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1 Einleitung

1.1 SPRED Proteine

SPRED (Sprouty-related EVH1 domain containing) Proteine bezeichnen eine
Familie von MAP-Kinase Inhibitoren, die innerhalb der MAP-Kinase-Signalkaskade
downstream des monomeren GTP-bindenden Proteins Ras und den Raf-Isoformen

(Serin/Threonin-Proteinkinasen) inhibitorisch agieren.

1.1.1 SPRED2 Domanenstruktur

Das SPRED2-Gen ist bei der Maus auf Chromosom 2, 2p14 lokalisiert und weist
eine Struktur aus 6 Exons auf. Exon 1-3 codieren hierbei fur die EVH1-Domane, Exon
4 und Exon 5 codieren fur eine Interregion zwischen EVH1-Domane und KBD, Exon 6
codiert sowohl fur die KBD und die Interregion zwischen KBD und SPR, als auch fur
die C-terminale SPR-Domane. Die gesamte Exon-Struktur resultiert in einer 1233 bp
groflen mRNA, die fur die 418 Aminosauren von SPRED2 codieren. Das SPRED2
Protein selbst weist eine Molekulmasse von ca. 46 kDA auf.

Exon1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon 6
— - —1233 bp

Spred2 mRNA ~ Promotor —

SPRED2 | EVH " KkBD [SPRI 418aa

Abbildung 1 SPRED2-mRNA. Dargestellt sind die intronischen und exonischen Sequenzabschnitte mit
einer Gesamt Lange von 1233 Nucleotiden. Das 3’-Ende von Exon 1 bis Exon 3 codieren fiir die EVH1-
Domane. Exon 4 und Exon 5 codieren fir die Interregion zwischen EVH1 und KBD. Exon 6 codiert am
5’Ende fur die KBD und am 3’-Ende fiir die C-terminale Sprouty-Doméne.

1.1.2 EVH1-Domanen

Charakteristisch fur nahezu alle Isoformen der SPRED-Proteine ist eine dreiteilige

Domanenstruktur aus N-terminaler EVH1-Domane, einer zentralen c-Kit bindenden



Domane und einer C-terminalen Cystein-reichen Sprouty-Domane, die essentiell fur
die Lokalisierung der SPRED-Proteine an die Zellmembran ist.

Die EVH1 Domane ist ein aus 115 Aminosauren bestehendes, N-terminales
13 kDa Protein-Interaktionsmodul, welches interagierende Proteine mit intrazellularen
Signalwegen, wie dem MAP-Kinase-Signalweg, assoziiert. EVH1-Domanen erkennen
und interagieren mit spezifischen Prolin-reichen Sequenzen (PRS). Die Interaktion der
EVH1-Domane mit anderen Proteinen ist durch eine hohe Spezifitat und niedrige
Affinitat gekennzeichnet. Die Erkennungsstelle der EVH1-Domane ist das Ziel einer
kleinen, 3-6 Aminosauren langen PRS des interagierenden Proteins. Weitere Protein-
Protein-Interaktionen werden durch flankierende, die Interaktion stabilisierende
Aminosaure-Sequenzen unterstutzt [1]. Die EVH1-Domane interagiert mit FPPPP-
Motiven von Rezeptorproteinen, mit fokalen Adhasionsproteinen wie Vinculin [2] und
mit dem Protein-Interaktionsmodul PB1 (Phox/Bem1) sowie den Autophagie-
assoziierten Transportrezeptoren NBR1 und SQSTM1. Ena/VASP Proteine besitzen
ebenfalls eine EVH1-Domane und sind eine konservierte Actin-regulierende Gruppe
von Proteinen, bestehend aus EVH1- und EVH2-Domanen, sowie einer Prolin-reichen
zentralen Region. Ena/VASP Proteine regulieren Actin-basierte, zellulare Prozesse
wie die Migration von Fibroblasten und Axonen. Fur Ena/VASP Proteine sind sowohl
fordernde und inhibierende Effekte fur Actin-abhangige Prozesse beschrieben [3].
Innerhalb der SPRED- und anderen Proteinfamilien, weisen die entsprechenden
Formen nur eine einzige EVH1-Domane auf.

SPRED3, welches vornehmlich im Gehirn exprimiert ist, besitzt keine funktionelle
c-Kit bindende Domane. Wahrend die EVH1-Domane fur Proteininteraktionen
zustandig ist, vermittelt die c-Kit bindende Domane die Interaktion mit der die
Zellmembran durchspannenden Tyrosinkinase c-Kit. Die Sprouty-Domane vermittelt
nicht ausschliel3lich nur die intrazellulare Translokation von SPRED2 vom Cytoplasma
zur Zellmembran, sondern auch die Homodimerisierung von SPRED2 und stellt damit
einen essentiellen Teil der Funktion der SPRED-Proteine dar.

1.1.3 c-Kit bindende Domane (KBD)

Die c-Kit bindende Doméane von SPRED Proteinen ist eine ca. 50 Aminosauren
umfassende zentrale Domane (aa234 — aa286). SPRED1/2 besitzen funktionelle c-Kit



Doménen und inhibieren in vollem Umfang die Aktivierung der MAP-Kinase
Signalkaskade, wohingegen die inhibitorische Wirkung von SPRED3 im Vergleich
verringert ist. Die KBD von SPREDS3 weist an einer essentiellen Stelle die Substitution
von Arg247 durch Glycin auf, was darauf hinweist, dass die KBD fur die inhibitorische
Wirkung von SPRED vorteilhaft, nicht jedoch essentiell ist [4].

1.1.4 SPR-Domane

SPRED-Proteine besitzen eine konservierte, C-terminale 110 Aminosauren grole
Cystein-reiche SPR-Domane, die homolog zu der C-terminalen Domane von Sprouty
Proteinen ist. Sprouty-Proteine bezeichnen eine Familie aus 4 Proteinen, die allesamt
als Inhibitoren von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) beschrieben und als Regulatoren
von RTK-Signalkaskaden wahrend der Organentwicklung und in verschiedenen
Krankheitsprozessen identifiziert worden sind [5].

Ursprunglich wurden Sprouty Proteine (dSpry) von Hacohen et al. als Inhibitoren
des fibroblast growth factor 3 (FGF3) in Drosophila melanogaster wahrend der
Organogenese des Trachealsystems beschrieben [6]. Nach Analysen auf
Sequenzhomologien wurden 4 Sprouty Proteine in Saugetieren entdeckt, drei
Homologe von dSpry (Sprouty 1/2/3) als humane Sprouty Proteine (hSprouty) und eine
weiteres Sprouty Protein wurde im Mausmodell entdeckt (mSprouty 4) [7]. Alle
humanen Homologe von Sprouty besitzen eine Cystein-reiche c-terminale Domane,
die Ahnlichkeiten zu den verwandten Sprouty Proteinen in D. melanogaster [6]
aufweist. Die Expressionsmuster von mSprouty decken sich wahrend der
Organogenese mit der Expression von FGF3 [7-10], was darauf hinweist, dass
Wachstumsfaktoren die Expression von Sprouty Proteinen beeinflussen.

Funktionell ermdglicht die SPR die Membranlokalisation von SPRED und Sprouty
durch die Interaktion der SPR-Domane mit membranstandigen Gerustproteinen wie
bspw. Caveolin1 und dem Signal- und Gerustpeptid Neurofiboromin1, welche beide
direkt an der inneren Zellmembran lokalisiert sind.



SPRED1 EVH1 KBD —— SPR 444aa
SPRED2 EVH1 — KBD —  SPR 418aa

SPRED3 EVH1 — (KBD) — SPR 418aa

Abbildung 2 Die SPRED-Proteinfamilie. Allen SPRED-Proteinen ist die dreiteilige Domanenstruktur
gemeinsam. Die EVH1-Domane vermittelt die Interaktion mit anderen Proteindoménen, wie bspw.
Phox/Bem1 (PB1) oder weiteren EVH1- und EVH2-Domanen. Die c-Kit bindende Domane vermittelt die
Interaktion mit der Tyrosinkinase c-Kit und die Sprouty-Domane ist essentiell fiir die Funktion von
SPRED, indem es die Translokation zur Zellmembran erméglicht. Die Exon-Struktur von SPRED2
besteht aus 1233 codierenden Nukleotiden und resultiert in einem Protein mit einer errechneten
Molekilmasse von 46 kDa. Im Gegensatz zu SPRED1/2 besitzt SPRED3 keine funktionelle c-Kit
bindende Doméane, da das fiur die Funktion der c-Kit Doméane essentielle Arg247 durch Glycin
substituiert ist.

1.2 Inhibitorische Funktion von SPRED Proteinen downstream von
Ras und Raf

SPRED2 bindet konstitutiv an die GTPase Ras, verhindert jedoch weder die
Aktivierung von Ras, noch die Translokation von Raf an die Zellmembran. Vielmehr
verhindert SPRED2 die Aktivierung der MAP Kinase durch Inhibition der
Phosphorylierung von Raf an Serin388, das fur die Aktivierung von Raf notwendig ist.
SPRED?2 inhibiert spezifisch den MAP-Kinase Signalweg zwischen Ras und Raf; eine
Inhibition von EGF-induzierter MAP-Kinase Aktivitat konnte nicht gezeigt werden [11].

1.3 SPRED2 Gene Trap KO

Gene Traps oder auch gene targeting Vektoren nutzen das aus dem pGTO gene
trap Vektor stammende R-geo Konstrukt, das fur eine R-Galactosidase und eine
Neomycin-Resistenz codiert, um einerseits die Funktion eines bestimmten Gens durch
den Splice-Akzeptor (SA) auszuschalten und andererseits gleichzeitig eine
Reporterfunktion zu integrieren, mit der Zellen und Gewebe identifiziert werden
konnen, in welchen das gene of interest (goi) exprimiert wird [12]. Der Gene Trap ist
eine kosteneffiziente und schnelle Methode mit Hilfe einer zufalligen Insertion eines
Gene Trap Konstrukts eine Mutation und Reporterfunktion unter die Kontrolle des
entsprechenden Promotors zu bringen und die Genaktivitat auf zellularer Ebene
genauer zu untersuchen [13]. Die Reporterfunktion des fusionierten Gens (13-
Galaktosidase) kann mit Hilfe einer Farbung von 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
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galactopyranosid (X-Gal) sichtbar gemacht werden. Ist das 3-geo Konstrukt exprimiert,
wird unter Sauerstoffexposition aus dem chromogenen Substrat X-Gal der Farbstoff
5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-Indigo. Durch die Intensitat der Farbung mit X-Gal Iasst sich
nicht nur eine Aussage daruber treffen, ob ein Protein in bestimmten Zellen und
Geweben exprimiert wird, sondern auch darUber, wie aktiv ein Promotor in
unterschiedlichen Geweben ist.

Abb. 3 zeigt den Gene Trap, mit dem der globale SPRED2 knockout generiert
wurde, der das Objekt der Untersuchungen dieser Arbeit ist. Das Gene Trap Konstrukt
besteht am 3’-Ende aus einer intronischen engrailed2 Sequenz (en2 intronT), einem
Spleilakzeptor, der R-Galaktosidase/Neomycin Resistenz Fusions-cDNA, einer
SV40pA-Polyadenylierungssequenz zur Termination der Transkription und einer pUC
backbone Vektorsequenz.

Im Fall des in dieser Arbeit genutzten Gene Trap Mausmodells wird das zwischen
Exon 4 und Exon 5 mutierte SPRED2 Gen entsprechend der Promotoraktivitat in
bestimmten Geweben exprimiert. Hierbei erfolgt die Transkription des Gens Uber das
Exon 4 hinaus. Das inserierte 3-geo Konstrukt wird ebenfalls transkribiert, jedoch
stoppt die Transkription nach der Polyadenylierungssequenz. Genprodukt ist eine
noch immer funktionelle EVH1-Domane von SPRED2, die an eine [3-Galaktosidase

fusioniert ist.

Exon1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exonb5 Exon 6
Promotor  — Rl Rl Il Tl —
Exon 4 T Exon 5
XB228 - 4|—2| SA| Rgeo |Sv40pA|?:i—
en p

Intron1

Abbildung 3 SPRED2 Gene Trap KO Konstrukt. Die Insertion des Gene Trap Konstrukts erfolgte
zwischen Exon 4 und Exon 5. Das Konstrukt besteht aus einer engrailed2 Intron-Sequenz, einem
Spleilakzeptor, einem Fusionsgen aus R-Galakiosidase/Neomysin cDNA, einer SV40pA-
Polyadenylierungssequenz, um die Transkription zu terminieren und einer abschlieRenden pUC
backbone Sequenz. Bei der Expression des Gens wird eine mRNA transkribiert, die fiir die von Exon1-
3 codierte EVH1-Domane codiert, sowie des daran fusionierten, artifiziellen Fusionsproteins [-
Galaktosidase.



1.4 Phanotyp von SPRED2-defizienten Mus musculus

Die Untersuchung von SPRED?2 ist aus vielerlei Hinsicht wissenschaftlich ergiebig.
Zum einen sind uber die Funktion des MAP-Kinase-Inhibitors SPRED2 im Herzen noch
wichtige Fragen offen, zum anderen ist SPRED2 wahrend der Embryonalentwicklung
im Herzen prominent exprimiert, ohne dass die genaue Funktion auf die Entwicklung
des Herzens dargestellt wurde.

In der fruhen Embryonalentwicklung zeigt sich die Expression von SPRED2 in
ektodermalem und mesodermalem  Gewebe, wahrend der spateren
Ausdifferenzierung der Gewebe ist SPRED2 sowohl in sich entwickelndem
Nervengewebe, in Herz und Lunge, sowie in den Wachstumzonen wahrend der
chondralen Ossifikation exprimiert. Der Effekt auf die Knochenbildung zeigt sich bei
SPRED2" Mausen in einem Minderwuchs. Ein wichtiger regulativer Mechanismus bei
der Induktion zur Bildung von Knochengewebe, sowie =zahlreichen weiteren
Entwicklungsprozessen, ist die Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs durch
fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3). FGFR3 wird in proliferierenden und
prahypertrophischen Chondrozyten exprimiert. Eine Uberexpression von FGFR3 und
eine verringerte Inhibition des dem FGFR3 folgenden MAPK-Signalkaskade
resultieren in einem Achondroplasie-ahnlichen Phanotyp. Charakteristisch fur
SPRED2-defiziente Mause ist ein verringertes Korpergewicht, eine reduzierte Tibia-
Lange im Vergleich zu Individuen mit funktionellem SPREDZ2, sowie schmalere
Wachstumsplatten wahrend der Knochenbildung.

Weiterhin konnte fur die in dieser Arbeit untersuchte SPRED2-KO Mauslinie ein
OCD (obsessive compulsive disorder)-ahnlicher Phanotyp festgestellt werden [14].

1.5 Der MAP-Kinase Signalweg

Um differenziert auf extrazellulare Reize reagieren zu konnen, muss das Signal
durch Liganden, die bspw. an RTKs binden, zunachst in der Zelle weitergereicht und
verarbeitet werden (downstream signaling). Dabei wird Uber eine komplexe Verkettung
von sequenziellen Phosphorylierungsreaktionen die Amplitude und Dauer der

Signaltransduktion reguliert. Hierbei spielen die MAP-Kinase Signalwege eine



bedeutende Rolle. Durch Ligandenbindung der Rezeptor-Tyrosin Kinasen auf der
AulRenseite der Zellmembran, die Wachstumsfaktoren wie FGFs (fibroblast growth
factors), EGFs (endothelial growth factors) oder Hormone binden, werden Signale
externer Liganden registriert, durch G-Proteingekoppelte Rezeptoren weitergeleitet
und dann durch eine sequentielle Phosphorylierung downstream in der Zelle
Ubertragen, bis durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Nucleus eine
Reaktion in Form von induzierter Genexpression hervorgerufen wird.

Durch das Binden spezieller Liganden wie bspw. FGF, EGF oder VEGF an
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) wird die katalytische Aktivitat des Rezeptors durch
eine Dimerisierung der katalytischen Domanen erhoht und dieser anschlielRend
intrazellular an spezifischen Tyrosin-Resten phosphoryliert. Die Phosphorylierung von
RTKs hat die Formierung von Proteinkomplexen zur Folge, deren Zusammensetzung
die weitere Signalkaskade bestimmt. So ist oftmals die Aktivierung des monomeren G-
Proteins Ras wichtiger Bestandteil der auf die Aktivierung folgenden Signalkaskade.
Die Rekrutierung von Ras erfolgt durch Adapter- bzw. Gerustproteine, wie bspw. die
Proto-Onkogen Tyrosin-Proteinkinase Src, welche mit dem growth factor-receptor
bound protein 2 (Grb2) am intrazellularen Teil der RTK lokalisiert ist. Die Tyrosin-
Kinase Src phosphoryliert spezifische Tyrosinreste anderer Proteine. Eine Erhdhung
der Src-Aktivitat ist mit gesteigerter Proliferation assoziiert [15]. Das Adapterprotein
Grb2 besitzt eine SH2-Domane, welche an die phosphorylierte RTK bindet und zwei
SH3-Domanen, welche Prolin-reiche Regionen anderer Proteine erkennen, wodurch
Grb2 als Brucke zwischen RTK und nachfolgenden Faktoren wirkt [16]. SH (Src-
homology)-Domanen sind in zahlreichen Adapterproteinen vorhanden, die intrazellular
Rezeptor-Tyrosinkinase-vermittelte Signale weiterleiten. Proteine mit SH-Domanen
sind in der Lage, andere Proteine zu binden, die an speziellen Tyrosinresten
phosphoryliert sind [17].

Nach erfolgreicher Bindung von FGF an den FGFR und der darauffolgenden
intrazellularen Phosphorylierung des Rezeptors bindet der guanine nucleotide
exchange factor (GEF) Son of Sevenless (Sos) an den Src-Grb2-Komplex und sorgt
am G-Protein Ras fur den Austausch von GDP zu GTP. GTP-gebundenes Ras
interagiert unter anderem mit Isoformen der Serin/Threonin-spezifischen
Proteinkinase Raf. Vermutlich resultiert das Binden von Ras an Raf in einer
Konformationsanderung, welche die Aktivitat von Raf drastisch erhoht [18]. Aktiviertes
Raf wiederum aktiviert die Serin/Tyrosin/Threonin-selektiven MAPK/ERK-Kinasen
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(MEK, MKK oder auch MAPKK) MEK1 und MEK2, welche daraufhin die Mitogen-
activated protein Kinasen (MAPKSs), wie extracellular signal-regulated kinase (ERK),
phosphorylieren. ERKs sind Proteinkinasen intrazellularer Signalwege, die wiederum
zahlreiche Transkriptionsfaktoren, wie bspw. ELK1, durch Phosphorylierung
aktivieren. Durch diese aktvierten Transkriptionsfaktoren beeinflussen die MAPK-
Signalkaskaden die Expression spezifischer Gene und ermdglichen durch die serielle
Signalweiterleitung nicht nur eine intrazellulare Reaktion der Zelle auf einen exogenen
Stimulus, sondern auch die Moglichkeit die Signalamplitude und die inhibitorische
Ruckkopplung zu beeinflussen (Abb. 4).

Einige Krankheiten, denen eine fehlreguliere Aktivitat von Ras innerhalb des MAP-
Kinase-Signalkaskade zugrunde liegt, werden unter dem Begriff ,Rasopathien”
zusammengefasst und sind sowohl fur die kognitive und neuronale Entwicklung, sowie

fur cardiovaskulare Integritat bedeutend.
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Abbildung 4 Der MAP-Kinase Signalweg. Extrazellulare Liganden binden an Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen. Dies fiihrt zu einer intrazellularen Dimerisierung der katalytischen Region und zu
Phosphorylierungen an spezifischen Tyrosin-Resten. Ein Proteinkomplex, bestehend aus dem
Gerustprotein Src, dem Adapterprotein Grb2 und dem guanine-nucleotide-exchange factor Sos (son-of-
sevenless), wird geformt, welcher fiir die Abspaltung von GDP von Ras und infolgedessen zur GTP-
Assoziation der GTPase Ras fiihrt. GTP-gebundenes Ras bindet an die Proteinkinase Raf und es
kommt zur sequenziellen Phosphorylierung der downstream befindlichen Proteinkinasen, wie MEK1/2
und ERK, sowie den Transkriptionsaktivatoren ELK und Ets1. Der Transkriptionsfaktor Ets1 flihrt zur
Expression spezifischer Gene.



1.6 Rasopathien

RASopathien bezeichnen eine Gruppe kongenitaler, meist autosomal dominanter
Erkrankungen, bei denen die Regulation des MAP-Kinase Signalweg fehlgeleitet ist.
Hierzu zahlen neben anderen das Costello-Syndrom, das Legius Syndrom, das mit
dem Verlust der Funktion von SPRED1 assoziiert ist, als auch die Neurofiboromatose
Typ 1 (Morbus Recklinghausen).

Neurofibromatose Typ 1 (NF-1) ist eine zahlreiche Organe treffende Erkrankung
mit einer Inzidenz von 1 in 4.000 Geburten. Symptomatisch fur die Neurofiboromatose
Typ 1 sind neben craniofaciellen Alterationen Minderwuchs, Makrocephalie, Lisch-
Knoten in der Iris und verlangsamter geistiger Entwicklung auch die markanten Cafe-
au-lait Flecken, die als scharf begrenzte, nicht maligne Veranderungen der Haut
auftreten. Weiterhin sind fur die NF-1 nicht maligne dermale und nodulare, sowie
plexiforme Neurofibrome typisch. Individuen mit NF-1 sind pradisponiert fur die
Entwicklung maligner Tumoren, insbesondere Neurofibrosarcome (malignant
peripheral nerve sheath tumors, MPNSTSs). Bei Sauglingen und Kindern im Alter bis
etwa 2 Jahren mit NF-1 sind 2% aller Leukdmien eine juvenile myelomonozytare
Leukéamie (JMML). Verursacht werden die Symptome, vornehmlich die Entwicklung
der Neurofibrome, durch eine bi-allelische Inaktivierung des NF1 Gens. Das Produkt
des NF7-Gens ist das 327 kDa grof3e Protein Neurofibromin, das als RasGAP (Ras
GTPase aktivierendes Protein) agiert. Der Verlust der NF1-Funktion resultiert
downstream von Ras in der unkontrollierten Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs
und somit u.a. in einer deregulierten Proliferation. Neurofibromin wirkt als negativer
Regulator von Ras durch die Umwandlung von aktiviertem RasGTP zu inaktivem
RasGDP. Durch die negative Regulation von Neurofibromin wird die Aktivitat von Ras
um den Faktor 1.000 reduziert.

Das Legius-Syndrom (LS) ist ebenfalls eine auf den Verlust der negativen
Regulation der GTPase Ras zuruckzufuhrende Erkrankung. Symptome des LS sind
ahnlich wie bei der NF-1 die in unterschiedlicher Anzahl und unterschiedlich starker
Auspragung auftretenden Manifestationen der Café-au-lait Flecken, verlangsamte
geistige Entwicklung und/oder Lernschwierigkeiten, als auch Makrocephalie. Im
Gegensatz zur NF-1 ist das Legius-Syndrom symptomatisch abzugrenzen, da keine
Lisch-Knoten in der Iris, keine Neurofiborome und keine Veranderungen der Knochen
auftreten. Jedoch zeigen sich im Erwachsenenalter bei LS-betroffenen Individuen eine
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Haufung subkutaner Lipome. Betroffene Individuen mit LS zeigen keine Mutation im
NF1-Lokus. Das Legius Syndrom wird ebenfalls durch durch eine bi-allelische
Inaktivierung des Proteins Sprouty-related EVH1 domain containing protein 1
(SPRED1) verursacht.

1.7 Autophagie

Autophagie bezeichnet einen in jeder Zelle basal ablaufenden, katabolen Prozess
der zytoplasmatische Komponenten, wie defekte Proteine oder Zellorganellen einer
lysosomalen Degradation zufuhrt, um die allgemeine Homoostase aufrecht zu
erhalten. Autophagie stellt dabei auch eine wichtige zytoprotektive Antwort auf
zellularen Stress dar. Eine unzureichende oder exzessive Autophagie beeinflusst die
Zellphysiologie permanent negativ; eine fehlerhafte Autophagie ist mit zahlreichen
pathologischen Folgen, wie Krebs [19], vorzeitigem Altern [20], erhohter Apoptose [21]
und neurodegenerativen Erkrankungen [22-24] assoziiert und muss deshalb genau
reguliert werden.

Das generelle Prinzip der Autophagie ist das EinschlieBen zytoplasmatischer
Komponenten innerhalb eines transienten Zellorganells aus einer Doppelmembran,
welches Autophagosom genannt wird, das daraufhin mit im Zytoplasma befindlichen
Lysosomen fusioniert, um die im Autophagosom enthaltenen Organellen und
Makromolekile enzymatisch mit Hilfe von Proteasen und Hydrolasen zu degradieren
[25]. Im Gegensatz zum Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), welches kurzlebige
Proteine abbaut, werden langlebige Proteine und grol3ere Zellorganellen durch die
autophagische Degradation in ihre makromolekularen Bestandteile zerlegt [26, 27].
Weiterhin hat die autophagische Degradation eine nahezu unbegrenzte degradative
Kapazitat und beschrankt sich nicht auf die Degradation von Proteinen, sondern baut
ebenso DNA, RNA und Fettsauren ab.

Der Prozess der Autophagie lasst sich je nach zu degradierenden Bestandteilen
des Zytoplasmas in drei Unterformen einteilen: Mikroautophagie ist ein Prozess, der
in der Zelle fur die in den meisten Fallen nicht-selektive Degradation von Proteinen
verantwortlich ist und besondere Bedeutung bei Nahrstoff- oder Stickstoffmangel hat
[28]. Hierbei werden die abzubauenden zellularen Bestandteile direkt von lysosomalen
Vesikeln eingeschlossen. Aufgabe der Mikroautophagie ist die Aufrechterhaltung der
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Grole bestimmter Zellorganellen, der Membranhomodostase und des Zelluberlebens
unter Stickstoffmangel. Der Prozess der Mikroautophagie lauft gemeinsam mit und in
Abstimmung mit anderen ,selbst verdauenden“ Prozessen, wie der selektiven
Mikroautophagie, der Chaperon-vermittelten Autophagie (chaperone-mediated
autophagy, CMA) und der selektiven Makroautophagie, ab. Innerhalb der
Mikroautophagie gibt es ebenfalls selektive Degradationsmechanismen, wie die
Mikropexophagie, bei der Peroxisomen, die neben degradierenden Vakuolen liegen,
sequestriert werden, die Piecemeal-Autophagie, bei der Teile des Nucleus degradiert
werden und die Mikromitophagie, einem Mechanismus zur Degradation von
Mitochondrien. Die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) bezeichnet die Chaperon-
abhangige Selektion von im Zytoplasma gelosten Substraten, die durch ein KFERQ-
Motiv gekennzeichnet sind und mit Hilfe von hsc70/Cochaperon-Komplexen direkt zur
lysosomalen Membran gebracht und mittels LAMP-2A Multimeren zum Abbau in das
Lysosom transportiert werden [28]. Die am umfangreichsten untersuchte Form der
Autophagie ist die selektive Makroautophagie, die im Folgenden ,Autophagie’ genannt
wird. Hierbei werden Ubiquitin-markierte Substrate, i.d.R. langlebige, groRere Proteine
und Zellorganellen, selektiv in einer expandierenden Membran, dem Autophagosom,
eingeschlossen und die enthaltenen Bestandteile nach Fusion mit Lysosomen
degradiert. Abb. 5 zeigt die Formen der Autophagie.

Das Autophagosom wird ausgehend von der phagophore assembly site, oder auch
pre-autophagosomal structure (PAS) de novo gebildet [29, 30]. Diese ist kein Teil eines
auf Autophagie spezialisierten, bestehenden Organells, sondern wird bei jeder
autophagischen Degradation neu gebildet. Als mogliche Orte der PAS werden das
Endoplasmatische Reticulum, mitochondriale Membranen oder auch der Golgi-
Apparat diskutiert [31]. So sind die endoplasmatic reticulum exit sites (ERES), ein
spezieller Bereich des ER, mit der Bildung autophagischer Membranen assoziiert. Das
ER spielt vermutlich in seiner Funktion Phospholipide zu synthetisieren, eine
mafgebliche Rolle in diesem zellularen Degradationsmechanismus, der hochgradig
abhangig von der Bildung neuer Membranstrukturen ist. Ein weiterer moglicher Ort der
PAS stellt der Golgi-Apparat dar. Geng, et al. haben gezeigt, dass im Fall einer
gesteigerten Autophagie unter Stressbedingungen Membranen des Golgi-Apparates
vermehrt an der Bildung von Autophagosomen beteiligt sind, anstatt in die

Zellmembran transportiert zu werden [32].
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Abbildung 5 Microautophagie, CMA und Macroautophagie. Bei der Degradation kurzlebiger
Proteine und zelluldrer Bestandteile werden Peroxisomen, Teile des Nucleus und zum Teil
Mitochondrien degeneriert. Die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) beschreibt die Chaperon-
abhangige Selektion von Proteinen, welche durch eine KFERQ-Sequenz gekennzeichnet sind. Die
Translokation dieser Proteine in Lysosomen wird unter anderem durch den hsc70-Komplex vermittelt.
Bei der Macroautophagie, die oftmals einfach ,Autophagie” genannt wird, werden langlebige Proteine
und Zellorganellen durch Ubiquitin markiert und selektiv von Cargo-Rezeptoren, wie SQSTM1 und
NBR1, an eine expandierende, die zu degradierenden Proteine und Zellorganellen umschlieRende
Membran gebunden. Das entstandene Autophagosom fusioniert anschlieRend mit Lysosomen, wo die
Proteine und Zellorganellen hydrolysiert werden.

Bei diesem Vorgang wirken die beiden post-Golgi Proteine sec4 und sec2. sec4
bezeichnet eine Rab GTPase, welche mitverantwortlich fur zahlreiche
Transportprozesse unterschiedlicher Vesikel in die verschiedenen Kompartimente der
Zelle ist. sec2 bezeichnet den Kofaktor (guanine nucleotide exchange factor, GEF) fur
sec4. Rab GTPasen sind aktiv, wenn GTP gebunden ist und sind inaktiv, wenn GDP
gebunden ist. Der Wechsel zwischen aktivem und inaktivem Zustand wird durch eine
Konformationsanderung in der Nukleotidbindungsregion hervorgerufen, welche durch
den entsprechenden GEF ausgelost wird [33].

Entdeckt wurde der Prozess der Autophagie in den 1960er Jahren durch Arbeiten
an der Distribution von Enzymen in der Leber von Ratten und der Entdeckung des
Peroxisoms [34]. Die grundlegenden molekularen Mechanismen jedoch, sowie die
beteiligten Proteine und Signaltransduktionswege, die bei der Autophagie eine Rolle

13



spielen, wurden erst etwa 30 Jahre spater genauer untersucht [35]. Ein essentieller
Schritt bei der Aufklarung der autophagischen Degradation stellte die Entdeckung der
sogenannten autophagy-related genes (ATGs) in der Hefe S. cerevisiae dar, die
urspranglich noch als APGs [36, 37] bezeichnet wurden. ATGs bezeichnen
hochkonservierte, spezifisch die Autophagie regulierende Proteine. Eine Vielzahl der
ursprunglich in S. cerevisiae entdeckten ATGs hat ein entsprechendes Ortholog in
Saugetieren [38]. Die Entdeckung von ATGs, sowie die Identifizierung ihrer
entsprechenden Orthologe hat die experimentelle Manipulation der autophagischen
Degradation in vivo, bpsw. durch Generation entsprechender knockout Mausmodelle,
und dadurch die funktionelle Aufklarung dieses essentiellen Prozesses der zellularen
Homoostase, ermadglicht.

Innerhalb der Gruppe der ATGs nehmen Autophagy-related gene 8
(Atg8 / MAPLC3) und Atg12 durch ihre strukturelle Ahnlichkeit zu Ubiquitin eine
besondere Rolle ein. Ubiquitin ist ein 8,5 kDa grof3es Peptid aus 76 Aminosauren, das
seine Bezeichnung durch das ubiquitare Vorhandensein in allen Zellen erhalten hat.
Ubiquitin ist ein durch samtliche Phyla hochkonserviertes Protein, das u.a. bei der
Signaltransduktion und Zellzyklusregulation regulative Aufgaben ermoglicht, indem
beteiligte Proteine ubiquitinyliert werden. Zu ubiquitinylierende Proteine werden Uber
das Gly76 kovalent gebunden, Uber zwei Lysine, Lys48 und Lys63, kdonnen weitere
Ubiquitine an ein bereits gebundenes Ubiquitin kovalent gebunden werden, sodass es
zu einer Polyubiquitinylierung kommt. Die meisten Ubiquitinylierungen sind transient
und nicht permanent [39].

Eine wichtige posttranslationale Modifikation innerhalb von eukaryotischen Zellen
stellt die Konjugation und Dekonjugation von Ubiquitin und Ubiquitin-ahnlichen
(ubiquitin-like proteins, UBLs) Peptiden an andere Proteine dar. Unter den Uber 30
bisher identifizierten ATGs gibt es zwei UBLs, Atg8 und Atg12. Innerhalb der
autophagischen Degradation wird analog zur Ubiquitinylierung Atg12 an Atg5 kovalent
gebunden. Atg8, Atg12 und Atg5 sind Bestandteile von zwei Konjugationssystemen,
deren Funktion im Folgenden noch genauer beschrieben wird. Obwohl Atg12 und Atg8
keine klare Sequenzhomologie zu Ubiquitin aufweisen, zeigen kristallographische
Experimente eine strukturell konservierte, Ubiquitin-ahnliche Region [40], welche fur
die funktionelle Ahnlichkeit zur Ubiquitinylierung verantwortlich ist. Sowohl Atg8, als
auch Atg12 sind funktionell mit der E1-Ligase Atg7 assoziiert [41].
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Die autophagische Degradation spielt neben ihrer basalen Form, welche den
Umsatz zellularer Komponenten reguliert und fur eine Degradation langlebiger
Proteine sorgt, eine besondere Rolle bei der Reaktion auf verschiedene Formen von
zellularem Stress, wie Nahrstoff- und Wachstumsfaktorenentzug, oxidativem Stress
oder Hypoxie. Wahrend Phasen, in denen die Zelle diesen Bedingungen ausgesetzt
ist, ermoglicht die Ruckgewinnung von Aminosauren fur die de novo Proteinsynthese
und ATP-Generierung, die Aufrechterhaltung der biosynthetischen Kapazitat fur die
Dauer dieses Mangel- oder Stresszustands. In einem von Mizushima et al. generierten
Mausmodell wurde eine erhohte Autophagie durch Detektion von LC3-GFP
Fusionsproteinen in nahezu allen Geweben wahrend einer Nahrstoffdepletion
festgestellt [42]. Das microtubule-associated protein light chain 3 (MAPLC3), im
Folgenden LC3 bezeichnet, ist ein wesentlicher Bestandteil eines der beiden
wichtigsten Konjugationssysteme im Prozess der Autophagie.

Durch die Generation von Mausen, in deren Genom verschiedene ATGs
ausgeschaltet wurden, konnten essentielle Gene fur die Autophagie identifiziert
werden. So weisen ATG7” Mause eine erniedrigte intrazelluldre Konzentration von
Aminosauren in Plasma und Gewebe auf und verenden wenige Stunden nach der
Geburt aufgrund einer gestorten Autophagie wahrend der neonatalen Hungerperiode
[43]. Atg7 ist zum einen verantwortlich fur die Konjugation von Atg12 an Atg5, indem
es ahnlich wie beim Vorgang der Ubiquitinylierung als E1-Enzym Atg12 aktiviert und
zu einem E2-Enzym, Atg10, transportiert und anschlielRend an Atg5 konjugiert. Atg7
spielt in ahnlicher Weise auch bei der Aktivierung von Atg8, in Saugerzellen LC3, eine
Rolle, indem es ebenfalls als E1-Enzym wirkend Atg8 aktiviert und zu dem E2-Enzym
Atg3 transportiert [44], bevor es wahrend der Bildung und Extension der Phagophore
weiter modifiziert wird.

Rouschop et al. haben gezeigt, dass Tumorzellen, die zellularen Stress in Form
von Nahrstoffentzug und Hypoxie erfahren, eine gesteigerte Autophagie durch erhdhte
Expression von MAP1LC3B und Atg5 aufweisen [45], beides essentielle Proteine fur
die Elongation der Membran des Autophagosoms. In einem Mausmodell von
Mizushima et al. konnte weiterhin gezeigt werden, dass LC3 in Abhangigkeit von Atg5
an die Phagophore gebunden wird [46]. Zellen von Atg5” Mausen waren nicht in der
Lage, LC3 gezielt an die elongierende Membran zu fuhren, wodurch in den Zellen
dieser Tiere signifikant weniger Phagophoren und nahezu keine mit LC3-GFP
markierte Autophagosomen gefunden werden. Dies weist darauf hin, dass Atg5 bei

15



der Elongation der Phagophore und bei der Lokalisation von LC3 eine wichtige Rolle
spielt.

Bei der Inititation der Autophagie ist der Atg1/ULK-Komplex von entscheidender
Bedeutung. ULK (Unc51-like kinase) ist ein funktionelles Homolog zu Atg1 in
S. cerevisiae [47]. Dort besteht der Autophagie-initierende Atg1-Komplex aus der
Serin/Threonin-Kinase Atg1 und Atg13, sowie dem dreiteiligen Subkomplex aus
Atg17-Atg31-Atg29. Die Aktivitat des Atg1-Komplexes ist durch die Bindung an TOR
(target of rapamycin) und der cAMP-abhangigen Proteinkinase PKA wegen der Tor-
abhangigen Phosphorylierung von Atg1 konstitutiv stark reduziert [48]. TOR/mTOR ist
ein in allen Saugetieren vorkommende Kinase, welche am Anfang zahlreicher
Signaltransduktionskaskaden steht und Zellwachstum sowie Proliferation durch
Regulation der Proteinsynthese beeinflusst, indem sie nachfolgende Proteine
downstream durch Phosphorylierung in ihrer Aktivitat verandert. In Saugerzellen
inhibiert MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) direkt den ULK-
Komplex aus ULK-Atg13-FIP200-Atg101, um dessen Membran-Translokation zu
verhindern. Unter Stressbedingungen werden die Untereinheiten des ULK-Komplexes
phosphoryliert und dadurch die inhibierende Wirkung des mTORC1 und mTORC2
aufgehoben. Der Phosophorylierungsstatus des ULK-Komplexes reguliert die Initiation
der Autophagie (s. Abb. 7A) [49].

Ist die Autophagie durch den ULK-Komplex initiiert, werden weitere ATGs zur PAS
rekrutiert. Vermittelt wird die Rekrutierung durch Atg14, welches auch wahrend der
finalen Phase der Autophagie bei der Membranfusion von Autophagosom und
Lysosom durch Interaktion mit Syntaxin-17 (STX17) und dem Vesikel-assoziierten
Protein (vesicle-associated membrane protein 8) VAMP8 bedeutend ist [50]. Atg14 ist
ein Autophagie-spezifischer Regulator und Teil des class /Il Phosphatidylinositol-3-
Kinase Komplexes (PISKC3) [51]. Atg14 verbessert die Fusion der Membranen von
Liposomen und Membranen von Liposomen, die mit target (t)-SNAREs (soluble N-
ethylmeleimide-sensitive factor attachment protein receptors) [52, 53] und dem
Vesikel-assoziierten Protein SNAP29 (synaptosomal-associated protein 29) besetzt
sind. SNARE-Proteine katalysieren die extrem spezifische Fusion von
Vesikelmembranen (vesicle SNAREs) mit einer Zielmembran (target SNARES).
SNAPs stellen eine Gruppe von Proteinen dar, die Syntaxine binden und die Fusion
von synaptischen Vesikelmembranen vermitteln und stabilisieren. Atg14 bindet an die
SNARE core domain von STX17 und stabilisiert den STX17-SNAP29 t-SNARE

16



Komplex von autophagosomalen Membranen. STX17 rekrutiert Atg14 auch an die ER-
Mitochondrium Kontaktstelle, die aktuell auch als Ort der PAS diskutiert wird [54], und
fordert die Reifung und Formierung des Autophagosoms. Aktives Atg14 bildet Homo-
Oligomere, welche fur dessen Funktion erforderlich sind. In Zellen, in denen diese
Oligomerisierung verhindert wird, bilden sich zwar funktionelle Autophagosomen,
jedoch fusionieren diese nicht mit Endolysosomen und die autophagische Degradation
kommt an diesem Punkt zum Erliegen. Rekombinante Atg14 Homo-
Oligomerisierungsmutanten verlieren sogar die Fahigkeit zur Membranfusion und
SNARE-vermittelten Membranfusion komplett [50].

Wahrend der Rekrutierung weiterer ATGs zur Elongation der Membran entwickelt
sich nach initiierter Autophagie an der PAS eine isolierende Membranausstulpung, die
Phagophore. In dieser Elongationsphase der Phagophore sind zwei essentielle
Konjugationssysteme (das Atg8- und das Atg12-Atgs—Atg16 Konjugationssystem)
verantwortlich fur die Membranexpansion und die Bindung Ubiquitin-markierter
Proteine und Zellorganellen an die Membran mittels Cargo-Rezeptoren [55]. Die
Ubiquitinylierung von Proteinen oder Zellorganellen ist fur deren autophagische
Degradation essentiell und spielt nicht nur bei der Degradation endogener Proteine
und Organellen eine Rolle, sondern auch bei der Abwehr intrazellularer Pathogene,
die mit Ubiquitin markiert wurden. So kommt der Autophagie nicht nur grof3e
Bedeutung bei der Homdostase, sondern auch bei der kongenitalen Immunreaktion zu
[56].

In S. cerevisiae kommt dem Protein Atg8, bzw. dem Ortholog MAP1LC3 und
seinen Homologen [57] in Saugerzellen durch dessen Konjugation an das
Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE) [58] (Abb. 7B) besondere Bedeutung zu.
Atg8, bzw. LC3 ist ein Ubiquitin-ahnliches Protein, das u.a. durch die Serin-Protease
Atg4 an Phosphatidylethanolamin konjugiert werden kann. Die mindestens acht
Orthologe von Atg8 in Saugerzellen konnen weiterhin in zwei Familien unterteilt
werden: die MAPLC3-Familie, welche aus MAPLC3 A, -B, -B2 und -C besteht, sowie
die (y-butyric acid receptor-associated protein) GABARAP/ (Golgi-associated ATPase
Enhancer 16) GATE-16-Familie, die aus GABARAP, GABARAPL1 und
GABARAPL2/GATE-16 besteht [59]. LC3, bzw. Atg8 durchlauft mehrere
posttranslationale Modifikationen, um dessen Assoziation mit der Phagophore zu
gewahrleisten. Zunachst wird am C-Terminus von LC3, bzw. Atg8 durch die Cystein-
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Protease Atg4 ein Glycinrest (Gly140) zuganglich gemacht [60]. Hierdurch entsteht die
C-terminal gespaltene Form, LC3-I. Das Ubiquitin-aktivierende Enzym Homolog Atg7
(E1) transferiert das modifizierte LC3-I zu dem E2-Enzym Atg3, welches die kovalente
Bindung von PE an den freigelegten Glycinrest katalysiert [61]. Die gespaltene Form
von Atg8/LC3 wird dann als LC3-| bezeichnet, die Lipid-konjugierte Form als LC3-II.
Das in der Membran der Phagophore verankerte LC3-II ist sowohl auf der konvexen,
als auch der konkaven Seite der Membran vorhanden. Auf der konkaven Seite der
Membran ist LC3-Il als Bindungsstelle fur Cargo-Rezeptorproteine, wie SQSTM1 und
NBR1, verantwortlich die zur Degradation markierten Proteine zu binden. Zur
Degradation markierte Proteine werden Uber Polyubiquitinylierungen kenntlich
gemacht. Den Cargo-Rezeptorproteinen sind drei Domanen gemein, die fur die
Erkennung von zu degradierenden Proteinen erforderlich sind (Abb. 6); die PB1-
Domane, welche Protein-Interaktionen, bspw. mit EVH1-Domanen, und
Homooligomerisierungen u.a. mit weiteren PB1-Domanen, bzw. dessen Proteinen
vermittelt [62]; die light-chain interacting region (LIR), welche die Bindung an Atg8,
bzw. LC3-Il arrangiert [63]; und schliellich die Ubiquitin-assoziierte Domane (UBA),
welche den Rezeptorproteinen die Erkennung Ubiquitin-markierter, zellularer Inhalte
ermaoglicht [64, 65] (Abb. 6 und 7 C).

SQSTM1 PB1 ——/— LR UBA

NBR1 PB1 —/— LR TR
! ! !

SQSTM1, NBR1, LC3-II / Atg8-I Ubiquitinylierte
EVH1 Proteine

Abbildung 6 Die gemeinsamen Domanen der Cargo-Rezeptoren SQSTM1 und NBR1. Die
Phox/Bem1-Domane ist ein Protein-Interaktionsmodul, welches in Proteinen, die eine solche Doméane
tragen, nur ein einziges Mal vorhanden ist. Die PB1-Domane interagiert sowohl mit weiteren PB1-
Domanen, als auch mit der EVH1-Doméane, so wie sie in SPRED2 vorhanden ist. Die light-chain
interacting region (LIR) ist diejenige Domane, welche die Cargo-Rezeptoren zur Interaktion mit
MAPLC3, bzw. Atg8 befahigt. Die Ubiquitin-assoziierte Domane (UBA) bindet Ubiquitin und damit die
zur Degradation markierten Proteine und zelluldren Bestandteile.
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Durch die Ermittlung der Menge an in der Zelle vorhandenem, an PE-konjugiertem
LC3-1l im Verhaltnis zu unkonjugiertem LC3-l Iasst sich eine Aussage uber die
Autophagie-Rate treffen. Eine verringerte Autophagie-Rate zeichnet sich daher durch
eine Verringerung der Menge an konjugiertem LC3-II aus, wohingegen eine erhdhte
Autophagie durch vermehrte Konjugation von LC3 an PE gekennzeichnet ist. Die
Messung des Konjugationsstatus des gesamten vorhandenen LC3-Bestands hat sich
gemeinhin als Marker fur die Autophagie-Rate etabliert [66-68].

Atg4 Ubernimmt wahrend der Autophagie eine duale Rolle, da es sowohl fur die
Konjugation als auch fur die Dekonjugation von LC3-Il zustandig ist [69, 70]. Wann und
durch welchen Mechanismus die Dekonjugation reguliert wird, insbesondere um eine
vorzeitige Dekonjugation noch wahrend der Membranexpansion der Phagophore zu
verhindern, wird gegenwartig noch diskutiert [71].

Der Prozess der Autophagie ist weiterhin abhangig von der Funktion eines zweiten
Konjugationssystems, bei dem Atg12, Atg5 und Atg16 eine essentielle Rolle spielen.
Der Atg12-Atg5—Atg16-Komplex bindet Atg8-abhangig an Vesikel und ist fur die
korrekte Konjugation von Atg8-1l an PE unabdingbar [72]. Wahrend der Expansion der
autophagosomalen Membran wird das Ubiquitin-ahnliche Protein Atg12 an einen
Lysin-Rest von Atg5 konjugiert. Die Reaktion wird von Atg7 als E1-Enzym und von
Atg10 als Ubiquitin-konjugierendes E2-Enzym katalysiert. Das Atg12-Atg5-Konjugat
bindet daraufhin Uber eine nicht-kovalente Wechselwirkung an Atg16. In Saugetieren
existieren zwei Isoformen, Atg16L1 und Atg16L2. Atg16L1 ist eines der Risiko-Allele,
die mit Morbus Crohn assoziiert werden. Abbildung 7 zeigt den Verlauf der Initiation
der Autophagie, die Expansion der Membran der Phagophore, sowie die Fusion des

neu gebildeten Autophagosoms mit dem degradierenden Lysosom.
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Atgd agiert in dem Atg12-Atgs—Atg16-Komplex teilweise als E3-Ligase fur die
Konjugation von Atg8-Il an PE. Die Bindung von Atg16 an das Atg12-Atg5-Konjugat
fuhrt zu einer Konformationsanderung in Atg5, welche eine Membranbindungsstelle
freilegt und die Bindung des Atg12-Atg5-Konjugats an die expandierende Membran
der Phagophore ermoglicht. Atg16 bindet als Dimer an die Atg12-Atg5-Konjugate.
Jeder der Atg12-Atg5—Atg16-Komplexe besteht also aus einem zentralen Atg16-
Dimer und jeweils zwei Atg12-Atg5-Konjugaten, sodass der Atg12-AtgS—Atg16-
Komplex in der Lage ist, Membranen zu binden. Die Fahigkeit Membranen zu binden
ist entscheidend, da Atg12 innerhalb des Atg12-Atgs—Atg16-Komplexes die
Rekrutierung von Atg8-ll-beladenem Atg3 Ubernimmt, welches dadurch in engen
raumlichen Kontakt mit PE innerhalb der expandierenden Membran kommt [73, 74].
Durch die Atg16-abhangige Bindung des Atg12-Atgs—Atg16-Komplexes an die
expandierende Membran der Phagophore kann die Bildung des Autophagosoms
reguliert werden. Die Expansion der Phagophorenmembran fuhrt letztendlich zum
Einschliellen der intrazellularen Bestandteile und dem Formen des kompletten
Autophagosoms.

Lysosomen sind die degradierenden Organellen der Zelle, in deren Innern ein
saures Milieu durch V-ATPasen (vacoular-type H* ATPases) und glykosylierte LAMPs
(lysosomal associated membrane proteins) aufrechterhalten wird, um die Degradation
durch spezialisierte Hydrolasen zu ermdglichen. Essentiell fur die Generierung und

Funktion von Lysosomen ist die Endozytose, bei der Invaginationen der Zellmembran

" A. Die Proteindegradation durch Autophagie kann durch endogene Ausléser, wie ATP-Mangel
oder Nahrstoffdepletion, initiiert werden oder aber durch exogenen Stress, wie Sauerstoffmangel oder
einen Mangel an Wachstumsfaktoren. Wird ein solcher endogener oder exogener Stress in der Zelle
festgestellt, kommt es zu einer Anderung des Phosphorylierungsstatus des mTORC1- und mTORC2-
Komplexes. Dies flihrt zu einer Phosphorylierung von Ambra1, welches zusammen mit Beclin-1 und der
PIK3C3 von Dynein dissoziiert. Die PIK3C3 bildet Phosphoinositol-3-phosphat, welches gemeinsam mit
Atg14 fir eine Rekrutierung in der Autophagie nachgeschalteter Atgs erforderlich ist. B. Die
Konjugationssysteme LC3 / Atg8 und der Atg12-Atg5—Atg16-Komplex sind fir die korrekte Expansion
der Phagophore nétig. Die Cystein-Protease Atg4B spaltet LC3 / Atg8 am C-Terminus und legt Gly140
frei, welches die Konjugation von LC3 an das Phospholipid Phosphatidylethanolamin durch Atg3 und
Atg7 ermdglicht. Atg7 ist ebenfalls bei der Konjugation von Atg5 an Atg12 mit Hilfe des Ubiquitin-
konjugierenden E2 Enzym Analogs Atg10 bei der korrekten Ausbildung des Atg12-Atg5—Atg16-
Komplexes beteiligt. Der Atg12-Atg5—Atg16-Komplex ist essentiell fir die Membranexpansion, fur die
korrekte Lokalisation von LC3 und durch seinen dimeren Charakter fir die korrekte Bindung und Fusion
von Membranen. C. Die Proteine, die degradiert werden sollen, wurden i.d.R. vorher durch
Ubiquitinylierungen markiert. Diese Markierungen sind notwendig, damit die Autophagie-assoziierten
Cargo-Rezeptoren, wie SQSTM1 und NBR1, die Proteine und Zellorganellen mit der Ubiquitin-
assoziierten Domane (UBA) binden kénnen. Die LIR Domane von SQSTM1 und NBR1 ermdglicht die
Bindung der beladenen Rezeptoren an membrangebundenes LC3. Nachdem das Autophagosom
geschlossen ist, fusioniert dieses mit Lysosomen, um die Proteine und zellularen Bestandteile zu
hydrolysieren.
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ins zellulare Lumen erzeugt werden, die sich als eigenstandige Vesikel
abschnuren [75]. Diese early endosomes (EEs), fruhe Endosomen, durchlaufen einen
Reifeprozess, an dessen Ende im Innern des Endosoms durch V-ATPasen ein pH-
Wert von pH = 6.0 bis pH = 4.9 erreicht wird [76]. Autophagosomen fusionieren sowohl
mit frihen, als auch mit spaten Endosomen.

Die Verbindung von SPRED2 als Inhibitor des MAPK-Signalwegs und dessen
moglicher Effekt auf die autophagische Degradation lasst sich durch den
Wirkmechanismus von mTOR herstellen (s. Abbildung 7); einer Kinase, die essentiell
fur die Initiation der Autophagie ist. Der Akt- und MAPK-Signalweg unterdricken die
Aktivitat von mTOR, wohingegen die AMP-aktivierte Proteinkinase AMPK und der
Transkriptionsfaktor p53 die Aktivitat von mTOR fordern.

1.8 Forster Resonanzenergietransfer

Der Forster Resonanzenergietransfer bezeichnet einen Distanz-abhangigen
fotophysikalischen Prozess, bei dem strahlungsfrei Energie von einem Donor-Molekul
zu einem Akzeptor Ubertragen wird. Perrin hat 1920 erstmalig das Konzept der Dipol-
Dipol-Wechselwirkung und der damit verbundenen Distanz-abhangigen
Energieubertragung ohne molekularen Kontakt vorgeschlagen. Die erste Erklarung
dieses Phanomens wurde jedoch erst 1948 von Th. Forster beschrieben [77]. FRET
findet statt, wenn es zu einer resonanzbasierten Interaktion von Chromophoren ohne
einer Transmission von Photonen von einem Donor zu einem Akzeptor kommt.
Unterhalb von intermolekularen und interatomaren Distanzen von 1 nm kommt es zu
einer molekularen Kollision von Donor und Akzeptor, was die resonanzbasierten
Energietubertragung hemmt. Oberhalb von Distanzen von 10nm st die
Photonenemission des Donors dominant. Die raumliche Auflosung von FRET liegt also
zwischen 1 — 10 nm und trifft diesbezlglich eine sehr viel genauere Aussage Uber
Interaktionswahrscheinlichkeiten als bspw. immunhistochemische bildgebende
Verfahren, welche eine raumliche Auflésung von 50 — 100 nm bieten. FRET ist jedoch
kein Verfahren, um die raumliche Auflosung von bildgebenden Verfahren zu
verbessern. Vielmehr ermoglicht FRET eine Aussage daruber, welcher Anteil von
Molekulen, wie bspw. Proteinen, in einem definierten Volumenelement proportional zur

Summe aller gemessenen Molekile interagiert.
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Damit es zwischen Fluorophoren zu einem Resonanzenergietransfer kommt,
mussen drei entscheidende Anforderungen gegeben sein. Zum einen muss die
Distanz der Fluorophore zwischen 1 —10 nm liegen. Des Weiteren mussen die
Absorptions- und Emissionsspektra der Fluorophore Uberlappen. Und letztlich spielt
die geometrische Anordnung der Fluorophore eine entscheidende Rolle. Zwischen
orthogonal zueinander orientierten Fluorophoren kommt es zu keinem
Resonanzenergietransfer.

Im Jablonski-Diagramm lasst sich das Prinzip des FRET simpel abbilden. Hierbei
wird ein Donor-Molekul, wie bspw. ein Protein oder Fluorophor-tragendes Protein, mit
Hilfe einer bestimmten Wellenlange angeregt. Elektronen des Donors werden dadurch
in einen angeregten, energiereichen Zustand versetzt, S1. Diese Energie wird frei,
wenn die Elektronen wieder in ihren Ausgangszustand, So, zurickkehren. Dies kann
entweder direkt Uber die Emission von Photonen einer bestimmten Wellenlange
geschehen oder aber, sobald sich ein Akzeptor mit niedrigerer Anregungswellenlange
in raumlicher Nahe befindet, Uber einen nicht-strahlenden Resonanzenergietransfer.
Hierbei werden Elektronen in einem Akzeptor in den S1-Zustand gehoben. Die
angeregten Elektronen geben diese Energie infolgedessen als emittierte Photonen
bestimmter Wellenlange ab. Die Immissions- und Emissionswellenlangen flur jedes
Fluorophor sind einzigartig. Eine langere Wellenlange bedeutet hierbei gleichzeitig die

Emission von Photonen mit niedrigerer Frequenz, d.h. einer niedrigeren Energie.
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Abbildung 8. Prinzip des Forster Resonanzenergietransfers.?

1.9 Maus als Tierversuchssystem

Die Maus (Mus musculus) spielt bei der Aufklarung wissenschaftlicher
Fragestellungen nach der Funktion und Wirkung von Proteinen und zellularen
Signalwegen eine bestimmende Rolle. Durch die verhaltnismalRig einfache und
schnelle Manipulation des Mausgenoms, bpsw. durch Gene Trap oder CRISPR/Cas9,
konnen schnell und kosteneffizient Gene im Genom der Maus verandert, erweitert oder
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deletiert werden, um die Funktion betroffener Proteine aufzuklaren. Weiterhin eignet
sich das Mausmodell wegen einer sehr hohen Reproduktionsrate, hoher
Generationsfolge mit zahlreichen Nachkommen pro Wurf und einem niedrigen
raumlichen Anspruch fur die wissenschaftliche Arbeit.

Eine dabei essentielle Eigenschaft des Mausgenoms ist die hohe Ahnlichkeit zum
Genom des Menschen, sowohl was die Funktion der jeweiligen Gene, als auch die
Lage der Gene auf den Chromosomen angeht. In dem in dieser Arbeit untersuchten
Mausmodell wurde im Genom der SPRED2-KO Mauslinie das Genom wie in 1.1

beschrieben manipuliert und die Mause dieser Linie fur alle Versuche verwendet.

2 A. Die Uberlappenden Spektren der Fluorophore CFP (cyan fluorescent protein) und YFP (yellow
fluorescent protein). CFP wird bei 405 nm angeregt und emittiert Licht bei 485 nm. YFP, bzw. mVenus,
ein YFP-Derivat, wird bei 514 nm angeregt und bei 527 nm detektiert. Essentiell fir den
Resonanzenergietransfer ist, dass das Emissionsspektrum von CFP mit dem Exzitationsspektrum des
mVenus Uberlappt. Bei rdumlichen Abstanden der Fluorophore von 1 — 10 nm kommt es hierbei zur
Ubertragung von Energie des Donors (CFP) zum Akzeptor (YFP), ohne, dass dabei der Donor Energie
in Form von Photonen (Fluoreszenz) emittiert. Die Anregungsenergie bewirkt im Akzeptor-Fluorophor
die Anregung von Elektronen in den S1-Zustand. Bei der infolge freiwerdenden Energie in Form von
Photonen wird Licht einer bestimmten Wellenlange emittiert. Die Emissionswellenlange ist hierbei
immer langer, als die Immissionswellenlange. B. Bei der Anregung von Elektronen in Form von
elektromagnetischer Strahlung in einem Donor-Molekil, werden Elektronen in einen erhohten
Energiezustand (S1) versetzt. Diese Energie kann u.A. als Fluoreszenz, d.h. einer Emission von
Photonen, direkt freiwerden. Befindet sich ein Akzeptor mit einer niedrigeren Anregungswellenlange in
raumlicher Nahe zum Donor, kommt es zu einem nicht-strahlenden Resonanzenergietransfer, bei
welchem Elektronen im Akzeptor in einen angeregten S1-Zustand versetzt werden. Diese Energie der
angeregten Elektronen kann dann als Emission von Photonen freiwerden (Fluoreszenz). Diese Form
des Resonanzenergietransfers kann dazu genutzt werden, festzustellen, ob Fluorophore in
Wechselwirkung zueinander stehen.
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2 Zielsetzung

SPRED2 ubernimmt als inhibitorisches Protein innerhalb der MAPK-Signalkaskade
downstream von Ras eine essentielle Rolle bei der korrekten Regulation von 