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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Lipoproteinstoffwechsel

Mit der Nahrung aufgenommene Fette werden in den im Verdauungstrakt gebildeten
Chylomikronen zur Leber transportiert. Die Chylomikronen gelangen iiber die Lymphe in
die Blutbahn, wo sie durch die endothelstindige Lipoproteinlipase hydrolysiert werden.
Die so entstandenen Chylomikronen-Remnants werden iiber den LDL (low density
lipoprotein)-Rezeptor und das LRP (LDL-rezeptor related protein) in die Leber
aufgenommen. Die Leber verstoffwechselt die aufgenommenen Lipide und baut diese in
VLDL (very-low-density-lipoprotein) ein, die dann iiber die Blutbahn im Korper verteilt
werden. VLDL wird ebenfalls durch die Lipoproteinlipase weiter aufgespalten, woraufthin
die entstehenden VLDL Remnants entweder wieder in die Leber aufgenommen oder zu
LDL (low-density-lipoprotein) hydrolysiert werden. LDL liefert Cholesterin tiber den LDL
Rezeptor an alle Korperzellen (Beisiegel 1998). Diese wiederum geben iiberschiissiges
Cholesterin iiber den SR-BI (scavenger receptor BI) an HDL (high-density-lipoprotein) ab,
welches das Cholesterin wieder der Leber zufiihrt (sog. Reverser Cholesterol Transport,

RCT) (Ji et al. 1997).

1.2 Rezeptorvermittelte Endozytose

Der Begriff der Endozytose beschreibt sdmtliche Mechanismen, die Sédugerzellen
entwickelt haben, um kleine Molekiile, Makromolekiile und andere Partikel aufzunehmen
und innerhalb des Zytoplasmas in spezielle Organellen zu transportieren. Er umfasst
Phagozytose, Pinozytose, clathrinabhdngige rezeptorvermittelte Endozytose und
clathrinunabhéngige Endozytose. Die Phagozytose und die clathrinabhéngige
rezeptorvermittelte Endozytose sind die am besten charakterisierten Aufnahmewege.
Wihrend die Phagozytose die Aufnahme grofer Partikel beinhaltet und vor allem von
spezialisierten Zellen wie Makrophagen durchgefiihrt wird, findet die rezeptorvermittelte
Endozytose in allen kernhaltigen Wirbeltierzellen statt und spielt eine wichtige Rolle in
vielen physiologischen Prozessen. Sie ist u.a. beteiligt an der Aufnahme extrazelluldrer
Néhrstoffe, der Regulation der Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche, der zelluldren
Cholesterinhomoostase, dem Aufrechterhalt der Zellpolaritit und der Antigenprasentation.

Verdanderungen von endozytotischen Prozessen spielen bei vielen verschiedenen
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Krankheiten eine Rolle, z.B. bei der Atherosklerose oder dem Diabetes. Des Weiteren
werden endozytotische Aufnahmewege von Krankheitserregern wie Viren, symbiotischen
Mikroorganismen und Toxinen ausgenutzt, um in die Zelle zu gelangen (Mukherjee et al.

1997).

1.2.1. Vesikelbildung

Die wihrend der Endozytose an der Plasmamembran gebildeten Coated Pits (,,umhiillte
Gruben®) und Vesikel wurden erstmalig 1964 von Roth und Porter in Moskitooozyten
beschrieben. Die korbartige Struktur der Hiille (coat) wurde von Kanaseki und Kadota
1969 entdeckt.

Einige Proteine, wie der LDL Rezeptor, sind in Coated Pits deutlich hoher konzentriert
(Anderson et al. 1977; Anderson et al. 1982), wihrend andere Membranbestandteile, wie
verschiedene Phospholipide und Glycosphingolipide, eine zufillige Verteilung in diesen
Strukturen aufweisen (Pagano 1990; Dawodowicz 1993). Einige Molekiile werden speziell
von den Coated Pits ausgeschlossen, wie z.B. das Influenza Haemagglutinin (HA) Protein
(Roth et al. 1986). Die rezeptorvermittelte Endozytose von in Coated Pits konzentrierten
Molekiilen fiihrt zu einer sehr effizienten Internalisierung dieser von der Plasmamembran.
Clathrin-coated Pits machen etwa 2% der Plasmamembranoberfliche von Fibroblasten des
Menschen (Anderson et al. 1977) und von Rattenhepatozyten aus (Carpentier et al. 1985).
Auf den Fibroblasten waren 60-70% der LDL Rezeptoren der Zelloberflache in Coated Pits
lokalisiert, und die Verweildauer der Coated Pits an der Oberfliche betrug 1-2 min
(Anderson et al. 1977).

Die Uberfiihrung (,, Targeting) und Internalisierung der meisten Rezeptoren in Coated Pits
resultiert aus Interaktionen von Erkennungs- oder Internalisationsmotiven in den
zytoplasmatischen Doménen der Rezeptoren mit intrazelluliren Adapterproteinen (AP),
die einen Teil des Clathrinmantels bilden (Schmid 1992; Kirchhausen 1993).
Deletionsmutanten verschiedener Rezeptoren, denen der zytoplasmatische Abschnitt und
damit die Internalisationsmotive fehlen, werden nur mit etwa 5-10% der
Aufnahmegeschwindigkeit der intakten Rezeptoren internalisiert (Lehrman et al. 1985;
Prywes et al. 1986; Rothenberger et al. 1987; Lobel et al. 1989; Miettinen et al. 1989).
Dass spezifische Aminosduresequenzen fiir die Lokalistion von Rezeptoren in Coated Pits
verantwortlich sind, wurde zum ersten Mal an der Analyse der natiirlich vorkommenden

Mutante JD des LDL Rezeptors demonstriert, welche einen Defekt in der
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rezeptorvermittelten LDL Endozytose verursacht, da in ihrem zytoplasmatischen Abschnitt
ein Tyrosinrest durch einen Cysteinrest ersetzt wurde (Goldstein et al. 1985; Davis et al.
1987). Systematische Mutagenese des LDL Rezeptors deutete darauf hin, dass fiir die
Lokalisation in Coated Pits Tyrosin oder eine andere aromatische Aminosdure in diesem
Abschnitt bendtigt wird (Davis et al. 1987). Der Vergleich von Sequenzen der LDL
Rezeptoren verschiedener Spezies zeigte, dass die Aminosdurensequenz NPXY fiir das
Targeting ausschlaggebend ist (Chen et al. 1990). Diese Aminosduresequenz bildet im
zytoplasmatischen Abschnitt des Rezeptors eine Schleifenstruktur aus (Collawn et al.
1990). Das Vorhandensein dieser Sekundarstruktur korreliert direkt mit der Effizienz der
Endozytose der Rezeptoren in Fibroblasten (Bansal und Gierasch 1991).

Der Vorgang der Endozytose ist ein zu séttigender Prozess (Lund et al. 1990; Marks et al.
1996), wofiir das Konkurrieren der Rezeptoren um die Proteine im Clathrinmantel, die fiir
die Konzentrierung der Rezeptoren in den Coated Pits zustindig sind, verantwortlich ist.
Clathrin ist aus drei leichten und drei schweren Ketten zusammengesetzt, die eine
dreibeinige Konstruktion bilden, welche Triskelion genannt wird. Die Triskelions finden
sich zu einer korbartigen, konvexen Rahmenstruktur aus Hexagonen und Pentagonen
zusammen, die die Coated Pits auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran bilden
(Schmid 1992; Kirchhausen 1993). Die Proteinzusammensetzung der Clathrinméntel
wurde intensiv studiert (Keen 1990). In Sdugerzellen existieren vier Arten von APs: AP1
findet sich in den Coated Pits des TGN (trans-Golgi-network), AP2 in den Coated Pits der
Plasmamembran und AP3 in spezialisierten Organellen, wie Pigmentgranula und
synaptischen Vesiklen. Die Bedeutung von AP4 ist noch unbekannt (Ahle et al. 1988;
Pearse 1988; Robinson 1992). Entsprechend ihrer Lokalisation binden bestimmte
Rezeptoren an die entsprechenden APs. So binden der LDL Rezeptor (Pearse 1988) und
die lysosomale saure Phosphatase (Sosa et al. 1993) an AP2 aber nicht an API1, der
kationenabhingige MPR (mannose-6-phosphate receptor) an AP1 aber nicht an AP2 (Sosa
et al. 1993) und der CI-MPR (cation-independent MPR) sowohl an AP1 wie auch an AP2
(Glickman et al. 1989).

Unklar ist ob Coated Pits bereits existierende Strukturen sind, die Rezeptoren rekrutieren
(Santini und Keen 1996), oder ob sie erst nach Rezeptoraggregation entstehen (Iacopetta et
al. 1988; Miller et al. 1991). Beide Modelle scheinen mdglich zu sein, da sich
Transferrinrezeptoren vor der Aufnahme in bereits existierenden Coated Pits sammeln,
wihrend der Komplex aus EGF (epidermal growth factor) und EGF-Rezeptor zur Bildung

neuer Membraneinbuchtungen fiihrt (Hopkins et al. 1985). In einigen Fillen konnen die
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Mantelproteine an der Plasmamembran ebene Strukturen bilden, die sich spiter wdlben
und so Einbuchtungen bilden (Heuser und Evans 1980). Der Mechanismus, durch den die
Enden der Membranen der Coated Pits verschmelzen und die Coated Pits als Coated
Vesicles abgelost werden, ist noch nicht vollstindig geklart. Er ist ATP abhingig, da
Zellen, denen ATP entzogen wurde, effizient Coated Pits bilden und Rezeptoren
gruppieren, wahrend das ablosen der Vesikel blockiert ist (Schmid und Carter 1990).
Dynamin ist eine GTPase, deren Rolle an der Vesikelablosung wihrend der Endozytose
iiberzeugend demonstriert werden konnte (Hinshaw und Schmid 1995; Takei et al. 1995;
Vallee und Okamoto 1995). Dieses Protein bildet eine helikale Struktur aus und legt sich
um den Hals sich bildender Vesikel, wodurch es ihnen bei der Ablosung von der
Plasmamembran hilft. Des Weiteren ist zur Vesikelablosung ein Umbau des Zytoskeletts
erforderlich. An der zytosolischen Seite der Plasmamembran bilden Spectrin, Aktin,
Protein 4.1 und Ankyrin ein Netzwerk oligomerischer Komplexe (Bennett und Gilligan
1993; Beck und Nelson 1996). Spectrin, ein Tetramer aus zwei 260 kDa a- und zwei 225
kDa B-Ketten (Bennett 1990; Goodman et al. 1995), steht iiber Ankyrin mit verschiedenen
Membranproteinen und iiber Protein 4.1 mit Aktinfilamenten in Verbindung (Byers und
Branton 1985; Conboy 1993). Wihrend der Ablosung des Vesikels findet eine Neuordnung
des Spectrin-Aktin-Maschenwerks statt (Kamal et al. 1998). Der Umbau wird durch die
cysteinabhingige Protease Calpain I vermittelt, welche die a- und B-Ketten des Spectrins
spaltet, wodurch die Tetramerbildung und die Aktinbindung verhindert werden (Harris und

Morrow 1990).

1.2.2. Endosomen

Nachdem die Rezeptoren und ihre Liganden iiber die Clathrin-coated Pits in die Zelle
gebracht wurden werden die Vesikel von einem ATP abhidngigen 70 kDa Enzym vom
Clathrinmantel befreit (Braell et al. 1984; Rothman und Schmid 1986). Ab diesem
Zeitpunkt kdnnen die neu gebildeten Vesikel als Endosomen bezeichnet werden.

Grob betrachtet kann man die endosomalen Organellen in frithe und spite Endosomen
unterteilen. Frithe Endosomen sind all jene Organellen, welche am Rezeptorrecycling
beteiligt sind. Aufgenommene Molekiile miissen Teile des Systems der frithen Endosomen
durchwandern, um zu den spiten Endosomen zu gelangen. Die spdten Endosomen sind an
der Aufschliisselung von aufgenommenem Material beteiligt. Nach den spdten Endosomen

folgen die Lysosomen auf dem degradativen Weg, welche die Aufschliisselung
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aufgenommenen Materials vollenden und unverdauliches Material speichern (Mukherjee et

al. 1997).

1.2.2.1. Frihe Endosomen

Die friihen Endosomen lassen sich weiter aufteilen in sortierende Endosomen oder CURLs
(compartment of uncoupling of receptor and ligand) und das ERC (endocytic recycling
compartment), welches von einigen Autoren auch als RRC (receptor recycling
compartment) bezeichnet wird. Die sortierenden Endosomen werden ATP abhéngig
angesduert (Tycko und Maxfield 1982; Al-Awqati 1986), wodurch einige Liganden, wie
LDL, von ihrem Rezeptor dissoziieren. Die Liganden werden den spiten Endosomen
zugefiihrt, wahrend die Rezeptoren wieder an die Plasmamembran transportiert werden,
um erneut verwendet zu werden (Mukherjee et al. 1997). Dies wird durch die
tubulovaskuldre Morphologie der sortierenden Endosomen ermoglicht. Die sortierenden
Endosomen bestehen aus vesikuldren Anteilen, die etwa einen Durchmesser von 250-400
nm haben und von denen 50-60 nm durchmessende und bis zu 4 pum lange Rd&hren
ausgehen (Geuze et al. 1983;; Gruenberg et al. 1989). Dieses Erscheinungsbild geht damit
einher, dass 60-70% des Volumens in den vesikuldren Anteilen zu finden ist, wiahrend die
Rohren 50-80% der Oberfldche ausmachen (Marsh et al. 1986; Griftiths et al. 1989). Damit
besteht eine einfache Grundlage zum Trennen von membranstindigen Rezeptoren und
16slichen Liganden.

Das ERC besteht aus einem tubuldren System, das wahrscheinlich durch Abtrennung von
Rohrenanteilen aus den sortierenden Endosomen entsteht, um membrangebundene
Komponenten an die Plasmamembran zu transportieren (Mukherjee et al. 1997).

Fiir den Transport des Inhalts der sortierenden Endosomen zu den spiten Endosomen gibt
es zwei Modelle (Griffiths und Gruenberg 1991; Murphy 1991; Dunn und Maxfield 1992).
Im Vesikel-Shuttle-Modell werden die sortierenden Endosomen als stabile Strukturen
angesehen, von denen sich Vesikel ablosen, welche Material zu den spdten Endosomen
transportieren. Im Reifungsmodell werden komplette sortierende Endosomen entsprechend
einer Reifung in spite Endosomen umgewandelt. Diverse Hinweise sprechen fiir das
Reifungsmodell, u. a. die Tatsache, dass sich zwar Vesikel von den sortierenden
Endosomen ablosen, diese aber zum ERC transportiert werden (Mukherjee et al. 1997). In
diesem Modell reift das sortierende Endosom zum ECV (endosome carrier vesicle) heran

(Gruenberg und Maxfield 1995), welches entlang der Mikrotubuli in Richtung des



Einleitung

Zellzentrums wandert, auf dem Weg durch die Aufnahme neuer Membranproteine seine
Eigenschaften dndert und schlieBlich mit spiten Endosomen verschmilzt (Gruenberg et al.

1989).

1.2.2.2. Spate Endosomen

Spate Endosomen dhneln in ihrer Grofe den sortierenden Endosomen, weisen aber unter
dem Elektronenmikroskop interne Membranen auf, weshalb sie in einigen Artikeln auch
als MVBs (multivesicular bodies) bezeichnet werden. Es handelt sich dabei jedoch um
Einstiilpungen der Endosomenmembran und nicht um eigenstindige Vesikel (van Deurs et
al. 1993). In diesen Einstiilpungen finden sich bestimmte Rezeptoren (Felder et al. 1990;
Hopkins et al. 1990), und sie scheinen eine Rolle im Lipidkatabolismus zu spielen (van
Echten und Sandhoff 1993; Sandhoff und Klein 1994). Spite Endosomen befinden sich in
einem stdndigen Austausch mit dem TGN, um neu synthetisierte lysosomale Enzyme vom
TGN zu erhalten und bestimmte Rezeptoren, wie den MPR, zuriick zum TGN zu
transportieren (Kornfeld und Mellman 1989). Gewdhnlich sind spite Endosomen dichter
am Zellzentrum zu finden als frithe Endosomen und sind mit dem an Mikrotubuli
ausgerichteten Motor Dynein assoziiert (Aniento et al. 1993; Oda et al. 1995).

Der Transport des Inhalts der spidten Endosomen zu den Lysosomen erfolgt durch Fusion

von spéiten Endosomen und bereits existierenden Lysosomen (Mukherjee et al. 1997).

1.3. Regulation des endosomalen Membranverkehrs

Die Prozesse des endosomalen Membranverkehrs werden durch verschiedene

membranassoziierte und membranintegrale Proteine geregelt.

1.3.1. Vesikelfusionskomplexe

Fiir die Verschmelzung vieler Arten von Vesikeln ist NSF (N-ethylmaleimide-sensitive
fusion protein) notwendig (Graham und Emr 1991; Rodriguez et al. 1994). NSF ist ein
zytoplasmatisches, aus vier 76 kDa Untereinheiten bestehendes Homotetramer (Block et al.
1988; Malhotra et al. 1988; Orci et al. 1989). Man nimmt an, dass es gemeinsam mit
SNAPs (soluble NSF attachment proteins) einen allgemeinen Vesikelfusionskomplex

bildet (Malhotra et al. 1988; Clary et al. 1990). In einem Modell, das erklirt, wie trotz
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eines allgemeinen Fusionskomplexes gezieltes Targeting moglich ist, besitzt jede
Vesikelart einen membranstdndigen v-SNARE (vesicle SNAP receptor), wihrend die
Zielmembran einen spezifischen t-SNARE (target SNAP receptor) besitzt. Diese SNAREs
verbinden sich dann iiber einen Komplex mit NSF und SNAPs (Sollner et al. 1993).
Inzwischen geht man davon aus, dass SNARE Interaktionen nicht allein fiir das korrekte
Targeting und Andocken von Transportvesikeln verantwortlich sein kénnen. So konnte
gezeigt werden, dass vom endoplasmatischen Retikulum ausgehende Vesikel auch in
Abwesenheit von SNAREs am Golgiapparat andocken konnen (Cao et al. 1998).
Anscheinend spielen Bindungsproteine (,,tethering proteins®) eine Schliisselrolle beim
Targeting und Andocken (Pfeffer 1999; Waters und Pfeffer 1999). Aus der Gruppe dieser
Bindungsproteine sei an dieser Stelle nur EEA1 (early endosome antigene 1) genannt.
EEAL1 ist ein Effektor von Rab5 (s. 1.3.2.) und an der Fusion frither Endosomen beteiligt
(Christoforidis et al. 1999).

1.3.2. Rab Proteine

Die Rab Proteine, eine Familie der niedrigmolekulargewichtigen GTPasen, sind an nahezu
allen Arten des Membranverkehrs beteiligt (Simons und Zerial 1993; Pfeffer 1994; Fischer
von Mollard et al. 1994; Stow 1995). Sie wechseln stindig zwischen den GDP gebundenen
inaktiven und den GTP gebundenen aktiven Formen und zwischen dem Zytosol und
Membranbindungen. Diese zyklische Aktivierung, Deaktivierung und Verschiebung wird
durch mindestens drei Faktoren beeinflusst: GEPs (guanine nucleotide exchange proteins),
GDIs (GDP dissociation inhibitors) und GAPs (GTPase-activating proteins) (Takai et al.
1996; Novick und Zerial 1997; Martinez und Goud 1998). Im Zytosol wird ein Rab Protein
von einem GDI in der GDP gebundenen, inaktiven Form gehalten. Die GDP gebundene
Form wird vom GDI durch einen noch unbekannten Mechanismus geldst, der mit dem
Transport des Rab Proteins zu einem bestimmten Membrankompartiment gekoppelt ist
(Soldati et al. 1994; Ullrich et al. 1994). AnschlieBend wird das Rab Protein durch ein GEP
in die GTP gebundene Form umgewandelt. Die GTP gebundene Form reagiert dann mit
einem oder mehreren Effektoren, woraufhin sie durch ein GAP in die GDP gebundene
Form umgewandelt wird. Die an der Membran gebildete GDP gebundene Form bildet dann
einen Komplex mit einem GDI und kehrt ins Zytosol zuriick (Takai et al. 2001).

Verschiedene Mitglieder der Rab Familie sind mit verschiedenen Organellen assoziiert.

Rab4 und Rab5 finden sich vor allem in frithen Endosomen (Gorvel et al. 1991; Bucci et
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al. 1992; Daro et al. 1996), und Rab4 scheint vor allem an sortierenden Endosomen
vorzukommen (Daro et al. 1996). Rabl1 ist in CHO Zellen hauptsichlich mit dem ERC
assoziiert, findet sich aber auch an anderen Organellen, wie dem Golgikomplex und dem
TGN (Ullrich et al. 1996). Rab7 und Rab9 sind typischerweise in spiten Endosomen,
wobei Rab9 auch am TGN vorkommt (Lombardi et al. 1993; Riederer et al. 1994; Feng et
al. 1995).

Die Kontrolle spezifischer Schritte im endozytotischen Verkehr durch einzelne Rab
Proteine wird nach und nach charakterisiert. Rab5 reguliert die Fusion frither Endosomen
(Gorvel et al. 1991). Expression von Rab5 Mutanten, die in der GTP gebundenen Form
verharren, fiihrt zur Ausbildung vergroferter sortierender Endosomen, wie es zu erwarten
wire, wenn man die Endosomenfusion verstirkt unterstiitzte (Bucci et al. 1992; Stenmark
et al. 1994). Rab4 scheint eine Rolle in schnellen Recyclingprozessen zu spielen (van der
Sluijs et al. 1991; van der Sluijs et al. 1992). Rab7 konnte am Materialtransport von frithen
zu spiaten Endosomen beteiligt sein und ist fiir die Motilitét letzterer verantwortlich (Feng
et al. 1995; Lebrand et al. 2002). Rab9 spielt beim Recycling des MPR von spéten
Endosomen zum TGN eine Rolle (Lombardi et al. 1993).

Die molekularen Mechanismen, mit denen Rab Proteine den Membranverkehr steuern,
sind noch nicht vollstindig verstanden worden. Rab Proteine miissen mit anderen
Proteinen interagieren, um ihre Funktion ausfiihren zu kénnen. Im Falle des Rab5 hat sich
gezeigt, dass Rabaptin 5 als Effektor wirkt, der an die GTP gebundene Form von Rab5
bindet (Stenmark et al. 1995). Nachdem Rab5 von Rabaptin 5 aktiviert worden ist,
rekrutiert es EEA1, welches auch zu den Effektoren von Rab5 gehort (Christoforidis et al.
1999; Simonsen et al. 1998; McBride et al. 1999). EEA1 konnte dabei als Bindungsprotein
das Kernstiick eines Bindungskomplexes bilden (Takai et al 2001). Nach der Rekrutierung
durch Rab5 und Rabaptin 5 bindet EEA1 iiber eine ,,FYVE Finger Domine an
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat (PIP3), mit dem es auf frithe Endosomen einwirkt
(Christoforidis et al. 1999; Simonsen et al. 1998).

Zerial und Mitarbeiter zeigten, dass Rab4, Rab5 und Rabl1 in frithen Endosomen an der
Regulierung von drei verschiedenen Sorten spezieller Membrandominen beteiligt sind:
Eine Membrandoméne wird durch Rab5 reguliert, die zweite durch Rab4 und Rab5, die
dritte durch Rab4 und Rabl1. Diese Membrandoménen iiberlappen sich nur zeitweise und
besitzen verschiedene biochemische und damit funktionelle Eigenschaften, die zur
gerichteten Verteilung unterschiedlicher Materialien dienen konnten (Sonnichsen et al.

2000).
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1.3.3. ARF Proteine

Im intrazelluliren Membranverkehr wurden bisher drei Vesikelarten gut charakterisiert:
Die bereits beschriebenen clathrinumbhiillten Vesikel (s. 1.2.1.), sowie COP (coat protein)
I- und COPII umhiillte Vesikel (Schmid und Damke 1995; Schekman und Orci 1996).
COPI umhiillte Vesikel sind am Membranverkehr zwischen dem endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgiapparat, innerhalb des Golgiapparats und wahrscheinlich auch in
Endosomen beteiligt (Lippincott-Schwartz et al. 1998; Bannykh und Balch 1998; Lowe
und Kreis 1998). COPII umhiillte Vesikel fiir den Export von Molekiilen aus dem
endoplasmatischen Retikulum verantwortlich (Schekman und Orci 1996; Bannykh und
Balch 1998; Barlowe 1998). Fiir die Rekrutierung der Komponenten der COP Hiillen an
die Membranen spielen so genannte ARFs (ADP-ribosylation factors) eine entscheidende
Rolle (Lippincott-Schwartz et al. 1998; Barlowe 1998). ARF Proteine sind auflerdem an
der Bindung der AP1 und AP3 Komponenten an Membranen beteiligt (Hirst und Robinson
1998). Im Gegensatz dazu lduft die clathrin- und AP2 abhingige Vesikelbildung an der
Plasmamembran unabhéngig von ARFs ab (Takai et al. 2001).

Bisher sind sechs ARF Proteine bekannt, von denen ARF1 am besten untersucht ist und
zur Vesikelbildung am Golgiapparat beitrdgt. ARF6 wird eine Rolle bei der Vesikelbildung
an der Plasmamembran zugesprochen (D'Souza-Schorey et al. 1995; Radhakrishna und
Donaldson 1997; D'Souza-Schorey et al. 1998; Altschuler und Ribeiro-Neto 1998; Zhang
et al. 1998).

Ahnlich wie Rab Proteine durchlaufen ARFs einen GTP abhiingigen Zyklus der von GEPs
und GAPs, nicht aber von GDIs kontrolliert wird (Moss und Vaughan 1998; Jackson und
Casanova 2000).

1.4. Lipide in zellularen Membranen

Fir die korrekte Abwicklung intrazelluldrer Prozesse sind unterschiedliche
Lipidkompositionen in Membranen verschiedener Organellen essentiell. Die zelluldren
Membranen bestehen, wie von Singer und Nicolson 1972 im ,fluid mosaic*“ Modell
dargestellt, aus Phospholipiddoppelschichten, in die Membranproteine beweglich
eingebettet sind. Die Beweglichkeit wird dadurch gewihrleistet, dass die Lipidbausteine in
der Doppelmembran oberhalb eines jeweils spezifischen Schmelzpunktes frei beweglich

sind. Dabei kann die Fluiditdt der Membran durch die Lipidkomposition verdndert werden.
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So haben z. B. Sphingolipide einen héheren Schmelzpunkt als Glycerolipide (Holthuis et
al. 2001). Wiirden sich samtliche Lipidbausteine der Membran frei vermischen, wire die
Lipidkomposition in allen Membranabschnitten innerhalb der Zelle gleich. Es gibt jedoch
Unterschiede in der Zusammensetzung zwischen verschiedenen Membranabschnitten. So
reichern sich z. B. Sphingomyelin und Phosphatidylserin (PS) im Vergleich zur
Plasmamembran in endosomalen Membranen an (Urade et al. 1988). Dieses Phinomen
kann teilweise durch die Fihigkeit der Lipiddoppelmembranen erklart werden, sich selbst
zu organisieren: Bedsteht eine Doppelmembran aus zwei Lipidbausteinen mit
unterschiedlichen Schmelzpunkten, so liegt der Schmelzpunkt der Membran zwischen den
Schmelzpunkten der beiden Bausteine, da sich die einzelnen Komponenten frei
vermischen. Wenn aber Cholesterin in der Membran enthalten ist, verhindert es ab einer
gewissen Konzentration diese  Durchmischung, weshalb sich kristallisierte
Membrandominen von fliissigen Anteilen abgrenzen konnen (Holthuis et al. 2001). Dies
ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Bildung von Lipid Rafts. Lipid Rafts sind laterale
Lipidzusammenlagerungen in zelluliren Membranen, welche mit Cholesterin und
Sphingolipiden angereichert sind. Als eine Art Plattform fiir Rezeptoren und Komponenten
von Signaltransduktionskaskaden sind sie mit GPI (glycosyl-phosphatidylinositol)-
anchored proteins an der Zelloberfliche und mit Kinasen der src-Familie an der
zytoplasmatischen Seite assoziiert. Lipid Rafts sind unléslich in nichtionischen
Detergentien und kénnen somit als DIGs (detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched
membrane domains) isoliert werden (Parton und Simons 1995; Harder und Simons 1997;

Brown und London 1998a; Brown und London 1998b).

1.4.1. Cholesterin in endosomalen Membranen

In eukaryotischen Zellen enthalten die Membranen des endoplasmatischen Retikulums am
wenigsten Cholesterin, gefolgt vom Golgiapparat. Die Plasmamembran enthdlt mit 60-80%
des zelluldren Cholesterins den grofiten Anteil (Liscum und Munn 1999). Das ERC enthilt
ebenfalls einen hohen Cholesterinanteil (Hao et al. 2001), welcher fiir den korrekten
Ablauf des Membranverkehrs essentiell ist, da die Verminderung des zelluldren
Cholesteringehalts zum verdnderten Recycling von GPI-anchored proteins fiihrt (Mayor et
al. 1998). Uber den Cholesteringehalt von spiten Endosomen und Lysosomen ist wenig
bekannt, aber unter normalen Umsténden liegt er unterhalb des Cholesteringehalts im ERC

(Liscum und Munn 1999; Hao et al. 2001).
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1.4.2. Aufnahme und intrazelluléare Verstoffwechslung von Cholesterin

Cholesterin wird in Form von LDL via Endozytose in Zellen aufgenommen. Nach der
Internalisierung werden LDL und LDL Rezeptor in sortierenden Endosomen voneinander
getrennt. Wihrend der LDL Rezeptor dem ERC zugefiihrt wird, wird LDL iiber die spiten
Endosomen den Lysosomen zugefiihrt (Mukherjee et al. 1997). Die den Hauptbestandteil
des LDL ausmachenden Cholesterinester werden in spaten Endosomen und Lysosomen zu
freiem Cholesterin hydrolysiert. AnschlieBend wird Cholesterin aus spaten Endosomen und
Lysosomen ausgeschleust und iiber zytoplasmatische Tragerproteine zur Plasmamembran
oder dem endoplasmatischen Retikulum transportiert (Maxfield und Wiistner 2002). Eine
erhohte Cholesterinzufuhr fiihrt im endoplasmatischen Retikulum, dem Syntheseort
endogenen Cholesterins, zum stirkeren Abbau von HMG (3-hydroxy-3-methylglutaryl)-
CoA (coenzyme A)-Reduktase, dem Schliisselenzym der Cholesterinsynthese (Blanchette-
Mackie 2000). Auf erniedrigte Cholesterinkonzentrationen im endoplasmatischen
Retikulum reagiert das SCAP (SREBP (sterol response element-binding protein) cleavage-
activating protein) mit der Aktivierung proteolytischer Spaltung und Translokation eines
Fragments von SREBP in den Zellkern, wo es unter anderem jene Gene beeinflusst,

welche fiir die Cholesterinsynthese verantwortlich sind (Brown und Goldstein 1999).

1.5. Annexine

1.5.1. Familie der Annexine

Die Annexine sind eine Familie hoch konservierter Proteine, die ubiquitdr vorkommen und
sich durch zwei Eigenschaften auszeichnen: Erstens binden sie calciumabhdngig an
Phospholipide (Gerke und Moss 1997), zweitens enthalten sie die hoch konservierten so
genannten Annexinrepeats, bestehend aus ca. 70 Aminosduren (AS). Jedes Annexin ist aus
zwei Doménen aufgebaut: N-terminal befindet sich ein variables Ende, C-terminal der
konservierte Proteinkern, der aus vier Annexinrepeats besteht, welche zu einer dicht
gepackten, leicht gebogenen  Scheibe  zusammengelagert sind, die als
Membranbindungsmodul aufgefasst wird (Gerke und Moss 2002). Eine Ausnahme bildet
Annexin 6, dessen Kerndoméine aus acht Annexinrepeats besteht (s. 1.5.2.). Die konvexe
Seite der Kerndomédne enthélt Calciumbindungsstellen vom Typ II und III (Weng et al.

1993) und ist der Membran zugewandt, wenn das Annexin an Phospholipide bindet. Die
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konkave Seite ist der Membran abgewandt und steht Interaktionen mit dem N-terminalen
Ende oder zytoplasmatischen Proteinen zur Verfiigung (Gerke und Moss 2002).

Mehr als zehn Annexine in Sdugetieren mit {iber 160 Isoformen in unterschiedlichsten
Mitgliedern des Pflanzen- und Tierreichs sind bekannt (Gerke und Moss 2002; Morgan
und Fernandez 1997), ohne dass jedoch die physiologische Rolle der einzelnen Annexine
bekannt wire (Raynal und Pollard 1994; Gerke und Moss 1997). Sie sind beteiligt an
regulatorischen ~ Prozessen des  Membranverkehrs, an  lonenkanalaktivititen,
Koagulationsinhibition, Signaltransduktion, Zellmatrixorganisation und
Membrandominenorganisation (Raynal und Pollard 1994; Gerke und Moss 2002).
Inzwischen gilt die Rolle der Annexine im Membranverkehr als eine ihrer
Hauptfunktionen (Gerke und Moss 1997; Donnelly und Moss 1997). Die Annexine 1, 2, 4,
6, 7 und 13b wurden jeweils mit verschiedenen Schritten des intrazelluldren, endosomalen
Verkehrs in Verbindung gebracht (Creutz 1992; Futter et al. 1993; Emans et al. 1993;
Tagoe et al. 1994; Jackle et al. 1994; Mayorga et al. 1994; Fiedler et al. 1995; Lafont et al.
1998; Ortega et al. 1998; Donato und Russo-Marie 1999).

1.5.2. Annexin 6

Annexin 6 sticht aus der Familie der Annexine hervor, da es zwei Kerndoméinen aus
jeweils vier Annexinrepeats besitzt. Diese zwei Repeat-Tetraden sind durch eine kurze
Linkersequenz verbunden, und es wird vermutet, dass Annexin 6 durch eine
Tandemduplikation und Fusion einer einzelnen Tetrade entstanden sei (Smith et al. 1994;
Smith und Moss 1994). Da die 5'-Tetrade am meisten Ahnlichkeit zu Annexin 5 aufweist,
wurde Annexin 5 fiir den Vorldufer der Duplikation gehalten. Neuere Untersuchungen des
Annexin 10 Gens fiihrten aber zu einer anderen Erklarungsmoglichkeit fiir die Entstehung
des Annexin 6: Zum einen besteht zwischen Annexin 10 und der 3’-Tetrade des Annexin 6
mehr Ahnlichkeit als zwischen den beiden Hilften des Annexin 6 untereinander, zum
anderen ist eine ungewohnliche einzelne Codondeletion zu Beginn des dritten Repeats
sowohl in Annexin 10 als auch in der 3'-Tetrade des Annexin 6 zu finden. Diese und
andere phylogenetische Daten weisen darauf hin, dass sich die beiden Annexine 5 und 10,
welche auf den menschlichen Chromosomen 4926 und 4q33 lokalisiert sind, verdoppelt

haben und wihrend der Evolution der Chordaten zu Annexin 6 verschmolzen sind (Morgan

et al. 1999).
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Die Bedeutung der zwei Kerndoménen im Annexin 6 Molekiil ist noch nicht vollstindig
geklart. Allerdings kdnnte Annexin 6 mit seinen zwei Membranbindungsmodulen bei der
Vesikelfusion von Bedeutung sein, da gezeigt werden konnte, dass es Membranen sowohl
parallel als auch antiparallel verbinden kann (Avila-Sakar et al. 2000).

Annexin 6 ist an der Plasmamembran von Rattenhepatozyten (Tagoe et al. 1994; Weinman
et al. 1994), Erythrozyten (Bandorowicz et al. 1992) und Brustgewebe (Lavialle et al.
2000) lokalisiert. Es interagiert mit dem Aktinzytoskelett in Fibroblasten (Hosoya et al.
1992) und glatten Muskelzellen (Babiychuk et al. 1999; Babiychuk und Draeger 2000). In
letzteren wird fiir Annexin 6 eine Funktion als Calciumsensor diskutiert. Des Weiteren
wurde Annexin 6 in Phagosomen von J774 Makrophagen entdeckt (Desjardins et al. 1994).
Hinweise fiir eine Rolle in endozytotischen Vorgéngen sind die Anreicherung von Annexin
6 in Rattenleberendosomen (Tagoe et al. 1994; Jiackle et al. 1994), seine polarisierte
Lokalisation in den apikalen Endosomen in Rattenhepatozyten (Ortega et al. 1998) und
WIF-B Zellen (Pons et al. 2000) und die Kolokalisation mit 1gp120, einem prialysosomalen
Marker, in NRK (normal rat kidney) Zellen (Pons et al. 2000). AuBBerdem bindet Annexin
6 an der Plasmamembran B-Spectrin. Das fiihrt zur Rekrutierung einer calpainartigen
Protease, die das aktincorticale Zytoskelett 6ffnet und damit die initialen Schritte der
Endozytose erleichtert (Kamal et al. 1998; Lin et al. 1992). In diesem Zusammenhang
zeigte sich, dass Annexin 6 erforderlich fiir die Ausknospung von clathrinumhiillten
Vesikeln ist. Im Falle der Hemmung der Annexin 6 abhingigen Vesikelausknospung sind
Zellen zwar in der Lage, einen alternativen Weg zur Bildung endozytotischer Vesikel
einzuschlagen, diese Vesikel wandern jedoch nicht entlang des reguldren endozytotischen
Weges und enden diffus in der Zelle verteilt (Kamal et al. 1998).

Im weiteren Verlauf des endosomalen Verkehrs scheint Annexin 6 vor allem in spiten
Endosomen von Bedeutung zu sein. Wie Ergebnisse der AG Grewal zeigten, fiihrt die
gleichzeitige Uberexpression von Annexin 6 und dem LDL Rezeptor zur erhdhten
Aufnahme und Akkumulation von LDL in spiten Endosomen (Grewal et al. 2000). Das
geht einher mit der Translokation von Annexin 6 in spite Endosomen. Die dominant
negative Mutante anx6,;.j7s inhibiert die Degradation von LDL, was ebenfalls zu einer
Akkumulation in spdten Endosomen fiihrt (Pons et al. 2001a). Somit spielt Annexin 6 beim
LDL Targeting vermutlich erst eine Rolle an der Plasmamembran, spiter dann in frithen

bzw. spdten Endosomen.
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1.5.3. Regulation der Membranbindung von Annexinen

Annexine binden calciumabhdngig an anionische Phospholipide, und zwar mit
absteigender  Affinitdit an  Phosphatidsdure, = Phosphatidylserin =~ (PS)  und
Phosphatidylinositol. Einige Annexine binden an neutrale Phospholipide wie
Phosphatidylethanolamin, jedoch nicht an Phosphatidylcholin (PC) oder Sphingomyelin
(Raynal und Pollard 1994). Die Calcium- und Phospholipidbindung der Annexine wird
durch die hoch konservierte Kerndoméne bewerkstelligt. Jedes der je vier Annexinrepeats,
die in einer Kerndoméne enthalten sind, bildet eine Doméne mit fiinf a-Helices (A-E)
(Avila-Sakar et al. 1998). Die Kerndoméne bildet eine leicht gebogene Scheibe. Auf der
konvexen Seite dieser Scheibe werden zwischen den Helices A und B sowie D und E der
Kerndoméne Typ II und Typ III Calciumbindungsstellen gebildet, an die gebunden
Calcium als Briickenbaustein bei der Interaktion von Annexinen mit Phospholipiden
fungiert (Huber et al. 1990; Wenig et al. 1993; Swairjo et al. 1995). Die spezifischen
Verteilungsmuster der einzelnen Annexine legen nahe, dass die calciumabhéngige Bindung
an Phospholipide nicht als alleiniger Regulationsmechanismus angesehen werden kann
(Babiychuk und Draeger 2000). Neben den Lipidkompositionen in den verschiedenen
Membranen und den Proteinfaktoren, die an den verschiedenen Verteilungsmustern der
Lipide in diesen Membranen beteiligt sind, wird als weiterer Regulationsmechanismus die
pH abhéngige Affinititsdnderung diskutiert (Golczak et al. 2001; Ayala-Sanmartin 2001).

Wihrend flir Annexin 2 neben der calciumabhéngigen Bindung eine cholesterinabhingige,
calciumunabhéngige Bindung beschrieben wurde (Harder et al. 1997; Jost et al. 1997,
Koénig und Gerke 2000; Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin et al. 2001), wurde fiir
Annexin 5 und Annexin 6 zumindest eine cholesterinabhingige Erhohung der
calciumabhédngigen Membranbindung beobachtet (Ayala-Sanmartin 2001). Dies deutet
darauf hin, dass neben Phospholipiden auch andere Lipide wie Cholesterin einen Einfluss

auf die Lokalisation von Annexinen haben konnen.

1.6. Ziel der Arbeit

Friihere Arbeiten stellen vor allem die Rolle des Annexin 6 an der Plasmamembran heraus.
Inzwischen sind aber auch Wechselwirkungen mit Cholesterin bekannt. Diese
Wechselwirkungen beziehen sich sowohl auf die Membranbindung des Annexin 6 (s.

1.5.3.) als auch auf den intrazelluldren Transport von LDL Cholesterin (s. 1.5.2.). Deshalb
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sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, ob LDL Cholesterin bei
Akkumulation in spiten Endosomen fiir die Translokation von Annexin 6 dorthin
verantwortlich bzw. daran beteiligt ist. Dazu musste ein Zellsystem etabliert werden, in
welchem man den Einfluss von Cholesterin auf die Annexin 6 Bindung in spéten
Endosomen studieren kann. Des Weiteren mussten Bindungsassays etabliert werden, mit
denen man die Bindung von Annexin 6 an Membranen studieren kann. Zuletzt sollten
biochemische Assays und die Immunfluoreszenzmikroskopie etabliert werden, um die
Lokalisation von Annexin 6 in cholesterinarmen und cholesterinreichen Membranen

studieren zu konnen.
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2.) Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Gerate

50 ul Spritze Microliter #705

Blottingkammer Trans-Blot Cell

Feinwaage BP 410 S

Filmkammer 18 x 24 cm

Fluoreszenzmesser Fluorocount

Frigostat Kiihlelement

Gelelektrophoresesystem fiir gro3e Gele

Gelelektrophoresesystem flir Minigele
(Mini-PROTEAN Cell)

Heizblock Thermostat 5320

Impulse Sealer82163(S) TISH-200

Inkubator B5060 EC/CO,

Magnetriihrer und Heizplatte
IKAMAG RH

Magnetriihrstibchen

Mikroskop Labovert FS

Mikroskop Axiovert 100

Mikroskopkamera Axiocam

Mini-Dreher RM5

Mini-Shaker Typ MSR (Modell Kiihner)

pH-Meter MP 220

Pipettierhilfe Accu-Jet

Powersupply Power Pac 300

Prazisionspipetten

Spectrophotometer

Vortexer VF2

Hersteller
Hamilton Bonaduz
Bio-rad

Sartorius

Rego

Packard

Desaga

Hoefer Scientific Instruments

Bio-rad
Eppendorf
TEW

Heraecus Instruments

Janke&Kunkel IKA Labortechnik
Plastibrand

Leitz

Zeiss

Zeiss

Assistent

B.Braun Melsungen

Mettler Toledo

Brand

Bio-Rad

Eppendorf

Hitachi

Janke&Kunkel IKA Labortechnik
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Wasserbad Typ 1083

Werkbank Typ LAF Vertikalstrom, steril
Zentrifuge Laborfuge 400R

Zentrifuge L7-55 Ultracentrifuge
Zentrifugenrotor SW 41

Zentrifuge TL-100 Ultracentrifuge

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Material

1,5 ml Rohrchen

6-/ 12-well plate

98-well plate

Deckgldschen 13 mm@ rund
Einmalspritzen 1 ml

Einmalspritzen 5 ml/ 10 ml

Falcon Zentrifugenrohrchen 15 ml/ 50 ml
Filtersystem 500 ml

Gel-Blotting Papier GB 002

Kaniilen 24GA1 0,55 x 25 mm
Kiivetten 10 x 10 x 45 mm Halb-Mikro
Objekttrager

Parafilm

PD-10 Saule

Petrischalen Cellstar 20 x 145 mm@
Pipetten 5 ml/ 10 ml/ 25 ml, steril
Pipettenspitzen

Protran Nitrocellulose Transfer
Membrane

Rontgenfilm Biomax MR 18 x 24 cm
Spritzenvorsatzfilter 0,45 pm

Tubes 5 ml, 75 x 12 mm@

Ultra-Clear Centrifuge Tubes 11 x 34 mm
Zellschaber

GFL

BDK

Heraeus Instruments
Beckmann
Beckmann

Beckmann

Hersteller

Greiner

NUNC

Packard

Assistent

Becton Dickinson
Braun

Greiner

Corning
Schleicher&Schuell
Becton Dickinson
Greiner

Marienfeld
American National Can
Amersham

Greiner

Becton Dickinson

QGreiner

Schleicher&Schuell
Kodak

Qualilab

Sarstedt

Beckmann

Beckmann
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Ultra-Clear Centrifuge Tubes 14 x 89 mm
Zellkulturflaschen 75 cm®

2.1.3. Chemikalien

Bezeichnung

Aceton

Acrylamid-Bis-Fertiglosung 30%

Amplex Red Cholesterol Assay Kit

Antipain

AP (Ammonium Persufat)

Borsdure

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumine) 2 mg/ ml

CaCl, (Calciumchlorid)

Chymostatin

CuSOy4 (Kupfersulfat)

Digitonin

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

ECL (enhanced chemiluminescence)

detection reagent

ECL Marker

ECL Marker Antikorper
(HRP-konjugiert)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)

Ethanol

FBS (Fetal Bovine Serum)

Filipin

G418 Sulphat (Geneticin)

L-Glutamin

Glycerol

Glycin

HCI (Salzsdure)

Imidazol

NUNC

Costar

Hersteller
Merck
Molecular Probes
Merck
Calbiochem
Bio-Rad
Merck
Merck
Pierce
Merck
Calbiochem
Merck
Fluca

Sigma

Amersham

Cell Signaling

Cell Signaling
Sigma

Merck

Gibco

Sigma

Gibco

Gibco

Sigma

Roth

Merck

Sigma
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Isobutanol

Kaliumtartrat

Leupeptin

2-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver (Non-Fat Dry Milk)

Mowiol

NaCl

Na,COs (Natriumbicarbonat)

NaOH (Natronlauge)

Nutrient Mixture F-12 (HAM)

PBS (phosphate-buffered saline)

Penicillin-Streptomycin

Pepstatin A

PFA (Paraformaldehyd)

Ponceaufarbelosung

PPD (Paraphenylendiamine)

Rainbow Marker RPN 756

Saponin

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Silane (3-Aminopropyltriethoxy-Silane)

TEMED (N,N,N'N’-
Tetramethylethylenediamine)

Tris-base

Trypsin-EDTA

Tween

U18666A (3B-[2-(diethylamino)ethoxy]-

androst-5-en-17-one)

Merck
Merck
Calbiochem
Serva
Merck
Bio-Rad
Calbiochem
J.T.Baker
Merck
Merck
Gibco
Gibco
Gibco
Calbiochem
Sigma
Serva
Sigma
Amersham
Sigma
Sigma

Sigma
Bio-Rad
Invitrogen
Gibco

Merck

Biomol
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2.1.4. Zellkultur

Wiéhrend der Versuche wurde mit CHO (Chinese Hamster Ovary)-Wildtypzellen (im

Weiteren CHOwt genannt) und einer Annexin 6 iiberexprimierenden, G418 (Geneticin)-

resistenten Zelllinie (im Folgenden CHOanx6) gearbeitet. Der CHOanx6 Klon war von der

AG Grewal hergestellt worden und lag zu Beginn der Arbeit bereits vor.

Das Néahrmedium der Zellen setzt sich folgendermalBBen zusammen:

>

YV V V VY

500 ml Nutrient Mixture F-12 (HAM)

50 ml (10%) FBS (Fetal Bovine Serum)

5 ml (1%) Penicillin-Streptomycin

5 ml (1%) L-Glutamin

Dem Medium des CHOanx6 Klon wurde zusétzlich 1 mg/ ml G418 beigemengt (s.
0.)

2.1.5. Antikorper

Western Blot

Folgende Antikorper wurden beim Western Blot als primére Antikorper eingesetzt:

Anti-Annexin 6 aus dem Schaf (Grewal et al. 2000); Verdiinnung 1:100
Anti-Annexin 2 H7 aus der Maus, monoclonal (Osborn et al. 1988); Verdiinnung
1:1000

Anti-Caveolin gesamt aus dem Kaninchen, polyclonal, bezogen von Transduction

Laboratories, Cat.-No. C 13630-150; Verdiinnung 1:10000

Die sekundéren Antikérper wurden von Jackson Immuno Research Laboratories bezogen:

>

>

>

RAS-PO (Rabbit Anti-Sheep Peroxidase conjugated): AffiniPure IgG Antikorper,
Code-No. 313-035-045; Verdiinnung 1:1000

GAM-PO (Goat Anti-Mouse Peroxidase conjugated): AffiniPure IgG Antikorper,
Code No. 115-035-146; Verdiinnung 1:5000

GAR-PO (Goat Anti-Rabbit Peroxidase conjugated): AffiniPure F(ab’), Fragment
IgG Antikorper, Code No. 111-036-046; Verdiinnung 1:1000
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Immunfluoreszenz

Folgende Antikorper wurden bei der Immunfluoreszenz als primére Antikdrper eingesetzt:

» Anti-Annexin 6 aus dem Schaf (Grewal et al. 2000); Verdiinnung 1:25

» Anti-GST-Annexin 6 aus dem Kaninchen, polyclonal (de Diego et al. 2002);
Verdiinnung 1:100

» Anti-EEAL1, aus der Maus, bezogen von Transduction Laboratories, Cat.-No. E
41120; Verdiinnung 1:100

Auch hier wurden die sekundiren Antikérper von Jackson Immuno Research Laboratories

bezogen:

> Cy™3-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment Donkey Anti-Sheep IgG, Code No.
713-166-147; Verdiinnung 1:500

> Cy™2-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG, Code No.
711-226-152; Verdiinnung 1:200

> Cy™3-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment Donkey Anti-Mouse IgG, Code
No. 715-166-151; Verdiinnung 1:500

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Sédmtliche Arbeiten an lebenden Zellen wurden unter sterilen Bedingungen und mit
Einwegmaterialien durchgefiihrt.

Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO; gehalten. Nach drei bis vier Tagen
war eine Zelldichte mit 70-80% Konfluenz erreicht, so dass ein Splitten der Zellen notig
war. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen eine Minute mit 20 ml PBS
gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden 5 ml Trypsin hinzu gegeben und eine Minute
auf den Zellen belassen, um diese vom Boden der Zellkulturflasche zu 16sen. Um die
Wirkung des Trypsins zu beenden, wurden nun 10 ml Medium dazugegeben. Von dieser
Zellsuspension wurden 3 ml mit 12 ml Medium versetzt und in einer Zellkulturflasche in

den Inkubator gelegt. Die verbleibenden 12 ml der Zellsuspension wurden zum Anlegen
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weiterer Zellkulturflaschen oder zum Ausplattieren von Zellen verwendet. PBS, Trypsin

und das Medium wurden vor der Behandlung der Zellen auf 37°C im Wasserbad erwérmt.

2.2.2. Ausplattieren von Zellen

Um eine Endosomenpriparation vorzunehmen, waren 4- 6x 10’ Zellen von Néten. Um die
Zellzahl zu vergroBern, wurden Zellen auf 145 mm@ Petrischalen ausplattiert und bis zu
einer Konfluenz von 70-80% inkubiert, was i. d. R. zwei bis vier Tage dauerte.

Zum Ausplattieren wurden die Zellen gewaschen und trypsiniert, wie es unter Punkt 2.2.1.
beschrieben ist. Von der dabei hergestellten Zellsuspension wurden ca. 4 ml pro

Petrischale verwendet und das Volumen mit Medium auf 20 ml aufgefiillt.

2.2.3. Endosomenpraparation

Die fiir diese Arbeit interessanten Strukturen waren vor allem die Endosomen der Zellen.
Um diese Endosomen bearbeiten zu kénnen, mussten sie zuerst isoliert bzw. voneinander
getrennt werden. Das ist moglich, da sich die verschiedenen Stadien der Endosomen in

einem Dichtegradienten in unterschiedlichen Schichten sammeln (Gorvel et al. 1991).

Zur Vorbereitung wurden Zellen ausplattiert und

geerntet, wenn die Petrischalen ausreichend bewachsen (PPIrC(:)teaseinhibitorcocktail):
waren. Dazu wurde das Medium von den Petrischalen || Antipain 10 mM
abgesaugt und die Zellen 1 min in 20 ml PBS S:Zg;;gﬁtm }8 nnlll\l\//ll
gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden die J| Pepstatin A 1 mM

Petrischalen auf Eis gestellt, 9 ml HB (homogenization
buffer) hinzu gegeben und die Petrischale mit einem Zellschaber griindlich abgeschabt. Die
entstandene Zellsuspension sdmtlicher beernteter Petrischalen wurde in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben. AnschlieBend wurde die Petrischale nochmals mit 3 ml HB
abgeschabt und die 3 ml Zellsuspension in das Zentrifugenr6hrchen gegeben. Nun wurde
das Zentrifugenrohrchen 10 min bei 4°C mit 2200 rpm in der Laborfuge 400R
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml HB+PIC
(s. Kasten S.8) aufgenommen. Dann wurde das aufgenommene Pellet 15-mal langsam in
eine mit einer 24GA1 Kaniile bestiickte 1 ml Spritze aufgenommen und ruckartig wieder

hinausgepresst, um die Zellen zum Zerplatzen zu bringen. Ein Erfolg dieser Methode
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konnte unter dem Mikroskop beobachtet werden: Wahrend vor der Zellzerstorung ganze
Zellen unter dem Mikroskop zu sehen waren, waren nach 15-maligem Aufziehen und
hinauspressen nur noch Zellkerne zu erkennen. Das Zelllysat wurde nun 15 min bei 4°C
mit 3400 rpm zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Dieser Uberstand, im Folgenden PNS (postnuclear supernatant) genannt, enthielt die
endosomalen Membranen und die schweren Membranen der Plasmamembranen der

zertrimmerten Zellen. Das Pellet wurde verworfen.

Um die Endosomenpréparation durchzufiihren wurden 840 pl PNS in einem 14 x 89 mm
Zentrifugenrdhrchen (Ultra-Clear) mit 1160 pl 62%iger Sucroselosung gut durchmischt,
um so eine Gesamtsucrosekonzentration von 40,2% zu erhalten.

Sdmtlichen Sucroselésungen wurde 3 mM Imidazol hinzugefiigt, der pH wurde auf 7,4
eingestellt und die Losungen wurden steril filtriert; es wurde bei ca. 4°C bzw. auf Eis
gearbeitet.

Die im ersten Schritt erhaltenen 2 ml Zelllysat enthaltender Sucroseldsung wurden nun
vorsichtig mit 3 ml 35%iger Sucroseldsung iiberschichtet. Dariiber wurden 2 ml 25%ige
Sucroselosung geschichtet, und dariiber 3 ml HB+PIC. Das Zentrifugenréhrchen wurde in
einen Schwingkopf des vorgekiihlten Beckmann SW41 swing out Rotors eingelassen und
gegen ein Gegengewicht auf 0,002 g genau austariert. Dann wurden die Schwingkdpfe in

den Rotor eingehédngt und 90 min bei 4°C und 35000 rpm zentrifugiert. Nach Beendigung

des Laufs wurde der Rotor vorsichtig aus der Zentrifuge gehoben und

die Zentrifugenrdhrchen vorsichtig aus den Schwingkdpfen gezogen.

Nun wurden mit einer 1 ml Pipette die einzelnen Fraktionen von oben
HE

nach unten in kreisenden Bewegungen abgenommen. Bei den ersten LE

Versuchen wurde ein von Dr. Jorg Heeren eigens konstruierter .y
o

Fraktionierer verwendet, welcher die aus dem unten angestochenen EE

Zentrifugenrdhrchen fallenden Tropfen abzdhlt, weshalb die oberste 350

Fraktion (HB) als Fraktion 10 bezeichnet wird, wihrend die unterste HM

B2%

+PNS
A

jedoch wegen der unterschiedlichen Fluiditit der unterschiedlichen ap.2.13 Vertej_bl-;lg von

(62%+PNS) als Fraktion 1 bezeichnet wird. Der Fraktionierer bereitete

. . . Zellkompartimenten im
Sucrosekonzentrationen Probleme, weshalb er nicht wieder verwendet sycyosemadienten

wurde.
Wiéhrend der Zentrifugation sammeln sich die frithen und spédten Endosomen und die

schweren Membranen im Gradienten an den Trennschichten der unterschiedlichen
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Sucrosekonzentrationen, wie in Abb.2.1) dargestellt (Grewal et al. 2000). Aufgrund dieser
Verteilung konnte davon ausgegangen werden, dass die spdten Endosomen in den
Fraktionen 7-10, die frithen in den Fraktionen 4-6 und die schweren Membranen in den
Fraktionen 1-3 zu finden wiren, weshalb jeweils diese Fraktionen fiir Westernblotanalysen

gepoolt wurden.
2.2.4. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry et al. (1951)

Je 20 pl der Proben wurden mit Aqua

Lowryldsung: bidest auf 400 pul Gesamtvolumen
97% Komponente A

(3% Na,COsin 0.15N NaOH) aufgefiillt und 1 ml einer frisch aus den

1,5% Komponente B (2% Kaliumtartrat)
1,5% Komponente C (1% CuSO4*5H,0)

drei Komponenten gemischten

Lowrylosung (s. Kasten) dazugegeben.
Gleichzeitig wurde eine in 2 pg Schritten aufsteigende Eichreihe (0-30 pg) mit BSA in
Aqua bidest angelegt, auch mit jeweils 400 pl Gesamtvolumen und 1 ml
Lowrylosungszugabe. Proben und Eichreihe wurden jeweils im Doppelansatz gemessen.
Nach griindlicher Durchmischung mit dem Vortexer wurden die Proben 10 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 125 pl zu gleichen Teilen mit Aqua bidest verdiinnten
Folins zu jeder Probe hinzu gegeben und wieder gevortext. Nach 30 min Inkubation bei RT
wurde die Extinktion der Proben im Spectrophometer bei 750 nm gemessen. Durch
Mittelwertbildung wurde aus den Werten der Eichreihe ein Faktor ermittelt, mit dessen

Hilfe die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt werden konnten.

2.2.5. Bestimmung der Cholesterinkonzentration mittels Amplex Red Cholsterol
Assay Kit

Zur Cholesterinbestimmung der Endosomen wurden 50 pl der Proben mit 50 pl
Reaktionsgemisch in den Kammern einer Packard 98-well plate vermischt. Das
Reaktionsgemisch besteht aus dem Amplex Red Reaktionspuffer, dem HRP (Horse Radish
Peroxidase, 1:100), Oxidase (1:500), Esterase (1:1000) und Amplex Red (1:67)
beigemengt wurden. Mit Precinorm (Cholesteringehalt 1,7 mg/ ml) wurde eine Eichreihe
von 1 pg, 2 png, 4 pg, 8 ug und 16 pg in je 50 pul HB hergestellt. Eichreihe und Proben
wurden in Doppelwerten gemessen. Nach Zugabe des Reaktionsgemisches wurde die 98-

well plate luftdicht abgedeckt und unter Lichtausschluss 30 min bei 37°C inkubiert.
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AnschlieBend wurde die Extinktion bei 530 nm/ 570 nm gemessen. Ahnlich wie bei der
Proteinbestimmung wurde die Cholesterinkonzentration der Proben rechnerisch ermittelt
und auf die vorher ermittelte Proteinkonzentration der Proben genormt (ng Cholesterin/ mg

Protein).

2.2.6. SDS-Page zur Auftrennung von Proteinen

Vorbereitung der Proben
In einigen Fillen wurden die Proben z.B. mit EDTA vorbehandelt, d.h. die bendtigte
Menge der Probe wurde 30 min mit EDTA bei 4°C im Mini-Dreher RMS5 inkubiert, 1 h bei
45000 rpm in der Beckmann TL-100 zentrifugiert und das Pellet in HB resuspendiert.

Als Vorbereitung fiir die Gelelektrophorese wurden

vier Teile der Proben mit einem Teil eines fiinffach 5fach Probenpuffer (100ml):
0,5M Tris HCl1 pH 6,8 20 ml

konzentrierten Probenpuffers (s. Kasten) versetzt, SDS(10%) 20 ml
welcher wihrend der folgenden Denaturierung zur [| Glycerol 20 ml

) . Aqua bidest 30 ml
Sprengung der Disulfidbriicken (2-Mercaptoethenol), 2-Mercaptoethanol (10%)10 ml

zur Entfaltung der Proteine (SDS) und zur [| Bromphenolblau 0,1 ml

Beschwerung der Proben (Glycerol) fiihrte. Dem
Probenpuffer war auBlerdem 0,1%ig Bromphenolblau zugefiigt, um eine sichtbare
Lauffrontkontrolle wihrend der Elektrophorese zu erhalten. AnschlieBend wurden die
Proben fiir 10 min bei 96°C zwecks Denaturierung gekocht und bis zur Beladung des Gels
auf Eis gelagert.

Als Molekulargewichtsstandard wurde der Rainbowmarker (1 pl RM + 2,5 ul Glycerol + 7
ul Aqua bidest) und der ECL Marker (3 ul ECL Marker + 7 ul Aqua bidest, 5 min bei
96°C gekocht, dann auf Eis) eingesetzt.

Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Bei der Gelelektrophorese wird ein zweiphasiges Polyacrylamidgel mit den
vorbehandelten Proben beladen und an eine Spannungsquelle angeschlossen. Die durch die
Behandlung mit dem Probenpuffer negativ geladenen Proteine wandern durch das Gel in
Richtung Anode. Dabei ist die Geschwindigkeit der Proteine abhéngig von ihrer GroRe.
Kleine Proteine wandern schneller, grofle langsamer.

In der ersten, niedrigprozentigeren Phase des Gels (Sammelgel) wandern die Proteine

anndhernd gleich schnell. So erreichen sie gemeinsam die Trennschicht zwischen den
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beiden Phasen. In der zweiten, hoherprozentigen Phase (Trenngel) beginnt dann die
Auftrennung der Proteine.

Es wurden hauptsidchlich Minigele verwendet, wofiir das Minigelsystem Mini-PROTEAN
Cell von Bio-Rad benutzt wurde.

Nach griindlicher Reinigung der Glasplatten (1,5 mm Spacer) wurden diese
zusammengesetzt und das 12,5%ige Trenngel (s. u.) gegossen. Beim GieB3en des Trenngels
wurde ein Abstand zum oberen Rand von ca. 1 cm belassen und anschlieBend Isobutanol
auf die Geloberfliche gegeben. Nach vollstindiger Polymerisierung des Trenngels wurde

das Isobutanol abgegossen und mit Aqua bidest

10fach Laemmli Laufpuffer (41): nachgespiilt. Nun wurde das 3,5%ige Sammelgel
Tris-base 120 g

Glycin

576 g (s. u.) gegossen. AnschlieBend wurde der

SDS 40 g Taschenkamm (1,5 mm, 10 Taschen) in das nicht

Aqua bidest 4000 ml L
Mit HCI auf pH 8,8 polymerisierte ~ Sammelgel  gesteckt.  Nach

vollstindiger Polymerisierung des Sammelgels
wurde der Taschenkamm entfernt und die Taschen mit Laufpuffer (s. Kasten) gespiilt.
Dann wurde das Gel in die Lautkammer tiberfiihrt und dort mit den Proben beladen. Um
das Uberlaufen der Taschen beim Beladen zu vermeiden wurden die Proben mit einer 50
ul Spritze der Firma Hamilton eingefiillt. Die Spritze wurde nach jeder Beladung mit
Laufpuffer gespiilt.

Nach vollstindiger Beladung des Gels wurde das System bei 40 mA/ Gel fiir ca.70 min,
bzw. bis zum Erreichen der Gelunterkante durch die Bromphenolblaufront, an die

Spannungsquelle (Powersupply) angeschlossen.

Zusammensetzung der Gele:

Substanz: 3,5% 12,5%
Acrylamide-Bis 30% 2,4 ml 12,5 ml
Tris-base 0,5MpH6,8 5ml 1,5M pHS8,8 7,5 ml
Aqua bidest 12,4 ml 9,3 ml
SDS 10% 0,2 ml 0,6 ml
AP 10% 0,3 ml 0,2 ml
TEMED 10 ul 10 ul
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2.2.7. Western Blot

Der Western Blot dient dazu, die nach der Elektrophorese im Gel befindlichen Proteine
durch anlegen einer Spannung auf eine Nitrozellulosemembran zu {iberfiithren, und sie
dann mittels Antikérperbehandlung sichtbar zu machen.

Das die getrennten Proteine enthaltende Gel wurde auf

Blottingpuffer:
Borsédure 15,46¢g

Nitrozellulosemembran, zwischen Schwammmatten und

Aquabidest ~ 4000ml || Filterpapier, in die zum Minigelsystem gehorenden
(mit NaOH auf pH 9,0)

Methanol 1000ml Sandwichplatten geklemmt und in die mit Blottingpuffer (s.

Kasten) gefiillte und durch Eis gekiihlte Blottingkammer
tiberfiihrt. Dann wurde fiir 90 min eine Spannung von 350 mA angelegt. Anschlieend
wurde die Nirozellulosemembran entlang der Gelrdander zurechtgeschnitten und 5-10 min
in Ponceaufiarbelosung gefarbt. Danach wurde die Membran kurz in Aqua bidest gespiilt,
in Frischhaltefolie eingeschlagen und fotokopiert. Anhand des Rainbowmarkers und der
ponceaugefdrbten Banden wurde die Membran nun zwischen den Banden zerschnitten, auf
denen man die zu firbenden Proteine erwartete (Annexin 6 68 -
kDa, Annexin 2 31 kDa, Caveolin 18-23 kDa). Um die E}I;)é:klosungl:ooml
Ponceaufirbung heraus zu waschen, wurden die Membranstreifen [| Tween 0,1ml

. . . o Milchpulver 10g
in PBS gewaschen. Dann wurden sie 45 min auf dem Mini-Shaker

in Blocklosung (s. Kasten) geschwenkt, um die unspezifischen Bindungsstellen zu
blockieren. Die Blocklosung wurde hinterher aufbewahrt, um damit die
Zweitantikorperlosung anzusetzen.

Wihrend des Blockvorgangs wurden die ersten Antikdrper in entsprechender Verdiinnung
(s. 2.1.5.) in 5-15 ml 5% BSA und 0,1% Tween enthaltendem PBS angesetzt. Nach
Beendigung des Blockens wurden die Membranstreifen kurz mit PBS abgespiilt und
zusammen mit der AntikOrperlosung in zurechtgeschnittenen Vernichtungsfolienstreifen
mit dem Impulse Sealer eingeschweilit. Es folgte die Inkubation fiir 90 min bei
Raumtemperatur auf dem Mini-Shaker oder {iber Nacht im Kiihlraum auf dem Mini-
Shaker. Anschlieend wurden die Membranstreifen dreimal je 10 min in PBS 0,1% Tween
gewaschen. Die AK-Losungen wurden aus den Vernichtungsfolientiiten abpipettiert und
durch Spritzenvorsatzfilter in 15 ml Falcons sterilfiltriert, um sie bis zum néchsten
Gebrauch bei 4°C zu lagern.

Wiéhrend des Waschvorgangs wurden die zweiten Antikorperlosungen mit 5-15 ml der

oben beschriebenen Blocklosung in entsprechender Verdiinnung der Antikorper (s. 2.1.5.)
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hergestellt. Zusétzlich wurde diesen Losungen der ECL Antikérper in einer Verdiinnung
von 1:1000 hinzugefiigt. Dann wurden die Membranstreifen mit diesen Losungen wie
schon mit den ersten Antikorperldsungen eingeschweifit und 60 min auf dem Mini-Shaker
bei Raumtemperatur inkubiert. Hinterher folgten je drei Waschgédnge a 5 min in PBS 0,3%
Tween und drei Waschginge a 5 min in 0,1% Tween. Danach wurden die
Membranstreifen mehrfach kurz in PBS gewaschen, um das Tween herauszuspiilen. Die
zweite Antikorperldsung wurde verworfen.

Um die durch Antikorper detektierten Banden sichtbar zu machen, wurde die Methode der
Autoradiographie angewendet. Dazu wurden die Membranstreifen mit Tesafilm an den
Réndern wieder zusammengeklebt und in zurechtgeschnittenen Vernichtungsfolien in eine
Filmkammer gelegt. Die nachfolgenden Schritte wurden in der Dunkelkammer
durchgefiihrt. Es wurden die ECL detection reagent Losungen laut Protokoll vermischt und
das Gemisch auf den Membranstreifen verteilt. Die Filmkammer wurde fiir 1 min
geschlossen. AnschlieBend wurden die Membranstreifen leicht trockengetupft und in einer
neuen Vernichtungsfolie wieder in die Filmkammer gelegt. Ein Rontgenfilm wurde
draufgelegt und fiir ca. 10 s belichtet. Dann wurde der Film entwickelt und entsprechend

dem Ergebnis weitere Belichtungen vorgenommen.

2.2.8. Immunfluoreszenzmikroskopie

Um eine visuelle Kontrolle der Western Blot Ergebnisse zu erhalten, wurde die
Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Dabei ldsst man die Zellen auf Deckgldschen
anwachsen, fixiert sie anschlieBend und inkubiert sie wieder in zwei Schritten mit
Antikorpern, einem zur Markierung des zu untersuchenden Proteins und einem zur
Sichtbarmachung unter dem Fluoreszenzmikroskop (Cy ™2: Griin im Blaulicht;Cy ™3: Rot
im Grinlicht). Da die Lokalisation von Annexin 6 in Abhédngigkeit von der Lokalisation
des internalisierten Cholesterins untersucht werde sollte, wurde das Cholesterin mit Filipin
detektiert, welches im UV Licht blau fluoresziert.

Damit die CHO Zellen auf den Deckgldaschen anwachsen konnten mussten diese mit Silane
beschichtet werden. Dazu wurden die Deckglischen aufrecht in einem
acetonunempfindlichen Stinder stehend 5 min in ein Silane Aceton Gemisch (1:50)
gegeben und auf den Mini-Shaker gestellt. Dann folgte ein Waschgang in reinem Aceton

fiir 5 min und zwei Waschgénge in Aqua bidest, ebenfalls 5 min auf dem Mini-Shaker.
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Danach wurden die Deckgldschen an der Luft getrocknet und zur Sterilisierung fiir
mindestens 4 h unter der sterilen Werkbank im UV Licht stehen gelassen.

Von den beschichteten Deckglidschen wurden je drei in ein well einer 6-well plate gegeben
und mit ca. 1 ml Zellsuspension (s. 2.2.1.) und 1 ml Medium iiberschichtet. Die 6-well
plate wurde in den Inkubator gestellt. Nach 1-3 Tagen war auf den Deckgldschen eine
Konfluenz von 50-60% zu beobachten, wobei mikroskopisch kontrolliert wurde, dass sie
nicht zu dicht bewuchsen, da eine zu hohe Zelldichte die Ergebnisse der
Immunfluoreszenzmikroskopie negativ beeinflussten. Die Deckglédschen wurden mit der
bewachsenen Seite nach oben in eine 12-well plate mit 500 pl 8%igem PFA und 500 pl
PBS pro well iiberfiihrt und 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach folgten fiinf
Waschgénge a 5 min in PBS und ein Waschgang a 5 min in PBS mit 0,5% Glycin und
0,05% Saponin. AnschlieBend wurden die Deckgldschen in eine mit Aluminiumfolie
umhiillte Plastikschachtel auf Parafilm gelegt und auf jedes 60 pl Blocklosung (PBS/
Glycin/ Saponin wie oben + 2% BSA) pipettiert. Wahrend des folgenden 20 min
dauernden Blockvorgangs bei Raumtemperatur wurden die ersten Antikorperlésungen mit
Blocklosung gemal ihrer Verdiinnung (s. 2.1.5.) hergestellt und auf Eis gelagert.

Nach dem Blocken lieB man die Deckgldschen kurz abtropfen, pipettierte je 50 ul der
ersten Antikorperlosung darauf und lie sie in der Plastikschachtel 1 h im Inkubator
inkubieren. Wiahrenddessen wurde die zweite Antikorperlosung wie bereits die erste
hergestellt, allerdings wurde hier Filipin in einer Verdiinnung von 1:100 dazugegeben.
Nach der Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurden die Deckglédschen zweimal kurz in
PBS getaucht und anschlieBend zweimal je 5 min in PBS/ Glycin/ Saponin gewaschen.
Dann wurden je 50 pl der zweiten Antikdrperlosung draufpipettiert und das Ganze 45 min
in den Inkubator gestellt. AnschlieBend wurden die Deckglidschen dreimal je 5 min in PBS
gewaschen und eingedeckelt. Dazu wurden 4 ul PPD/ Mowiol (1:10) auf einen
Objekttrager gegeben, ein Deckgldschen mit der bewachsenen Seite nach unten
draufgelegt, kurz angetrocknet und mit Nagellack umrandet.

Die Bilder der Zellen wurden mit der Axiocam am Mikroskop Axiovert 100
aufgenommen. Dabei war zu beachten, dass das Filipin im UV Licht relativ schnell

ausblich.
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3.) Ergebnisse

3.1. Cholesterinentzug reduziert die Bindung von Annexin 6 an Membranen

3.1.1. Digitonin reduziert die Membranaffinitat von Annexin 6

Annexin 6 bindet calciumabhédngig an negativ geladene Phospholipide, aber auch andere
Faktoren, wie ein saurer pH-Wert oder LDL Akkumulation konnen die
Membranbindungsaffinitit des Annexin 6 beeinflussen (Ayala-Sanmartin 2001; Golczak et
al. 2001). Die Annahme, dass Cholesterin das Membranbindungsverhalten des Annexin 6
beeinflussen konnte, wird gestirkt durch die Beobachtungen an einem anderen Mitglied
der Annexinfamilie, dem Annexin 2, welches in frithen Endosomen zu finden ist und
abhingig und unabhingig von Calcium an biologische Membranen bindet (Drust und
Creutz 1991; Raynal et al. 1996; Harder et al. 1997; Jost et al. 1997; Konig und Gerke
2000; Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin et al. 2001). Etwa 50% des an endosomale
Membranen gebundenen Annexin 2 in BHK(baby hamster kidney)-Zellen ist
calciumunabhéngig gebunden (Harder et al. 1997; Jost et al. 1997; Konig und Gerke 2000).
Dabei kann Annexin 2 durch Cholesterin sequestrierende Substanzen wie Filipin oder
Digitonin von den Membranen gelost werden (Harder et al. 1997; Jost et al. 1997).

Die LDL induzierte Translokation von Annexin 6 in spidte Endosomen liel auf einen
Einfluss von LDL Cholesterin auf die Membranaffinitdt von Annexin 6 schlieen (Grewal
et al. 2000; de Diego et al. 2002). Deshalb wurde der Einfluss von Cholesterin auf die
Membranaffinitdt von Annexin 6 untersucht. In vorangegangenen Experimenten waren
postnukledre Membranen aus CHO (chinese ovary hamster) Wildtypzellen (CHOwt) und
Annexin 6 iiberexprimierenden CHO Zellen (CHOanx6) mit Digitonin behandelt worden,
um den Membranen das Cholesterin zu entziehen, was jedoch zu keiner sichtbaren
Anderung der Membranaffinitit des Annexin 6 fiihrte. Das entsprach den Beobachtungen
von Konig und Gerke, die den Einfluss von Cholesterin auf das Bindungsverhalten von
Annexin 2 nur an einem calciumunabhingigen Pool demonstrieren konnten (Konig und
Gerke 2000). Deshalb wurde als Probe wie unter 2.2.3. beschrieben ein PNS (postnuclear
supernatant) aus CHOanx6 Zellen hergestellt. Um einen eventuell vorhandenen
calciumunabhéngigen Pool des Annexin 6 zu identifizieren, wurde das PNS mit 50 mM
EDTA vorbehandelt, damit sich die calciumabhidngig bindenden Proteine von den

Membranen 16sen konnten, und anschlieend zentrifugiert. Vom resuspendierten Pellet
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wurden je 50 pl nicht weiter behandelt, erneut mit 50 mM EDTA, mit 5 pg/ul Digitonin
und mit 50 mM EDTA gemeinsam mit 5 pg/ul Digitonin fiir 30 min bei 4°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert. Die Pellets wurden in je 50 ul HB resuspendiert. Je 10 pl der
Uberstinde und Pellets wurden auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mittels
Western Blot die Verteilung von Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin zu untersuchen (s.
Abb. 3.1.). Annexin 2 und Caveolin dienten als Positiv- bzw. Negativkontrolle, da Annexin
2 calcium- und cholesterinabhéngig an Membranen bindet und Caveolin resistent gegen
die Inkubation der Membranen mit EDTA oder Digitonin ist (Jost et al. 1997; Konig und
Gerke 2000).

EDTA
) EDTA Dig +Dig
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Abb. 3.1) Wirkung von EDTA und Digitonin auf die Membranbindung des Annexin 6. Ein PNS von
4-6 x 10" CHOanx6-Zellen wurde mit 50 mM EDTA 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend
zentrifugiert. Das Pellet wurde in HB resuspendiert und je 50 pl ohne Zusatz (Spuren 1 und 2), mit 50 mM
EDTA (Spuren 3 und 4), mit 0,5 pg/ul Digitonin (Spuren 5 und 6) und mit 50 mM EDTA + 0,5 pg/ul
Digitonin (Spuren 7 und 8) fiir 30min bei 4°C inkubiert und anschliefend zentrifugiert. Von den
Uberstinden (S) und den in je 50 pl resuspendierten Pellets (P) wurden je 10 pl auf einer 12,5%igen SDS-
Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf die Verteilung von Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin
untersucht.

Nach der ersten EDTA-Behandlung war der calciumsensitive Annexinpool entfernt.
Annexin 6 lag zu ca. 60-70% membrangebunden und zu 30-40% ungebunden vor,
Annexin 2 war zu liber 90% membrangebunden (s. Abb. 3.1., Spuren 1 und 2). Eine
erneute Behandlung mit EDTA brachte kaum Anderung (s. Abb. 3.1., Spuren 3 und 4), was
dafiir spricht, dass auch Annexin 6 eine calciumunabhidngige stabile Bindung an
Membranen eingehen kann.

Die Behandlung mit Digitonin hingegen fiihrte beim Annexin 2 zu einer deutlichen
Senkung der Membranaffinitdt auf ca. 70-80%, und auch die Membranaffinitdt des
Annexin 6 sank auf ca. 30-40% (s. Abb. 3.1., Spuren 5 und 6). Wihrend eine gemeinsame
Behandlung mit EDTA und Digitonin beim Annexin 6 keine weitere Affinitdtssenkung

bewirkte, sank die Affinitdt beim Annexin 2 weiter auf ca. 60-70% ab (s. Abb. 3.1., Spuren
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7 und 8). Die Caveolinbanden blieben weitestgehend unverdndert. Damit konnte zum
ersten Mal die Existenz eines calciumunabhidngigen Pools von Annexin-6-Proteinen
identifiziert werden, der sensitiv fiir die Konzentration bzw. Verteilung von Cholesterin in
der Membran ist.

Allerdings konnte die Uberexpression von Annexin 6 zu einer Sittigung aller
calciumabhédngigen Annexin-6-Bindungsstellen gefiihrt haben, so dass es zu einer
unspezifischen und calciumunabhéngigen Assoziation von weiteren Annexin 6 Proteinen
hitte kommen konnen. Vielleicht galt die Cholesterinsensitivitit nur fiir diese alternativ
assoziierten Annexin 6 Proteine. Um die Existenz eines endogenen calciumunabhéngigen,
cholesterinsensitiven Pools von Annexin 6 zu iiberpriifen, wurde dieses Experiment zur
Kontrolle mit CHOwt Zellen durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Dabei lieen sich die
dargestellten Beobachtungen bestitigen. Man kann also daraus schlieBen, dass auch

Annexin 6 sowohl calcium- wie auch cholesterinabhéngig an Membranen bindet.

3.1.2. Einfluss von Digitonin auf die Membranbindung von Annexin 6 in vivo

Nachdem in vitro gezeigt werden konnte, dass die Membranaffinitdt von Annexin 6 durch
den Entzug von Cholesterin aus den Membranen durch Digitonin gesenkt werden kann (s.
3.1.1.), sollte iiberpriift werden, ob Digitonin einen generellen Einfluss auf die
Membranaffinitidt von Annexin 6 in vivo besitzt. Dazu wurden CHOanx6 Zellen 20 h mit
5-40 pg/ml Digitonin im Ndhrmedium inkubiert. Nach Herstellung des PNS und
Zentrifugation wurden von den unbehandelten Uberstéinden und Pellets je 10 pl auf einer
12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf die Verteilung von
Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin untersucht (s. Abb. 3.2.).

Betrachtet man jeweils die zueinander gehorenden Uberstinde und Pellets (s. Abb. 3.2.,
Spuren 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8), so zeigt sich, dass auch mit zunehmender
Digitoninkonzentration weder Annexin 6 (60-70% Membranbindung) noch Annexin 2 (70-
80% Membranbindung) an Bindungsaffinitét verliert. Es ist allerdings zu beriicksichtigen,
dass in diesem Experiment sdmtliche Annexinpools betrachtet wurden, also sowohl die
calciumabhéngigen, wie auch die calciumunabhéngigen, da keine Behandlung mit EDTA
erfolgte. Da der calciumunabhéngige Pool von Annexin 6 nur ca. 10% des Gesamtannexins
ausmacht (Ergebnis aus Experimenten der AG Grewal, Daten nicht gezeigt), ist eine

Beurteilung dieses Pools in diesem Experiment nicht moglich.
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Abb. 3.2) Einfluss von Digitonin auf die Membranbindung des Annexin 6 in vivo. Je 4-6 x 10’
CHOanx6 Zellen wurden 20 h ohne Digitonin (Spuren 1 und 2), mit 5 pug/ml (Spuren 3 und 4), mit
20 pg/ml (Spuren 5 und 6) und mit 40 pg/ml Digitonin im Medium (Spuren 7 und 8) inkubiert. Das PNS
wurde hergestellt, zentrifugiert und von Uberstanden (S) und resuspendierten Pellets (P) je 10 ul
unbehandelt auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die Verteilung von
Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin untersucht.

3.2. Die Anreicherung von Cholesterin in spaten Endosomen stimuliert die

Bindungsaffinitat von Annexin 6

Wie in Abb. 3.1. gezeigt, ist es moglich, die Membranbindungsaffinitit von Annexin 6
durch den Entzug von Cholesterin zu senken. Die daraus abgeleitete Abhédngigkeit
zwischen Cholesterinanteil in der Membran und Bindungsaffinitdt von Annexin 6 an der
Membran sollte vielleicht dazu fiihren, dass eine Erhohung des Cholesterinanteils in der
Membran zu einer Erhohung der Membranaffinitit des Annexin 6 fiihrt. In-vitro-
Ergebnisse von Ayala-Sanmartin et al zeigten bereits eine Erh6hung der Membranaffinitét
von exogen zugefliihrtem Annexin 6 bei erhdhtem Cholesteringehalt in artifiziellen
phospholipidhaltigen Vesikeln (Ayala-Sanmartin 2001). Gemeinsam mit den oben
beschriebenen Experimenten lieBe dies auf eine erhohte Membranaffinitit von Annexin 6
schlieBen. Eine detaillierte Analyse an biologischen Membranen fehlte jedoch noch. Also
musste ein System etabliert werden, das es erlaubte, cholesterinreiche Membranen zu
isolieren und deren Einfluss auf die Membranaffinitit von Annexin 6 zu testen.

Die Inkubation von Zellen mit 3B-(2Diethylaminoethoxy)-androst-5-en-17-on (im
Folgenden U18666A) fiihrt zu einer Akkumulation von Cholesterin in spdten Endosomen
und Lysosomen (Liscum und Faust 1989). Der Phianotyp dhnelt dem von Niemann Pick
Typ C (NPC) Fibroblasten, die einen Defekt beim Abtransport von Cholesterin aus spiten

Endosomen aufweisen und deshalb durch groBe cholesterinreiche, spéite endosomale
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Vesikel in Kernnidhe charakterisiert sind (Liscum und Faust 1989). In einer detaillierten
biochemischen Analyse der Wirkungsweise von U18666A konnten Liscum und Faust
nachweisen, dass Ul18666A wihrend der LDL Aufnahme die durch LDL Cholesterin
hervorgerufene Stimulation der Cholesterinesterifizierung und Unterdriickung der HMG-
CoA-Reduktase- und LDL Rezeptoraktivitit in CHO Zellen blockiert. Nicht beeinflusst
werden die LDL Rezeptorbindung, die LDL Internalisation sowie die lysosomale
Hydrolysierung von LDL Cholesterinestern. Das fiihrt zu einer Akkumulation von
Cholesterin in spiten Endosomen und Lysosomen. Zwar wird auch die endogene
Cholesterinsynthese durch U18666A gestort, aber die Aufnahme und Verstoffwechslung
freien Cholesterins ist weiterhin mdglich (Liscum und Faust 1989). Diese Tatsache sollte
erlauben, das Bindungsverhalten von Annexin 6 an cholesterinbeladenen Membranen in

VivO zu untersuchen.

3.2.1. Etablierung der Cholesterinanreicherung in spaten Endosomen nach Behandlung
mit U18666A

Bevor Bindungsstudien an mit U18666A behandelten Zellen

durchgefiihrt werden konnten, musste das experimentelle System

etabliert werden. Dazu wurden je 4-6 x 10’ CHOanx6- und CHOwt
Zellen 24h mit 2 pg/ml UI8666A im Medium inkubiert und

anschlieBend das PNS hergestellt. Die Bestimmung des
Cholesterins im PNS ergab einen Anstieg des Cholesterins um ca.

50%, wenn die Zellen mit U18666A behandelt worden waren (s. [

Abb. 3.3., schwarzer Balken) im Vergleich zu unbehandelten L —

) . Abb. 3.3) Cholesterin
Zellen (s. Abb., 3.3., grauer Balken). Um eine Verfilschung des iy PNS von

Ergebnisses durch eine variierende Zellzahl zu vermeiden, wurde (Cf)loa?lzg'zegz? OIEI:;

U18666A-Behandlung

die Cholesterinkonzentration ins Verhiltnis zur Proteinmenge im !
(Erklérung s. Text)

PNS gesetzt. Diese Bestimmung wurde fiir CHOanx6- und CHOwt

Zellen durchgefiihrt (Daten fiir CHOwt nicht gezeigt), wobei sich die Ergebnisse
entsprachen.

Da bekannt war, dass das Cholesterin in spiten Endosomen bzw. im prilysosomalen
Kompartiment akkumuliert (Liscum und Faust 1989), wurde das PNS durch eine

Endosomenpréparation (s. 2.2.3.) in die Membranbestandteile der Plasmamembran (heavy
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membranes = HM), die friilhen Endosomen (early endosomes = EE) und die spiten
Endosomen (late endosomes = LE) aufgeteilt.

Die Bestimmung des Cholesteringehalts im Verhéltnis zur Proteinkonzentration in den
einzelnen Fraktionen ergab, wie erwartet, einen signifikanten Anstieg von Cholesterin in
den spdten Endosomen (LE, s. Abb. 3.4., Bild A/B, Fraktionen 7-10), sowohl in CHOwt-
als auch in CHOanx6 Zellen.

In den friihen Endosomen (EE, s. Abb. 3.4., Bild A/B, Fraktionen 4-6) kam es nach der
Behandlung mit  Ul8666A  zu  keinem  nennenswerten  Anstieg  der
Cholesterinkonzentration, was dafiir spricht, dass die Cholesterinakkumulation tatsichlich
nur in den spiaten Endosomen stattfindet. Die niedrigen Cholesterinkonzentrationen in den
Plasmamembranbestandteilen (HM, s. Abb. 3.4., Bild A/B, Fraktionen 1-3) ergeben sich
vor allem durch den hohen Anteil an Membranproteinen in der Plasmamembran, da der

dargestellte Cholesteringehalt zur Proteinkonzentration ins Verhiltnis gesetzt wurde.
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Abb. 3.4) Anreicherung von Cholesterin in spaten Endosomen nach U18666A-Behandlung. Je
4-6 x 107 CHOwt-Zellen (A) und CHOanx6-Zellen (B) wurden 24h mit 2 pg /ml UI8666A im Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die PNS hergestellt und eine Endosomenpriparation durchgefiihrt. Die
Grafiken zeigen die Cholesterinkonzentration in pg Cholesterin/mg Protein (y-Achse) in den Fraktionen
(x-Achse) von unbehandelten (v, durchgezogene Linie) und mit U18666A behandelten Zellen (2,
unterbrochene Linie). Die Fraktionen 1-3 entsprechen jeweils den Plasmamembranbestandteilen (HM), die
Fraktionen 4-6 den frithen Endosomen (EE) und die Fraktionen 7-10 den spidten Endosomen (LE)
(s.2.2.3).
Um eine Vorstellung davon zu bekommen, in welchem Zeitfenster sich die
Cholesterinakkumulation in den spiten Endosomen abspielt, wurden jeweils 4-6 x 10’
CHOwt- und CHOanx6 Zellen mit 2 pg/ml Ul8666A im Medium inkubiert und zu
unterschiedlichen Zeiten geerntet. AnschlieBend wurde das PNS hergestellt und mittels
Endosomenpréparation fraktioniert. Die Fraktionen wurden entsprechend der Verteilung

im Sucrosegradienten gepoolt (s. 2.3.3.), und die Cholesterinverteilung in den frithen und
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spaten Endosomen wurde verglichen (s. Abb. 3.5., A). Dabei zeigte sich, dass nach dem
kiirzesten gewdhlten Zeitintervall, ndmlich 6h, schon der grofite Teil der Akkumulation des
Cholesterins in den spdten Endosomen stattgefunden hatte (s. Abb. 3.5., A, unterbrochene
Linie, Daten fiir CHOwt nicht gezeigt), wihrend es in den frilhen Endosomen, wie
erwartet, zu keinem signifikanten Anstieg der Cholesterinkonzentration kam (s. Abb. 3.5.,
A, durchgezogene Linie, Daten fiir CHOwt nicht gezeigt). Deshalb wurde das Experiment
nochmals durchgefiihrt, wobei die Zeitintervalle kiirzer gewahlt wurden (s. Abb. 3.5., B,
O).

Wihrend die Cholesterinakkumulation in CHOanx6 Zellen schon nach 3h weitestgehend
abgeschlossen war (s. Abb. 3.5., B, unterbrochene Linie), erreichte sie in CHOwt Zellen
erst nach tiber 6h ihr Maximum (s. Abb. 3.5., C, unterbrochene Linie). Aus diesem Grund
wurden die Inkubationen der Zellen mit UI8666A in den folgenden Experimenten iiber
Nacht durchgefiihrt, da so gewihrleistet werden konnte, dass die maximale

Cholesterinakkumulation stattgefunden hatte.
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Abb. 3.5) Kinetik der U18666A-induzierten Cholesterinanreicherung. Je 4-6 x 10’ CHOanx6- und
CHOwt-Zellen wurden mit 2 pg/ml Ul8666A im Medium inkubiert und zu unterschiedlichen Zeiten
geerntet. Es folgte die PNS-Herstellung und Endosomenpréparation. Die Fraktionen wurden gepoolt (s.
2.2.3.), so dass die Anderung des Cholesteringehalts (y-Achse) gegen die Zeit (x-Achse) in frithen
Endosomen (v, durchgezogene Linie) und spiten Endosomen (A, unterbrochene Linie) verglichen werden
konnte.

3.2.2. Immunfluoreszenztechnische Darstellung der Cholesterinanreicherung in spéaten

Endosomen

Nachdem die vorangegangenen Experimente die U18666A stimulierte Anreicherung des
Cholesterins in spiten Endosomen bestdtigt hatten, sollte dieser Effekt mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie nachgepriift werden. Dazu wurden CHOanx6- und CHOwt
Zellen auf Deckglédschen ausplattiert (s. 2.2.8.), Sh mit 2 pg/ml U18666A inkubiert, fixiert
und mit 10 pg/ml Filipin inkubiert, da Filipin an Cholesterin bindet und im UV-Licht
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fluoresziert, wodurch die Cholesterinverteilung in den Zellen sichtbar gemacht werden
konnte (s. Abb. 3.6.). Durch den Cholesterinanteil in der Plasmamembran war diese unter
dem Fluoreszenzmikroskop gut zu erkennen (s. Abb. 3.6., ungestielte Pfeile), ebenso wie
der Zellkern (S. Abb. 3.6., N). Ansonsten waren in den unbehandelten Zellen vereinzelt
Cholesterinansammlungen zu sehen (s. Abb. 3.6., A, gestielte Pfeile), bei denen es sich
wahrscheinlich um frithe Endosomen handelte, da sie diffus in der Zelle verteilt waren. Die
mit U18666A behandelten Zellen zeigten deutlich mehr Filipinfarbung, was fiir einen
hoheren Cholesteringehalt spricht (s. Abb. 3.6., B, gestielte Pfeile). Diese
Cholesterinansammlungen waren um den Zellkern gruppiert. Das wiederum entspricht der
Lokalisation der spiaten Endosomen, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass es

sich bei diesen Cholesterinansammlungen um cholesterinbeladene spidte Endosomen

handelt.

Kontrolle +U18666A

Abb. 3.6) Cholesterinanreicherung in CHO-Zellen nach U18666A-Behandlung. CHOwt-Zellen
wurden auf Deckgldschen ausplattiert und unbehandelt (A) oder 5 h mit 2 pg/ml U18666A inkubiert (B)
mit PFA fixiert, permeabilisiert und 1 h mit 10 pg/ ml Filipin inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop mit gleicher Belichtungszeit fotografiert. In Bild A erkennt man die
Plasmamembran (ungestielte Pfeile), den Nucleus (N) wund vereinzelte, verteilt liegende
Cholesterinanreicherungen innerhalb der Zelle (gestielte Pfeile), bei denen es sich wahrscheinlich um frithe
Endosomen handelt. In Bild B erkennt man ebenfalls Plasmamembran (ungestielte Pfeile) und Nucleus
(N). Zusitzlich jedoch erkennt man auch erheblich mehr Cholesterinansammlungen (gestielte Pfeile),
welche sich vor allem in Zellkernndhe befinden, was der Lokalisation spater Endosomen entspricht.
Experimente mit CHOanx6-Zellen ergaben entsprechende Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

3.2.3. Membranbindungsstudien mit Annexin 6 an Membranen aus U18666A behandelten

Zellen

Die Etablierung der Cholesterinanreicherung in spiten Endosomen ermdglichte nun das
Studium der cholesterinabhidngigen Membranbindung von Annexin 6. Zuerst sollte mittels

Western Blot untersucht werden, ob Annexin 6 eine erhohte Membranbindungsaffinitét fiir
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cholesterinreiche Membranen besitzt. Deshalb wurden CHOanx6 Zellen iiber Nacht mit 2
ug/ml UI8666A im Medium inkubiert und anschlieBend das PNS hergestellt. Nach der
Endosomenpriparation wurden die Fraktionen der frithen und spiten Endosomen gepoolt
und die Membranen aus je 100 upl abzentrifugiert. Die Membranpellets wurden
resuspendiert. Von den Uberstinden und den resuspendierten Pellets wurden je 10 pl auf
einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt. Im Anschluss daran wurde die Verteilung von
Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin in den frithen und spiten Endosomen mittels Western

Blot analysiert (s. Abb. 3.7.).
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Abb. 3.7) Anreicherung von Annexin 6 in spaten Endosomen nach U18666A-Behandlung. Je
4-6 x 10’ CHOanx6 Zellen wurden iiber Nacht unbehandelt belassen oder mit 2 pg/ml U18666A im
Medium inkubiert, woraufthin das PNS hergestellt wurde. Nach der Endosomenpréparation wurden die
Fraktionen der frithen und spdten Endosomen gepoolt und die Membranen aus je 100 pl abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Membranpellets resuspendiert. Von den Uberstiinden und den resuspendierten
Pellets wurden je 10 upl auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf die
Verteilung von Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin untersucht.

Sowohl vor wie auch nach der Behandlung mit UI8666A befand sich der groBte Teil des
Annexin 6 in den friihen Endosomen und dort zu 60-70% in den Membranpellets (s. Abb.
3.7., vgl. Spuren 1 und 2 mit 3 und 4 bzw. 5 und 6 mit 7 und 8). In den spédten Endosomen
befand sich der geringere Teil des Annexin 6, mit einer Membranbindung von ca. 40%. Da
in den spiten Endosomen mehr Annexin 6 im Uberstand als im Membranpellet zu finden
war, musste davon ausgegangen werden, dass Annexin 6 hier eine lockrere oder
dynamischere Membranbindung aufwies als in den frithen Endosomen, die jedoch stark
genug war, um diesen Teil des Annexin 6 wihrend der Endosomenpréiparation in den
Fraktionen der spdten Endosomen zu halten. Vergleicht man nun die Summe aus
Annexin 6 im Uberstand und Pellet in den spiten Endosomen (s. Abb. 3.7., vgl. Spuren 1
und 2 mit 5 und 6) so fillt auf, dass nach der Behandlung mit U18666A trotz der weiterhin
reduzierten Membranaffinitéit insgesamt mehr Annexin 6 in den spiten Endosomen war als

ohne Behandlung. Gleichzeitig war in der Summe ein leichter Riickgang der Menge an
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Annexin 6 in den frithen Endosomen zu erkennen (s. Abb. 3.7., vgl. Spuren 3 und 4 mit 7
und 8).

Um die Summe der Annexin-6-Proteine besser analysieren zu koénnen, wurde das
Experiment wiederholt, ohne die Membranen durch Zentrifugation anzureichern (s. Abb.
3.8.).Die Wiederholung des Experimentes ohne Zentrifugation zeigt deutlich, dass sich
nach der Behandlung mit U18666A mehr Annexin 6 in den spdten Endosomen befand (s.
Abb. 3.8., vgl. Spur 2 mit Spur 4). Dies deutet auf eine UI8666A induzierte Translokation

von Annexin 6 aus frithen Endosomen in spdte Endosomen hin.
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Abb. 3.8) Anreicherung von Annexin 6 in spaten Endosomen nach U18666A-Behandlung. Von je
4-6 x 10" unbehandelten und iiber Nacht mit 2 pg/ml U18666A im Medium inkubierten CHOanx6-Zellen
wurde das PNS hergestellt. Nach der Endosomenpraparation wurden die Fraktionen der frithen und spéten
Endosomen gepoolt und je 40 pl auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde
die Verteilung von Annexin 6 und Annexin 2 untersucht.

Auf die Verteilung von Annexin 2 (s. Abb. 3.7. und 3.8.) zeigte U18666A keine Wirkung.
In den Spuren 5 und 6 in der Abb. 3.7. ist eine Erhohung der Caveolinkonzentration zu
erkennen, ein Befund, der so nicht immer in U18666A behandelten Zellen vorkommt (de
Diego et al. 2001). Caveolin bindet an Cholesterin in Membranen, spielt eine Rolle bei der
Aufnahme und Verteilung von Cholesterin in der Zelle, und eine Uberexpression in BHK-
Zellen fiihrt ebenfalls zu einer Akkumulation von Cholesterin in spiten Endosomen. Dieser
Effekt ldsst sich durch Kombination von Caveoliniiberexpression und UI8666A
Inkubation sogar noch beschleunigen (Pol et al. 2001). Die Inkubation mit UI8666A
konnte also zu einer Translokation eines gewissen Anteils des Caveolins gefiihrt haben, die
durch die von uns verwendeten Caveolinantikorper, die sich durch eine hohe Affinitét
auszeichnen, registriert werden konnte. Fiir ein besseres Verstidndnis dieser Vorginge

miissen in Zukunft noch weiterfiihrende Experimente durchgefiihrt werden.
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3.3. In vitro Bindungsstudien mit bakteriell exprimiertem GST-Annexin 6
Fusionsprotein an U18666A behandelten Zellen

3.3.1. Erhohte Bindungsaffinitdt von GST-Annexin 6 fur U18666A behandelte spate

Endosomen

Die bisher dargestellten Experimente deuten darauf hin, dass Annexin 6 entweder
membranassoziiert von frilhen zu spiten Endosomen gelangt, oder aus einem anderen
Pool, z.B. einem cytosolischen, rekrutiert wird. Deshalb sollte in diesem Teil der Arbeit
tiberpriift werden, ob rekombinantes Annexin 6 eine verdnderte Bindungsaffinitét fiir frithe
und spite Endosomen aus U18666A behandelten Zellen besitzt. Um dies zu testen,
wurden aus UI8666A behandelten und unbehandelten CHOwt Zellen die frithen und
spiaten Endosomen isoliert. Je 100 ul der friihen und spdten Endosomen wurden 30 min
mit 3 pg rekombinantem GST-Annexin 6 Fusionsprotein inkubiert (Pons et al 2001a; Pons
et al. 2001b). AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert, die Membranpellets
resuspendiert und die Menge des membranassoziierten GST-Annexin 6 mittels Western
Blot bestimmt (s. Abb. 3.9.).

Es zeigte sich, dass GST-Annexin 6 gut an unbehandelte friihe Endosomen bindet (s. Abb.
3.9., Spur 2). Die Bindung an unbehandelte spidte Endosomen war jedoch schlecht (s. Abb.
3.9., Spur 4). Nach der Behandlung mit U18666A war die Bindung an frithe Endosomen
mit der Bindung an unbehandelte frithe Endosomen vergleichbar (s. Abb. 3.9., vgl. Spur 2
mit Spur 6), was darauf hindeutet, dass U18666A keine Verdnderung der Affinitit von
GST-Annexin 6 fiir friihe Endosomen bewirkt. Die Affinitét fiir spite Endosomen wurde
durch die Behandlung mit U18666A jedoch stark erhdht (s. Abb. 3.9., vgl. Spur 4 und Spur
8). Die erhohte Cholesterinkonzentration in den Membranen der spiten Endosomen fiihrte
also zu einer besseren Bindung von GST-Annexin 6.

Beim Vergleich der Bindungsaffinitdt von Annexin 2 fiir friihe Endosomen fiel auf, dass
die Behandlung mit U18666A auch hier keinen Effekt zeigte (s. Abb. 3.9., vgl. Spur 2 mit
Spur 6). In den unbehandelten spiten Endosomen war kein Annexin 2 nachweisbar (s.
Abb. 3.9., Spur 3 und 4), und in den mit UI18666A behandelten spdten Endosomen war nur
sehr wenig Annexin 2 zu erkennen (s. Abb. 3.9., Spur 8). Das spricht dafiir, dass es sich bei
dieser Beobachtung um einen fiir Annexin 6 spezifischen Effekt handelt.

Parallel zu diesen Experimenten wurde die gleiche Prozedur mit CHOanx6 Zellen

durchgefiihrt und entsprechende Ergebnisse erzielt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.9) Cholesterin stimuliert die Bindung von GST-Annexin 6 an spate Endosomen. Von je
4-6 x 10" unbehandelten und iiber Nacht mit 2 pg/ml U18666A im Medium inkubierten CHOwt-Zellen
wurde das PNS hergestellt. Nach der Endosomenpréparation wurden die Fraktionen der frithen und
spiaten Endosomen gepoolt und je 100 pl 30 min mit je 3 pg GST-Annexin 6 inkubiert. Anschlieend
wurden die Proben 1 h bei 45000 rpm zentrifugiert und die Membranpellets resuspendiert. Je 32 pl
wurden auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf die Verteilung von
Annexin 6 und Annexin 2 untersucht.

3.3.2. Einfluss von Calcium auf die U18666A stimulierte Bindung von GST-Annexin 6 an
spate Endosomen

Nachdem gezeigt worden war, dass sich die Membranaffinitit von Annexin 6 durch eine
Erhohung des Cholesterinanteils in der Membran verstérken lieB, stellte sich die Frage, ob
diese cholesterinabhéngige Bindung auch durch Calcium zu beeinflussen war, oder ob die
Zunahme der Membranaffinitit ein calciumunabhéngiger Prozess war. Um dies zu
{iberpriifen, wurden je 4-6 x 10’ CHOwt Zellen und CHOanx6 Zellen unbehandelt belassen
und iiber Nacht mit 2 pg/ml U18666A im Medium inkubiert und das PNS hergestellt. Nach
der Endosomenpriparation wurden die Fraktionen der spdten Endosomen gepoolt und je
100 pl 30 min mit je 3 pg GST-Annexin 6 inkubiert. Die so hergestellten Proben wurden
mit aufsteigenden Calciumkonzentrationen versetzt und anschlieBend zentrifugiert. Von
den Uberstinden und den resuspendierten Membranpellets wurden je 32 ul auf einer
12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf die Verteilung von GST-
Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin untersucht (s. Abb. 3.10).

In den spiten Endosomen der CHOwt Zellen und der CHOanx6 Zellen ohne
Calciumzusatz zeigte sich sowohl mit wie auch ohne Behandlung mit U18666A eine
Membranbindung des GST-Annexin 6 von 50-60% (s. Abb. 3.10., A/B, Spuren 1 und 2).
Daran édnderte sich auch nichts, nachdem 500 nM Calcium hinzugefiigt wurden (s. Abb.
3.10., A/B, Spuren 3 und 4). Auch bei einer Calciumkonzentration von 5 uM kam es zu

keiner Affinititssteigerung in den unbehandelten spiten Endosomen, wohingegen in den
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mit U18666A behandelten spiten Endosomen eine deutliche Affinitdtssteigerung zu

erkennen war (s. Abb. 3.10., A/B, vgl. Spuren 5 und 6 unbehandelt/behandelt). Bei einer

Calciumkonzentration von 50uM kam es auch in den unbehandelten spdten Endosomen zu

einer Affinititszunahme, und in den behandelten spiten Endosomen nahm die

Membranaffinitit des GST-Annexin 6 sogar noch zu (s. Abb. 3.10., A/B, Spuren 7 und 8).

Die Verteilung von Annexin 2 und Caveolin blieb in diesem Experiment unverindert.

Die Verstirkung der Membranaffinitit des GST-Annexin 6 durch die Erhéhung des

Cholesterins in den Membranen und die Erhéhung der Calciumkonzentration weist darauf

hin, dass Calcium auch bei der cholesterinabhingigen Bindung des Annexin 6 eine

wichtige Rolle spielt.
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Abb. 3.10) Calcium verstarkt die cholesterinabhéngige Bindung von GST-Annexin 6 an spéten
Endosomen. Von je 4-6 x 10’ unbehandelten und iiber Nacht mit 2 pg/ml U18666A im Medium

inkubierten CHOwt-Zellen (A) und CHOanx6-Zellen (B) wurde

das PNS hergestellt. Nach der

Endosomenpriparation wurden die Fraktionen der spiaten Endosomen gepoolt und je 100 pl 30 min mit je
3 pg GST-Annexin 6 und Calcium (500 nM, Spuren 3 und 4, 5 uM, Spuren 5 und 6, und 50 pM, Spuren 7
und 8) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 1 h bei 45000 rpm zentrifugiert und die Membranpellets
resuspendiert. Je 32 pl wurden auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot auf
die Verteilung von GST-Annexin 6, Annexin 2 und Caveolin untersucht. Die Bandenverteilung fiir
Annexin 2 und Caveolin war mit und ohne U18666A identisch.
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3.4. Die U18666A induzierte Anreicherung von Cholesterin fuhrt zur Translokation

von Annexin 6 in spate Endosomen

3.4.1. Kolokalisationsstudien an U18666A behandelten Zellen bestétigen die Translokation

von Annexin 6 in cholesterinreiche spate Endosomen

Kontrolle +U18666A

Anx6

Abb. 3.11) Kolokalisation von Annexin 6 und cholesterinreichen spaten Endosomen. CHOanx6-
Zellen wurden auf Deckgldschen herangeziichtet und unbehandelt belassen bzw. iiber Nacht mit 2 pg/ml
U18666A im Medium inkubiert. AnschlieBend wurden sie fixiert, permeabilisiert und mit Anti-Annexin 6
(A, B), Filipin (C, D) und Anti-GST-Annexin 6 (E, F) markiert. Die Bilder A, C und E bzw. B, D und F
zeigen jeweils dieselbe Zelle. Die gestielten Pfeile deuten auf einige der filipinmarkierten
cholesterinreichen spédten Endosomen, welche von markiertem Annexin 6 umgeben sind (B, D, F). N
markiert jeweils den Zellkern. In Bild C ist der Golgiapparat (GA) und einige friihe Endosomen
(ungestielte Doppelpfeile) zu erkennen. Die ungestielten Pfeile markieren die Plasmamembran. Die mit
Sternen markierten Aufthellungen (A, E) sind Artefakte.
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Nachdem mit den oben beschriebenen biochemischen Analysen gezeigt werden konnte,
dass sich das Cholesterin in CHO Zellen nach U18666A Behandlung in den spédten
Endosomen anreichert und dass dort ebenfalls eine groere Menge Annexin 6
nachzuweisen  ist, sollten = beide  Effekte  parallel —mit  Hilfe  der
Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. Zu diesem Zweck wurden auf
Deckgldschen herangewachsene CHOwt- und CHOanx6 Zellen iiber Nacht mit 2 pg/ml
UI18666A inkubiert, fixiert und anschlieBend mit den entsprechenden Antikdrpern und
Filipin inkubiert. Die CHOanx6 Zellen eigneten sich, um eine Kolokalisation von
Cholesterin und Annexin 6 zu zeigen (s. Abb. 3.11.), die CHOwt Zellen enthielten so
wenig endogenes Annexin 6, dass die Aufnahmen nicht geeignet waren, um hier gezeigt zu
werden.

Die Filipinfairbung der unbehandelten Zellen lie8 deutlich die Plasmamembran (s. Abb.
3.11., C, ungestielte Pfeile), den Zellkern (s. Abb. 3.11., C, N), den Golgiapparat (s. Abb.
3.11., C, GA) und einige frithe Endosomen (s. Abb. 3.11., C, ungestielte Doppelpfeile)
erkennen. In den Antikorperfirbungen der unbehandelten Zellen erkannte man den
Zellkern (s. Abb. 3.11., A/E, N), die Plasmamembran (s. Abb. 3.11., A/E, ungestielte
Pfeile) und eine homogene Annexin-6-Verteilung (s. Abb. 3.11., A, griin bzw. E, rot).
Dabei lieB3 sich die Verteilung des Annexin 6 mit den zwei unterschiedlichen Antikoérpern
identisch darstellen.

Nach der Behandlung mit U18666A erkannte man in der Filipinfirbung wieder den
Zellkern (s. Abb. 3.11., D, N), die Plasmamembran (s. Abb. 3.11., D, ungestielte Pfeile)
und die cholesterinbeladenen spiten Endosomen um den Zellkern (s. Abb. 3.11., D,
gestielte Pfeile). Frithe Endosomen waren nicht mehr zu erkennen. Die Antikorperfarbung
der mit U18666A behandelten Zellen lie ebenfalls den Zellkern und die Plasmamembran
erkennen (s. Abb. 3.11., B/F, N bzw. ungestielte Pfeile). Das durch Antikorper markierte
Annexin 6 war diesen Zellen aber netzartig angeordnet, wobei die Aussparungen in der
Féarbung der Lokalisation der cholesterinbeladenen spiten Endosomen entsprach (s. Abb.
3.11., B/F, gestielte Pfeile). Dieses netzartige Erscheinungsbild konnte eine Anlagerung

des Annexin 6 an cholesterinreiche spiate Endosomen darstellen.
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3.5. Vergleichende Analyse von Annexin 6 mit einem frihen endosomalen Marker
(EEA1) in U18666A behandelten Zellen

Anx6

Abb. 3.12) Keine Kolokalisation
fir EEA1 und cholesterinreiche
Strukturen. CHOanx6-Zellen
wurden auf Deckgldschen
herangeziichtet und iiber Nacht mit
2 pg/ml Ul8666A im Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden
sie fixiert, permeabilisiert und mit
Anti-GST-Annexin 6 (A), Filipin
(B) und Anti-EEA1 (C) markiert.
A, B und C zeigen dieselben
Zellen. Die gestielten Pfeile
markieren vier Stellen, an denen
die in 34. beschriebene
Kolokalisation in A und B zu
erkennen ist. In C sind dieselben
Stellen durch Pfeile markiert. Man
erkennt weiterhin den Zellkern (N)
und die Plasmamembran
(ungestielte Pfeile). Die
Aufhellungen um den Stern in Bild
A sind Artefakte. Die ungestielten
Doppelpfeile in Bild C markieren
frithe Endosomen.

EEAI

In den unter 3.4. gezeigten Bildern stellte sich die Kolokalisation von Annexin 6 und
cholesterinbeladenen spiten Endosomen durch Aussparungen der Annexin 6 Markierung
an den Stellen, wo sich cholesterinreiche Strukturen befanden dar. Die Lokalisation von
frihen Endosomen in dieser Zelle war jedoch vollkommen unklar. Die starke
Akkumulation von Cholesterin konnte zu einer erhohtem Konzentration von spéten

Endosomen gefiihrt und die frithen Endosomen verdridngt haben. Um dies zu iiberpriifen,
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wurden den in 3.4. gezeigten Aufnahmen entsprechende Aufnahmen mit einem Marker fiir
friihe Endosomen EEAT1 (early endosome antigene 1) gemacht und die Lokalisation von
Annexin 6 und EEA1 verglichen (s. Abb. 3.12.). EEAI ist an der Regulation des
Membranverkehrs in frilhen Endosomen beteiligt und kann als flir friihe Endosomen
spezifischer Marker verwendet werden (Mu et al. 1995).

An den durch gestielte Pfeile in den Bildern A-C der Abb. 3.12. markierten Stellen
erkannte man die scheinbare Assoziation von Annexin 6 mit cholesterinreichen spéten
Endosomen. Wieder zeigten sich in der Anti-GST-Annexin-6-Féarbung Aussparungen, die
den cholesterinreichen Strukturen in der Filipinfirbung entsprachen (s. Abb. 3.12., A/B,
gestielte Pfeile). Verglich man dagegen die entsprechenden Stellen in der EEA1-Féarbung,
so fanden sich dort weder Aussparungen noch Signalverstirkungen (s. Abb. 3.12, C,
gestielte Pfeile). Stattdessen waren durch EEA1 markierte friihe Endosomen zu erkennen,
die eine typische Verteilung zeigten (s. Abb. 3.12, C, ungestielte Doppelpfeile).

Die fehlende Kolokalisation von Annexin 6 und frithen Endosomen ldsst vermuten, dass
UI8666A zu einer Assoziation von Annexin 6 mit spiten Endosomen fiihrt und die

Annexin-6-Konzentration in frithen Endosomen reduziert.
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4.) Diskussion

4.1. Calcium- und cholesterinabhangige Bindung von Annexinen an Membranen

Allen Annexinen gemeinsam ist ihr calciumabhingiges Bindungsvermodgen an anionische
Phospholipide, und zwar mit absteigender Affinitdt an Phosphatidsdure, Phosphatidylserin
(PS) und Phosphatidylinositol. Einige Annexine binden an neutrale Phospholipide wie
Phosphatidylethanolamin, jedoch nicht an Phosphatidylcholin (PC) oder Sphingomyelin
(Raynal und Pollard 1994). Die Calcium- und Phospholipidbindung der Annexine wird
durch die hoch konservierte Kerndomine bewerkstelligt. Die Kerndomédne bildet dabei
eine leicht gebogene Scheibe. Auf der konvexen Seite dieser Scheibe werden zwischen den
Helices A und B sowie D und E der Kerndomdne Typ II und Typ III
Calciumbindungsstellen gebildet, an die gebunden Calcium als Briickenbaustein bei der
Interaktion von Annexinen mit Phospholipiden fungiert (Huber et al. 1990; Wenig et al.
1993; Swairjo et al. 1995). Diese Phospholipide kommen in sdmtlichen biologischen
Membranen vor. Da die einzelnen Annexine aber einem jeweils spezifischen
Verteilungsmuster unterliegen und nicht gleichméBig iiber die ganze Zelle verteilt sind,
kann die calciumabhdngige Bindung an Phospholipide nicht als alleiniger
Regulationsmechanismus angesehen werden (Babiychuk und Draeger 2000). So sind
sicherlich die Lipidkompositionen in den verschiedenen Membranen und die Faktoren, die
fiir die verschiedenen Verteilungsmustern der Lipide in diesen Membranen verantwortlich
sind, regulatorisch beteiligt (s. u.). Als weiterer Regulationsmechanismus wird die pH
abhingige Affinitatsdnderung diskutiert (Ayala-Sanmartin 2001; Golczak et al. 2001a).

Wihrend fiir Annexin 2 neben der calciumabhéngigen Bindung eine cholesterinabhingige,
calciumunabhingige Bindung beschrieben wurde (Harder et al. 1997; Jost et al. 1997;
Ko6nig und Gerke 2000; Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin et al. 2001), wurde fiir
Annexin 5 und Annexin 6 zumindest eine cholesterinabhingige Erhohung der
calciumabhédngigen Membranbindung beobachtet (Ayala-Sanmartin 2001). Dies deutet
darauf hin, dass neben Phospholipiden auch andere Lipide wie Cholesterin einen Einfluss
auf die Lokalisation von Annexinen haben kdnnen. Die in dieser Arbeit identifizierte

cholesterinabhiingige Bindung von Annexin 6 bestitigt diese Vermutung (s. 3.1.1.).
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4.1.1. Cholesterinabhéangige Bindung von Annexin 2 an Membranen

Die meisten der heutigen Erkenntnisse iiber das Bindungsverhalten der Annexine
resultieren aus Studien an Annexin 2.

Annexin 2 ist vermutlich an sekretorischen und endozytotischen Vorgingen beteiligt und
wird an der Plasmamembran und an friihen Endosomen gefunden (Sarafian et al. 1991;
Emans et al. 1993; Harder und Gerke 1993). Es existiert in Zellen als Monomer, auch als
p36 bezeichnet, und als Heterotetramer, welches aus zwei schweren Ketten, p36 Proteinen,
und zwei leichten Ketten, p11 Proteinen aus der Familie der S100 Proteine, besteht. Beide
Formen binden calciumabhédngig an Membranen, wobei diese Bindung, unabhidngig von
der Bindung zu p11, durch den C-terminalen Kern von p36 (Seitenketten 30-338) reguliert
wird (Glenney 1986; Johnsson et al. 1986; Drust und Creutz 1988). Fiir eine solche
Bindung an Membranen ist es nétig, dass in der entsprechenden Membran anionische
Phospholipide wie PS oder Phosphatidylinositol enthalten sind (Ayala-Sanmartin 2001;
Ayala-Sanmartin et al. 2001). Die Calciumsensitivitdt dieser Bindung wird teilweise durch
das N-terminale Ende der schweren p36 Kette (Seitenketten 1-29) reguliert, welches auch
die Bindungsstellen fiir die leichte pl1 Kette enthélt (Seitenketten 1-14) (Becker et al.
1990; Johnsson et al. 1988).

Fiir die calciumunabhingige, cholesterinabhingige Bindungsfihigkeit des Annexin 2 ist
ebenfalls das Vorhandensein des N-terminalen Endes (Seitenketten 15-24) nétig (Jost et al.
1997). Allerdings scheint das N-terminale Ende nicht direkt an der Membranbindung
beteiligt zu sein, und Cholesterin selbst wurde bisher nicht als Bindungspartner fiir
Annexin 2 angesehen, sondern PS (Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin et al. 2001).
Ayala-Sanmartin et al. stellten die These auf, dass Cholesterin die Formierung oder
Stabilisierung PS reicher Mikrodominen induziert, welche die Interaktion zwischen
Annexin 2 und PS begilinstigen wiirden. Da PS mit der C-terminalen Kerndoméane des
Annexinmolekiils interagiert, wird fiir das fiir die cholesterinabhidngige Bindung bendtigte
N-terminale Ende eine die Kerndomine modulierende Interaktion mit derselben
vorgeschlagen (Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin et al. 2001).

Gruenberg und Mitarbeiter (Mayran et al. 2003) postulierten eine physische Interaktion
von Annexin 2 mit Cholesterin. Nach ihren Daten ist Annexin 2 sogar an der Bildung
cholesterinreicher Mikrodoménen in frithen Endosomen beteiligt und trigt so zur

Anderung der Lipidkomposition in der Membran bei, was fiir die Bildung von
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endosomalen Transportvesikeln (endosomal carrier vesicle, ECV) nétig ist. ECV sind das
Bindeglied im Transport von frithen zu spiten Endosomen.

Des Weiteren entdeckten Gruenberg und Mitarbeiter eine Verschiebung von Annexin 2 in
spiate Endosomen in NPC Fibroblasten und konnten dieses Phinomen mit U18666A
nachvollziehen (Mayran et al. 2003, siche auch 3.2.). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit in CHO Zellen weisen jedoch keine Verschiebung von Annexin 2 in spite
Endosomen auf. Der Grund dafiir ist in der Verwendung verschiedener Zelltypen und der
unterschiedlichen Inkubationsdauer der Zellen mit U18666A zu suchen. Gruenberg und
Mitarbeiter inkubierten ihre Zellen {iber 16 Stunden, um entsprechende Ergebnisse zu
erhalten. Da unsere Inkubationszeiten unter diesem Wert lagen, war es noch zu keiner

ausreichenden Rekrutierung von Annexin 2 aus dem Zytosol gekommen.

4.1.2. Cholesterinabhéangige Bindung von Annexin 6 an Membranen

Annexin 6 wurde erstmals an der Plasmamembran von Rattenhepatozyten (Tagoe et al.
1994; Weinman et al. 1994), Erythrozyten (Bandorowicz et al. 1992) und Brustgewebe
(Lavialle et al. 2000) entdeckt. Ebenso interagiert Annexin 6 mit dem Aktinzytoskelett in
Fibroblasten (Hosoya et al. 1992) und glatten Muskelzellen, in welchen es eventuell als
Calciumsensor fungiert (Babiychuk et al. 1999; Babiychuk und Draeger 2000). Auch in
Phagosomen von J774 Makrophagen wurde Annexin 6 entdeckt (Desjardins et al. 1994).
Die Anreicherung von Annexin 6 in Rattenleberendosomen (Jackle et al. 1994; Tagoe et al.
1994), seine polarisierte Lokalisation in den apikalen Endosomen in Rattenhepatozyten
(Ortega et al. 1998) und WIF-B Zellen (Pons et al. 2000) und die Kolokalisation mit
1gp120, einem prilysosomalen Marker, in NRK (normal rat kidney) Zellen (Pons et al.
2000) weisen auf eine Rolle in endozytotischen Vorgidngen flir Annexin 6 hin. Diese
Vermutung wird durch die Beobachtung bestirkt, dass Annexin 6 an der Plasmamembran
B-Spectrin bindet, was zur Rekrutierung einer calpainartigen Protease fiihrt. Diese
Ereigniskaskade scheint das aktincorticale Zytoskelett zu 6ffnen und damit die initialen
Schritte der Endozytose zu erleichtern (Lin et al. 1992; Kamal et al. 1998).

Die Mechanismen, welche zu der spezifischen Verteilung von Annexin 6 in der Zelle
fiihren, sind kaum erforscht. Als Mitglied der Annexinfamilie bindet Annexin 6 natiirlich
calciumabhédngig an anionische Phospholipide. In Endosomen sind, verglichen mit der

Plasmamembran, verhdltnisméaBig reich an Sphingomyelin und PS (Urade et al. 1988).
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Letzteres wiirde eine Bindung von Annexinen generell unterstiitzen, trotzdem ist Annexin
6 nicht an allen Membranen zu finden, die PS enthalten.

Wie schon erwéhnt ist eine cholesterininduzierte Begiinstigung der calciumabhédngigen
Annexin 6 Bindung bekannt (Ayala-Sanmartin 2001). Zusétzlich wurde Annexin 6 in
Assoziation mit Lipid Rafts beobachtet (Babiychuk und Draeger 2000; Orito et al. 2001).
Lipid Rafts sind laterale Lipidzusammenlagerungen in zelluldiren Membranen, welche mit
Cholesterin und Sphingolipiden angereichert sind. Als eine Art Plattform fiir Rezeptoren
und Komponenten von Signaltransduktionskaskaden sind sie mit GPI-AP (glycosyl
phosphatidylinositol-anchored proteins) an der Zelloberfliche und mit Kinasen der src-
Familie an der zytoplasmatischen Seite assoziiert. Lipid Rafts sind unldslich in
nichtionischen Detergentien und konnen somit als DIGs (detergent-insoluble
glycosphingolipid-enriched membrane domains) isoliert werden (Parton und Simons 1995;
Harder und Simons 1997; Brown und London 1998a; Brown und London 1998b).

Fiir Annexin 2 und Annexin 6 wurde eine calciumabhédngige Bindung an solche Lipid
Rafts beschrieben. Diese Bindung an ist cholesterinabhingig oder zumindest durch
Cholesterin  beeinflusst, da sich ein Teil der gebundenen Annexine durch
Cholesterinsequestrierung von den Lipid Rafts 16sen ldsst. Annexin 2 ist dabei an der
Bildung der Lipid Rafts beteiligt (Babiychuk und Draeger 2000).

Arbeiten der AG Grewal ergaben, dass Annexin 6 Uberexprimierung gemeinsam mit LDL
Rezeptoriiberexprimierung zu einer vermehrten LDL  Aufnahme und einer
ligandengebundenen Verschiebung von Annexin 6 in spite Endosomen fiihrt (Grewal et al.
2000; Pons et al. 2001a). LDL gelangt nach der Endozytose iiber die frithen Endosomen in
die spiaten Endosomen. Von dort gelangt Cholesterin als Hauptbestandteil des LDL {iber
die Membranen der spidten Endosomen zur Plasmamembran oder zum TGN (trans-Golgi-
Network) (Chen et al. 2001). Das Cholesterin, welches die Membran der spiten
Endosomen passiert, fiihrt zu einer Anderung der Lipidzusammensetzung der jeweiligen
Membran, was in der Anderung der Membranaffinitit fiir Annexin 6 nach LDL
Akkumulation zum Ausdruck kommt (s. 3.3.-3.5.). Zusammen mit der Beobachtung, dass
Annexin 6 in Verbindung mit der erhdhten LDL Aufnahme in spdte Endosomen
verschoben wird, fiihrte zu der Annahme, dass das Cholesterin in der Endosomenmembran
ein wesentlicher Faktor dieser Verschiebung sein konnte.

Die Frage, inwiefern Cholesterin die Membranbindung von Annexin 6 beeinflusst, fiihrte
zu den in vitro Versuchen mit Digitonin, in Anlehnung an die Tatsache, dass Annexin 2

durch die digitonininduzierte Cholesterinsequestrierung von Membranen gelost werden
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kann (Harder et al. 1997; Jost et al. 1997). Vorldufige Ergebnisse der AG Grewal deuteten
zudem darauf hin, dass es einen Pool von Annexin 6 gibt, der nicht calciumabhéngig ist.
Das lie sich durch die Behandlung von PNS mit EDTA bestdtigen, welches ca. 90% des
membrangebundenen Annexin 6 loste (Daten nicht gezeigt). Die verbleibenden 10% des
membrangebundenen Annexin 6 erwiesen sich als cholesterinsensitiv, da sie durch eine
digitonininduzierte Cholesterinsequestrierung von der Membran gelost werden konnten (s.
3.1.1.). Damit wurde erstmals ein cholesterinsensitiver Annexin 6 Pool nachgewiesen. Die
Stabilitdt der Bindung dieses Annexin 6 Pools an die Membranen auch nach mehrfacher
EDTA Behandlung spricht fiir eine calciumunabhingige Bindung. Ob nun die
Umverteilung des Cholesterins in der Membran eine direkte Interaktion von Annexin 6 mit
Cholesterin inhibiert oder die Membrandoméne derart verdndert, dass Annexin 6 nicht
mehr binden kann bleibt noch herauszufinden.

Die in vivo Versuche mit Digitonin brachten keine nennenswerten Ergebnisse (3.1.2.), was
darauf zuriickzufiihren sein wird, dass die volle Auspragung des Digitonineffekts in vitro
erst nach vorheriger EDTA Behandlung sichtbar wurde. Falls sich Digitonin in vivo auf die
Membranaffinitdt von Annexin 6 auswirkt, wurde dieser Effekt in den entsprechenden
Versuchen durch den calciumabhingigen Annexin 6 Pool verdeckt.

Da die digitonininduzierte  Cholesterinsequestrierung zu  einer  schlechteren
Membranbindung fiir Annexin 6 flihrte und im Umkehrschluss ein erhohter
Cholesteringehalt in Membranen zu einer besseren Membranbindung fiihren konnte, sollte
versucht werden, endosomale Membranen in vivo mit Cholesterin anzureichern. Wie unter
3.2. beschrieben war es mit U18666A moglich, Cholesterin in spiten Endosomen zu
akkumulieren. Die Etablierung des Systems erwies sich als sehr effizient, da das im
Medium enthaltene FCS ausreichend Lipoproteine und Cholesterin enthielt, um zu einer
Akkumulation in spiaten Endosomen zu fiihren.

Die mit Hilfe der Western Blot Analysen gezeigte U18666A induzierte Translokation des
Annexin 6 in die spiten Endosomen (3.2.3.) konnte einem &hnlichen Mechanismus
unterlegen haben, wie die LDL induzierte Translokation von Annexin 6 in spite
Endosomen (Grewal et al. 2000). Da U18666A den Transport von Cholesterin aus den
spiaten Endosomen inhibiert, herrschen dhnliche Bedingungen, wie bei der Internalisierung
und Akkumulation von LDL in spdten Endosomen. Ob nun das in die spiten Endosomen
translozierte Annexin 6 iiberhaupt durch den erhohten Cholesterinanteil in den spéten
Endosomen dorthin verschoben wurde oder ob Annexin 6 das Cholesterin auf dem Weg

der Internalisierung durch die endosomalen Kompartimente begleitet sollte durch die
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Experimente iiberpriift werden, in denen GST-Annexin 6 nachtriglich zu den isolierten
spiten Endosomen aus U18666A behandelten CHOwt Zellen hinzugefiigt wurde (3.3.). Da
sich auch hier eine deutliche Affinitétssteigerung des GST-Annexin 6 zu den Membranen
der spiten Endosomen nach U18666A Behandlung zeigte, kann davon ausgegangen
werden, dass die Translokation von Annexin 6 in spdte Endosomen durch die erhohte
Bindungsaffinitit von Annexin 6 fiir cholesterinreiche Membranen hervorgerufen wird.
Somit konnte Annexin 6 aus dem Zytosol an spite Endosomen rekrutiert werden, anstatt
den endosomalen Weg mitzuwandern.

Obwohl anfangs gezeigt werden konnte, dass die cholesterinabhéngige Membranbindung
des Annexin 6 auch calciumunabhéngig funktioniert (3.1.), lie} sich durch Western Blot
Analysen von Proben mit ansteigender Calciumkonzentration zeigen, dass sie trotzdem
durch Calcium begiinstigt wird (3.3.2.). Hier wird die Komplexitdt des Zusammenspiels
von Calciumabhingigkeit und Cholesterinabhéngigkeit der Membranbindung des
Annexin 6 deutlich. Welche Domédnen im Annexin 6 Molekiil fiir diese Bindung
verantwortlich sind, ob Cholesterin direkt mit Annexin 6 interagiert und ob es die gleichen
oder dhnliche Mechanismen sind wie beim Annexin 2 bleibt durch nachfolgende

Experimente herauszufinden.

4.1.3. Vergleich der cholesterinabhé@ngigen Bindung von Annexin 2 und Annexin 6

Annexin 2 und Annexin 6 binden sowohl calciumabhidngig an Membranen wie auch
calciumunabhéngig in Anwesenheit von Cholesterin. Es liegt aber auf der Hand, dass diese
beiden Proteine intrazelluldr weiteren komplexen Regulationsmechanismen unterliegen, zu
welchen pH Wert und Zytoskelett gerechnet werden konnen. Gruenberg und Mitarbeiter
stellten die Bedeutung von Annexin 2 bei der Bildung von ECV in frithen Endosomen dar
und postulierten, dass Annexin 2 an der Formung oder Stabilisierung cholesterinreicher
Mikrodominen, #hnlich den Lipid Rafts, beteiligt sei, um so eine Anderung der
Membranlipidkomposition zu bewirken und die Bildung von ECV zu ermdéglichen
(Mayran et al. 2003).

Annexin 6 ist am Membranverkehr in spdten Endosomen beteiligt (Grewal et al. 2000;
Pons et al. 2001a) und scheint schneller als Annexin 2 in cholesterinreichen spéten
Endosomen zu akkumulieren, wenn Zellen mit U18666A behandelt werden, was daran
liegen konnte, dass die spdten Endosomen eine Primirlokalisation fiir Annexin 6

darstellen. Hierzu sollten vergleichende Analysen durchgefiihrt werden.
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Auch in spiten Endosomen existieren Lipid Raft artige Membrandoméinen (Fivaz et al.
2002). Es wire also durchaus denkbar, dass Annexin 6 in spiten Endosomen, dhnlich wie
Annexin 2 in frithen Endosomen, an der Modulation der Membranlipidkomposition

beteiligt ist, um den geregelten Membranverkehr zu gewihrleisten.

4.2. Charakterisierung der Bindung von Annexin 6 an spate Endosomen mittels

Immunfluoreszenz

Durch Western Blot Analysen konnte die erhohte Membranaffinitdit von Annexin 6 an
cholesterinreichen spiaten Endosomen demonstriert werden. Um diese Ergebnisse auf eine
zweite Art und Weise zu bestéitigen wurde die Verteilung von Cholesterin und Annexin 6
in behandelten und unbehandelten Zellen mittels Immunfluoreszenz dargestellt (3.2., 3.4.,
3.5.). Dabei zeigte vor allem die Anfirbung des intrazelluliren Cholesterins eine
dramatische Akkumulation des Cholesterins in Kernndhe nach U18666A Behandlung
(3.2.2).

Die CHOwt Zellen zeichnen sich durch einen vergleichsweise geringen Anteil endogenen
Annexin 6 aus (Grewal et al. 2000; Pons et al. 2001a). Deshalb waren sie ungeeignet, um
die Verteilung von Annexin 6 mittels Immunfluoreszenz darzustellen. Da sich die
CHOanx6 Zellen in den vorherigen Experimenten (3.1. — 3.3.) in ithrem Verhalten nicht
von den CHOwt Zellen unterschieden, gingen wir davon aus, dass wir sie als zuverldssiges
Versuchsobjekt fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie verwenden kdnnten.

In der Immunfluoreszenz zeigten die CHOanx6 Zellen nach der Markierung von
Annexin 6 eine diffuse Zellfirbung, was auf einen hohen zytoplasmatischen Anteil von
Annexin 6 Proteinen hinweist (Grewal et al. 2000, siche auch 3.4., 3.5.). Dieser hohe
Anteil an zytoplasmatischem Annexin 6 lieBe sich dadurch erkldren, dass das
Expressionsniveau der CHOanx6 Zellen so hoch ist, dass nicht geniigend freie
Bindungsstellen fiir Annexin 6 zur Verfiigung stehen, um sdmtliches exprimiertes Annexin
6 unterzubringen, weshalb ein GroBteil des Annexin 6 ins Zytoplasma ausweichen muss.
Die parallele Darstellung von Cholesterin und Annexin 6 ergab keine direkte
Kolokalisation (3.4.). Das wére der Fall gewesen, wenn die Akkumulation von Cholesterin
in spiten Endosomen zu einer Translokation von Annexin 6 in das Lumen der spiten
Endosomen fithren wiirde. Annexin 6 kann in Endosomen und Lysosomen nachgewiesen
werden, der Hauptanteil bindet jedoch von der zytoplasmatischen Seite der Endosomen

(Cuervo et al. 2000; Golczak et al 2001b). Das ldsst sich durch die durchgefiihrte
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Immunfluoreszenz bestdtigen, da das Fluoreszenzmuster des Annexin 6 in den mit
U18666A behandelten Zellen eine netzartige Verteilung aufweist, deren Aussparungen den
Positionen der cholesteringefiillten Endosomen entsprechen (s. Abb. 3.11., Abb. 3.12.).
Dieses Verteilungsmuster entspricht dem Annexin 6, welches sich um die
cholesterinbeladenen spdten Endosomen herum angelagert hat.

Die zusitzliche Darstellung der Verteilung von EEA1 in UI8666A behandelten Zellen
(3.5.) bestitigt die Beobachtung, dass sich Annexin 6 vermehrt um cholesterinreiche spéte
Endosomen herum anlagert, da die durch EEA1 dargestellten frilhen Endosomen keine
Kolokalisation mit den cholesterinreichen Strukturen aufweisen und im netzformigen
Muster der Annexin 6 Verteilung keine Aussparungen an den Stellen zu finden sind, die

den Lokalisationen der markierten frithen Endosomen entsprechen.

4.3. Rolle der calcium- und cholesterinregulierten Bindung von Annexin 6 beim

Targeting von LDL Cholesterin in spate Endosomen

Es wird vermutet, dass Annexin 6 durch seine Interaktion mit Calpain und Spectrin an der
Plasmamembran die Ausknospung clathrinumhiillter Vesikel ermoglicht (Watanabe et al.
1994; Kamal et al. 1998; Michaely et al. 1999). Aullerdem wurde eine Assoziation von
Annexin 6 und Dynamin, einer fiir das Abdocken von endozytotischen Vesikeln von der
Plasmamembran essentiellen GTPase, in endozytotischen und transferrin-positiven
Vesikeln beschrieben (Turpin et al. 1998). In vorangegangenen Arbeiten der AG Grewal
wurde eine LDL induzierte Annexin 6 Verschiebung in spite Endosomen dargestellt
(Grewal et a. 2000). Des Weiteren fiihrte die Mikroinjektion einer dominant negativen
Annexin 6 Mutante, welche sich durch den Verlust der -calciumvermittelten
Membranaffinitit auszeichnet, nicht nur zu verminderter Endozytose von LDL, sondern
auch zur Akkumulation grofler LDL haltiger Vesikel in Kernndhe (Kamal et al. 1998; Pons
et al. 2001a). Diese Tatsachen deuten darauf hin, dass die Interaktionen von Membranen
und zytoskelettalen Bestandteilen mit Annexin 6 nicht nur an der Ausknospung von
clathrinumhiillten Vesikeln an der Zellmembran beteiligt sind, sondern dass Annexin 6 den
lysosomalen Weg endozytotischer Vesikel iiber zwischenzeitliche Kontakte mit
zytoskelettalen Strukturen steuert.

Eine andere Moglichkeit wiére, dass Annexin 6 sich nach der Ausknospung und Ablosung
der endozytierten Vesikel von diesen 16st und ins Zytoplasma diffundiert, um spiten von

dort an anderer Stelle rekrutiert zu werden. Dafiir sprechen die calciumabhédngige und
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stressinduzierte Translokation von plasmamembranstindigem Annexin 6 in das
Zytoplasma (Hoyal et al. 1994) und die calciuminduzierte reversible Formation von
Membran-Zytoskelett Komplexen in glatten Muskelzellen (Babiychuk et al. 1999).

Damit wire aber noch nicht geklért, wie Annexin 6 seine Zielmembran findet. Annexin 6
ist iiberwiegend mit sauren prélysosomalen Strukturen in polarisierten wie auch
unpolarisierten Zellen assoziiert (Pons et al. 2000; Pons et al. 2001a). Das konnte auf eine
pH Abhéngigkeit der Annexin 6 Bindung an Endosomen hinweisen, wie Golczak et al.
vorschlugen (Golczak et al. 2001b). Zwei KFERQ artige Pentapeptidsequenzen, welche
vermutlich zytosolische Proteine dem chaperonvermittelten lysosomalen Abbauweg
zufiihren (Dice 1990), wurden innerhalb des Annexin 6 Molekiils gefunden (Positionen 81-
85 Repeat 1 und Positionen 564-568 in Repeat 7) (Cuervo et al. 2000; Golczak et al.
2001b). Diese Signalsequenzen konnten mitverantwortlich dafiir sein, dass Annexin 6 in
einigen Zellen bevorzugt an spite Endosomen bindet. Da Annexin 6 im Ganzen und
fragmentiert im Lumen von spiten Endosomen gefunden wurde (Cuervo et al. 2000),
konnte es die Fahigkeit besitzen, den intraluminalen pH iiber ein unbekanntes Molekiil zu
erkennen, wie es fiir ARF1 (ADP-ribosylation factor 1) angenommen wird (Gu und
Gruenberg 2000), um dann an die Membran zu binden.

Da diese potentiellen KFERQ Sequenzen in a-helikalen Regionen lokalisiert sind, welche
in der Kerndoméne verborgen sind, muss das Annexin 6 Molekiil bis zu einem gewissen
Grad entfaltet werden, damit es mit hsc73 (heat shock cognate protein, 73 kDa), dem
Chaperon, welches flir den Transport von Annexin 6 im anx6/hsc73 Komplex zu den
spiaten Endosomen verantwortlich ist, interagieren kann (Avila-Sakar et al. 1998; Zanotti et
al. 1998).

In zukiinftigen Experimenten bleibt herauszufinden, ob eine solch artige
chaperonvermittelte Fiihrung die Bindung von Annexin 6 an spite Endosomen wéhrend
der LDL Internalisation verursacht oder ob der intraluminale pH-Wert der spiten
Endosomen und PS reiche, durch Cholesterin in Membranen der spdten Endosomen
etablierte oder stabilisierte Mikrodoménen Signale darstellen, die zur Translokation von

Annexin 6 in spite Endosomen fiihren.
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4.4. Klinische Relevanz der Annexine

Die hoch konservierte Annexinstruktur und das vorkommen der Annexine in einer
Vielzahl von Spezies deuten auf eine wichtige Rolle der Annexine hin. Deshalb ist es
verwunderlich, dass in der Humanmedizin noch keine Krankheit bekannt ist, an der eine
Genmutation eines Annexins ursdchlich wire. Immerhin gibt es Beispiele, dass die
Expression von bestimmten Annexinen bei speziellen Krankheitsbildern verdndert sind.
Diese Korrelationen wurden kiirzlich als ,,Annexinopathien* bezeichnet (Rand 2000).

Das erste Beispiel beschreibt Patienten mit der haemorrhagisch verlaufenden Form der
Akuten Promyeloischen Leukdmie (APL) mit der Translokation 15:17 (Menell et al. 1999).
Einige dieser Patienten weisen eine erhéhte Expression von Annexin 2 auf. Nun dient
Annexin 2 an der apikalen Oberfliche von Endothelzellen als Bindungsstelle fiir
Plasminogen und tPA (tissue plasminogen activator), was zur Fibrinolyse und damit zum
Schutz der Endothelzellen beitrigt. Die Uberexpression von Annexin 2 fiihrt bei den APL
Patienten zu einer gesteigerten Fibrinolyse und damit zur Haemorrhagie. Das konnte
bewiesen werden, da sich die leukdmiezellinduzierte Fibrinolyse durch Anti-Annexin 2
Antikorper verhindern lief3, und andersherum eine Steigerung der Fibrinolyse in einer nicht
fibrinolytischen APL Zelllinie durch Induzierung der Uberexpression von Annexin 2
moglich war (Cesarman et al. 1994; Hajjar et al. 1994).

Ein zweites Beispiel beschreibt die Rolle von Annexin 5 bei Patientinnen mit dem so
genannten Antiphospholipidsyndrom (aPL), welches sich durch Antikorperbildung gegen
anionische Phospholipide auszeichnet. Annexin 5 bildet einen kristallinen Schutzschild
gegen koagulatorische Proteine, welche mit den anionischen Phospholipiden in Kontakt
treten konnen. Das Syndrom manifestiert sich in vaskuliren Thrombembolien oder
wiederholten Spontanaborten. In den Plazentae dieser Patientinnen wurde eine verminderte
Annexin 5 Konzentration festgestellt. Auch in Plazentae von Priaeklampsiepatientinnen
wurde eine verminderte Annexin 5 Konzentration gemessen (Rand 2000).

Fiir Annexin 6 ist noch keine derart direkte Beteiligung an Krankheitsprozessen bekannt.
Trotzdem besitzt Annexin 6 ein gewisses Potential, an pathophysiologischen Vorgédngen

mitzuwirken, wie im Folgenden gezeigt werden soll.
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4.4.1. Potentielle Rolle von Annexin 6 im Lipidstoffwechsel

Die bedeutende Rolle von Annexin 6 bei der Endozytose von LDL wurde in den
vorherigen Punkten bereits dargestellt. Zwar ist alternativ zur reguléren Endozytose, an der
Annexin 6 beteiligt ist, eine Endozytosevesikelbildung ohne Annexin 6 moglich, diese
Vesikel werden aber in der Zelle fehlgeleitet, und es kommt zur Akkumulation von LDL in
groflen, kernnahen Vesikeln, und die LDL Degradation bleibt aus (Kamal et al. 1998;
Grewal et al. 2000). Ein dhnliches Bild zeigen Zellen, die mit U18666A behandelt wurden
(Liscum und Faust 1989) und Zellen von NPC Patienten (Liscum und Faust 1989; Liscum
2000).

NPC ist eine autosomal-rezessiv vererbte Lipidspeicherkrankheit, die durch eine Mutation
des NPC1 und/oder NPC2 Proteins, welches am Abtransport von Cholesterin aus spiten
Endosomen beteiligt ist, hervorgerufen wird und durch die Akkumulation von
unverestertem Cholesterin in spdten Endosomen charakterisiert ist (Liscum 2000).

Es wird vermutet, dass U18666A den Cholesterinfluss zwischen internen Pools verdndert,
und es gibt hinweise darauf, dass das NPCI Protein und U18666A an einem dhnlichen
Punkt des Cholesterintransports ansetzen (Lange et al. 2000).

Wenn U18666A und die Mutation des NPC1 Proteins durch einen dhnlichen Mechanismus
zu dem typischen Erscheinungsbild der betroffenen Zellen fithren, wére es interessant zu
erfahren, ob die Wirkung der NPC1 Mutation auf die intrazelluldre Verteilung von
Annexin 6 die gleiche ist, wie die des UI8666A. Da Annexin 6 wahrscheinlich an
regulatorischen Prozessen in spaten Endosomen beteiligt ist, konnte es auch eine Rolle bei
der NPC Krankheit spielen. Uber mdgliche Zusammenhinge in dieser Richtung gibt es
bislang noch keine Erkenntnisse, aber falls ein Zusammenhang aufgedeckt werden sollte,
konnte das zum Verstindnis sowohl der NPC Krankheit wie auch der Funktion des
Annexin 6 beitragen.

Auch wenn bisher noch keine primire Verbindung zwischen Annexin 6 und einer
moglichen Krankheit entdeckt wurde wird zunehmend deutlich, dass Annexin 6
bedeutende Funktionen im Stoffwechsel der Zelle ausiibt. Vielleicht spielt Annexin 6 nur
eine untergeordnete Rolle in verschiedenen Krankheitsprozessen, aber eventuell wird
irgendwann im Annexin 6 ein fehlendes Puzzleteil im Gesamtbild einer ldngst bekannten
Krankheit erkannt. Mit zunehmendem Verstdndnis der Funktionen von Annexin 6 kdnnten
sich schlieflich vielleicht sogar neue Therapieansidtze ergeben, aber das ist heute rein

spekulativ.
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5.) Zusammenfassung

Bis heute ist die genaue Bedeutung von Annexin 6 unklar. Es ist an der
Vesikelausknospung wéhrend der rezeptorvermittelten Endozytose beteiligt, und immer
mehr Arbeiten bestitigen eine Bedeutung bei der Regulation des intrazelluldren
Membranverkehrs.

Bisher war bekannt, dass die Bindung von Annexin 6 an Membranen durch eine
calciumabhéngige Assoziation an Phospholipide reguliert wird. In dieser Arbeit konnte
erstmals gezeigt werden, dass ein calciumunabhéngig bindender Annexin 6 Pool besteht,
dessen Bindungsaffinitit durch die Cholesterinkonzentration in der Membran reguliert
wird. Um dies darzustellen wurde das allgemeine Membranbindungsverhalten von
Annexin 6 in CHOanx6- und zum Vergleich in CHOwt Zellen unter den Bedingungen des
Cholesterinentzugs durch Digitonin und der Cholesterinanreicherung durch U18666A
beobachtet, nachdem die cholesterinakkumulierende Wirkung von U18666A im Western
Blot und in der Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen worden war. Anschlieend
konnte anhand der biochemischen und immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse der
aufgetrennten Zellkompartimente gezeigt werden, dass die Akkumulation des Cholesterins
in den spiten Endosomen auch zu einer Verschiebung von Annexin 6 in spiate Endosomen
fiihrt, was auf einen erh6hten Cholesteringehalt in der Endosomenmembran zurtickgefiihrt
werden kann. Die immer deutlicher werdenden Wechselwirkungen zwischen Annexin 6
und Cholesterin erhirten den Verdacht, dass Annexin 6 neben seiner Bedeutung bei der
Endozytose auch eine wichtige Rolle beim Targeting von LDL Cholesterin in spéte

Endosomen spielt.
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