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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Endozytose und Regulation

Die Zelle als kleinste Bau- und Funktionseinheit von Eukaryonten bedient sich
bei der Aufnahme von extrazellularem Material einer Vielzahl von
Mechanismen, die unter dem Begriff Endozytose zusammengefasst worden
sind (Mukherjee, Ghosh et al. 1997). Die Endozytose ist von fundamentaler
Bedeutung in der Abfolge physiologischer Prozesse, z.B. bei der Aufnahme von
Metaboliten, der zellularen Cholesterinhomdostase, der Antigenprasentation,
der Regulation der Zahl der Rezeptoren an der Zelloberflaiche und der
Beibehaltung der Zellpolaritat. Des Weiteren sind noch pathogene Viren und
Toxine zu nennen, die sich endozytotischer Transportwege bedienen.

Die verschiedenen Mechanismen der Endozytose werden in Phagozytose,
Pinozytose, die clathrinunabhangige Endozytose und die rezeptorvermittelte
Endozytose Uber Clathrin Coated Pits unterteilt (s. Abb. 1). Letzterer stellt den
am besten charakterisierten Aufnahmeprozess dar und soll im Weiteren

genauer betrachtet werden.

3 Pinozytose

4
. Phagozytose

2 Endozytose via
Caveolae

Phagosom

1 rezeptorvermittelte
Endozytose Fluid-Phase
(clathrinabhangig) membran 5 Endozytose

(clathrinunabhangig)

Abb. 1) Mechanismen der Endozytose. 1 Die rezeptorvermittelte Endozytose mittels clathrinumhullter
Membraninvaginationen bzw. Vesikel ist am besten charakterisiert (s. 1.1.1). Die Mechanismen 2-5 erfolgen
unabhangig von Clathrin und kénnen Uber die Halfte aller aufgenommenen Materialien liefern.

2 Caveolae sind 55-60 nm groBe Membraninvaginationen an der Zelloberflache, die auf der zyto-
plasmatischen Seite mit dem Protein Caveolin bemantelt sind. Unter gewissen Bedingungen |8sen sich die

Caveolae von der Plasmamembran ab. 3 Wahrend der Pinozytose fiihren Membranausstiilpungen zu
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endozytotischen Kompartimenten (Makropinosomen), wenn das Ende der Ausstilpung wieder mit der
Plasmamembran fusioniert. Dieser Mechanismus dient der unselektiven Aufnahme von kleineren bis
mittelgroBen Partikeln. 4 Die Phagozytose dient der Aufnahme sehr groBer Partikel und erfolgt in
Abhangigkeit von Aktin. Molekiile oder Mikroorganismen werden entweder von Oberflachenproteinen direkt
erkannt oder missen zuvor opsoniert werden. 5 Bei der Fluid-Phase Endozytose erfolgt die unselektive
Aufnahme geldsten Materials Uber Invaginationen nichtrezeptortragender Membranbereiche und der Bildung

clathrinfreier Vesikel.
1.1.1 Rezeptorvermittelte Endozytose

Bei der rezeptorvermittelten Endozytose bindet ein Ligand an einen Rezeptor,
der sich in Zellmembraninvaginationen, den Coated Pits, befindet. Diese
Rezeptor-Liganden-Komplexe werden selektiv Uber die Coated Pits in das
Zellinnere aufgenommen. Dabei ist die Internalisierung der Rezeptor-
Liganden-Komplexe vor allem vom Anteil der Coated Pits an der
Gesamtzelloberflache und der Konzentriertheit der Rezeptoren in den Coated
Pits abhangig. Zum Beispiel ist der gut untersuchte LDL (Low Density
Lipoprotein)-Rezeptor konstitutiv in den Coated Pits konzentriert, wahrend
der EGF (Epidermal Growth Factor)-Rezeptor erst nach der Bindung des
Liganden (EGF) in den Coated Pits konzentriert wird (Mukherjee, Ghosh et al.
1997). Internalisierungsmotive, die auf der zytoplasmatischen Seite der
Rezeptoren sind, sorgen wahrend der rezeptorvermittelten Endozytose fir die
Anreicherung der Rezeptoren in Coated Pits. Eine Mutation des LDL-Rezeptors
(LDL-R), die mit einer defekten rezeptorvermittelten Endozytose von LDL
einherging, zeigte, dass Tyrosin oder eine andere aromatische Aminosaure auf
der zytoplasmatischen Rezeptorseite flr die Lokalisierung in Coated Pits
erforderlich sind. Fir den LDL-R fand sich als Internalisierungsmotiv eine
konservierte Aminosauresequenz (NPXY; Asn-Pro-X-Tyr) (Davis, Goldstein et
al. 1987). Ahnliche Internalisierungsmotive wurden in den zytosolischen
Abschnitten anderer Rezeptoren gefunden, z.B. YXRF (Tyr-X-Arg-Phr) beim
Transferrin-Rezeptor (Jing, Spencer et al. 1990; McGraw and Maxfield 1990).
Die Interaktion dieser Internalisierungssequenzen mit AP-Komplexen (s.
unten) vermittelt die selektive Anreicherung in Coated Pits (Mukherjee, Ghosh
et al. 1997). Andere Internalisierungsmotive sind das ,Di-Leucin’ des CD4-
Antigens, das mit AP2 interagiert und analog dem NPXY die Aufnahme des
Rezeptor-Liganden vermittelt (Pelchen-Matthews, Armes et al. 1991; Marks,
Woodruff et al. 1996).

Coated Pits sind korbférmige Membraneinstilpungen auf der Zelloberflache,

die an der zytosolischen Seite von einem Proteingerist ummantelt sind. Dieser
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Mantel ist aus einem Gitterwerk von Pentagonen und Hexagonen aufgebaut,
deren Grundstruktur von dem Protein Clathrin aufgrund seiner Proteinstruktur
und seiner molekularen Anordnung gebildet wird. Die Proteinstruktur besteht
aus drei spinnenfdérmig in einem Zentrum zusammenlaufenden Schenkeln,
auch Triskelion genannt. Jeder Schenkel dieses Trimers wird aus zwei
Untereinheiten, einer schweren Kette mit 190 kDa und einer leichten Kette mit
25 kDa, gebildet. Die antiparallele Interaktion zwischen den Schenkeln zweier
Triskelions, deren Scheitelpunkte benachbart liegen, ermdglicht die typische
gitterférmige Anordnung (Kirchhausen 2000).

In dem die Coated Pits umschlieBenden Gitterwerk sind weitere Proteine zu
finden. Hervorzuheben davon sind die Adaptor-Proteine (AP-Komplexe), die flr
die selektive Anreicherung von membranverankerten Proteinen und
Rezeptoren in den Coated Pits verantwortlich sind. Sie sind heterotetra-
merische Proteine der GroBe von ~300 kDa und bestehen aus zwei groBen
Ketten (je ~100 kDa), einmal des a-Typs (a, g, d oder e) und des b-Typs,
sowie einer mittleren m-Kette (~50 kDa) und einer kleinen s-Kette (~20 kDa)
(Kirchhausen 1999). Vier solcher Komplexe sind bisher bekannt: AP1 findet
sich in Transportvesikeln, die den Transport vom Trans-Golgi-Apparat (TGN)
zum endosomalen Kompartiment vermitteln; AP2 ist in sich ablésenden Coated
Pits der Plasmamembran (PM) lokalisiert (Robinson and Pearse 1986; Ahle,
Mann et al. 1988). AP3 assoziiert mit Endosomen (Dell'Angelica, Ohno et al.
1997; Hirst and Robinson 1998), wahrend AP4 nur im TGN zu finden ist
(Dell'Angelica, Mullins et al. 1999). Zwei Funktionen dieser AP-Komplexe
stehen im Vordergrund. AP1 und AP2 interagieren direkt mit Clathrin und
induzieren die Verkettung von Clathrinproteinen untereinander. Des Weiteren
kédnnen AP-Komplexe Peptidsequenzen von membranverankerten Proteinen
und Rezeptoren erkennen, um diese in Coated Pits zu rekrutieren
(Kirchhausen 1999; Kirchhausen 2000). So hat AP2 auf die rezeptorvermittelte
Endozytose von Liganden wie Transferrin, LDL oder den EGF direkten Einfluss.

Der Transportprozess mittels Clathrin Coated Pits (CCPs) ist fir den GroBteil
der durch die Zelle aufgenommenen Proteine und Lipide verantwortlich. Von
der PM gelangen die Liganden entlang des endosomal-lysosomalen Weges ins
Zellinnere. Alternativ vermitteln CCPs auch den Transport vom TGN zu
endosomalen Kompartimenten. Der CCP-vermittelte Transport kann in

mehrere Schritte unterteilt werden. Uber die Rekrutierung von Clathrin-
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Adaptor-Protein 2 (AP2) und Clathrin aus dem Zytosol an die PM (Initiation),
der Verkettung von Clathrinmolekilen und der Bildung und Ausbreitung eines
Clathrinnetzes an der zytosolischen Membranseite (Propagation) kommt es zu
einer zunehmenden Membraninvagination. Die GTPase ARF6 hat bei dem
Initiationsvorgang eine regulatorische Funktion (Krauss, Kinuta et al. 2003).
AuBerdem kommt es durch das Interagieren zwischen AP-Komplexen, Coat-
Proteinen und zytosolischen Domanen von akzessorischen Proteinen zur
selektiven Anreicherung der Rezeptoren und ihrer Liganden in den CCP. Durch
die zunehmende Membrankrimmung ist letztlich das sich bildende Vesikel nur
noch Uber einen schmalen Steg mit der PM verbunden. Hierbei sind zusatzliche
Proteine wie Epsin, Endophyllin und Amphiphysin beteiligt (Ford, Mills et al.
2002). Das GTPase-Protein Dynamin sorgt fiir das Abschnliren (Budding) des
Vesikels von der PM (Hinshaw and Schmid 1995; Hinshaw 2000). Dem folgen
der Transport des Vesikels von der PM weg und das Entfernen des
Clathrinmantels von dem Vesikel (Uncoating) durch ein 70 kDa ATP-
abhangiges Enzym (Braell, Schlossman et al. 1984; Rothman and Schmid
1986). Die dadurch in das Zytosol abgegebenen Clathrinmolekile, AP-
Komplexe und anderen Proteine stehen nun wieder der Vesikelbildung an der
PM zur Verfiigung. Das Uncoating ist der letzte Schritt des Internalisierungs-
und Abschnlrungsprozesses, aus dem ein neu formiertes Endosom hervorgeht
(Kirchhausen 1999; Kirchhausen 2000; Maxfield and McGraw 2004). Dieses
Endosom wird nun auf endozytotischen Transportwegen zu intrazelluldren
Organellen transportiert. Dabei legen membranassoziierte Proteine in den
Endosomen die anschlieBenden Kompartimente fest, mit denen das Endosom
fusionieren muss. Hier sind die Mitglieder der Rab- und SNARE-Proteinfamilie
von herausragender Bedeutung, welche im Weiteren genauer betrachtet

werden.
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1.1.2 Rab-Proteine

Das Transportgeschehen eines Vesikels kann unterteilt werden in die
Formation eines Vesikels oder Tubulus, das Fortbewegen und Zufiihren des
Transport-Intermediate zum Zielkompartiment, das Andocken an die
Zielmembran und die Fusion der beiden Lipiddoppelschichten (Zerial and
McBride 2001). Andocken und Fusionieren von Vesikel- und Zielmembran
bedirfen einer hohen Spezifitdt, um die Charakteristika der verschiedenen
Zellorganellen und um einen geordneten intrazelluldren Materialfluss zu
wahren. Rab-Proteine und die ihnen assoziierten Molekille, im Weiteren
Effektoren genannt, sorgen beim Andocken flr die Selektivitdat von Vesikel-
und Zielmembran und koordinieren gemeinsam mit der SNARE-Maschinerie
den gerichteten Vesikeltransport (Chen and Scheller 2001; Zerial and McBride
2001).

Rab-Proteine stellen eine groBe Gruppe an monomerischen kleinen GTPase-
Proteinen dar, die der Ras-Superfamilie angehdren. Beim Menschen sind Uber
60 Rab-Proteine bekannt und spiegeln damit die Komplexitat Rab-regulierter
Vorgange wieder (Zerial and McBride 2001). Verschiedene Mitglieder der Rab-
Proteine finden sich selektiv auf Organellen, womit sie die Organellidentitat
und die Spezifitat der Transportprozesse festlegen.

Wie alle regulativen GTPasen kénnen die Rab-Proteine in einer aktiven GTP-
gebundenen oder in einer inaktiven GDP-gebundenen Form vorliegen. Dabei
wird die Aktivitat der Rab-Proteine durch verschiedene Faktoren beeinflusst (s.
Abb. 2). In ihrer aktiven Form interagieren sie mit der Vesikelmembran und
dissoziieren nach GTP-Hydrolyse von der Membran und liegen als inaktive
Form frei im Zytosol, die mit dem GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI) einen
Komplex bilden (Soldati, Shapiro et al. 1994; Ullrich, Horiuchi et al. 1994).
Der zytosolische GDI-Austauschfaktor (GDF) entfernt den GDI (Dirac-
Svejstrup, Sumizawa et al. 1997) und ermdglicht ein erneutes Binden an ein
Vesikel, das seiner Zielmembran zugeflihrt werden soll. Durch einen Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) erfolgen der GDP/GTP-Austausch und die
Aktivierung des Rab-Proteins (Soldati, Shapiro et al. 1994; Ullrich, Horiuchi et
al. 1994). Nach Andocken an und Fusion mit der Zielmembran wird die
Aktivierungsphase durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beendet (Fukui,
Sasaki et al. 1997).
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-— 3
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Abb. 2) Zyklus der Rab-Proteine. Das Rab-Protein ist als grauer Kreis dargestellt. 1 Inaktives GDP-
gebundenes Rab-Protein wird im Zytosol durch den GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI) stabilisiert. 2 Zur
Bindung des Rab-GDP-Komplexes an die Membran eines ankommenden Vesikels wird der GDI durch den
GDI-Austauschfaktor (GDF) entfernt. 3 Der Austausch von GDP durch GTP erfolgt durch den Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor (GEF). 4 An der Vesikelmembran findet sich GTP-gebundenes Rab-Protein. 5 Die
Rab-vermittelte Bindung des ankommenden Vesikels an die Akzeptormembran wird mdglicherweise Uber
einen Effektor vollzogen. 6 Die GTP-Hydrolyse wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP) vermittelt,
die mit der Fusion der Vesikelmembran einhergeht. 7 Unter Beteiligung von GDI leitet die Dissoziation des

Rab-GDP von der Membran einen weiteren Zyklus ein.

Das Protein Rab5 und seine Effektoren stellen eine der am besten
untersuchten Gruppe innerhalb der Rab-Familie dar. Sie reguliert sowohl den
CCP-vermittelten Transport von der PM zu den frihen Endosomen (Early
Endosomes, EE) als auch die Fusion homotypischer, sortierender Endosomen
(Sorting Endosomes, SE; siehe 1.2.1) (Gorvel, Chavrier et al. 1991; Bucci,
Parton et al. 1992).

Dem Rab5 wird jedoch bereits bei der Formierung eines Vesikels an der PM
eine Funktion zugesprochen (Bucci, Parton et al. 1992; McLauchlan, Newell et
al. 1998; Lanzetti, Rybin et al. 2000). Eine weitere Rolle konnte fiir Rab5 in
der Vesikelbewegung entlang des Zytoskeletts nachgewiesen werden. Rab5
bewirkt zum einen das Anheften der EE an Mikrotubuli, zum anderen sorgt es
fur die Motilitat entlang zelluldrer Mikrofilamente (Echard, Jollivet et al. 1998;

Nielsen, Severin et al. 1999).
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Untersuchungen zur Rolle des Netzwerkes von Rab5 und seinen Effektoren
wahrend des Andockmechanismus an EE fihrten zur Annahme, dass sich unter
dem Ablauf zahlreicher GTP-Hydrolysezyklen lokal an der EE-Membran die
aktive Rab5-Form anreichert, begleitet von der Anhdufung von Effektoren
(Zerial and McBride 2001). Unter diesen nimmt der Rabaptin-5-Rabex-5-
Komplex eine zentrale Position ein, der Rab5 durch die GEF-Aktivitat von
Rabex-5 aktiviert (Horiuchi, Lippe et al. 1997). Das fuhrt zur Bindung weiterer
Rab-Effektoren (Stenmark, Vitale et al. 1995). In einem weiteren zentralen
Schritt interagiert aktiviertes Rab5 mit der hVPS34-p150 Phosphoinositol-3-
OH-Kinase (PI-3-K), koppelt damit die Phosphatidylinositol-3-Phosphat-
(PtdIns-3-P)-Produktion mit Rab5-reichen Membrandomanen und sorgt fur die
Aufnahme und Rekrutierung der Rab5-FYVE-Effektoren Early Endosome
Antigen 1 (EEA1) und Rabenosyn-5. EEA1 vermittelt direkt das Andocken an
die EE (Christoforidis, McBride et al. 1999). Es ist ein coiled-coil Protein, das
zwei strukturelle Elemente in seinem N- und C-Terminus enthalt, die essentiell
fir den Andockmechanismus sind (Stenmark, Aasland et al. 1996; Simonsen,
Lippe et al. 1998). Die FYVE-Finger Domane bindet spezifisch an PtdIns-3-P
(Stenmark and Aasland 1999; Lawe, Patki et al. 2000). In direkter
Nachbarschaft dazu lokalisiert eine Rab5-Bindungsdomane (Simonsen, Lippe
et al. 1998). EEAl1 koénnte als Brlckenelement zweier Rab5-besetzter
Membranen dienen, da Rab5 fiir die Fusion zweier Membranen sowohl auf der
Donor- als auch auf der Akzeptormembran erforderlich ist (Barbieri,
Hoffenberg et al. 1998; Rubino, Miaczynska et al. 2000). EEA1 und
wahrscheinlich auch Rabenosyn-5 assoziieren weitgehend an die EE und
flhren damit zu einer asymmetrischen Verteilung zwischen ankommenden
Transportvesikel und seinem Zielorganell. Dies korreliert mit der
asymmetrischen Aufteilung von hVPS34 (Christoforidis, Miaczynska et al.
1999). Die Bindung von EEA1 zu aktiviertem Rab5 (ber die N- und C-Termini-
Bindungsdomadnen ist nicht ausreichend fir eine Membranrekrutierung.
Weitere, bisher noch ungeklarte Mechanismen tragen zur Spezifitdt des

endosomalen Transports bei (Nielsen, Christoforidis et al. 2000).

Wichtig ist die Rolle der Rab-Proteine als Determinanten flr die Identitadt von
Zellkompartimenten, die sich durch die unterschiedliche intrazellulare

Verteilung der Rab-Proteine und der damit verbundenen Ausbildung
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kompartimentspezifischer Membrandomanen verdeutlichen lasst. Wie bereits
oben beschrieben wirkt Rab5 wahrend des Transports von der PM zu den EE.
Rab4 lokalisiert auch zu EE, auBerdem ist es im endosomalen rezyklierenden
Kompartiment (ERC) zu finden. Rab4 scheint eine Rolle im Membranrecycling
von EE zur PM zu haben, obwohl der exakte Wirkungsort von Rab4 noch unklar
ist (Pfeffer 2001). Rab11, das an den Membranen des ERC und TGN lokalisiert,
reguliert das Recycling zurick an die PM (Neufeld, Wastney et al. 1999;
Cavalli, Corti et al. 2001). Unter anderem ist es in zahlreichen Sortierwegen
erforderlich, die vom ERC ausgehen (Ellson, Gobert-Gosse et al. 2001; Oling,
Bergsma-Schutter et al. 2001). Rab7 ist in den Transport von EE zum
Kompartiment der spaten Endosomen (Late Endosomes, LE) verwickelt (Feng,
Press et al. 1995). Fir das Recycling des Mannose-6-Phosphat (M-6-P)-
Rezeptors von LE zum TGN konnte dem Protein Rab9 eine Funktion

zugewiesen werden (Lombardi, Soldati et al. 1993).

1.1.3 SNARE-Proteine

Am Ende der Transportvorgange eines Vesikels zu seinem Zielkompartiment
steht die Fusion von Vesikelmembran und Zielmembran. Diese intrazellularen
Membranfusionsereignisse werden durch die Familie der SNARE-Proteine
(soluble NSF attachment protein receptor; NSF = N-ethyl-maleimide-sensitive
fusion protein) vermittelt. Uber 30 kompartimentspezifische SNARE-Proteine in
Saugetierzellen sind mittlerweile bekannt (Chen and Scheller 2001). Die
Proteine Syntaxin (STX1), SNAP-25 (25 kDa synaptosome-associated protein)
und VAMP (vesicle-associated membrane proteine) wurden als erste SNAREs
beschrieben (Bennett, Calakos et al. 1992; Oyler, Higgins et al. 1989; Trimble,
Cowan et al. 1988). Sequenzhomologien identifizierten alle weiteren SNARE-
Proteine als Mitglieder der Syntaxin-, der VAMP- oder der SNAP-25-Familie
(Jahn and Sudhof 1999; Scales 2000).

SNAREs werden unterteilt in v-SNAREs (R-SNAREs) und t-SNAREs (Q-SNARES)
gemaB ihrer Lokalisation an Vesikel- oder Zielmembranen (Sollner, Bennett et
al. 1993; Fasshauer, Sutton et al. 1998). Kennzeichen aller SNARE-Proteine ist
eine konservierte, sich 7-fach wiederholende Aminosauresequenz (coiled-coil),
die die Interaktion von Ziel- und Vesikelmembran vermittelt (Chen and
Scheller 2001). Syntaxin und SNAP-25 sind auf der Zielmembran lokalisiert,
ihre coil-Strukturen interagieren mit der von VAMP, das auf der Membran des

ankommenden Vesikels zu finden ist (SNARE core complex; SNARE-
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Kernkomplex) (Hayashi et al. 1994; Pevsner et al. 1994; Fasshauer et al.
1998; Poirier et al. 1998; Yang et al. 1999). Die Formierung des SNARE-
Kernkomplexes ist maBgeblich flir das Fusionsereignis, da er die beiden
Membranen in unmittelbare Nahe bringt, hydro- und elektrostatische Energie-
barrieren Uberwindet und die beiden Lipiddoppelschichten schlieBlich
entsprechend des ReiBverschlussprinzips fusionieren lasst (Hanson, Roth et al.
1997; Lin and Scheller 1997).

Das Auseinanderfallen eines stabilen SNARE-Kernkomplexes in seine einzelnen
Komponenten erfordert ATP und wird von der ATPase NSF (N-ethyl-maleimide-
sensitive fusion protein) und dem Adaptor-Protein a-SNAP (soluble NSF
attachment protein) vermittelt (Malhotra et al. 1988; Clary et al. 1990; Hohl
et al. 1998; Yu et al. 1998; Rice and Brunger 1999). Daflir missen nach dem
Fusionieren der Lipiddoppelschichten NSF und a-SNAP aus dem Zytosol
rekrutiert werden, was die Dissoziation des SNARE-Komplexes zur Folge hat.
NSF stellt flir diesen Vorgang durch Hydrolyse von ATP die ndétige Energie
bereit. Syntaxin, VAMP und SNAP-25 sind nun frei im Zytosol und stehen flr
weitere Fusionsereignisse zur Verfligung (Chen and Scheller 2001).

Die Rolle der SNARE-Maschinerie in der Spezifitat des Membranverkehrs ist
ungeklart. Die SNARE-Maschinerie scheint nur Teilaspekte zur Spezifitat
intrazelluldrer Transportvorgange zu leisten. Und nur gemeinsam mit der Rab-
Maschinerie scheint eine Spezifitat kompartimentspezifischer Transport-
vorgange moglich. Dabei scheinen direkte molekulare Interaktionen zwischen
Rab-Effektoren und Komponenten der SNARE-Maschinerie die Spezifitat der

Fusion von Vesikel- und Zielmebran zu bestimmen (Zerial and McBride 2001).

1.2 Das endosomale System

Die endosomalen Kompartimente nehmen innerhalb der endozytotischen
Transport- und Recyclingwege die zentrale Position ein. Die EE sorgen fir die
Trennung des Recyclingweges vom degradativen Weg, der im Weiteren von
den LE und Lysosomen gebildet wird. Zur Erhaltung der Spezifitat mussen sich
diese Organellen in ihren Funktionen und Eigenschaften unterscheiden. Flir die
Abfolge der physiologischen Prozesse ist es daher von Bedeutung, dass die

Spezifitat der verschiedenen Organellen aufrechterhalten wird.
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1.2.1 Frihe Endsosomen

Unter dem Begriff der frihen Endosomen miissen zwei morphologisch und
funktionell unterschiedliche endosomale Organellen gesehen werden:
sortierende Endosomen (Sorting Endosomes, SE) und das endosmale
rezyklierende Kompartiment (ERC) (Maxfield and McGraw 2004).

Das aus der rezeptorvermittelten Endozytose und nach dem Uncoating
hervorgegangene Endosom fusioniert mit einem anderen Endosom oder mit
bereits existierenden SE. Alle internalisierten Moleklle werden zu den SE
transportiert, so dass sich in ihnen Moleklile befinden, die rezykliert (z.B.
Transferrin) oder abgebaut (z.B. LDL) werden (Mukherjee, Ghosh et al. 1997).
Wie ihr Name impliziert, sind sie flr das Sortieren aller internalisierter
Molekile zustandig und fihren diese ihrem korrekten Bestimmungsort zu: LE,
ERC und die PM (Maxfield and McGraw 2004).

SE lokalisieren in der Zellperipherie, haben im Lumen ein pH von ~6 und sind
von tubular-vesikularer Struktur.

Dieses endozytotische Organell stellt kein stabiles Kompartiment dar. SE
kdbnnen nur uber einen Zeitraum von 5-10 Minuten mit Endosomen
fusionieren, die von der Zellmembran stammen. Nach dieser Zeit stellen sie
fir ankommende Vesikel keine Zielmembran mehr dar, da sie ihren pH-Wert
im Lumen absenken und saure Hydrolasen akkumulieren, wodurch sie die
Eigenschaften von LE annehmen (Mukherjee, Ghosh et al. 1997; Gruenberg
2001; Maxfield and McGraw 2004).

Bafilomycin A1l als vakuoldrer H™-ATPase-Inhibitor verlangsamt diese
Progression der SE zu LE und dann zu Lysosomen (van Weert, Dunn et al.
1995; Aniento, Gu et al. 1996). Damit sind Anderungen des ph-Wertes
madglicherweise flr einige der Transformationen verantwortlich.

Als Konsequenz des niedrigen pH-Wertes I6sen sich viele Liganden von ihren
Rezeptoren. Neben der selektiven Anreicherung von Rezeptoren auf der
Zellmembran Uber Coated Pits ist das pH-induzierte Entkoppeln von Ligand
und Rezeptor ein weiterer Sortiermechanismus, dem die Morphologie der SE
entgegenkommt. So werden die im Lumen gelésten Liganden im vesikularen
Anteil der SE konzentriert (Maxfield and McGraw 2004).

Wahrend dieses Reifeprozesses der SE mit Milieuansauerung und

Translokation in Richtung Zellzentrum kommt es zu einem effizienten
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Recycling eines GroBteils der Membranen und der darin verankerten Proteine,
die von der PM stammen. Durch permanentes Ablésen der Tubuli von den SE
bewegt sich ein GroBteil der Membranen mit den darin befindlichen Lipiden
und Proteinen in Richtung ERC (Dunn, McGraw et al. 1989). Ubrig bleibt ein SE
rein vesikularer Struktur, das sich entlang der Mikrotubuli als Transport-
Intermediate in Richtung LE bewegt (Gruenberg, Griffiths et al. 1989).
Membranassoziierte Recyclingmolekiile kehren entweder direkt oder Uber das
ERC an die Zellmembran zurtick. Dabei stellt das ERC ein stabiles
Zellkompartiment dar, das aus einer Ansammlung von Membrantubuli besteht,
deren morphologischen Eigenschaften auf eine Herkunft von den SE und deren
Tubuli schlieBen lassen. Im ERC sind die Tubuli miteinander verbunden, an
Mikrotubuli assoziiert und bilden ein Netzwerk. Ihr pH liegt bei ~6,5
(Mukherjee, Ghosh et al. 1997; Gruenberg 2001; Maxfield and McGraw 2004).
Vom ERC werden die meisten Moleklile wieder der PM zugeflihrt. Es kann aber
auch Proteine sortieren und diese anderen Bestimmungsorten zuordnen. So
steht es zum Beispiel mit dem TGN in Kontakt (Maxfield and McGraw 2004).

1.2.2 Spate Endosomen

Die spaten Endosomen (Late Endosomes, LE) sind nach den SE die erste
Station fir Molekile, die der Degradation zugefihrt werden. In ihrer GréBe
lassen sie sich mit SE vergleichen, zeigen aber in der Dinnschicht-Mikroskopie
in ihrem Inneren vesikulare Strukturen auf, die zu dem Beinamen
Multivesicular Bodies (MVBs) flhrten und nach innen gerichtete Membran-
invaginationen darstellen (van Deurs, Holm et al. 1993). In diesen einwarts
gerichteten Membranen befinden sich Rezeptoren und Membranproteine, die
entlang des degradativen Weges Lysosomen zugefihrt werden sollen. Ein
Recycling Uber das ERC wird so von transmembrandsen Proteinen durch ein
Akkumulieren in den internen Membranen verhindert. Diese internen
Membranen werden von einer auBBeren, limitierenden Membran umschlossen.

LE lokalisieren naher zum Zellzentrum als SE und stehen in einem intensiven
Vesikelaustausch mit dem TGN. Dieser Vesikelaustausch dient vor allem dem
Zyklieren der M-6-P-Rezeptoren (M-6-P-R), die die im TGN synthetisierten
lysosomalen Hydrolasen und Lipasen den LE zuflihren (Kornfeld and Mellman
1989). Ihr ph-Wert betragt unter 6. Im Lumen geldste Partikel (z.B. LDL) und
in den internen Membranen akkumulierte Moleklle kénnen nun hydrolytisch

gespalten werden. Die interne Membran ist reich an Lysobisphosphatidsaure
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(LBPA), die ein schwaches Substrat flir die Phospholipase darstellt und damit
gegenuber der Degradation resistent ist.

Lysosomen gehdren nicht zu den LE, stellen ein hydrolasenreiches, saures (pH
5-5,5) und membranumgebenes Organell dar, in dem der Katabolismus
internalisierter Molekiile stattfindet. Die Funktionen der lysosomalen Membran
bestehen in der Aufrechterhaltung eines intralysosomalen sauren Milieus durch
ATP-getriebene Protonenpumpen, dem selektiven Transport von Abbau-
produkten in das Zytosol durch Transportproteine und dem Schutz zyto-
plasmatischer Strukturen vor hydrolytischem Abbau. Sie sind in ihrer

Morphologie sehr heterogen (Kornfeld and Mellman 1989).

1.3 Lipide und Membrantransport

Lipide sind hydrophob, im Wasser nicht oder nur schlecht 16slich und lassen
sich in hydrolysierbare und nichthydrolysierbare Lipide einteilen. Zu ersteren
werden die einfachen Ester (Triglyzeride, Wachse, Sterolester), Phospholipide
(Phosphatide, Sphingolipide) und Glykolipide (Cerebroside, Ganglioside)
gezahlt. Nichthydrolysierbare Lipide sind die Isoprenoide (Carotenoide:
Vitamin A, E, K), Lipidalkohole (Alkanole, zyklische Sterole wie das Cholesterin
und seine Vitamin- und Hormonderivate), Fettsauren und ihre Derivate
(Eicosanoide). Die wichtigsten Funktionen der verschiedenen Lipide werden im
Folgenden kurz dargestellt.

Fettsauren sind die wichtigsten Energietrager der Nahrung und in Form von
Triglyzeriden die bedeutendste Energiereserve. Lipide gewahrleisten
thermische Isolation und Schutz durch Einlagerung in subkutane und
organumschlieBende Gewebe. Gleichzeitig sind sie lebenswichtige Baustoffe:
Phospholipide (PL), Glykolipide und Cholesterin bilden den Hauptbestandteil
von Membranen und sorgen damit flr die mechanische Ausbildung der
Zellstruktur und der Zellkompartimente. Dabei ist vor allem die Etablierung
von zelluldaren Organellen wie Zellkern, ER, TGN und Mitochondrien essentiell
fur die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen. Die Ausbildung von
Membranen ist die Basis fir den Aufbau des elektrischen Membranpotentials.
Einige Lipide dienen als Membrananker fiur Proteine, die dadurch an eine
Membran gebunden werden. Lipide sind auBerdem Kofaktoren von
enzymatischen Reaktionen (Blutgerinnung, Elektronentransport) oder spielen

eine Rolle im Sehprozess (Carotinoide). Steroide, Vitamine, Eicosanoide und
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andere Derivate von PL haben zudem Signalfunktion und dienen als Hormone,

Mediatoren und Second-Messengers.

1.3.1 Lipoproteinstoffwechsel

Durch ihre hydrophobischen Eigenschaften werden Triglyzeride, Cholesterin,
Cholesterinester und andere Lipide im Blutplasma mit speziellen
Transportvehikeln, den sogenannten Lipoproteinen, transportiert. Diese
bestehen aus Lipiden und Transportproteinen, den Apolipoproteinen
(Apoprotein).

Lipoproteine sind spharische Partikel, in deren hydrophoben Kern sich
Cholesterinester und Triglyzeride befinden und die von einer polaren Hille aus
amphiphilen PL, freiem Cholesterin und Apoproteinen umgeben sind. Die
geladenen Phosphatgruppen der PL und die Hydroxylgruppen der Cholesterin-
molekdlle interagieren mit dem sie umgebenden wassrigen Milieu, die apolaren
Fettsauren der PL sowie die Sterolringe des Cholesterins orientieren sich zum
Kern hin.

Die klassische Einteilung der Lipoproteine erfolgt nach ihrem Dichteverhalten
in der Ultrazentrifugtion in folgende Hauptgruppen: Chylomikronen (CM) als
groBte Partikel mit der geringsten Dichte dienen als Transporter exogen
zugeflhrter Lipide. Ihnen folgen die Lipoproteine sehr geringer Dichte (Very
Low Density Lipoproteins, VLDL) als Transporter endogener Lipide sowie die
Lipoproteine mittlerer Dichte (Intermediate Density Lipoproteins, IDL) und
geringer Dichte (Low Density Lipoproteins, LDL), die durch intravasal
ablaufende Modifikationen aus VLDL entstehen. Zuletzt kommen die
Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoproteins, HDL), denen als
Lipoproteine flr den reversen Cholesterintransport aus der Peripherie zuriick
zur Leber eine physiologisch entscheidende Aufgabe zukommt.

Die Apoproteine haben spezielle Funktionen bei der Entstehung, dem
Transport und dem Metabolismus der Lipoproteine. Mit Ausnahme von
Apoprotein A sind sie amphiphatische Proteine mit hydrophoben und
hydrophilen Anteilen, die sowohl Lipidbindung als auch Wasserl6slichkeit

vermitteln.
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Chylo-
mikron | VLDL IDL LDL HDL
0,95- 1,006- 1,019- |1,063-
Dichte (g/ml) < 0,95 1,006 1,019 1,063 1,210
Durchmesser (nm) 75-1200 |30-80 25-35 18-25 |[5-12
Bestandteile (%
Trockengewicht)
Protein 1-2 10 18 25 33
Triacylglycerin 83 50 31 10 8
Cholesterin und
Cholesterinester 8 22 29 46 30
Phospholipide 7 18 22 22 29
Apoprotein -
Zusammensetzung A-I, A-IT |B-100 B-100 B-100 |A-I, A-II
C-1, C-1I, |C-I, C-1I, C-1, C-1I,
B-48 C-III C-III C-III
C-I, C-II,
C-III E E D
E E
Klassifizierung durch |Omega Pré-beta |Zwischen |Beta Alpha
Elektrophorese beta und
pra-beta

Abb. 3) Zusammensetzung der Lipoproteine beim Menschen (aus Biochemistry von
Goeffrey L. 1998).

Der Stoffwechsel der Lipoproteine verlauft Gber drei verschiedene Wege: einen

exogenen Weg, einen endogenen Weg und den reversen Cholesterinttransport.

Exogener Weg
Exogen zugefliihrte Lipide werden nach Aufnahme in den Enterozyten der
Darmmukosa mit Apoprotein B-48 und Apoprotein A-I zu triglyzeridreichen CM
zusammengesetzt. Im GefaBsystem erfolgt durch Apoproteinaustausch mit
HDL und hydrolytischer Spaltung der Triglyzeride durch die endothelstandige
Lipoproteinlipase (LPL) die Modifizierung der Partikel zu cholesterinreichen
Chylomikronen-Remnants (Olivecrona, Liu et al. 1993; Hussain, Kancha et al.
1996; Mahley and Ji 1999; Merkel, Heeren et al. 2002). Hierbei werden
abgespaltene freie Fettsdauren von fettsdureverwertendem Gewebe
aufgenommen. Zur gleichen Zeit erhalten die CM Apoprotein C und Apoprotein
E von den HDL-Partikeln.

kdnnen nun durch den LDL-R und das LDL-Receptor-related-Protein (LRP) in

Die so entstandenen Chylomikronen-Remnants

die Leber aufgenommen werden (Beisiegel, Weber et al. 1989; Kowal, Herz et
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al. 1989; Kowal, Herz et al. 1990; Beisiegel, Krapp et al. 1994; Beisiegel
1995; Rohlmann, Gotthardt et al. 1998).

Endogener Weg

In der Leber synthetisierte VLDL, als Transporter des endogenen
Lipoproteinmetabolismus, enthalten neben Apoprotein C und Apoprotein E das
Apoprotein B-100 (Fazio and Yao 1995). Durch LPL-vermittelte Hydrolyse
entstehen in der Blutbahn aus den VLDL die VLDL-Remnants und daran
anschlieBend IDL-Partikel. Die Prozessierung von IDL-Partikeln durch die
hepatische Lipase flhrt zu LDL-Partikeln, die sich durch eine Anreicherung von
Apoprotein B-100 und Cholesterinester (aus HDL) auszeichnen (s. unten:
reverser Cholesterintransport) (Grosser, Schrecker et al. 1981; Rubinstein,
Gibson et al. 1985). LDL versorgt die Peripherie mit Cholesterin und wird dort
Uber den LDL-R aufgenommen. LDL-Partikel kdnnen aber auch mittels LDL-R
und LRP-vermittelter Endozytose von der Leber internalisiert und metabolisiert

werden.

Reverser Cholesterintransport

Die Leber ist als einziges Organ in der Lage, im Korper U(berschlssiges
Cholesterin Uber die Gallensaure auszuscheiden. Der reverse Cholesterin-
transport beschreibt den Transfer Uberschissigen Cholesterins aus den
peripheren Geweben hin zur Leber durch die HDL-Partikel. Vorlaufermolekile
der HDL werden von der Darmmukosa (Danielsen, Hansen et al. 1993) und
der Leber hergestellt (Castle, Pape et al. 1991). HDL-Vorlaufer, lipidarmes
HDL wund freies Apoprotein A-I nehmen PL und Cholesterin aus
nichthepatischen, aber auch hepatischen Zellen auf (Oram and Yokoyama
1996). Bei diesem Lipidefflux aus peripheren Zellen spielt die Gruppe der ATP-
Binding-Cassette (ABC)-Transporter eine entscheidende Rolle (Lawn, Wade et
al. 1999; Rust, Rosier et al. 1999). Durch weitere Lipidaufnahme aus
peripheren Zellen oder aus Apoprotein-B-enthaltenden Lipoproteinen, durch
die Lecithin-Acyltransferase (LCAT) vermittelte Veresterung von Cholesterin
sowie durch den Austausch von Apoproteinen mit anderen Lipoproteinklassen
reifen die HDL-Vorlaufer zu lipidreichen, spharischen mit Apoprotein A-I
versehenen HDL-Partikeln (von Eckardstein et al. 2001). Danach werden sie

von der Leber Uber HDL-spezifische Rezeptoren wie den Scavenger Receptor
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BI (SR-BI) aufgenommen (Krieger 1999; Curtiss 2000; Tall, Jiang et al. 2000;
Trigatti and Rigotti 2000).

1.3.2 Aufnahme und intrazellularer Stoffwechsel von Cholesterin

Die Aufnahme des Cholesterins durch die Zelle erfolgt {ber die
rezeptorvermittelte Endozytose der cholesterinreichen LDL-Partikel. Das
daraus hervorgegangene Transportvesikel wird zu den SE transportiert, wo die
rezeptorgebundenen LDL-Partikel mittels ph-Senkung vom LDL-R abgekoppelt
werden. Der LDL-R wird Uber die tubuldaren Strukturanteile der SE dem ERC
zugeftihrt und unterliegt damit dem Rezeptorrecycling. Die LDL-Partikel
befinden sich im Lumen vesikularer SE-Abschnitte und werden den LE und
Lysosomen zugeflhrt (s. 1.2.1; Mukherjee, Ghosh et al. 1997). Hier werden
die den Hauptbestandteil der LDL-Partikel ausmachenden Cholesterinester und
Apoproteine durch die lysosomalen Hydrolasen, sauren Lipasen (LAL) und
Proteasen hydrolysiert und fermentiert. AnschlieBend wird der GroBteil des
freien Cholesterins zur PM und zum ER transportiert, wo eine Veresterung
durch die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) stattfindet (Tabas
1995; Chang, Chang et al. 1997). Die Aktivitdat der ACAT wird durch den
ansteigenden Spiegel an freiem Cholesterin stimuliert, die gebildeten
Cholesterinester werden in zytosolischen Lipidtropfchen gespeichert. Die
Mobilisierung des Cholesterins aus den Esterverbindungen erfolgt durch die
cAMP-aktivierte neutrale Cholesterinesterhydrolase (NCEH) (Brown, Ho et al.
1980; Bernard, Rodriguez et al. 1991). Freigesetztes Cholesterin wird
wiederum zur Zellmembran transferiert, von wo aus es wieder zum ER
transportiert und verestert werden kann. Der hieraus resultierende Zyklus wird
durch extrazelluldre Cholesterinakzeptoren wie HDL in der Peripherie (s. 1.3.1
reverser Cholesterintransport) oder in der Leber und steroidbildenden Organen
durch die Synthese von Cholesterinderivaten und/oder der Eliminierung Uber
Gallensauren unterbrochen (Bernard, Rodriguez et al. 1990). Des Weiteren
wird diesem Zyklus Cholesterin durch die Neubildung von Membranen,
Lipoproteinen, Steroiden und bioaktiver Derivate (Vitamine) entzogen. Zudem
stellt das ER den Ort der Synthese von Cholesterin dar, zeichnet sich aber
durch einen relativ niedrigen Cholesterinspiegel aus, so dass effektive
Transportmechanismen flir das Abtransportieren von Cholesterin angenommen
werden (Maxfield and Wustner 2002).
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Die zellulare Konzentration an Cholesterin wird lGber Neusynthese, Aufnahme
(Influx), Sekretion (Efflux), Veresterung sowie Uber Synthese und Sekretion
von Lipoproteinen, Steroidhormonen und Gallensdauren reguliert. Ein
Uberschuss an zelluldarem Cholesterin fihrt zur Repression in der Expression
von Genen, die die zellulare Cholesterinhomdostase regulieren (LDL-R, HMG-
CoA-Reduktase, HMG-CoA-Synthase, Farnesyldiphosphat-Synthase und
Squalen-Synthase) (Goldstein and Brown 1990; Ericsson, Jackson et al. 1996;
Brown and Goldstein 1997; Guan, Dai et al. 1998; Blanchette-Mackie 2000).
Die Kontrolle der Expression von sterolregulierten Genen erfolgt Uber deren
Promotoren, die sterolresponsive DNA-Bindungsmotive (Sterol Responsive
Elements, SREs) enthalten. Spezifische sterolsensitive Transkriptionsfaktoren
binden an diese Elemente und werden als SRE-bindende Proteine (SREBP)
bezeichnet (Brown and Goldstein 1997). SREBP-Vorlauferproteine, die sich an
der ER-Membran befinden, werden zuerst durch die sterolsensitive Protease
prozessiert (Site-1-Protease) (Sakai, Duncan et al. 1996; Brown and Goldstein
1997; Sakai, Nohturfft et al. 1998; Sakai, Rawson et al. 1998). Durch eine
zweite, sterolunabhangige Proteolyse (Site-2-Protease) verliert SREBP den
Membrananker, es entsteht ein aktiviertes SREBP, das nun von der ER-
Membran in den Zellkern gelangt (Sakai, Duncan et al. 1996; Rawson,
Zelenski et al. 1997). Dort reguliert es dann die Expression SRE-responsiver
Gene (Sudhof, Russell et al. 1987; Smith, Osborne et al. 1990).

Obwohl die Transportwege des intrazellularen Cholesterins recht gut
untersucht sind, ist Gber die molekularen Mechanismen, die diesen Transport
vermitteln, noch wenig bekannt. Derzeit werden drei grundlegende
Mechanismen in Betracht gezogen. Cholesterin kann mittels Transportvesikel
und Tubuli transportiert werden, die zudem andere Membranbestandteile von
einem Organell zur Zielmembran mit sich fihren. Dieser Prozess erfordert
ATP, ist aber nicht durch die Cholesterinverteilung zwischen Donor- und
Akzeptormembran beeinflusst (Maxfield and Wustner 2002).

Des Weiteren kann sich Cholesterin in signifikantem AusmaB von der Membran
l6sen und mit Hilfe zytoplasmatischer Transportproteine im Zytosol
diffundieren (Maxfield and Wustner 2002). Prototyp in der Familie solcher
Lipid- und Steroltransporter ist das Steroidogenic Acute Regulatory Protein
(StAR/StarD1) (Stocco 2001). Bei einem Mitglied dieser Proteinfamilie, dem
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StARD4, ist die Genexpression durch den zelluldaren Sterolspiegel reguliert
(Soccio, Adams et al. 2002). AuBerdem kann der Cholesterintransport durch
den Kontakt zweier Membranen erfolgen. So liegt in vielen Zelltypen ein Teil
des ER in enger Nachbarschaft zur PM (Putney 1999). Diese Anordnung kdnnte
den schnellen Austausch zwischen zwei Membranen erleichtern, der

maoglicherweise von Transferproteinen unterstitzt wird.

1.3.3 Einfluss von Lipiden auf Membranen

Mit den PL, Cholesterin und weiteren Lipiden kénnen biologische Membranen
vielfaltige Lipidkompositionen aufweisen. Dies ist flr die korrekte Abfolge
intrazellularer Prozesse in Membranen verschiedener Organellen essentiell.
Allgemein bestehen Zellmembranen in Eukaryonten aus einer Lipiddoppel-
schicht, die sich primar aus PL und Cholesterin zusammensetzt (Spector and
Yorek 1985). In dem 1972 von Singer und Nicolson beschriebenen ,fluid
mosaic model® wird propagiert, dass die Lipide der Doppelschicht in einem
dynamischen Zustand vorliegen (Singer and Nicolson 1972), in dem Proteine
als Rezeptoren, Transporter und Enzyme beweglich eingebettet sind.

Wirden sich jedoch samtliche Lipidbausteine einer Membran frei vermischen,
ware die Spezifitat von Zellkompartimenten nicht mehr gegeben und wichtige
zelluldre Prozesse waren beeintrachtigt. So reichern sich z.B. Sphingomyelin
und Phosphatidylserin im Vergleich zur PM in endosomalen Membranen an
(Urade, Hayashi et al. 1988).

Dabei kommt es durch die unterschiedliche Mischbarkeit von Sphingolipiden,
Glycerolipiden und Cholesterin zur Formierung von lateralen Lipidzusammen-
lagerungen in zellularen Membranen (Rietveld and Simons 1998), die als
Mikrodomanen oder Lipid-Rafts bezeichnet sind. Daneben befinden sich
cholesterinarme liquid-ungeordnete Phasen (Brown 1998; Brown and London
2000). Innerhalb der Lipid-Rafts findet sich neben dem Cholesterin eine hohe
Konzentration von Sphingomyelin (Ahmed, Brown et al. 1997).

Lipid-Rafts sind unldslich in nichtionischen Detergenzien und lassen sich somit
als DIGs (detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched membrane domains)
isolieren. Sie erwerben spezifische Funktionen durch das Konzentrieren und
AusschlieBen von Membranproteinen. Als eine Art Plattform fiir Rezeptoren
und Komponenten von Signaltransduktionskaskaden sind sie mit GPI
(glycosyl-phosphatidylinositol)-verankerten Proteinen an der Zelloberflache

und mit vielen Signalproteinen, z.B. Kinasen der Ras- und der src-Familie, an
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der zytoplasmatischen Seite assoziert (Brown and London 1998; Brown 1998;
Kurzchalia and Parton 1999; Simons and Toomre 2000). Caveolae sind eine
spezifische Form von Lipid-Rafts, die Caveolin als essentielles Strukturprotein
beinhalten (Scherer, Okamoto et al. 1996). Caveoline sind kleine ~20 kDa
Proteine, von denen bisher drei Familienmitglieder identifiziert wurden. Sie
besitzen eine konservierte hydrophobe Domadne aus 33 Aminosauren, die die
Bindung an Cholesterin und die Verankerung in der Membran ermdglicht. Die
als Monomer im Zytoplasma vorliegenden Caveoline scheinen Aggregate aus
mindestens 16-18 Caveolinproteinen zu bilden. Andere Strukturproteine
stellen Flotillin und Mitglieder der Annexin-Proteinfamilie, Anx2 und Anx6, dar
(Babiychuk and Draeger 2000; Fielding and Fielding 1997; Monier et al. 1996).
Der Entzug von Cholesterin aus Lipid-Rafts flihrt zum Verlust von Caveolae
und hat Auswirkungen auf Signaltransduktionswege in Lipid-Rafts. Gemeinsam
mit den oben erwahnten Strukturproteinen stellt das Cholesterin die
Ausbildung von Signalkomplexen in den Lipid-Rafts sicher und ist somit an der
Regulation von spezifischen Signaltransduktionskaskaden beteiligt (Kurzchalia
and Parton 1999).

1.3.4 Cholesterin in zellularen Membranen

Cholesterin ist flr die Aufrechterhaltung der verschiedenen Protein- und
Lipidkompositionen in den Membranen zelluldrer Organellen essentiell. In
eukaryotischen Zellen enthalten die Membranen des ER mit den geringsten
Anteil an Cholesterin trotz der Tatsache, dass sie Ort der Synthese sind. Die
PM enthalt mit 60-80% den gréBten Anteil des zellularen Cholesterin (Liscum
and Munn 1999). 30-40% der Lipidmolekile der PM stellt Cholesterin dar
(Maxfield and Wustner 2002). Das ERC weist ebenfalls einen hohen
Cholesteringehalt auf (Hao, Lin et al. 2002). Uber den Cholesteringehalt von
LE und Lysosomen ist wenig bekannt, aber unter normalen Umstanden liegt er
unterhalb des Cholesterinsgehalts im ERC (Liscum and Munn 1999; Hao, Lin et
al. 2002).
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1.3.5 Cholesterintransport aus dem  spat-endozytotischen

Kompartiment und seine klinische Relevanz

Cholesterinreiches LDL wird nach der rezeptorvermittelten Aufnahme Uber die
SE dem spat-endozytotischen Kompartiment (spate Endosomen und
Lysosomen) zur Degradation zugeflhrt, aus dem freies Cholesterin subzellular
(PM, ER) verteilt wird. Dabei stellen LE keine einfache Zwischenstation entlang
des degradativen Weges zu den Lysosomen dar. Vielmehr zeigt sich, dass LE
mit ihren multivesikuldren Strukturen als Sammel- und Verteilstation fur frei-
gesetztes LDL-Cholesterin eine wichtige Rolle im intrazellularen Cholesterin-
transport einnehmen. Die genauen Mechanismen des Cholesterintransports
aus dem spat-endozytotischen Kompartiment sind nicht bekannt. Jedoch
wurden Proteine beschrieben, die an spat-endosomale Membranen assoziieren
und hier regulativ auf den Cholesterintransport wirken.

So wird die autosomal-rezessiv vererbte Tangier-Krankheit (Analpha-
Lipoproteinamie) durch Mutationen im ABCA1l-Transporter verursacht, die zu
einem intrazellularen Defekt im Lipidtransport fliihren. Tangier-Patienten haben
keinen ABCA1l-Transporter und zeigen eine reduzierte Synthese von
Apoprotein A-I, eine fehlende oder sehr geringe HDL-Produktion mit
Hypocholesterindmie und zelluldren Cholesterinablagerungen vor allem im
Monozyten-Makrophagen-System, womit sie ein erhdhtes Risiko flr
atherosklerotische GefaBwandveranderungen haben. Tangier-Fibroblasten
akkumulieren Cholesterin und Sphingomyelin in perinukledaren, spat-
endozytotischen Vesikeln, die in ihrer Motilitat in Richtung Zelloberflache
beeintrachtigt sind (Neufeld et al. 2004). Urspringlich wurde angenommen,
dass der ABCA1-Transporter nur an der PM fur den zellularen Cholesterinefflux
auf HDL-Vorlaufer und freies Apoprotein A-I (s. 1.3.1 reverser
Cholesterintransort) verantwortlich ist. Neuere Arbeiten zeigen aber, dass
ABCA1 auch an spat-endozytotischen Vesikeln lokalisiert und zwischen diesen
Vesikeln und der PM wandert (Neufeld et al. 2001). In diesen Vesikeln scheint
der ABCA1l-Transporter Cholesterin und PL auf internalisiertes, lipidarmes
Apoprotein A-I zu Ubertragen und somit flir einen Apoprotein-A-I-vermittelten
Cholesterinefflux zu sorgen (Heeren et al. 1999; Takahashi and Smith 1999;
von Eckardstein et al. 2001; Neufeld et al. 2004). Dabei konkretisierten Wang
et al., dass der ABCAl-vermittelte zelluldare Cholesterinefflux spezifisch auf

lipidarmes Apoprotein A-I erfolgt. Die Interkation von ABCA1l mit den HDL-

20



Einleitung

Unterklassen HDL-2 und HDL-3 ist nur gering (Wang et al. 2004). Wang und
seine Mitarbeiter konnten zeigen, dass zwei andere Mitglieder der ABC-
Transporterfamilie den zelluldaren Cholesterinefflux auf die beiden HDL-
Hauptfraktionen HDL-2 und HDL-3 vermitteln. Sie beschrieben fiir ABCG1 und
ABCG4 einen ABCA1l-unabhangigen, zellularen Cholesterinefflux zu HDL (Wang
et al. 2004). Durch den atheroprotektiven Effekt von HDL kommt diesen
beiden ABCG-Transportern eine wichtige Rolle zu, weil der GroBteil des
plasmatischen HDL-2 und HDL-3 vermutlich von diesen beiden ABCG-
Transportern gebildet wird. Die genaue Funktionsweise der beiden ABCG-
Transporter ist noch unklar. Ein direktes Interagieren der ABCG-Transporter
mit HDL wurde nicht beobachtet (Wang et al. 2004). Es wird flr beide
Transporter eine Verbesserung der Zuganglichkeit von Cholesterin an der PM
fur extrazelluldre Akzeptoren vorgeschlagen. Erstaunlicherweise stellt die PM
nicht den primaren Lokalisationsort flir diese beiden ABCG-Transporter dar.
ABCG1 wurde vorwiegend intrazelluldr an perinukledren Strukturen (ER, TGN)
detektiert und ist hier in intrazelluldre Transportprozesse von Lipiden
verwickelt (Klucken et al. 2000; Venkateswaran et al. 2000). Dabei ist vor
allem die Funktion von ABCG1 in der Cholesterinhomfostase von Zellen des
Monozyten-Makrophagen-Systems hervorzuheben. Daflir spricht auch die
vermehrte Expression von ABCG1 in LDL-beladenen Monozyten. Im Gegensatz
dazu fuahrt die Inhibition der ABCG1-Expression zu einem reduzierten
Cholesterin- und Phospholipidefflux auf HDL-3 (Klucken et al. 2000; Lorkowski
et al. 2001). Lorkowski et al. konnten dariber hinaus in der
Immunfluoreszenzmikroskopie nachweisen, dass ABCG1 in Schaumzellen von
atherosklerotischen Plaques zu finden ist. Zusammengefasst lasst sich damit
eine Bedeutung von ABCG1 sowohl fiir den reversen Cholesterintransport als
auch bei der Entstehung von Schaumzellen annehmen. Unterstitzt wird dies
durch die Beobachtung, dass es in Tangier-Patienten zu einer gesteigerten
Expression von ABCG1 kommt (Lorkowski et al. 2001), die vermutlich fir den
restlichen Cholesterin- und Phospholipidefflux verantwortlich ist. Damit scheint
ABCG1 flr die Mobilisierung von Lipiden aus intrazelluldren Organellen zu
sorgen. Eine Lokalisation von ABCG1 zu Vesikeln des spat-endozytotischen
Kompartiment wurde aber bisher nicht beschrieben.

Ahnlich den Tangier-Fibroblasten akkumulieren in Niemann-Pick-C-Zellen

Cholesterin und Sphingolipide ebenfalls im spat-endozytotischen
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Kompartiment (Liscum and Faust 1989; Liscum 2000). Ein Defekt im NPC1-
codierenden Gen fiuhrt zu der Niemann-Pick-Typ-C-Krankheit (Sphingo-
myelinose), bei der es zu einem Expressions- bzw. Funktionsverlust des flr
diese Krankheit verantwortlichen Niemann-Pick-C-Protein-1 (NPC1) kommt.
Die Krankheit ist bei autosomal-rezessivem Erbgang durch eine progressive
neurologische  Degeneration  gekennzeichnet. NPC1 lokalisiert fast
ausschlieBlich in spat-endosomalen und lysosomalen Membranen, wo es flr
den Transport von freigesetztem LDL-Cholesterin zu zelluldren Organellen (PM
und ER) sorgt (Neufeld et al. 1999; Zhang et al. 2001). Neben der Anhaufung
von Cholesterin kommt es auch zur Speicherung von Sphingomyelin und
Glykolipiden. Dies resultiert vermutlich aus der Kopplung des Transports dieser
Lipide und des Cholesterins. NPC1 wurde vor allem in humanen Fibroblasten
(Carstea et al. 1997) und Neuronen (Patel et al. 1999) nachgewiesen.

Neuere Arbeiten von Neufeld et al. deuten darauf hin, dass NPC1 gemeinsam
mit ABCA1 in LE fir die Beladung von internalisiertem Apoprotein A-I mit PL
und Cholesterin verantwortlich ist (Neufeld et al. 2004).

Eine weitere Rolle im Cholesterintransport aus LE spielt das cholesterin-
bindende Protein MLN64, das mit einer transmembranen Domdne an der
auBeren Membran von LE lokalisiert und vermutlich Cholesterin auf
zytoplasmatische Akzeptoren Ubertragt. MLN64 besitzt eine von den StAR-
Proteinen abgeleitete Lipidtransfer-Domane (START-Domane), die Cholesterin
bindet (Alpy, Stoeckel et al. 2001). Alpy et al. zeigten auch, dass MLN64 an
den gleichen Vesikeln des spat-endozytotischen Kompartiments assoziiert wie
NPC1 und mit LBPA an den multivesikularen Strukturen der LE kolokalisiert.
LBPA ist hoch angereichert in den internen Membranen der LE und hat eine
wichtige Rolle in der Regulation des Cholesterintransports (Kobayashi et al.
1998; Kobayashi et al. 1999).

AuBerdem ist bekannt, dass der Cholesterintransport aus dem spat-
endozytischen Kompartiment zum ER oder der PM durch Progesteron oder
hydrophobische Amine wie U18666A, Imipramin oder Sphinganin inhibiert
werden kann (Liscum and Munn 1999). So ist U18666A in der Lage, die
Akkumulation von Cholesterin in Vesikeln des spat-endozytotischen
Kompartiment von Niemann-Pick-C-Zellen zu imitieren (Liscum and Faust
1989). Der molekulare Wirkmechanismus der hydrophobischen Amine ist

unklar. Lange et al. zeigten, dass das Protein NPC1 und U18666A an einem
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ahnlichen Punkt des endosomalen Cholesterintransports ansetzen (Lange et al.
2000). Kobayashi et al. spekulieren, dass die Bindung der hydrophoben Amine
zu negativ geladenen PL den Block im Cholesterintransport verursacht
(Kobayashi et al. 1999). An den Vesikeln, in denen U18666A Cholesterin
anreichert, ist MLN64 assoziiert (Alpy, Stoeckel et al. 2001). Ob U18666A zu
einer Konzentrierung oder Reduzierung der oben genannten Faktoren im spat-
endozytotischen Kompartiment fuhrt, ist nicht bekannt. Jedoch konnte an
Tangier- im Vergleich zu Wildtyp-Fibroblasten gezeigt werden, dass der
ABCA1-Transporter und das NPC1-Protein in ihrer Wirkungsart miteinander
agieren (Neufeld et al. 2001).

Die beschriebenen Beobachtungen zeigen, dass der Cholesterintransport aus
LE und Lysosomen mit seinem Einfluss auf die intrazellulare Cholesterin-
homdostase hochreguliert sein muss. Frihere Arbeiten der AG Grewal zeigten
interessanterweise, dass auch die Injektion einer dominant-negativen
Annexin-6-Mutante in NRK-Zellen zu einer Inhibierung der LDL-Prozessierung
im spat-endozytotischen Kompartiment und zu einer LDL-Anreicherung in
groBen endozytotischen Strukturen flihrte, die perinukledr lokalisierten (Pons,
Grewal et al. 2001; s. 1.4.4 [2. Regulation des Targeting endosomaler

Membranen zu Lysosomen durch Anx6]).

1.4 Annexine

Annexine stellen eine Familie hochkonservierter Proteine dar, die ubiquitar
exprimiert werden und in bisher allen Zellen und Geweben gefunden wurden.
Bisher sind Uber 10 verschiedene Mitglieder dieser Familie in Sdugetieren
identifiziert worden. Davon kommen einige in Isoformen vor (Gerke and Moss
1997; Morgan and Fernandez 1997).

Annexine zeichnen sich durch ihre calciumabhangige Bindung an negativ
geladene PL aus. Diese wird durch konservierte Strukturelemente, den
sogenannten Annexinrepeats vermittelt. Ein Strukturelement (Repeat) besteht

aus 70-80 Aminosauren.

1.4.1 Struktur

Jedes Annexin ist aus zwei Domanen aufgebaut: der variablen N-terminalen
Kopfgruppe und dem konservierten C-terminalen Proteinkern (protein core,
core domain, Kerndomane), der aus vier Annexinrepeats besteht. Jedes der

vier Annexinrepeats, die in der Kerndomadne enthalten sind, bildet eine
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Domane mit funf a-Helices (A-E) (Avila-Sakar, Creutz et al. 1998). Annexin 6
(Anx6) bildet dabei eine Ausnahme unter den Annexinen, da dessen
Proteinkern aus acht konservierten Strukturelementen aufgebaut ist (s. 1.4.4).
Der Proteinkern formt eine a-helikale, dicht gepackte, leicht gewdlbte Scheibe,
die an ihrer konvexen Seite zwischen den Helices A und B sowie D und E
Calciumbindungsstellen vom Typ II und Typ III enthadlt (Weng, Luecke et al.
1993). Diese konvexe Seite ist der Membran zugewandt und vermittelt die
Membranbindung der Annexine. Das Binden von Calcium ermdéglicht den
Annexinen die Bindung an negativ geladene PL auf der zytosolischen Seite von
Membranen.

Dabei ist die konkave Seite des Proteinkerns der Membran abgewandt und die
N-terminale Gruppe kann dadurch mit zytoplasmatischen Proteinen inter-
agieren (Gerke und Moss 2002).

Wahrend der C-terminale Proteinkern flr die Grundeigenschaften des
Annexinproteins sorgt, scheint die N-terminale Kopfgruppe die funktionelle
Spezifitdt eines Annexins festzulegen, die sich durch spezifische Protein-
interaktionen und unterschiedliche posttranslationale Modifikationen kenn-
zeichnet (Raynal and Pollard 1994). Der N-Terminus umfasst je nach Annexin
11-40 Aminosdauren. Dabei kénnen N-Termini von Annexinen nicht nur mit
anderen Proteinen interagieren, sondern auch die Struktur des C-terminalen
Proteinkerns beeinflussen. Fur Annexin 3 konnte durch den Austausch von Ala
gegen Trp (Pos5) im N-Terminus eine erhdhte Affinitat zu PL aufgezeigt
werden (Hofmann, Raguenes-Nicol et al. 2000). Ein weiteres Beispiel fur die
spezifische Funktion der N-terminalen Gruppe zeigt die Fusion der N-
terminalen Domane von Annexin 1 (Anx1l) und dem C-terminalen Proteinkern
von Annexin 5 (Anx5), die eine Anxl-abhangige Regulation von Anx5
ermdglicht (Andree, Willems et al. 1993).

In den beiden Proteinen Anx1 und Anx2 liefern die ersten 14 Aminosduren der
N-terminalen Gruppe durch Bildung amphipathischer a-Spiralen Bindungs-
stellen flr Liganden der S100-Proteinfamilie (Becker, Weber et al. 1990;
Mailliard, Haigler et al. 1996; Seemann, Weber et al. 1996). Anx2 bildet einen
heterotetrameren Komplex, der aus einem S100A10-Dimer und zwei Anx2-
Proteinen besteht. Uber die calciumabhdngige Membranbindung kénnen zwei,
an unterschiedlichen Vesikeln gebundene Anx2-Molekile mit ihren Bindungs-

stellen fir S100A10 Uber ein S100A10-Dimer einen Brickenmechanismus
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zwischen zwei verschiedenen Lipiddoppelschichten erstellen (Gerke and Moss
1997; Rety, Sopkova et al. 1999; Lewit-Bentley, Rety et al. 2000; Rety,
Osterloh et al. 2000). Ahnliches kann wohl fiir den Anx1-S100A11-Komplex

angenommen werden. Das laBt darauf schliessen, dass Anxl und Anx2 an

Membranfusionen beteiligt sind.

Festzuhalten ist, dass die N-terminale Gruppe entscheidenden Einfluss auf die

funktionelle Spezifitat der Annexine nimmt. Wie diese Funktionen variieren

kdnnen, spiegelt sich in den Lokalisationsorten wieder, die flir Annexine

beschrieben wurden (s. unten).

1.4.2 Lokalisation

Annexin | Lokalisation Referenz
Annexin 1 | Plasmamembran, friihe Endosomen Seemann, Weber et al. 1996
spat-endosomales Kompartiment Futter, Felder et al. 1993
Annexin 2 | Plasmamembran, friihe Endosomen Emans et al. 1993; Harder et al.
1997
Caveolae Harder and Gerke 1994
sekretorische Vesikel Nakata et al. 1990; Senda et al.
1994
Annexin 3 | Plasmamembran, Membranen Le Cabec and Maridonneau-
intrazellularer Granulae/Phagosomen Parini 1994
Annexin 4 | basolaterale und/oder apikale Membran | Massey, Traverso et al. 1991;
polarisierter Epithelzellen Kojima, Utsumi et al. 1994;
Massey-Harroche, Traverso et
al. 1995; Mayran, Traverso et
al. 1996
Annexin 5 | Plasmamembran, Endoplasmatisches Spreca, Rambotti et al. 1992;
Retikulum Giambanco, Verzini et al. 1993
Annexin 7 | Membranen intrazelluldarer = Granulae | Kuijpers, Lee et al. 1992
(Nebennierenrinde)
Plasmamembran (gestreifte Muskulatur) | Selbert, Fischer et al. 1995
Annexin Verteilungsmuster nicht exakt definiert
8, 9 und
10
Annexin Nukleus Mizutani, Usuda et al. 1992;
11 Mizutani, Watanabe et al. 1995
Annexin apikaler Birstensaum von Enterozyten Wice and Gordon 1992
13

Abb. 4) Lokalisation der Annexine. Die Lokalisation von Annexin 6 ist gesondert in dem
Kapitel 1.4.4 beschrieben.
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1.4.3 Funktion

Annexine treten praktisch in allen Zelltypen nachweisbar auf und sind an einer
Vielzahl intrazelluldarer und membranassoziierter Prozesse beteiligt: die
Regulation der Membranorganisation, des Membranverkehrs, der Verknlipfung
von Membranen mit dem Zytoskelett und der Organisation des Zytoskeletts.
AuBerdem beeinflussen Annexine die Zelldifferenzierung, das Zellwachstum
und die Signaltransduktion. Extrazellular sind Annexine in biologische Ablaufe
wie der Blutkoagulation beteiligt (Gerke and Moss 2002). Dabei steht die Rolle
der Annexine in Prozessen des Membranverkehrs im Vordergrund und soll

exemplarisch an Anx6 dargestellt werden.

1.4.4 Annexin 6

Anx6 weist eine strukturelle Besonderheit innerhalb der Annexinfamilie auf,
indem es zwei Kerndomanen aus jeweils vier Annexinrepeats besitzt. Diese
zwei Repeat-Tetraden verbindet eine 49 Aminosauren lange Verbindungshelix,
die die koplanare Bindung beider Halften an Membranen ermdglicht (s. Abb. 5;
Zaks and Creutz 1991). Es wird vermutet, dass Anx6 durch Duplikation und
Fusion einer einzelnen Kerndomane entstand (Smith, Davies et al. 1994). Die
Bedeutung der zwei Kerndomanen ist nicht hinreichend geklart. Jedoch liefert
die Duplikation eine zweite calciumabhangige Membranbindungsstelle und
ermoglicht somit ein eventuelles Interagieren verschiedener Membranen, das

der Vesikelfusion vorausgeht (Avila-Sakar, Kretsinger et al. 2000).
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Abb. 5) Molekulare Struktur von Annexin 6.
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Anx6 lokalisiert an der PM von Rattenhepatozyten (Tagoe, Boustead et al.
1994; Weinman, Feinberg et al. 1994) und Erythrozyten (Bandorowicz, Pikula
et al. 1992). Es interagiert mit dem Aktinzytoskelett in Fibroblasten (Hosoya,
Kobayashi et al. 1992). Anx6 findet sich in verschiedenen Zelltypen vor allem
in frihen und spaten endozytotischen Kompartimenten, das fir eine regula-
torische Rolle von Anx6 wahrend der Endozytose spricht. Daflir spricht auch
die Identifikation von Anx6 in clathrinumhdllten Vesikeln (Turpin, Russo-Marie
et al. 1998). So wurde Anx6 an frihen und spaten Phagosomen von ]774-
Makrophagen entdeckt (Desjardins, Celis et al. 1994). Eine ahnliche
Lokalisation von Anx6 zeigen Untersuchungen in Anx6-Uberexprimierenden
CHO-Zellen (Grewal, Heeren et al. 2000) und Analysen an hepatischen
Endosomen (Jackle, Beisiegel et al. 1994). Anx6 findet sich in polarisierten
Hepatozyten der Ratte vor allem in apikalen, Rab5-positiven endozytotischen
Strukturen (Ortega, Pol et al. 1998). Studien in NRK-Zellen lokalisierten Anx6
sowohl in peripheren Rab5-positiven Endosomen als auch in perinukledren
Rab5-negativen Vesikeln (Pons, Ihrke et al. 2000; Pons, Grewal et al. 2001).
Das variierende Verteilungsmuster spiegelt vermutlich den dynamischen
Zustand von Anx6 in vivo wieder. Veranderungen in der intrazellularen
Calciumkonzentration, der Lipidkomposition und des intrazelluldren Transports
von Liganden kénnen eine Umverteilung von Anx6 zwischen subzelluldren
Kompartimenten ausldésen. Ein Beispiel dafur liefern glatte Muskelzellen. Bei
einem Anstieg des freien intrazellularen Calciumspiegels verlagert sich Anx6
vom sarkoplasmatischen Retikulum zu sarkolemmalen Strukturen (Babiychuk,
Palstra et al. 1999; Babiychuk and Draeger 2000).

Bei der Beschreibung der Funktion von Anx6 soll die Rolle im zellularen
Membranverkehr hervorgehoben werden. Dabei soll im Folgenden besonders
auf, erstens, die Beteiligung von Anx6 bei der Ausknospung von Clathrin
Coated Pits (CCP) an der PM und, zweitens, auf die Regulation des Targeting
endosomaler Membranen zu Lysosomen durch Anx6 eingegangen werden.
Zum ersten Punkt: Bereits unter 1.1.1 ist auf den Prozess des Ausknospens
der CCPs aus der PM (Budding) bei der rezeptorvermittelten Endozytose
eingegangen worden. Die AG um R. Anderson zeigte in einem in-vitro-System,
dass Anx6 gemeinsam mit Calcium, ATP und weiteren zytosolischen Faktoren
einen stimulatorischen Effekt auf das Abschniren von CCPs wahrend der

rezeptorvermittelten Endozytose hat (Lin, Moore et al. 1991; Lin, Sudhof et al.
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1992). Dass Anx6 durch Interaktion mit dem Zellgerlist an der
Umstrukturierung des Zytoskeletts wahrend der rezeptorvermittelten
Endozytose beteiligt ist, wurde durch zahlreiche Beobachtungen bestatigt. So
lieB sich eine phosphatidylserin- und calciumabhangige Bindung von Anx6 an
die N-terminale Region von B-Spektrin identifizieren. Spektrin bildet
gemeinsam mit anderen Zytoskelettproteinen ein Gerust direkt unterhalb der
PM, welches wahrend der Endozytose kurzzeitig aufgelést werden muss. Die
Bindung von Anx6 an B-Spektrin hat das Dissoziieren von B-Spektrin von der
PM zur Folge. Dabei rekrutiert Anx6 eine Cystein-Protease, Calpain 1, welche
die Spaltung des membrangebundenen B-Spektrins durchflihrt und somit das
Eintreten des sich I6senden CCP in das Zellinnere ermdéglicht (Harris and
Morrow 1990; Hu and Bennett 1991; Kamal, Ying et al. 1998). Die Behandlung
von Fibroblasten mit ALLN, einem Cystein-Protease-Inhibitor, wahrend der
rezeptorvermittelten LDL-Aufnahme flihrte zu alternativen, Anx6- und clathrin-
unabhangigen Internalisierungsmechanismen und einer reduzierten lyso-
somalen Degradation des LDL.

Zusatzlich enthalt Spektrin eine Bindungsstelle flir F-Aktin, die im Falle einer
Interaktion mit Anx6 flr Aktin nicht zuganglich ist und dadurch zu einer
Inhibition der Vernetzung und Gerustbildung von B-Spektrin und F-Aktin
fuhren kénnte (Watanabe, Inui et al. 1994). Diese Beobachtung kénnte bei der
Anx6-abhangigen Spaltung des Spektrins ebenfalls eine Rolle spielen.

Uber die Interaktion mit Spektrin hinaus spricht der Nachweis der Assoziation
und Kolokalisation von Anx6 mit Dynamin flr eine Rolle in der Bildung von
CCPs (Turpin, Russo-Marie et al. 1998). Dynamin ist nicht nur durch seine
GTPase-Aktivitat wahrend des Ausknospens von CCPs charakterisiert (s.
1.1.1), sondern auch durch eine calciumabhangige Bindung zu PL (Liu, Powell
et al. 1994). Anx6 fungiert hier mdglicherweise als Stabilisator der Dynamin-
Membran-Interaktion (De Camilli, Takei et al. 1995; Wang, Sudhof et al.
1995).

Arbeiten von Grewal et al. bestdatigen eine Rolle von Anx6 bei der
rezeptorvermittelten Endozytose. In CHO-Zellen fiihrte die alleinige Uber-
expression von Anx6 nicht zu einer gesteigerten und rezeptorvermittelten LDL-
Aufnahme, vermutlich wegen der limitierenden Zahl der LDL-Rezeptoren auf
der Zelloberflache. Die Koexpression von Anx6 und LDL-R resultierte jedoch in

einem linearen Anstieg der LDL-Internaliserung und LDL-Degradation (Grewal,
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Heeren et al. 2000). Der stimulierende Effekt von Anx6 liegt dabei vermutlich
in einer erhohten Internalisationsrate von Rezeptor-Liganden-Komplexen
durch eine gesteigerte Ausbildung von clathrinumhdillten Transportvesikeln.
Andere Arbeiten legen dagegen keine essentielle Funktion fir Anx6 in der
rezeptorvermittelten Endozytose nahe (Smythe, Smith et al. 1994). Anx6-
defiziente A431-Zellen und Anx6-exprimierende A431-Zellen zeigten
vergleichbare Internalisierungs- und Recyclingraten des Tf-R. Dabei war man
auf den endogenen Tf-R angewiesen und nahm nur das Recycling des Tf-R als
MaB fur den Einfluss von Anx6 auf die Tf-R Endozytose. Grewal et al. zeigten
jedoch, dass auch die Koexpression von Anx6 und Tf-R in CHO-Zellen keinen
Einfluss auf das Recycling des Tf-R hat und damit unabhangig von Anx6
ablauft (Grewal, Heeren et al. 2000).

Zum zweiten Punkt, der Regulation des Targeting endosomaler Membranen zu
Lysosomen durch Anx6: Hier ist die Rolle von Anx6 in endosomalen Transport-
und Fusionsvorgangen, vor allem im Targeting von Vesikeln zu LE und
Lysosomen (spat-endozytotisches Kompartiment) hervorzuheben. In NRK-
Fibroblasten und WIF-B-Hepatomzellen fand sich Anx6 in perinukledren
Regionen und kolokalisierte mit Igp120, einem Markerprotein fir das
pralysosomale Kompartiment (Pons, Ihrke et al. 2000; Pons, Grewal et al.
2001). Die oben beschriebene Arbeit mit ALLN fUhrte zur Akkumulation von
LDL in Vesikeln, die perinuklder lokalisierten, und zu einer Reduzierung der
LDL-Degradation (Kamal, Ying et al. 1998). Ein ahnliches Bild mit einer
gestérten LDL-Degradation zeigte sich bei NRK-Zellen nach der Injektion einer
Anx6-Mutante, die keine Bindungseigenschaften zu B-Spektrin und
Membranen aufwies (Pons, Grewal et al. 2001). Damit erscheint Anx6
essentiell fir das Zuflihren von Transportvesikeln entlang des degradativen
Weges zu Lysosomen. Unterstltzt wird diese Hypothese durch die gesteigerte
LDL-Degradation in Anx6-Uberexprimierenden CHO-Zellen. Gleichzeitig kommt
es infolge der LDL-Aufnahme zu einer Translokation von Anx6 an LE (Grewal,
Heeren et al. 2000). Die Aktivierung von Anx6 und/oder Anx6-bindender
Proteine konnte flr die gesteigerte Affinitat von Anx6 zu pralysosomalen
Membranen verantwortlich sein. Alternativ gibt es Hinweise flr die Bildung
spezifischer Membrandomanen (Kobayashi, Gu et al. 1998; Gruenberg 2001),
in denen negativ geladene PL vermehrt vorkommen und damit zu einer

vermehrten Bindung von Anx6 an LE flhren kénnten. Ebenso kdnnte der
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beginnende Zerfall und Abbau von LDL-Partikeln in LE und Pralysosomen zu
einer veranderten Lipidkomposition der Membranen flhren, die die Bindungs-

affinitat von Anx6 steigert.

1.4.5 Regulation der Membranbindung von Annexinen

Bereits in 1.4.1 ist detailliert beschrieben, dass Annexine l6sliche und
hydrophile Proteine sind, die calciumvermittelt an negativ geladene PL binden.
Diese calciumabhangige Bindungseigenschaft wird von allen Annexinen geteilt,
jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Sensitivitat far Calcium und der
Spezifitat fur PL. Mit absteigender Affinitat binden Annexine an Phosphatidyl-
saure, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol. Einige Annexine binden an
neutrale PL wie Phosphatidylethanolamin, jedoch nicht an Phosphatidylcholin
oder Sphingomyelin (Raynal and Pollard 1994). Fir Anx2 wurde eine
spezifische Bindung zu Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns-4,5-P,)
nachgewiesen, die nicht fir alle Annexine allgemein glltig ist. Anx2 als F-
Aktin-bindendes Protein nimmt hier an der Regulation der PtdIns-4,5-P,-
abhangigen Umstrukturierung der Membran und des Aktin-Zytoskeletts
wahrend der Bildung von endozytotischen Vesikeln teil (Hayes et al. 2004).
Durch Entzug des Calciums translozieren die Annexine wieder ins Zytoplasma
und kdénnen nach einer weiteren Calcium-Induktion wieder an die gleichen
oder an andere Membranen binden. Dies erklart wohl auch die Dynamik der
Annexine und die zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse in Lokalisations-
studien. Wie an der intrazellularen Verteilung und Lokalisierung der
verschiedenen Annexine zu erkennen ist, kann die calciumabhangige Bindung
an PL nicht als alleiniger Regulationsmechanismus angenommen werden
(Babiychuk and Draeger 2000). Fir das spezifische Bindungsverhalten von
Annexinen gegenlber intrazelluldaren Membranen sind nicht nur subzellulare
Anderungen des zelluldren Calciumspiegels, sondern auch variierende Lipid-
kompositionen der intrazelluldren Organellen und die Proteinfaktoren, die sich
an den verschiedenen Verteilungsmustern der Lipide in diesen Membranen
beteiligen, ausschlaggebend.

Als zusatzlichen Regulationsmechanismus fiir das spezifische Verteilungs-
muster wird die pH-abhangige Affinitatsanderung diskutiert. Dabei sind flr
Anx2, Anx5 und Anx6 bei einem sauren ph-Wert Konformationsanderungen

beschrieben, die zu einem veranderten Bindungsverhalten fihren (Rosengarth
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et al. 1998; Kohler et al. 1997; Golczak, Kicinska et al. 2001; Golczak,
Kirilenko et al. 2001).

Daneben ist auch ein calciumunabhangiges Bindungsverhalten fur Annexine
bei einem neutralen ph-Wert beobachtet wurden (Jost, Zeuschner et al. 1997).
Calciumbindende Agenzien flUhrten zur Identifikation eines EGTA-resistenten,
calciumunabhdangig membrangebundenen Anx2-Pools. Studien mit cholesterin-
sequestrierenden Agenzien wie Digitonin und Filipin setzten diese calcium-
unabhangig membranbindenden Anx2-Proteine frei. In dieser calcium-
unabhangigen Membranbindung von Anx2 spielt das in der Membran
enthaltene Cholesterin somit eine entscheidende Rolle (Harder, Kellner et al.
1997; Jost, Zeuschner et al. 1997). Demnach wird der Lipidkomposition von
Membranen und ihrem Cholesteringehalt ein Einfluss auf die Regulation der
subzelluldaren Lokalisation von Anx2 in Anwesenheit von Calcium eine wichtige
Rolle zugedacht. Gleichzeitig hatte das Aggregieren des Membrancholesterins
die Freisetzung Zytoskelett-bindender Proteine (a-Aktinin, Moesin, Ezrin und
Aktin) neben der von Anx2 zur Folge. Dies legt die Vermutung nahe, dass
Anx2 als ein Bindeglied zwischen zellularen Membranen und Elementen des
Zytoskeletts fungiert (Harder, Thiel et al. 1993; Harder, Kellner et al. 1997).
Flr das calciumunabhangige Bindungsverhalten von Anx2 wird die N-terminale
Gruppe des Molekils verantwortlich gemacht. Mittels einer Proteinchimare aus
der N-terminalen Gruppe von Anx2 und der C-terminalen Kerndomane von
Anxl lieB sich das calciumunabhangige Bindungsverhalten auf Anx1
Ubertragen (Konig and Gerke 2000). Weitere Arbeiten dazu lieferte die
Arbeitsgruppe um Ayala-Sanmartin. Ein Teil des Anx2 blieb trotz EGTA-
Behandlung an chromaffine Granulae gebunden. Mit dem cholesterin-
sequestrierenden Methyl-B-Cyclodextrin lieB sich ein Teil des calcium-
unabhangig gebundenden Anx2 freisetzen (Ayala-Sanmartin, Henry et al.
2001). In weiteren Studien beobachtete diese AG eine von Cholesterin
vermittelte calciumunabhangige Bindung von Anx2 an Liposomen, in deren
Membranen das PL Phosphatidylserin erforderlich war. Bei konstantem Anteil
von Phosphatidylserin kam es durch die Erhéhung des Cholesterinanteils in
den Liposomenmembranen zu einer Steigerung dieser calciumunabhangigen
Bindung von Anx2. Mittels eines proteolytisch am N-Terminus beschnittenen
Anx2-Proteins, das in Calciumabwesenheit nicht an phosphatidylserin- und

cholesterinhaltige Liposomen band, konkretisierte die AG, dass die cholesterin-
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vermittelte Bindungsaffinitdt von Anx2 nicht direkt (ber die N-terminale
Gruppe erfolgt (Ayala-Sanmartin 2001). Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Koénig und Gerke, die das calciumunabhangige Bindungs-
verhalten von Anx2 mit dem N-Terminus von Anx2 auf Anx1 Ubertrugen.
Unterstltzt wurde diese Hypothese von Ayala-Sanmartin durch Analysen mit
Anx5 und Anx6, die unterschiedliche N-terminale Gruppen, aber homologe
Kerndomanen besitzen. Ohne Calcium waren beide Annexinproteine nicht
fahig, an Liposomen zu assoziieren. Cholesterin erhéhte die calciumabhangige
Bindung von Anx5 und Anx6 an PL (Ayala-Sanmartin 2001). Dabei spekuliert
der Autor, dass Cholesterin die Interaktion von Annexinen und Phosphatidyl-
serin innerhalb des Liposoms verbessert (Ayala-Sanmartin 2001).

Diese Wechselwirkungen zwischen Cholesterin und Annexinen zeigen deutlich,
dass neben der calciumabhdngigen Membranbindung von Annexinen auch
Cholesterin in Membranen ein zusatzlicher Modulator im Bindungsverhalten
und der intrazellularen Verteilung von Annexinen sein kann. Fir Anx6 wurden
LE als ein Hauptlokalisationsort beschrieben (s. 1.4.4; Ergebnisse der AG
Grewal). Gerade in LE mit ihren multivesikularen Strukturen, die flr die
Degradation cholesterinreicher LDL-Partikel und der subzelluldren Verteilung
freien Cholesterins sorgen (s. 1.3.5), erscheinen moégliche Wechselwirkungen
zwischen Cholesterin und Anx6 von Bedeutung flir diese physiologischen

Vorgange und bedlirfen daher weiterer Bindungsstudien fir Anx6.
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1.5 Ziel der Arbeit

Arbeiten von der AG Grewal konnten zeigen, dass die LDL-Internalisierung in
Anx6-uUberexprimierenden CHO-Zellen zur vermehrten Bindung und
Translokation von Anx6 an LE fihrt (Grewal, Heeren et al. 2000), wobei eine
Uber die transiente Veranderung der intrazelluldaren Calciumkonzentration
vermittelte Bindungsreaktion als alleiniger Mechanismus unwahrscheinlich
erscheint. Da es wahrend der LDL-Degradation zur Akkumulation von
Cholesterin und Cholesterinester im spat-endozytotischen Kompartiment
kommt, deuten diese Ergebnisse auf eine Rolle von Cholesterin bei der
Bindung von Anx6 an Membranen hin.

Deshalb soll in dieser Arbeit das Bindungsverhalten an LE als eine
Hauptlokalisation flir Anx6 genauer charakterisiert werden. Die Frage, wie
Cholesterin die Bindungsaffinitat von Anx6 an endosomale Membranen
beeinflusst, stand dabei im Mittelpunkt. Im ersten Teil dieser Arbeit steht die
Etablierung eines Systems im Vordergrund, unter welchen Inkubations-
bedingungen sich in vitro der Einfluss von Cholesterin auf die Membranbindung
von Anx6 analysieren lasst. Daflir wurden unselektionierte Membranen von
CHO-Zellen in einem Gelelektrophorese-System verwendet. Unter Berlck-
sichtigung dieser Inkubationsbedingungen soll im Weiteren an isolierten
Endosomen, die durch die subzelluldare Fraktionierung gewonnen werden, der
Einfluss von Cholesterin auf die Bindungsaffinitdit von Anx6 selektiv zu
endosomalen Membranen und damit auf die intrazellulére Lokalisation von
Anx6 untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen schlieBlich stabile Zelllinien etabliert werden,
die Green-Fluoreszent-Protein-Annexin-Fusionsproteine (GFP-Anx) exprimieren
und die Analyse der Bindungsaffinitditen von Anx6 und Anx2 in der
Lebendzellmikroskopie ermdéglichen. Zunachst soll hier zum einen der
Expressionsnachweis dieser Fusionsproteine (GFP-Anx2 und GFP-Anx6) in den
transfizierten CHO-Zellen erfolgen und zum anderen das Bindungsverhalten
dieser Fusionsproteine mit den bekannten intrazelluldren Lokalisationen fir

Anx2 und Anx6 verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Blottingkammer Trans-Blot Cell
Feinwaage BP 410 S
Filmbelichtungskassetten
Fluoreszenzmesser Fluorocount
Frigostat Kihlelement
Gelelektrophorese-Systeme
Heizblock Thermostat 5320
Inkubator B5060 EC/CO,

Magnetrihrer und Heizplatte IKAMAG RH

Magnetrihrstab

ph-Meter MP 220

Pipettierhilfe Accu-Jet
Powersupply Power Pac 300
Prazisionspipetten
Spectrophotometer

Vortexer VF2

Wasserbad Typ 1083

Werkbank Typ LAF Vertikalstrom, steril
Zentrifuge, Tischzentrifuge
Zentrifuge, Laborfuge 400R
Zentrifuge, L7-55 Ultracentrifuge
Zentrifuge, TL-100 Ultracentrifuge
Zentrifugenrotor SW 41

100 pl Spritze mit runder Kanile

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

1,5 ml Réhrchen
6-/ 12-well plate
98-well plate

Deckglaschen 13 mm @ rund

Hersteller

Bio-Rad

Sartorius

Rego

Packard

Desaga

Hoefer Scientific Instruments
Eppendorf

Heraeus Instruments
Janke&Kunkel IKA Labortechnik
Plastibrand

Mettler Toledo

Brand

Bio-Rad

Eppendorf

Hitachi

Janke&Kunkel IKA Labortechnik
GFL

BDK

Sigma

Heraeus Instruments
Beckmann

Beckmann

Beckmann

Hamilton Bonaduz

Hersteller
Greiner
NUNC
Packard

Assistent
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Einmalspritzen 1 ml, 5 ml, 10 ml

Falcon Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml
Filtersystem 500 ml

Gel-Blotting Papier GB 002

Kanulen (G20-24)

Kavetten 10 x 10 x 45 mm Halb-Mikro
Parafilm

PD-10 Saule

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

Protan Nitrocellulose Transfer Membrane
Réntgenfilm Biomax MR 18 x 24 cm
Spritzenvorsatzfilter 0,22 und 0,45 pm
Ultra-Clear Zentrifugenréhrchen
Centrifuge Tube 11 x 34 mm

Ultra-Clear Zentrifugenréhrchen
Centrifuge Tube 14 x 89 mm
Zellkulturflaschen 75 cm?

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien

Bezeichnung

Aceton
Acrylamid-Bis-Fertiglésung (30/0,8)
Ammonium Persulfat

Amplex Red Cholesterol Assay Kit
Antipain

Borsaure

Bromphenolblau

BSA (Albumin aus Kéalberserum)
CaCl; (Calciumchlorid)
Chymostatin

CuSO0, (Kupfersulfat)

Digitonin

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Braun

Greiner

Corning
Schleicher&Schull
Becton Dickinson
Greiner
American National Can
Amersham
Greiner

Becton Dickinson
Greiner
Schleicher&Schill
Kodak

Qualilab

Beckmann

Beckmann
Costar

Beckmann

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

Fluca

Sigma
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ECL (enhanced chemiluminescence)-
Detektion-Reagenz

ECL-Marker

ECL-Marker Antikérper (HRP-konjugiert)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol

FBS (Fotales Kalberserum)

Filipin

Fugene™ Transfection Reagenz
G418 Sulphat (Geneticin)

L-Gutamin

Glycerol

Glycin

HCI (Salzsaure)

Imidazol

Isobutanol

Kaliumtartrat

Leupeptin

2-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

Mowiol

NaCl (Natriumchlorid)

Na,COs (Natriumbicarbonat)

NaOH (Natronlauge)

Nutrient Mixture F-12 (HAM)

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung)
Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)
Pepstatin A

PFA (Paraformaldehyd)
Ponceau-Farbeldsung

PPD (Paraphenylendiamin)
Rainbow-Marker RPN 756

Saponin

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Amersham
Cell Signaling
Cell Signaling
Sigma
Merck
Gibco
Sigma
Boehringer Mannheim
Gibco
Gibco
Sigma

Roth

Merck
Sigma
Merck
Merck
Calbiochem
Serva
Merck
Bio-Rad
Calbiochem
J.T.Baker
Merck
Merck
Gibco
Gibco
Gibco
Calbiochem
Sigma
Serva
Sigma
Amersham
Sigma
Sigma
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Silane (3-Aminopropyltriethoxy-Silane) Sigma
TEMED (Tetramethylethylenediamin) Bio-Rad
Tris-Base Invitrogen
Trypsin-EDTA Gibco
Tween Merck
2.1.4 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Zelllinien verwendet: CHO (Chinese
Hamster Ovary)-Wildtyp-Zellen (CHOwt) und eine Anx6-Uberexprimierende
CHO-Zelllinie (CHOanx6). Dieser CHOanx6-Klon wurde von der AG Grewal
hervorgebracht (Grewal, Heeren et al. 2000). Beide Zelllinien wurden in
folgendem Nahrmedium kultiviert: Nutrient Mix F-12 (HAM), 10% FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin.

Die CHOanx6-Zellreihe wurde mit 1 mg/ml G418 Sulphat (Geneticin)

selektioniert.

2.1.5 Antikorper

Folgende Antikdérper (AK) wurden beim Western-Blot als primdre AK

eingesetzt:

Antikorper Ursprung | Verdiinnung | Herkunft

anti-Annexin 6;
polyklonal Schaf 1:250 Grewal et al. 2000

anti-Annexin 2

H7; monoklonal | Maus 1:1000 Osborn et al. 1988
anti-Caveolin; Transduction Laboratories; Cat.-
polyklonal Kaninchen |1:10000 No. C 13630-150

Die Verdinnung aller Primarantikdrper erfolgte in 5% BSA 0.1% Tween.
Fur die immunfluoreszenztechnische Darstellung der primaren AK wurden
folgende sekundaren AK eingesetzt, die alle von Jackson Immuno Research

bezogen wurden:

37



Methoden

Antikorper Ursprung |Verdiinnung |

RAS-PO (Rabbit Anti-Sheep Peroxidase
conjugated): AffiniPure IgG AK Kaninchen 1:1000

GAM-PO (Goat Anti-Mouse Peroxidase conjugated):
AffiniPure IgG AK Ziege 1:5000

GAR-PO (Goat Anti-Rabbit Peroxidase conjugated):
AffiniPure F(ab), Fragment IgG AK Ziege 1:1000

Die Verdinnung aller Sekundarantikérper ist in 10% Milchpulver 0.1% PBS

Tween durchgefihrt worden.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fir das Kultivieren von eukaryotischen Zellen diente eine sterile Werkbank
und sterile Einwegarbeitsmaterialien. Gearbeitet wurde mit adharenten CHO-
Zellen in 75 cm?2 Kulturflaschen bei Inkubationsbedingungen von 37°C und 5%
CO,. Das Passagieren der Zellen erfolgte bei einer Zelldichte von 70-80%
Konfluenz. Dazu wurde das Nahrmedium abgesaugt, die Zellen dreimal mit 10
ml PBS (140 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2HPO4, ph
7,3) gewaschen und mit 5 ml Trypsin/EDTA 2-3 Minuten behandelt. Die
Proteaseaktivitat von Trypsin wurde durch das Hinzufigen von 10 ml
Nahrmedium gestoppt, gefolgt von der Zellpassage im Verhaltnis von 1:4 bis
1:6. Die Zellen wurden in frische Kulturflaschen Uberflihrt, die zur gleich-
maBigen Verteilung der Zellen geschwenkt und mit Nahrmedium auf 15 ml

aufgefillt wurden.

2.2.2 Ausplattieren von Zellen

Nach Beendigung der Trypsinisierung und dem Gewinnen einer Zellsuspension
wurden je 4 ml der Suspension auf Einfachkulturschalen von 14,5 cm
Durchmesser verteilt, die anschlieBend mit 20 ml Nahrmedium aufgefillt

wurden. Die Inkubation erfolgte bis zu einer Zelldichte von 80% Konfluenz.

2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Trypsinierte Zellen wurden mit 10 ml Medium versetzt und bei 2500 rpm fir 5
min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 10 ml PBS gewaschen, erneut pelletiert
und in 1 ml Ham’s F-12 resuspendiert. Dieser Lésung wurde anschlieBend 1 ml
Gefrierlésung (DMEM, 20% FCS, 20% DMSO) tropfchenweise zugefligt und in
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Kryorohrchen Uberflihrt, dem ein zweistiindiges Abkihlen auf 4°C folgte.
Danach wurden die Zellen durchschnittlich 2 Tage bei —-80°C gelagert, gefolgt
vom Umsetzen der Kryordhrchen in fllissigen Stickstoff.

Fir die Rekultivierung wurden tiefgefrorene Zellen in 37°C warmen Wasser
aufgetaut, in 15 ml Nahrmedium aufgenommen und in 75 cm?2 Zellkultur-

flaschen ausplattiert.

2.2.4 Transfektion von Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit war es ndétig eine stabile, GFPanx6-exprimierende
CHO-Zelllinie herzustellen.

Mit Hilfe des Fugene6 Transfection Reagenz wurden deshalb CHOwt-Zellen
entsprechend den Angaben des Herstellers mit 1 ug pcDNAGFPanx6-DNA
transfiziert (1 x 10° CHOwt-Zellen/ 14,5 cm @ groBe Einfachkulturschale). 24
Stunden nach der DNA-Transfektion fand ein Nahrmediumwechsel statt. Um
stabil transfizierte Zellen zu selektionieren, wurde G418 in einer Konzentration
von 1 mg/ml dem Nahrmedium zugesetzt. Western-Blot-Analysen von

Zelllysaten dienten als Transfektionskontrolle (s. 2.2.10)

2.2.5 Praparierung von Membranproteinen

Auf 14,5 cm groBen Kulturschalen ausplattierte Zellen (2-3 x 10° CHOwt-
Zellen) wurden mit kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1-3 ml kaltem
PBS wurden die Zellen mit einem Zellschaber gelést, in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen tberflihrt und 2 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die
pelletierten Zellen wurden in 100 pl Solubilitatspuffer mit ph 7,4 (50 mM Tris-
HCI, 2 mM CaCl,, 80 mM NaCl, 1% Triton) suspendiert und mit
dreiBigminutiger Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Dem Solubilitats-
puffer war ein Proteaseninhibitorcocktail (10 mM Antipain, 10 mM
Chymostatin, 10 mM Leupeptin und 1 mM Pepstatin A) im Verhaltnis 1:1000
beigemengt, um die durch die Zelllyse freiwerdenden intrazelluldaren Proteasen
zu inaktivieren. Das Zelllysat wurde nochmals fir 3 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand zur Analyse

aufbewahrt, in dem sich die extrahierten Membranproteine befanden.

2.2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde nach der Methode von Lowry
(Lowry, Rosebrough et al. 1951) durchgefiihrt. Dazu wurde das Volumen einer

10 ul Probe (Zelllysat, Endosomenfraktion) auf 400 upl mit Aqua bidest
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aufgefillt. Nach Zugabe von 1 ml Lowrylésung (65 Teile Losung A [3% Na,Cos
in 0,15 N NaOH], ein Teil Lésung B [2% Kaliumnatriumtartrat], ein Teil L6ésung
C [1% CuS0O4 x 5H,0]) wurde die Probe flir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. 125 ul Folin wurden beigefligt, die Probe grindlich durchmischt und
bei Raumtemperatur flir 30 Minuten inkubiert. Die photometrische
Adsorptionsbestimmung erfolgte bei einer Wellenldange von 750 nm. Als
Proteinstandard diente eine parallel angesetzte Albumin-Standardreihe.

Die Proben- und Standardreihe wurden als Doppelwerte bestimmt und daraus

die Mittelwerte gebildet.

2.2.7 Fluorometrische Bestimmung der Cholesterinkonzentration

Zur Bestimmung der Cholesterinkonzentration diente der Amplex Red
Cholesterin Assay Kit. Dazu wurden die 20 pl Proben (Endosomenfraktion) mit
dem Reaktionspuffer (0,1 M Kaliumphosphat, 5 mM NaCl, 0,1% Triton X-100,
ph 7,4) auf ein Volumen von 50 pl aufgeflllt. AnschlieBend wurde auf der
Grundlage des Reaktionspuffers eine 300 uM Amplex-Red-Reagenz, 2 U/ml
HRP, 2 U/ml Cholesterin-Oxidase und 0,2 U/ml Cholesterin-Esterase
beinhaltende Arbeitsldsung hergestellt, von der 50 pl zu jeder Probe gegeben
wurde. Das Gesamtvolumen betrug nun 100 ul. Die Inkubation der Probe mit
dieser Arbeitslésung erfolgte bei 37°C fur 30 Minuten unter Lichtschutz. Mit
einem Fluorometer wurde die Extinktion der Proben bei 530 nm/ 590 nm
gemessen. Eine Standardreihe (Precipath) mit bekannter Konzentration diente
der Berechnung der Konzentrationen der Proben. Die Proben- und
Standardreihe wurden als Doppelwerte bestimmt, daraus die Mittelwerte
gebildet und die Cholersterinkonzentration auf die Proteinkonzentration der

Probe normiert (pg Cholesterin/ mg Protein).

2.2.8 Subzellulare Fraktionierung

Die Isolation von endosomalen Fraktionen wurde nach der Methode von Gorvel
durchgefiihrt (Gorvel, Chavrier et al. 1991). Auf 14,5 cm groBen Einfach-
kulturschalen ausplattierte Zellen (2-3 x 10’ CHO-Zellen) wurden mit 4°C
kaltem PBS gewaschen. Von diesen Kulturschalen wurden die Zellen bei
Zugabe von 10 ml HB (homogenization buffer: 250 mM Sucrose, 3 mM
Imidazol, ph 7,4) mit einem Zellschaber abgelést, in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberflhrt und in einer Zentrifuge bei 2200 rpm fir 10

min pelletiert. Dem vorsichtigen Absaugen des Uberstandes folgte das Losen
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der Zellen in 2 ml HB, dem im Verhaltnis 1:1000 Proteaseninhibitorcocktail (1
mM Pepstatin A, 10 mM Chymostatin, 10 mM Leupeptin und 10 mM Antipain)
zugesetzt war. Die Zellen wurden mit einer Kanile der GroBe G22
homogenisiert, das im Mikroskop kontrolliert wurde. AnschlieBend erfolgte das
Abtrennen von Zellkern und Zelltrimmern durch Zentrifugation bei 3400 rpm
fir 15 min. Der durch die Zentrifugation entstandene postnukledre Uberstand
(PNS) mit den subzelluldaren Fraktionen wurde mit einem Sucrose-Dichte-
Gradienten aufgetrennt. Dieser postnukledre Uberstand enthielt neben
Membranen der PM, des TGN und ER auch endosomale Membranen der

lysierten Zellen. Das Pellet wurde verworfen.

Zur Endosomenpraparation mittels Sucrose-Dichte-Gradienten wurden 840 pl
postnukledrer Uberstand mit 1160 pl 62%iger Sucroseldsung gemischt, um
eine Gesamtsucrosekonzentration von 40,2% zu erhalten. Daraus ergab sich
ein 2 ml Volumen, das vorsichtig mit 3 ml einer 35%igen Sucroselésung
beschichtet wurde. Die weitere Beschichtung erfolgte mit 2 ml einer 25%igen
Sucroselésung sowie abschlieBend mit 3 ml einer HB+PIC-Lésung. Diese
Anordnung des Sucrose-Dichte-Gradienten erfolgte in einem 14 x 89 mm
groBen Zentrifugenréhrchen von Beckmann, das dann in den Schwingkopf des
vorgekihlten Beckmann-SW-41-swing-out-Rotor eingelassen und mit einem
Gegengewicht auf 0,002 g genau austariert wurde. Die Trennung der frihen
Endosomen, spaten Endosomen und schweren Membranen erfolgte an den
Trennschichten der unterschiedlichen Sucroselésungen bei 30000 rpm fur 90
min in einer auf 4°C vorgekihlten Zentrifuge. Die einzelnen Fraktionen wurden
durch die sukzessive Abnahme von 0.5 - 1 ml Fraktionen von oben
gesammelt. Um die Reinheit der frih- und spat-endosomalen Fraktionen zu
Uberprifen, wurde jede Fraktion auf ihre B-Hexosaminidaseaktivitat getestet
(Fischer et al. 1980). Dabei zeigte sich in allen Experiment eine starke
Anreicherung der B-Hexosaminidaseaktivitat in den spat-endosomalen
Fraktionen. An Endosomen gebundene Proteine wurden mittels der SDS-PAGE,
Western-Blot und der ECL-Immunodetektion nachgewiesen.

Samtlichen Sucroselésungen wurde 3 mM Imidazol zugesetzt, der ph auf 7,4
eingestellt. Die Losungen wurden steril filtriert. Alle Arbeiten fir das Gewinnen

subzellularer Fraktionen wurden auf Eis durchgefihrt.
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2.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der von Laemmli beschriebenen Methode (Laemmli 1970) handelt es sich
um ein Verfahren, in dem denaturierte und mit negativen elektrischen
Ladungen versehene Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht in einem
Polyacrylamidgel, an dem ein elektrisches Feld angeschlossen ist, aufgetrennt
werden. Dazu wurden die aufzutrennenden Proben einer Vorbehandlung
unterzogen. Gleiche Proteinmengen der unterschiedlichen Proben wurden mit
Aqua bidest auf gleiches Volumen gebracht, gefolgt von der Zugabe des
finffach konzentrierten Probenpuffers (0,1 M Tris-HCI [ph 6,8], 2% SDS, 20%
Glycerin, 1% 2-Mercaptoethanol und 0,1% Bromophenolblau) zur Reduzierung
der Proben. Nach dem Durchmischen der Proben wurden die Proteine bei 95°C
und 5 min denaturiert und an das SDS gebunden. AnschlieBend wurden die
Proben auf 4°C abgekiihlt und auf das Gel aufgetragen.

Das Gelsystem bestand aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Das
Trenngel diente dem Auftrennen der Proteine, das Sammelgel der Bildung
einer einheitlichen Lauffront, deren Sichtbarwerden durch das Bromo-
phenolblau im Probenpuffer verursacht wurde. Bei der Herstellung des
Trenngels variierte entsprechend der gewutnschten Acrylamid-Prozentigkeit der
Aqua-bidest-Anteil. Fir einen 30 ml Ansatz eines 12,5% Trenngels wurden
12,5 ml einer 30%-Acrylamid-0,8%-Bislésung, 7,5 ml einer 1,5 M Tris-HCI [ph
8,8], 9,3 ml Aqua bidest, 0,6 ml 10% SDS und 0,2 ml 10% Ammonium-
persulfat benétigt. Nach Zugabe von 10 pl TEMED, das mit dem Ammonium-
persulfat als Katalysator zur Polymerisation des Acrylamids diente, wurde der
Ansatz zwischen 2 Glasscheiben eingebracht, die zu 3 Seiten luftdicht
abgeschlossen waren. Fir 20 ml eines 3,5% Sammelgels wurden 2,4 ml 30%-
Acrylamid-0,8%-Bislésung, 5 ml 0,5 M Tris-HCI [ph 6,8], 12,4 ml Aqua bidest,
0,2 ml 10% SDS und 0,3 ml 10% Ammoniumpersulfat angesetzt. Dieser
Ansatz wurde nach Gabe von 10 pyl TEMED auf das polymerisierte Trenngel
gegossen und zur Schaffung der Probenkammern mit einem Kamm besetzt.
Nach vollstdandiger Polymerisation wurde die Dichtung zwischen den Glas-
platten und der Kamm entfernt, die Probenkammern mit Laufpuffer gespilt
und das Gelsystem in vertikaler Richtung in eine mit Laufpuffer (0,25 M Tris,
0,2 M Glycin und 1% SDS, ph 8,8) gefillte Kammer gesetzt. In die
Probenkammern des Sammelgels wurden die vorbehandelten Proben sowie

zwei Standards zur Molekulargewichtsbestimmung (Amersham Rainbow-
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Marker RPN 756, ein biotinylierter Proteinmarker von Biolabs) mit einer 100 pl
Spritze von Hamilton eingebracht, gefolgt von dem Eintritt der Proben in das
Sammelgel durch das Anlegen von 5 mA Stromstarke. Nach Erreichen des
Trenngels erfolgte die Proteinauftrennung bei einer Stromstarke von 10-20 mA
fir 4 Stunden.

2.2.10 Western-Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel luftblasenfrei auf
einen Protan Nitrocellulosefilter gebracht und zu je beiden Seiten mit 2 Lagen
Blotpapier und einer Schwammmatte belegt. Nach Einbringen dieser Gel-
Nitrocellulose-Schichtanordnung in eine mit Blotpuffer (3% Borsaure, 20%
Methanol, ph 9) geflllten Kammer erfolgte der Proteintransfer bei einer
Stromstarke von 200-250 mA unter standiger Kihlung des in der Blotkammer
befindlichen Blotpuffers. Die Uberpriifung des Proteintransfers wurde mit dem
Farben der Nitrocellulose durch die Ponceau-S-Lésung (0,2% Ponceau S, 3%
Trichloressigsaure) durchgefiihrt. Das Entfarben der Nitrocellulose wurde
durch mehrmaliges Waschen in Aqua bidest erreicht (Towbin, Staehelin et al.
1979).

Immunodetektion von Proteinen in Western-Blots mittels ECL (Whitehead,
Kricka et al. 1979):

Dieses Verfahren dient der Erkennung von Proteinen auf der Nitrocellulose
mittels zweier Antigen-Antikérperreaktionen. Zunachst wird die Nitrocellulose
mit dem ersten AK inkubiert, der an das gesuchte Protein bindet. Dem folgt
eine Inkubation mit einem gegen den ersten AK gerichteten zweiten AK, an
den eine Horse-Radish-Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Diese erlaubt
zusammen mit dem ECL-Reagenz eine lichtabhdngige Reaktion, die auf einem
Rontgenfilm zur Erkennung des gesuchten Proteins flhrt.

Dazu wurde die Nitrocellulose fiir eine Stunde in eine Blocklésung (0,1%
Tween, 10% Milchpulver in PBS) gelegt. Dem folgte eine neunzigminultige
Inkubation mit dem ersten AK, der in 0,1% Tween, 5% BSA in PBS geldst war.
Bevor die Nitrocellulose fir 60 min mit dem zweiten AK bearbeitet wurde,
wurden drei Waschgange fur je 10 min in 0,1% Tween in PBS mit der
Nitrocellulose durchgefihrt. Auch der Inkubation mit dem zweiten AK folgten
mehrere Waschgange abgestuft mit 0,3% Tween in PBS (3x fur 5 min) und

0,1% Tween in PBS (3x fir 5 min) und zuletzt in reinem PBS (5x fir 1 min).
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Die Blocklésung sowie die mehrmals durchgefiihrten Waschgdnge dienten der
Reduktion unspezifischer Antigen-Antikérper-Reaktionen.

Zur Detektion der Antigen-Antikérper-Komplexe wurde die Methode der
Autoradiographie angewendet. Dazu wurden folgende Schritte in der
Dunkelkammer ausgeflihrt: die ECL-Detektion-Reagenz-Lésungen wurden laut
Protokoll vermischt, das Gemisch gleichmaBig auf die Membranstreifen verteilt
und far 1 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranstreifen trocken
getupft. Ein Rontgenfilm wurde darauf gelegt und fir 10 sec belichtet. Der
Film wurde entwickelt und dem ersten Belichtungsergebnis entsprechend

wurden weitere Belichtungen vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Calciumabhdngige Bindung von Annexin 6 an Membranen
von CHO-Zellen

Annexine sind im Zytosol vorliegende Proteine, die calciumvermittelt an
negativ geladene PL binden. Der Proteinkern ist flr diese reversible Bindung
verantwortlich. Calciumbindende Agenzien flihren zu einer Freisetzung der an
eine Phospholipidschicht bindenden Annexine (Gerke and Moss 1997; Grewal,
Heeren et al. 2000). Im Experiment sollte diese Bindungseigenschaft fir Anx6
bestatigt werden. Als Probe wurde ein von Zellkern und Zelltrimmern befreiter
Zellextrakt (postnuklderer Uberstand, PNS) von CHOwt-Zellen verwendet (s.
2.2.8). Um die calciumvermittelte und reversible Bindung von Anx6
darzustellen, wurden 50 pl der Proben (entspricht ~5 x 107 Zellen) zum einen
mit 50 mM EDTA und zum anderen mit 50 pM CaCl, inkubiert. EDTA
komplexiert Calcium und bewirkt ein Ablésen calciumabhdngig gebundener
Proteine von den Membranen, CaCl, dagegen stimuliert das Binden freier,
calciumabhangig bindender Proteine an die Membranen. Die Inkubation
erfolgte flir 30 min bei 4°C, anschlieBend wurden die Proben zentrifugiert. Die
Pellets (Membranen) wurden in je 50 pyl HB resuspendiert. Je 10 pul der
Uberstidnde (Zytosol) und Pellets wurden in einer 12,5%igen SDS-Page
aufgetrennt. Die in der SDS-Page untersuchten Proben hatten in diesen und
allen weiteren Experimenten eine Konzentration an Zellprotein von ca. 0,5-2
Mg/ul. Mittels der Western-Blot-Analyse wurde die Verteilung von Anx6, Anx2
und Caveolin untersucht (s. Abb. 6). Anx2 dient als Positivkontrolle, Caveolin

dagegen als Negativkontrolle, da es calciumunabhangig an Membranen bindet.

unbe-
handelt cacl, EDTA Abb. 6) Wirkung von 50 mM EDTA auf die

A A A Membranbindung des Anx6 in CHOwt-Zellen. Je

ein PNS von 4-6 x 107 CHOwt-Zellen wurde mit 50
U P U P U P )

mM EDTA (Spuren 5 und 6) bzw. mit 50 pM CaCl,
Y (Spuren 3 und 4) fiur 30 min bei 4°C inkubiert und

- — <—
‘ - e anx6 anschlieBend zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 pl
. - -p anx2 HB resuspendiert und je 10 pl der Uberstéande (U) und
Pellets (P) in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt

und mittels Western Blot auf die Verteilung von Anx6,

. _— .- <— cav Anx2 und Caveolin geprift. Die Spuren 1 und 2
3 4 6

zeigen U und P eines unbehandelten PNS.

1 2 5
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Uberstand (U) und Pellet (P) des unbehandelten PNS (Spuren 1 und 2) zeigen
flr die Verteilung von Anx6, dass es zu 60% in membrangebundener und zu
40% in freier Form vorliegt. Eine deutlichere Verteilung zugunsten der
membrangebundenen Form zeigt Anx2. Die Behandlung mit CaCl, erbrachte
flir beide Proteine kaum eine Anderung dieser Verteilung. Dies kann durch
eine bereits erfolgte Sattigung der Phospholipidbindungsstellen mit Annexinen
oder hohe Basalkonzentrationen von Calcium im Zytosol erklart werden.

Die Inkubation mit EDTA hingegen fuhrte bei Anx6 zu einer deutlich
reduzierten Membranaffinitat mit einem 80%igen Anteil an freiem Anx6 (Spur
5), dem nur ein geringer Teil membrangebundenes Anx6 gegenubersteht
(Spur 6). Zu einer ahnlichen Umverteilung kam es bei Anx2 (Spuren 5 und 6).
Der quantitative Unterschied in der calciumabhdngigen Bindung spricht flr
eine erhohte Calciumsensitivitat des Anx6 gegeniiber Anx2. Dies geht mit der
Beobachtung einher, dass ein Anteil des Anx2 calciumunabhdangig an
Membranen bindet (Jost, Zeuschner et al. 1997; Konig and Gerke 2000). Wie
erwartet zeigten Calcium und EDTA keinen signifikanten Einfluss auf die

Membranaffinitat von Caveolin (Vergleich der Spuren 2, 4 und 6).

3.2 Einfluss von Cholesterin auf die Bindung von Annexin 6 an

Membranen

3.2.1 Einfluss von Filipin auf die Membranbindung von Annexin 6

in Gegenwart von Calcium

Neben der in 3.1 dargestellten calciumabhangigen Membranbindung von Anx6
gibt es weitere regulierende Faktoren. So wirkt ein saurer ph-Wert ebenfalls
auf die Bindungsaffinitdt von Anx6 (Golczak, Kicinska et al. 2001; Golczak,
Kirilenko et al. 2001). Die Translokation von Anx6 an LE bei der rezeptor-
vermittelten Endozytose von LDL (Grewal, Heeren et al. 2000) gibt auBerdem
Anlass zu der Vermutung, dass LDL-Cholesterin bzw. Cholesterin in der
Lipidkomposition einer Membran eine direkte oder indirekte Rolle auf die
Bindungsaffinitat von Anx6 spielen kdnnte. Die Hypothese der cholesterin-
abhangigen Membranbindung von Anx6 wird durch Experimente an einem
anderen Mitglied der Annexinfamilie, dem Anx2, gestarkt. Flir Anx2 ist eine
calciumabhangige und calciumunabhdngige Bindung an biologische
Membranen beschrieben (Harder, Kellner et al. 1997; Jost, Zeuschner et al.
1997; Konig and Gerke 2000; Ayala-Sanmartin 2001; Ayala-Sanmartin, Henry
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et al. 2001). Bindungsstudien flhrten zur Identifikation eines EGTA-
resistenten, calciumunabhangig membrangebundenen Anx2-Pools. Zum
Beispiel sind etwa 50% von Anx2 in BHK (Baby Hamster Kidney)-Zellen
calciumunabhdangig an endosomale Membranen gebunden. Studien mit
cholesterinsequestrierenden Agenzien wie Digitonin und Filipin setzten diesen
calciumunabhangig membrangebundenen Pool an Anx2 frei. In dieser
calciumunabhangigen Membranbindung von Anx2 spielt das in der Membran
enthaltene Cholesterin eine direkte oder indirekte Rolle (Harder, Kellner et al.
1997; Jost, Zeuschner et al. 1997; Konig and Gerke 2000). Dabei scheinen
Calcium und Cholesterin gemeinsam die Membranbindungsaffinitat von Anx2
zu regulieren (Ayala-Sanmartin 2001). Unterstlitzt wird diese Hypothese durch
Arbeiten an Anx5. In diesen vermittelte eine erhdhte Konzentration von
Cholesterin in Liposomen einen Anstieg der calciumabhangigen Membran-
bindung von Anx5 (Ayala-Sanmartin 2001).

Der modgliche Einfluss von Cholesterin auf die Membranbindung von Anx6
wurde genauer analysiert. Dazu sollte im weiteren Verlauf des Experiments die
Frage beantwortet werden, ob ein Cholesterinentzug aus Membranen zu einer
reduzierten Bindung von Anx6 fiuhrt. Als Probe diente ein PNS von CHOwt-
Zellen und CHOanx6-Zellen. Der 50 ul Probe wurde Filipin in einer
Konzentration von 10 pg/ml Probe zugesetzt, flir 30 min bei 4°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert. Das P wurde in je 50 ul HB resuspendiert. Je 10 pl
der U und P wurden in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mit der
Western-Blot-Analyse die Verteilung von Anx6, Anx2 und Caveolin zu
untersuchen (s. Abb. 7). Anx2 dient als Positivkontrolle, Caveolin als Negativ-
kontrolle, da es resistent gegen die Behandlung der Membranen mit Filipin ist
(Jost, Zeuschner et al. 1997; Ayala-Sanmartin 2001).
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Abb. 7) Wirkung von 10 pg Filipin auf die Membranbindung des Anx6 in CHOanx6- und CHOwt-
Zellen. Je ein PNS von 5 x 107 CHOanx6-Zellen (A) wurde mit 10 ug Filipin/ml Probe (Spuren 3 und 4) bzw.
mit 50 mM EDTA (Spuren 5 und 6) fir 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Das P
wurde in 50 pl HB resuspendiert und je 10 pl der U und P in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und
mittels Western-Blot auf die Verteilung von Anx6, Anx2 und Caveolin gepriift. Die Spuren 1 und 2 zeigen U
und P eines unbehandelten PNS.

Teil B der Abbildung zeigt das Experiment mit dem PNS von CHOwt-Zellen. Die Spuren 7 und 8 zeigen U
und P eines unbehandelten PNS. Die Spuren 9 und 10 reprasentieren U und P eines PNS nach 30minitiger

Inkubation mit Filipin und Zentrifugieren.

Uberstand und Pellet der unbehandelten PNS (A: Spuren 1 und 2; B: Spuren 7
und 8) zeigen flr die Verteilung von Anx2 und Anx6, dass die Proteine
vorwiegend membrangebunden vorliegen. Die Spuren 5 und 6 zeigen erneut
die fast vollstandige und partiell calciumabhangige Bindung von Anx6 und
Anx2 (s. 3.1). Die Behandlung der PNS von CHOanx6-Zellen und CHOwt-
Zellen mit Filipin zeigen im Vergleich mit der unbehandelten Probe keine
Veranderung im Verteilungsmuster sowohl fir Anx6é (A: Spuren 3 und 4) als
auch fur Anx2 (B: Spuren 9 und 10). Das Ergebnis fur Anx2 steht im
Gegensatz zur Literatur, die fiUr Anx2 sowohl eine calciumabhangige als auch
eine calciumunabhdangige Bindung beschreibt. Die Inkubation der Probe mit
EDTA zeigt, dass 50% des Anx2 membrangebunden bleibt. Fir diese
calciumunabhangig bindenden Anx2 Molekile lieB sich eine cholesterin-
sensitive Bindung nachweisen (Harder, Kellner et al. 1997; Konig and Gerke
2000). Filipin zeigte in diesem Ansatz jedoch kein cholesterinsensitives
Bindungsverhalten flir Anx2 auf. Die Caveolin-Banden zeigen ein gleich-
bleibendes Verteilungsmuster und zeugen damit flr die Resistenz des
Caveolins gegenuber der Behandlung sowohl mit EDTA als auch mit Filipin. Die

Resistenz gegen Filipin ist erstaunlich, da Caveolin als Strukturprotein
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cholesterinreicher Lipid-Rafts/Caveolae an Cholesterin bindet und ein
destabilisierender Effekt von Filipin auf diese Strukturen erwartet wurde.
Jedoch zeigten weitere Arbeiten, dass die Bindung von Filipin an Cholesterin
zwar eine Umverteilung, aber keinen kompletten Verlust von Lipid-
Rafts/Caveolae zur Folge hat (Severs and Simons 1983; Pelletier and Vitale
1994).

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die Filipinkonzentration in der Probe
(PNS) auf 230 pg/ml erhoéht. Mit diesem Experiment sollte ausgeschlossen
werden, dass zu niedrige Filipinkonzentrationen verwendet wurden. Dazu
wurde eine 50 pl PNS Probe mit 230 pg Filipin/ml inkubiert. Die Inkubation
erfolgte fir 30 min bei 4°C mit anschlieBender Zentrifugation der Probe. Das P
wurde in je 50 pl HB resuspendiert. Je 10 pl der U und P wurden in einer
12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mit der Western-Blot-Analyse die

Verteilung von Anx6 und Anx2 zu untersuchen (s. Abb. 8).

A CHOanx6 B CHOwt
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Abb. 8) Wirkung von 230 pg Filipin auf die Membranbindung des Anx6 in CHOanx6- und CHOwt-
Zellen. Je ein PNS von 6 x 107 CHOanx6-Zellen (A) wurde mit 230 pg Filipin/ml (Spuren 3 und 4) bzw. mit
50 mM EDTA (Spuren 5 und 6) fiir 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Das P wurde in
50 pl HB resuspendiert und je 10 pl der U und P in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels
Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Anx2 geprift. Die Spuren 1 und 2 zeigen U und P eines
unbehandelten PNS.

Teil B der Abbildung zeigt das Experiment mit dem PNS von CHOwt-Zellen. Die Spuren 7 und 8 zeigen U
und P eines unbehandelten PNS. Die Spuren 9 und 10 reprasentieren U und P eines PNS nach 30minitiger
Inkubation mit Filipin und Zentrifugieren. U (11) und P (12) zeigen als Kontrolle das Ergebnis der 50 mM
EDTA-Behandlung eines PNS von CHOwt-Zellen.

Trotz der 23-fachen Steigerung der Filipinkonzentration zeigt sich ein nahezu
identisches Verteilungsmuster von Anx2 und Anx6 im Vergleich zum oben

gezeigten Experiment. Die U und P der unbehandelten bzw. der mit Filipin
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behandelten Proben (Spuren 1, 2 und 3, 4 fir CHOanx6-Zellen; Spuren 7, 8
und 9, 10 fir CHOwt-Zellen) zeigen fiir Anx2 und Anx6 keine Anderung im
Verteilungsmuster. Anx2 liegt zu 20-30% in freier Form und zu 70-80% in
membrangebundener Form sowohl in CHOanx6- als auch in CHOwt-Zellen vor.
Anx6 zeigt in CHOwt-Zellen trotz der Behandlung mit Filipin ein gleich-
bleibendes Verteilungsmuster im Vergleich zur unbehandelten Probe. Es liegt
zu 20% in freier Form und zu 80% membrangebunden vor. Anx6-
Uberexprimierende Zellen zeigen im Vergleich mit CHOwt-Zellen (Spur 7 und
8) eine veranderte Verteilung zwischen freiem und membrangebundenem
Anx6 (40:60; Spur 1 und 2). Filipin fihrt aber in diesen CHOanx6-Zellen
ebenfalls zu keiner Anderung in der Membranaffinitat (Vergleich der Spuren 1,
2 mit 3, 4).

Beiden dargestellten Experimenten liegt der gleiche Versuchsansatz zugrunde,
sie unterscheiden sich lediglich in der gewahlten Filipinkonzentration. Fur
diesen Versuchsansatz lasst sich damit zusammenfassen, dass die
Sequestration von Cholesterin mit Filipin an Membranen des PNS (endosomale
Membranen, Plasmamembran) zu keiner Senkung der Membranbindung von
Anx6 fuhrt. Dieses Experiment schlieBt aber einen Einfluss von Cholesterin im
Sinne einer Destabilisierung der calciumabhdngigen Bindung von Annexinen an
PL nicht komplett aus, kann jedoch in diesem Ansatz nicht beurteilt werden,
da sowohl unbehandeltes als auch mit Filipin behandeltes PNS von CHO-Zellen
ein identisches Verteilungsmuster zeigen (Vergleich der Spuren 1, 2 mit 3, 4
sowie 7, 8 mit 9, 10).

Um einen mdglichen Einfluss von Filipin auf die Bindungsaffinitat von Anx6
genauer zu prufen, wurde in einem weiteren Experiment versucht, mit der
maximal mdglichen Anzahl membrangebundener Anx6-Moleklle zu arbeiten.
Dazu wurde als Probe ein 250 uyl PNS von CHOwt-Zellen verwendet, die
zunachst mit 50 uM CaCl, fir 30 min bei 4°C inkubiert wurde. Damit sollte
durch die calciumvermittelte Membranbindung von Anx6 der Anteil an
membrangebundenem Anx6 gesteigert bzw. freie Membranbindungsstellen flr
Anx6 besetzt werden. Nach der Inkubation wurde die Probe gedrittelt. Je 60 pl
wurden entweder mit 50 mM EDTA oder mit 10 ug Filipin/ml Probe behandelt.
Diese Bearbeitung erfolgte wiederum fir 30 min bei 4°C, gefolgt vom
Zentrifugieren der Proben. Eine weitere 60 pl Probe diente als Kontrolle und

blieb unbehandelt. Je 10 pl der U und P wurden in einer 12,5%igen SDS-Page
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aufgetrennt und mittels Western-Blot auf die Verteilung von Anx6, Anx2 und
Caveolin geprift (s. Abb. 9).

unbe- Abb. 9) Wirkung von 10 pg Filipin auf die
handelt EDTA Filipin Membranbindung des Anx6 in CHOwt-Zellen in
f'« Gegenwart von 50 pM CaCl,. Ein PNS von 2,5 x 108
VI U P U P CHOwt-Zellen wurde mit 50 pM CaCl, fir 30 min bei
- e - B s 4— anx6  4°C inkubiert. AnschlieBend wurde das PNS in drei 60

— .- ) - - — anx2 pI.Proben a.lL-lfgeteiIt. Je eine Probe wurde éntweder
mit 10 pg Filipin/ml (Spuren 5 und 6) oder mit 50 mM
EDTA (Spuren 3 und 4) wiederum fir 30 min bei 4°C
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Das P wurde
1 2 3 4 5 6 in 60 ul HB resuspendiert und je 10 pl der U und P in

einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Anx2

-— e = . S q4— cagv

gepriift. Die Spuren 1 und 2 zeigen U und P der unbehandelten Probe.

Uberstand und Pellet des unbehandelten PNS (Spuren 1 und 2) zeigen fir die
Verteilung von Anx2 und Anx6 das bekannte Verteilungsmuster. Anx2 kommt
vor allem membrangebunden vor (Verteilungsverhaltnis 80:20), bei Anx6
Uberwiegt ebenfalls die membrangebundene Form (60:40). Die Inkubation mit
EDTA verdeutlicht nochmals die calciumabhangige Bindung von Anx6 und
Anx2. Die Behandlung mit Filipin zeigt jedoch im Vergleich mit der
unbehandelten Probe eine kleine Anderung im Verteilungsmuster sowohl fiir
Anx6 als auch fir Anx2 (Spuren 5 und 6). Jedoch fallt die Anderung im
Verteilungsmuster flir beide Proteine gering aus und muss eher als
unspezifisch angesehen werden. Die Caveolin-Banden zeigen ein gleich-
bleibendes Verteilungsmuster. Um diesen unspezifischen Effekt ausschlieBen
zu kénnen, wurde in einem weiteren Experiment mit je 6 PNS Proben von
CHOwt-Zellen und von CHOanx6-Zellen eine Titrationsreihe mit ansteigenden
Filipinkonzentrationen (16 upg/ml, 32 pg/ml, 64 ug/ml, 96 pg/mi, 128 ug/ml
und 160 pg/ml) erstellt. Dabei konnte klar festgestellt werden, dass Filipin
auch in diesem Versuchsansatz keine Senkung der Membranbindung von Anx6
bewirkt (Ergebnisse nicht gezeigt). Damit werden die bereits beschriebenen
Ergebnisse bestatigt, dass unter den von uns ausgewahlten Bedingungen
Filipin  keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitdit von Anx6 bei

Calciumanwesenheit hat.
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3.2.2 Einfluss von Filipin auf die Membranbindung von Annexin 6

in Abwesenheit von Calcium

Bei allen unter 3.2.1 beschriebenen Experimenten fiel auf, dass nach der
Behandlung des PNS (endosomale Membranen, PM, TGN) mit EDTA ein Anteil
des Anx6 membrangebunden verblieb. Mit Bezug auf die Membranbindung
erscheint dieser Anx6-Anteil resistent gegeniuber EDTA. Da Filipin keinen
Einfluss auf die Bindungsaffinitdt des gesamten Anx6-Pools hat, sollte im
Weiteren der Einfluss von Filipin auf den EDTA-resistenten Anx6-Anteil
untersucht werden. Dafur sollte zuerst das PNS mit EDTA vorbehandelt
werden, um den EDTA-resistenten Anteil von Anx6 zu isolieren. Der
Versuchsansatz sah wie folgend aus. Ein 200 pl PNS von CHOanx6-Zellen
wurde fur 30 min bei 4°C mit 50 mM EDTA inkubiert und anschlieBend
zentrifugiert. Das P wurde in 150 ml HB resuspendiert und anschlieBend in drei
gleich groBe Proben aufgeteilt (50 pl). Eine Probe wurde wiederum mit 50 mM
EDTA inkubiert und diente damit als Kontrolle fiir EDTA-resistentes, calcium-
unabhangig bindendes Anx6. Die zweite Probe wurde mit 200 ug Filipin/ml
inkubiert. Die dritte Probe davon blieb unbehandelt und diente als Negativ-
Kontrolle. Die Inkubation erfolgte bei 4°C fir 30 min. Alle Proben wurden
nochmals zentrifugiert, die P in 50 pl HB resuspendiert. Je 10 pl der U und P
wurden in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mittels Western-Blot

die Verteilung von Anx6, Anx2 und Caveolin zu untersuchen (s. Abb. 10).
Abb. 10) Wirkung von 200 pg Filipin auf die

unbe- Bindung des membranassoziiert verbliebenen

handelt EDTA Filipin

A A A Anx6 nach EDTA-Vorbehandlung. Ein PNS von 1,5
0 p 0 p 0 p x 10® CHOanx6-Zellen wurde mit 50 mM EDTA fiir 30

min bei 4°C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert.
g A e #= & «— anx6 Das P wurde in 150 pl HB resuspendiert und
gedrittelt. Nach diesem ersten Inkubationsschritt
— . - - % @ «— anx2  wurde eine Probe mit 50 mM EDTA (Spuren 3 und 4)
als Kontrolle EDTA-resistenter, calciumunabhangig
-. .- <— cav bindender Anx6-Proteine, die zweite mit 200 pg
Filipin/ml (Spuren 5 und 6) fir 30 min bei 4°C
1 2 4 6

3 5 inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Die P wurden
nach dem zweiten Inkubationsschritt in 50 pl HB

resuspendiert und je 10 pl der U und P in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot
auf die Verteilung von Anx6 und Anx2 gepriift. Die Spuren 1 und 2 zeigen U und P einer Probe, die wahrend
des zweiten Inkubationsschrittes unbehandelt blieb, jedoch gleichen Inkubationsbedingungen unterworfen

war.
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Die Spuren 1 und 2, 3 und 4 zeigen in der Verteilung von Anx2 und Anx6 ein
gleiches Muster. Fir Anx2 und Anx6 prasentiert die Spur 2 den Anteil am
Gesamtpool von Anx2 bzw. Anx6, der nach der EDTA-Vorbehandlung
membrangebunden blieb. Eine zweite EDTA-Behandlung (Spuren 3 und 4)
bewirkte keine Anderung im Verteilungsmuster fir Anx2 und Anx6. Mit dieser
zweiten EDTA-Behandlung als Kontrolle konnte nachgewiesen werden, dass
ein Teil des membranbindenden Anx6 tatsachlich EDTA-resistent und damit
calciumunabhangig an Membranen von CHO-Zellen bindet. Dass trotzdem
Anx6 im U vorkommt (Spuren 1 und 3), obwohl nach dem ersten Inkubations-
schritt nur mit dem membrangebunden verbliebenen Anteil von Anx6
gearbeitet wurde, ist am ehesten auf die Bedingungen des zweiten
Inkubationsschrittes zurlckzufihren und als unspezifisch zu werten. Die
Filipin-Behandlung des EDTA-resistenten, also membrangebunden verblie-
benen Anteils von Anx6 fiihrte zu einer Anderung im Verteilungsmuster von
40% freien und 60% membrangebundenen Anx6-Proteinen. Die unbehandelte
Probe (Spur 1 und 2) zeigt dazu im Vergleich eine Verteilung von 20% freiem
und 80% membrangebundenem Anx6. Fir Anx2 kommt es zu keiner
Umverteilung. Das wiederum steht im Gegensatz zur Literatur, da fir Anx2 ein
EDTA-resistenter, calciumunabhdngig bindender Anx2-Pool beschrieben ist,
der cholesterinsensitiv . an Membranen bindet (Harder, Kellner et al. 1997;
Konig and Gerke 2000). Die Caveolin-Banden zeigen ein gleichbleibendes
Verteilungsmuster.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Experimente einen EDTA-
resistenten Pool von Anx6 identifizierten. Filipin bewirkt vermutlich durch die
Bindung und Umverteilung des membranassoziierten Cholesterins eine
Abnahme der Membranaffinitat dieses EDTA-resistenten Anx6-Pools. Um den
EDTA-resistenten und calciumunabhangig bindenden Anx6-Pool sowie die an
diesem Pool cholesterinvermittelte Abnahme der Bindungsaffinitdt genauer zu
charakterisieren, wurden weitere Experimente mit Digitonin durchgeftihrt.
Digitonin ist ein Agens, das ahnlich dem Filipin biologischen Membranen
Cholesterin entzieht (Harder, Kellner et al. 1997; Konig and Gerke 2000).

3.2.3 Einfluss von Digitonin auf die Membranaffinitat

calciumabhangig bindender Annexin-6-Proteine

Der von Filipin vermittelte Entzug von Cholesterin aus Membranen reduziert

die Membranaffinitat von EDTA-resistentem Anx6. Im Experiment sollte diese
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Beobachtung flr Digitonin als cholesterinsequestrierendes Agens bestatigt
werden. Dazu dienten als Proben wieder 160 pl PNS von CHOwt-Zellen und
von CHOanx6-Zellen, die in je vier gleich groBe 40 ul Anteile aufgeteilt
wurden. Einer 40 pl Probe wurde Digitonin in einer Konzentration von 0,5 pg
/Ml zugesetzt. Als Kontrolle flr die calciumabhangige Bindung von Annexinen
wurde eine 40 pl Probe mit 50 mM EDTA inkubiert. Einer weiteren 40 pl Probe
wurde gleichzeitig 50 mM EDTA und Digitonin in der Konzentration 0,5 pg/pul
zugesetzt. Eine Probe blieb unbehandelt, wurde aber den (gleichen
Inkubationsbedingungen unterworfen. Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei
4°C mit anschlieBender Zentrifugation der Proben. Die P wurden in je 40 pl HB
resuspendiert. Je 10 pl der U und P wurden in einer 12,5%igen SDS-Page
aufgetrennt, um mit der Western-Blot-Analyse die Verteilung von Anx 6, Anx2
und Caveolin zu untersuchen (s. Abb. 11). Caveolin dient als Negativ-
kontrolle, da es resistent gegen die Behandlung der Membranen mit Digitonin

ist (Jost, Zeuschner et al. 1997; Ayala-Sanmartin 2001).

Abb. 11) Wirkung von Digitonin
A CHOwt auf die Membranbindung des

unbe- EDTA+ Anx6 in (A) CHOwt- und (B)
handelt EDTA  Digitonin Digitonin

CHOanx6- Zellen in Gegenwart

A A A A von Calcium. In jedem Ansatz
u P U P U P U P wurden vier Proben a 40 ul PNS (4-5
— | <«anx6 X 107 CHO-Zellen) erstellt. Eine

Probe wurde mit 50 mM EDTA

(Spuren 3 und 4, 11 und 12), eine

Probe  mit  Digitonin in der

- - - - .- @ anx2

Konzentration 0,5 pg/pl  Probe
(Spuren 5 und 6, 13 und 14) und
eine weitere gleichzeitig mit 50 mM
EDTA  und Digitonin  in  der

B CHOanx6 Konzentration 0,5 pg/pl  Probe
unbe- EDTA+ (Spuren 7 und 8, 15 und 16) fir 30
handelt EDTA  Digitonin Digitonin min  bei 4°C inkubiert und

A A A A anschlieBend zentrifugiert. Die P

wurden in 40 pl HB resuspendiert

U P U P U P U P
' i <«anx6 und je 10 pl der U und P in einer
: g 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt
und mittels Western-Blot auf die
— GRS - G, %2

Verteilung von Anx6 und Anx2
gepriift. Die Spuren 1 und 2, 9 und

= . <+cav 10 zeigen U und P einer Probe, die
9 10 11 12 13 14 15 16 unbehandelt blieb, jedoch gleichen
Inkubationsbedingungen unter-

worfen war.
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Die Spuren der unbehandelten Proben (1 und 2, 9 und 10) zeigen eine
vorwiegend membranassoziierte Verteilung fir Anx2 und Anx6. Anx2 liegt zu
10% in freier Form vor (Spur 1), der Rest ist membrangebunden (Spur 2). Bei
Anx6 betragt der Anteil frei vorkommender Molekille 30% (Spur 1), der Rest
ist membrangebunden (Spur 2). Dieses Verteilungsmuster wird durch den
Entzug von Cholesterin mittels Digitonin aus postnuklearen Membranen nicht
verandert (A: Spuren 5 und 6, B: Spuren 13 und 14). EDTA hingegen flhrte
bei Anx6 zu der bereits in 3.1 beschriebenen Senkung der Membranaffinitat
mit einem 70%igen Anteil an freiem Anx6 (Spur 3, 11), dem ein 30%iger
Anteil an EDTA-resistentem, membranassoziiert verbliebenem Anx6 gegen-
Ubersteht (Spur 4, 12). Zu der qualitativ gleichen, lediglich im AusmaB
geringeren Umverteilung kam es bei Anx2 (Spuren 3 und 4, 11 und 12). Die
gleichzeitige Behandlung der Proben mit Digitonin und EDTA (Spuren 7 und 8,
15 und 16) flhrte zu einer veranderten Verteilung, die aber dem Verteilungs-
muster der EDTA-Behandlung entspricht. Digitonin bewirkt hier keinen
zusatzlichen Effekt.

Diese Beobachtungen gehen konform mit den Versuchen und Ergebnissen mit
Filipin (s. 3.2.1). Das heiBt, der Cholesterinentzug mit Digitonin aus
postnukledaren Membranen (endosomale Membranen, Plasmamembran) flhrt
zu keiner Senkung der Membranbindung von Anx6 in einem calciumhaltigen
Milieu. Dies bestatigen Ergebnisse der AG von Koénig und Gerke, die den
Einfluss von Cholesterin auf das Bindungsverhalten von Anx2 nur an einem
calciumunabhangig bindenden Pool demonstrieren konnten (Konig and Gerke
2000).

3.2.4 Einfluss von Digitonin auf die Membranbindung calcium-

unabhangig bindender Annexin-6-Proteine

Arbeiten mit Filipin an einem EDTA-resistenten und weiterhin membran-
bindenden Annexin-6-Pool zeigten, dass der Cholesterinentzug eine Abnahme
der Membranbindung dieses EDTA-resistenten Annexin-6-Pools bewirkt (s.
3.2.2). In dem folgenden Experiment sollte diese Beobachtung nochmal mit
Digitonin bestatigt werden. Dazu wurde ein 200 pyl PNS von CHOanx6-Zellen
mit 50 mM EDTA fir 30 min bei 4°C vorbehandelt, um die calciumabhangig
bindenden Proteine von den Membranen zu I8sen und nachfolgend
zentrifugiert. Die Resuspendierung des P erfolgte in 160 uyl HB mit der
Aufteilung in vier gleich groBe Proben (40 ul). Eine 40 pl wurde nochmals mit
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50 mM EDTA, die zweite mit Digitonin bei einer Konzentration von 0,5 pg/pul
Probe und eine weitere Probe gleichzeitig mit 50 mM EDTA und Digitonin in der
Konzentration 0,5 pg/ul Probe fir 30 min bei 4°C inkubiert. Die vierte Probe
blieb unbehandelt, wurde aber den gleichen Inkubationsbedingungen
unterzogen. Die Proben wurden ein zweites Mal zentrifugiert, die P in 40 pl HB
resuspendiert. Je 10 pl der U und P wurden in einer 12,5%igen SDS-Page
aufgetrennt, um mittels Western-Blot die Verteilung von Anx6, Anx2 und

Caveolin zu untersuchen (s. Abb. 12).

Abb. 12) Wirkung von Digitonin
unbe- EDTA+
handelt EDTA Digitonin  Digitonin

A A A A membranassoziiert verbliebenen

.. .. .. .. Anx6 nach EDTA-Vorbehandlung.
U P U P U P U P ]

Ein PNS von 1,5 x 10® CHOanx6-

- - - e e - . <— anx6  Zellen wurde mit 50 mM EDTA fur
30 min bei 4°C vorbehandelt und

.—' m- +— anx2 anschlieBend zentrifugiert. Das P
| wurde in HB resuspendiert und je 40
pl nochmals mit 50 mM EDTA
'.- - .“ .<—cav (Spuren 3 und 4), mit 0,5 g
1 2 4 8
mit 50 mM EDTA + 0,5 ug
Digitonin/pl (Spuren 7 und 8) fir 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Nach diesem

auf das Bindungsverhalten des

Digitonin/pl (Spuren 5 und 6) und

3 5 6 7

zweiten Inkubationsschritt wurden von den U und den in 40 ul HB resuspendierten P je 10 pl in einer
12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Anx2 gepriift.
Die Spuren 1 und 2 zeigen U und P einer Probe, die wahrend des zweiten Inkubationsschrittes unbehandelt

blieb, jedoch den gleichen Inkubationsbedingungen unterworfen war.

Durch die erste EDTA-Behandlung wird der calciumsensitive Annexinpool
entfernt. Nach diesem ersten Inkubationsschritt lag Anx6 in der
unbehandelten Probe zu 80% membrangebunden und zu 20% ungebunden
vor, Anx2 war zu Uber 90% membrangebunden (Spuren 1 und 2). Eine
erneute EDTA-Behandlung brachte kaum eine Anderung in der Verteilung fiir
Anx2 und Anx6 (Spuren 3 und 4). Das bestatigt die Existenz eines EDTA-
resistenten Anx6-Pools, der calciumunabhdangig eine stabile Bindung an
Membranen eingeht. Die Behandlung mit Digitonin hingegen flhrte bei Anx6
zu einer deutlichen Senkung der Membranaffinitat von 80% auf 30%, die
Membranaffinitat von Anx2 sank von 90% auf 50% (Spur 6). Wahrend eine
gemeinsame Behandlung mit EDTA und Digitonin bei Anx6 keine weitere
Affinitatsdnderung bewirkte, sank die Affinitdt von Anx2 nochmals auf 30%

(Spur 8). Das spricht flir einen kooperativen Effekt von EDTA und Digitonin bei
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calciumunabhangig bindenden Anx2-Proteinen. Die Caveolin-Banden blieben
weitgehend unverandert. Dieses Ergebnis verdeutlicht eindrucksvoll die
Existenz eines EDTA-resistenten und calciumunabhdngigen Pools von
membranbindenden Anx6-Proteinen, der sensitiv fir die Konzentration bzw.
Verteilung von Cholesterin in der Membran ist (de Diego, Schwartz et al.
2002).

Allerdings kénnte die Uberexpression von Anx6 zu einer Séattigung aller
calciumabhdangigen Anx6-Bindungsstellen geflihrt haben, so dass es zu einer
unspezifischen und calciumunabhangigen Assoziation weiterer Anx6-Molekiile
hatte kommen kdénnen. Um die Existenz eines endogenen calcium-
unabhangigen, cholesterinsensitiven Pools von Anx6 zu Uberprifen, wurde
dieses Experiment zur Kontrolle mit CHOwt-Zellen durchgefiihrt (de Diego et
al 2002). Dabei lieBen sich die dargestellten Beobachtungen bestatigen. Man
kann daraus schlussfolgern, dass auch Anx6 calcium- und cholesterinabhangig
an Membranen bindet.

Um die Sensitivitdt der cholesterinabhdangigen Bindung von Anx6 durch
Digitonin zu prifen, wurden im folgenden Experiment 3 PNS-Proben von
CHOanx6-Zellen mit ansteigenden Digitoninkonzentrationen (0,1 ug/ul, 0,25
Mg/ul, 0,5 pg/ul) inkubiert. Dazu wurden die Proben mit 50 mM EDTA
vorbehandelt, zentrifugiert und die P in HB resuspendiert. Die einzelnen
Proben wurden nun mit unterschiedlichen Digitoninkonzentrationen nochmals
inkubiert. Als Kontrolle blieb eine Probe wahrend der zweiten Inkubation
unbehandelt. Nach dem Zentrifugieren und Resuspendieren der P wurden je
10 pl der U und P in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels

Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Caveolin geprift (s. Abb. 13).

Abb. 13) Sensitivitat der

unbe- cholesterinabhiingigen Bindung

handelt 0,1 pg/pl 0,25 pg/pl 0,5 pg/ul

A A A A von Anx6 bei ansteigende.n

0 P 0 p 0 p 0 Digitoninkonzentrationen. Ein

R - J— . <4— anx6 PNS von 6 x 107 CHOanx6-Zellen
wurde mit 50 mM EDTA fir 30 min
bei 4°C vorbehandelt und
anschlieBend zentrifugiert. Das P in

HB resuspendiert und je 40 pl mit

0,1 pg Digitonin/pl (Spuren 3 und

m.h cav 4), mit 0,25 ug Digitonin/pl (Spuren
1 2 3 4 5 6 7 8 5 und 6) und mit 0,5 pg Digitonin/pl
(Spuren 7 und 8) fiir 30 min bei 4°C

57



Ergebnisse

inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Nach diesem zweiten Inkubationsschritt wurden von den U und den
in 40 pl HB resuspendierten P je 10 pl in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot
auf die Verteilung von Anx6 gepriift. Die Spuren 1 und 2 zeigen U und P einer Probe, die wahrend des
zweiten Inkubationsschrittes unbehandelt blieb, jedoch den gleichen Inkubationsbedingungen unterworfen

war.

Die Spuren 1 und 2 der unbehandelten Probe zeigen, dass Anx6 vorwiegend
membrangebunden vorliegt. Bereits bei einer Konzentration von 0,1 pug
Digitonin/pl Probe wird der von Digitonin vermittelte Effekt deutlich, so dass
ein GroBteil des calciumunabhéngig gebundenen Anx6 im U zu finden ist (Spur
3). Bei den weiteren Konzentrationssteigerungen von Digitonin konnte nur
eine leichte Zunahme dieses Effektes beobachtet werden (Spuren 5-8).
Konzentrationen tUber 0,5 pg Digitonin/ul Probe hatten keine weitere Abnahme
der cholesterinabhangigen Membranaffinitat von Anx6 zur Folge (Daten nicht
gezeigt), so dass in allen folgenden Versuchen mit der Konzentration 0,5 ug
Digitonin/pl Probe gearbeitet wurde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Cholesteringehalt in biologischen
Membranen die Membranaffinitat eines calciumunabhangig bindenden Pools
von Anx6 beeinflusst. Ob dabei dieser calciumunabhangig bindende,
cholesterinsensitive Anx6-Pool eine stabile, direkte oder indirekte Interaktion
mit Cholesterin in biologischen Membranen eingeht, kann nicht beurteilt
werden.

Sobald aber das physiologische Gleichgewicht des Cholesteringehalts in
biologischen Membranen mit cholesterinsequestrierenden Agenzien gestort

wird, kommt es zu einer deutlichen Abnahme der Membranaffinitat von Anx6.

3.2.5 Einfluss von Cholesterin auf die Membranbindung von

Annexin 6 an frithen und spdten Endosomen

In CHO-Zellen findet sich Anx6 vorwiegend an der PM und in endosomalen
Kompartimenten (Grewal, Heeren et al. 2000; Pons, Grewal et al. 2001).
Inwieweit die cholesterinabhangige Bindungsaffinitdt des EDTA-resistenten
Pools der Anx6-Proteine Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von Anx6
hat, sollte in folgenden Experimenten an EE und LE untersucht werden. Daflir
wurden die Lipidzusammensetzungen von EE und LE bestimmt, die durch die
subzellulare Fraktionierung (s. 2.2.8) gewonnen wurden. Mit Hilfe
fluorometrischer Methoden wurden die Cholesterin- und die

Phospholipidkonzentrationen in den Lipidkompositionen von LE und EE

58



Ergebnisse

bestimmt (s. Abb. 14). Dabei wurde in diesem Ansatz das Gesamtcholesterin
(Cholesterinester und freies Cholesterin) bestimmt. Die Bestimmung der PL

beruhte auf der Messung von Phosphatidylcholin.

60000

50000

40000

O Cholesterin
B Phospholipide

30000

20000 -

0

frihe Endosomen spate Endosomen

Rel. Fluororeszenz / 25 pl

Abb. 14) 25 pl Aliquots einer subzellularen Praparation von EE und LE dienten zur

fluorometrischen Bestimmung der PL (Phosphatidylcholin) und des Gesamtcholesterins.

Vergleichbare Mengen von EE und LE wurden gemessen. Im Gegensatz zu den
LE beinhalten die EE weitaus mehr Cholesterin. Da dieser Assay keinen
Unterschied zwischen freien, luminal vorliegenden und membranassoziierten
Lipiden macht, geben die Daten bloB einen Hinweis darauf, dass Cholesterin
und PL in EE und LE von CHOanx6-Zellen unterschiedlich verteilt vorliegen.
Der hohe Anteil von Cholesterin in EE im Vergleich zu LE deutet darauf hin,
dass Unterschiede der Lipidzusammensetzung endosomaler Membranen an der
differentiellen Membranaffinitdt und damit am variierenden Verteilungsmuster

von Anx6 beteiligt sein kénnen.

Annexin 6 an Membranen von frithen Endosomen

Deshalb wurden EE aus 4-6 x 10’ CHOanx6-Zellen isoliert und zunéchst mit 50
mM EDTA inkubiert. Die weiteren Schritte waren die Zentrifugation und das
Resuspendieren der Membranen in HB, um diese nochmals mit EDTA oder
Digitonin sowie mit EDTA zusammen mit Digitonin fir 30 min bei 4°C zu
inkubieren. Die Membranen wurden wiederholt zentrifugiert und die Pellets
wieder in HB resuspendiert. Je 10 pl der U und P (0,5-2 pg Zellprotein/pl

Probe) wurden in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mit der
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Western-Blot-Analyse die Verteilung der gebundenen und ungebundenen

Fraktionen von Anx6 und Anx2 zu prifen (s. Abb. 15).

o ) EDTA+ Abb. 15) Digitonin reduziert die Bindung von

EDTA Digitonin Digitonin EDTA-resistentem Anx6 an EE von CHOanx6-

A A A Zellen. EE wurden aus dem PNS von 4-6 x 107
u P u P u p CHOanx6-Zellen prapariert (s. 2.2.8). 100 pl EE
TEER W see—aX6 | ien mit 50 mM EDTA far 30 min bei 4°C

vorbehandelt und anschlieBend zentrifugiert. Das

<4— anx2
..-- -— Membranpellet in HB resuspendiert, aufgeteilt und

nochmals mit 50 mM EDTA (Spuren 1 und 2), mit 0,5
.-. .4— cav ug Digitonin/ul (Spuren 3 und 4) und mit 50 mM
EDTA + 0,5 pg Digitonin/pl (Spuren 5 und 6) fir 30
2 3 4 6
Nach diesem zweiten Inkubationsschritt wurden von den U und den in HB resuspendierten P je 10 pl in einer

min bei 4°C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert.

1 5

12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und im Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Anx2 gepruft.

Wie bereits an postnuklearen Membranen gezeigt (s. 3.2.4), vermittelt
Digitonin die Abnahme der Bindungsaffinitat sowohl eines EDTA-resistenten,
calciumunabhangig bindenden Anx2-Pools als auch eines EDTA-resistenten,
calciumunabhangig bindenden Anx6-Pools an Membranen von EE (de Diego,
Schwartz et al. 2002). Die zweite Inkubation mit EDTA bestatigt die Existenz
von EDTA-resistentem Anx2 und Anx6 (A: Spur 2). Die Behandlung mit
Digitonin reduzierte die Membranbindung von Uber 80% des EDTA-resistenten
Anx6 an EE (A: Spuren 3 und 4 verglichen mit den Spuren 1 und 2). Der
calciumunabhangig bindende Anx2-Pool wird durch die einfache Behandlung
mit Digitonin um mehr als die Halfte von endosomalen Membranen geldst (A:
Spuren 3 und 4). Um den Hauptteil des EDTA-resistenten Anx2 zu ldsen,
bedurfte es der gleichzeitigen Behandlung von EDTA und Digitonin und zeigt
damit wieder den kooperativen Effekt an (A: Spuren 5 und 6 verglichen mit
den Spuren 3 und 4), der bereits an Membranen des postnuklearen
Uberstandes fiir das calciumunabhéngig bindende Anx2 zu sehen war (Abb.
3.2.6 Spuren 7 und 8). Die gleichzeitige Inkubation mit EDTA und Digitonin
hatte keine weiteren Konsequenzen auf die Membranbindung von Anx6 (A:
Spuren 5 und 6) und zeigt keinen kooperativen Effekt flir Anx6. Caveolin blieb
durch die Behandlung mit EDTA oder Digitonin unbeeinflusst.

Damit wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass ein EDTA-resistenter und in
seiner Bindungsart cholesterinsensitiver Anx6-Pool an EE von CHO-Zellen
bindet. Dadurch wird deutlich, dass neben der calciumabhangigen

Membranbindung von Anx6 auch die calciumunabhdngige und
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cholesterinsensitive Bindung von Anx6-Proteinen Einfluss auf die intrazellulare

Lokalisation nimmt.

Annexin 6 an Membranen von spiten Endosomen

Aufgrund der geringen Mengen an LE, die sich mit der subzelluldren
Fraktionierung gewinnen liessen, wurden vier endosomale Fraktionen von je 6-
8 x 10’ CHOanx6-Zellen gepoolt und zundchst mit 50 mM EDTA fiir 30 min bei
4°C inkubiert. Die Membranen wurden pelletiert, in HB resuspendiert und
nochmals mit EDTA oder mit Digitonin fir 30 min bei 4°C inkubiert,
zentrifugiert und die P wieder in HB resuspendiert. Je 10 pl der U und P
wurden in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt, um mit der Western-Blot-
Analyse die Verteilung der gebundenen und ungebundenen Fraktionen von
Anx6 und Anx2 zu prifen (s. Abb. 16).

Abb. 16) Digitonin reduziert die Bindung von EDTA-
EDTA Digitonin resistentem Anx6 an LE von CHOanx6-Zellen. LE wurden

A A aus dem PNS von 2-3 x 10® CHOanx6-Zellen prépariert (s.
u P

U P 2.2.8). 100 pl LE wurden mit 50 mM EDTA fur 30 min bei 4°C

"“- ¢ anx6 vorbehandelt und anschlieBend zentrifugiert. Das Membran-
pellet wurde in HB resuspendiert, aufgeteilt und nochmals mit

50 mM EDTA (Spuren 1 und 2), mit 0,5 pg Digitonin/pl
(Spuren 3 und 4) fir 30 min bei 4°C inkubiert und

. g4 <+—cav anschlieBend zentrifugiert. Nach diesem zweiten Inkubations-

schritt wurden von den U und den in HB resuspendierten P je
1 2 3 4 10 pl in einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und im
Western-Blot auf die Verteilung von Anx6 und Anx2 geprift.

Die von Digitonin vermittelte Sequestration von Cholesterin reduzierte die
Membranaffinitdt des calciumunabhangig bindenden Anx6 signifikant und
reprasentierte 40-50% des membrangebundenen und EDTA-resistenten Anx6
(Vergleich von Spur 1 und 3). Anx2 wurde nicht detektiert und entspricht
damit der bekannten intrazellularen Lokalisation von Anx2, dass dieses
Annexinprotein nicht an LE bindet.

Auch hier wird zum ersten Mal nachgewiesen, dass Verteilung und Gehalt an
Cholesterin in Membranen von LE die Bindungsaffinitat des EDTA-resistenten
Anx6 zu Membranen des zweiten biologischen Kompartiment beeinflussen (de
Diego, Schwartz et al. 2002). Dieses cholesterinabhdngige Bindungsverhalten
von Anx6 an Membranen von LE erscheint umso interessanter, da Vorarbeiten

der AG Grewal zeigten, dass es 2 h nach der Inkubation von CHO-Zellen mit
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LDL zur Translokation freier Anx6-Proteine an Membranen von LE kommt (s.

Diskussion; Grewal, Heeren et al. 2000).

3.2.6 Einfluss von Digitonin auf die Membranbindung von

Annexin 6 in vivo

Nachdem in einem in-vitro-Ansatz gezeigt werden konnte, dass die Membran-
bindung von Anx6 durch den Entzug von Cholesterin aus den Membranen
gesenkt werden kann (s. 3.2.4), sollte Uberprift werden, ob Digitonin einen
generellen Einfluss auf die Membranaffinitat von Anx6 in Zellen besitzt. Dazu
wurden CHOanx6-Zellen 20 h mit Digitoninkonzentrationen von 0,5 - 4 ug/ml
Nahrmedium inkubiert. Nach Herstellung des PNS und Zentrifugation wurden
von den unbehandelten U und P je 10 pl auf einer 12,5%igen SDS-Page
aufgetrennt und mittels Western-Blot auf die Verteilung von Anx2, Anx6 und
Caveolin untersucht (Abb. 17).

unbe-
handelt 0,5 pg/ml 2 pug/ml 4 pg/ml Abb. 17) Einfluss von

A A A A Digitonin auf die
U P U P U P U P

Bindung von Anx6 an

Membranen aus Zellen,

<4+— anx6
——— S e - — — — die mit Digitonin im

Ndéhrmedium fir 20 h

inkubiert wurden. Je 4-6

— - R - -— - AEE L x 107 CHOanx6-Zellen
wurden 20 h ohne Digitonin
- - - - -- - <— cav (Spuren 1 und 2), mit 0,5
. pg/ml (Spuren 3 und 4),
1 2 3 4 5 6 7 8 mit 2 pg/ml (Spuren 5 und

6) und 4 ug/ml (Spuren 7
und 8) im Medium inkubiert. Das PNS wurde hergestellt, zentrifugiert und von U und resuspendierten P je

10 pl unbehandelt auf einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt. Mittels Western-Blot wurde die Verteilung

von Anx2, Anx6 und Caveolin untersucht.

Betrachtet man die jeweils zueinander gehérenden U und P (Spuren 1 und 2, 3
und 4, 5 und 6, 7 und 8), so zeigt sich, dass auch mit zunehmender Digitonin-
konzentration weder Anx6 (60-70% in Membranbindung) noch Anx2 (80% in
Membranbindung) an Bindungsaffinitat verlieren. Es ist allerdings zu bertck-
sichtigen, dass in diesem Experiment samtliche Annexinpools betrachtet
wurden, also sowohl die calciumabhdngigen als auch die calcium-
unabhangigen, da keine Behandlung mit EDTA erfolgte. Da der calcium-

unabhangige Pool an Anx6 nur ca. 10% aller zelluldaren Anx6-Molekile
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ausmacht (Ergebnis aus Experimenten der AG Grewal; de Diego et al. 2002),
ist eine Beurteilung dieses Pools in diesem Experiment nicht ohne Weiteres

maoglich.

3.2.7 Zusammenfassung der von Filipin und Digitonin
vermittelten Effekte auf das Bindungsverhalten von

Annexin 6

Versuchsansatze, in denen alle Anx6-Proteine in der Anwesenheit von Calcium
mittels Filipin oder Digitonin auf eine cholesterinabhdngige Membranbindung
analysiert wurden, zeigten keinen Einfluss auf die Membranbindung von Anx6
(Vergleich von 3.2.3 zu 3.2.1). Dabei fihrten Analysen in CHOwt- und
CHOanx6-Zellen zu gleichen Ergebnissen (Abb. 7 und 11).

Bindungsstudien zu Anx2 flhrten zur Identifikation eines EGTA-resistenten,
calciumunabhangig membrangebundenen Anx2-Pools, der durch cholesterin-
sequestrierende Agenzien wie Digitonin und Filipin freigesetzt wurde (Harder,
Kellner et al. 1997; Konig and Gerke 2000). Da sich somit Anx2 als Kontrolle
fir ein cholesterinbeeinflusstes Bindungsverhalten eignet, wurde in dieser
Arbeit nachgewiesen, dass auch in CHO-Zellen ein EDTA-resistenter und damit
calciumunabhangig membranbindender Anx2-Pool existiert, der sich sensitiv
gegenuber Verteilung und Gehalt an Cholesterin in Membranen zeigt. Aus den
Ergebnissen unter 3.2.1 und 3.2.3, die nach der EDTA-Inkubation von PNS
membrangebunden verbliebene Anx6-Proteine zeigten, und den Beobach-
tungen zu Anx2 wurde die Hypothese aufgestellt, dass es einen EDTA-resistent
bindenden Anteil von Anx6 gibt. Durch eine EDTA-Vorbehandlung lieB sich
erstmalig ein EDTA-resistenter Anx6-Pool in CHO-Zellen identifizieren, der
calciumunabhdangig membrangebunden bleibt. Mittels Filipin oder Digitonin
lasst sich die Membranaffinitét dieses calciumunabhangig bindenden Anx6-
Pools senken. Diese Abnahme in der Membranaffinitat von calciumunabhangig
bindendem Anx6 lieB sich durch Digitonin im Vergleich zu Filipin sehr deutlich
darstellen (Abb. 12).

Ein solches cholesterinsensitives Bindungsverhalten calciumunabhangig
membranassoziierter Anx6-Molekdlle lieB sich auch an Membranen von EE und
LE nachweisen. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass Cholesterin ein
zusatzlicher Modulator im Bindungsverhalten und der intrazelluldren Verteilung

von Anx6 ist.
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3.3 Etablierung einer GFP-Anx6-exprimierenden CHO-Zelllinie

zur Analyse der Membranaffinitat von Annexin 6

Bisher waren Untersuchungen zur intrazelluldren Lokalisierung und Verteilung
von Annexinen weitgehend auf die subzelluldare Fraktionierung und
immunhistochemische Analyse fixierter Zellen begrenzt. Fir eine Reihe von
Annexinproteinen wurden mittlerweile Zellsysteme beschrieben, in denen die
intrazelluldre Verteilung der Annexine mittels einer Proteinchimare untersucht
wurde. Die Proteinchimadre ging aus der Fusion des grin fluoreszierenden
Proteins (GFP) und des Annexinproteins hervor (Hayes, Rescher, Gerke and
Moss 2004). Der calciumunabhangig bindende Anx6-Pool, der cholesterin-
abhangig an endosomale Membranen bindet, sowie die LDL-induzierte
Translokation von Anx6 an LE (Grewal, Heeren et al. 2000) deuten auf
dynamische Veranderungen in der Lokalisierung von Anx6 hin und waren
Anlass, das intrazellulare Bindungs- und Verteilungsmuster in Lebendzellen zu
analysieren. Dazu sollten zwei stabile Zelllinien etabliert werden, die das grin
fluoreszierende Protein (GFP) fusioniert mit Anx2 und Anx6 exprimieren (GFP-
Anx2 und GFP-Anx6). Mit diesen Fusionsproteinen lasst sich das intrazellulare
Lokalisations- und Bindungsmuster mit Hilfe der Lebendzellmikroskopie unter-
suchen. In Kontrollexperimenten sollten zusatzlich im Rahmen dieser Arbeit
mittels biochemischer Analysen die Fusionsproteine GFP-Anx2 und GFP-Anx6
mit den endogenen Anx2- und Anx6-Proteinen verglichen werden.

Das GFP ist ein 27 kDa monomerisches Protein, welches aus 238 Aminosauren
besteht. Es wurde aus der Qualle Aequorea victoria isoliert und emittiert
grines Licht mit einem Emissionsmaximum von 509 nm, wenn es mit blauen
Licht oder UV-Licht angeregt wird (Absorptionsmaximum 395 nm).

Durch Vorarbeiten der AG Grewal wurden DNA-Plasmide erstellt, die Anx6
sowie Anx2 fusioniert mit dem GFP (GFP-Anx6 und GFP-Anx2) enthielten. Je 2-
3 x 10° CHOwt-Zellen wurden mit 1 pg DNA unter Hilfe des Fugene6
Transfection Reagenz transfiziert und anschlieBend in Kulturflaschen bei 37°C
und 5 % CO, kultiviert (s. 2.2.4). 24 h nach der Transfektion erfolgte ein
Nahrmediumwechsel. Mit Hilfe des neuen Kulturmediums, das G418 in der
Konzentration 1 mg/ml Medium enthielt, wurden die transfizierten Zellen
selektioniert. Nach ausreichendem Zellwachstum wurden isolierte G418-
resistente Zelllinien auf die Expression der Proteine GFP-Anx2 und GFP-Anx6

Uberprift. Zelllysate wurden mit einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und
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mit dem Western-Blot analysiert. Die isolierten Zellklone zeigten eine
Expression von GFP-Anx2 und GFP-Anx6, welche durch die Fusion mit GFP ein
verandertes Molekulargewicht aufweisen (63 kDa fir GFP-Anx2 und 95 kDa fir
GFP-Anx6, s. Abb. 18 und 19).

o © ..
% z pal Abb. 18) Uberpriifung von CHOwt-Zellen auf die
8 i i Expression des Proteins GFP-Anx6. 2-3 x 10°
E (I_) b (u5 CHOwt-Zellen wurden mit Hilfe eines Plasmids mit
dem Fusionsprotein GFP-Anx6 (95 kDa) transfiziert.
97 kDa ¥ = . z<_GFP_anX6 " "p ’ ( . ) .
66 KDa —» @ . — <anx6 Zur Uberpriifung der Proteinexpression erfolgte die
* L Extrahierung aller Membranproteine (s. 2.2.5), die in

Y

45 kDa —» = 4 einer 12,5%igen SDS-Page aufgetrennt und mit der
Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von GFP-
30 kDa = - Anx6 Uberprift wurden. Spur 1 zeigt zur Kontrolle der
1 2 3 4 MolekulargewichtsgréBen den Rainbow-Marker (RM).
Spur 2 zeigt das Proteinextrakt von CHOanx6-Zellen, und die Spuren 3 und 4 reprasentieren Extrakte von

GFP-Anx6-transfizierten CHO-Zellen, die unabhangig voneinander erstellt wurden.

Die Spuren 2 bis 4 zeigen die Expression des 68 kDa groBen Anx6. Deutlich ist
die Uberexpression von Anx6 in Spur 2 zu sehen. Weiterhin zeigen die Spuren
3 und 4 klar abtrennbare Banden, die mit anti-Anx6-Antikdrper detektiert

wurden, bei 97 kDa liegen und GFP-Anx6 darstellen.

~ N
X x .
g = s Abb. 19) Uberpriifung von CHOwt-Zellen
O % % &I auf die Expression des Proteins GFP-
i

. © O © Anx2. 2-3 x 10° CHOwt-Zellen wurden mit
76 kDa s Hilfe eines Plasmids mit dem Fusionsprotein
57 kDa —» | < GFP-anx2 GFP-Anx2 (63 kDa) transfiziert. Zur
46 kDa » &= Uberpriifung der Proteinexpression erfolgte
die Extrahierung aller Membranproteine (s.

37 kDa » s—anx2 o .
2.2.5), die in einer 12,5%igen SDS-Page

28 kDa ¥ = aufgetrennt und mit der Western-Blot-

Analyse auf die Anwesenheit von GFP-Anx2

1 2 3 4 Uberpruft wurden. Spur 1 zeigt zur Kontrolle

der MolekulargewichtsgréBen den ECL-Marker. Spur 2 zeigt das Proteinextrakt von CHOwt-Zellen, Spur 3
Anx2-Uberexprimierender Zellen (CHOanx2-Zellen); Spur 4 repasentiert das Extrakt von GFP-Anx2-

transfizierten CHO Zellen.

Ebenso zeigte ein weiterer G418-resistenter Zellklon neben der Expression von
endogenem Anx2 (36 kDa) eine weitere Bande, die zwischen den GréBen 57
kDa und 76 kDa liegt. Berucksichtigt man dabei das Molekulargewicht von
GFP-Anx2 (63 kDa), so ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Bande

exprimiertes GFP-Anx2 darstellt.
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3.3.1 GFP-Anx6 bindet an endosomale Membranen

Da das Bindungsverhalten von Anx2 und Anx6 an endosomale Membranen gut
beschrieben ist, soll nun die intrazelluldre Verteilung von GFP-Anx2 und GFP-
Anx6 an Membranen des endosomalen Kompartiments untersucht werden.
Deshalb wurden aus GFP-Anx2- und GFP-Anx6-exprimierenden CHO-Zellen
(CHOanx2-GFP- und CHOanx6-GFP-Zellen) EE und LE isoliert und nach der
12,5%igen SDS-Page mittels Western-Blot auf die Anwesenheit von GFP-Anx2
und GFP-Anx6 Uberprift (s. Abb. 20).

A CHOanx2-GFP B CHOanx6-GFP
Zellen Zellen
EE ECL LE EE ECL
* 4&—105 kDa GFP- " 4«—105kDa
- *—-
GFP£_> P— F <76 kpa anx6 T <76 kpa
anXx i
a2 _»- e 44— 47 kDa anx2 —» - e 4— 47 kDa
<— 28 kDa <+— 28 kDa
cav —>~ cav —b -
1 2 3 4 5

Abb. 20) Membranbindung der Proteine GFP-Anx2 und GFP-Anx6 an endosomale Membranen. EE
und LE wurden aus dem PNS von 4-6 x 107 CHOanx2-GFP-Zellen (A) und CHOanx6-GFP-Zellen (B)
prapariert.

A Spur 1 zeigt EE von CHOanx2-GFP-Zellen, die auf das Protein GFP-Anx2 mit einer 12,5%igen SDS-Page
und der Western-Blot-Analyse lberprift wurden.

B Spur 3 zeigt LE, Spur 4 EE von CHOanx6-GFP-Zellen, die auf das Protein GFP-Anx6 mit einer 12,5%igen
SDS-Page und der Western-Blot-Analyse Uberprift wurden.

Spur 2 und 5 zeigen den ECL-Marker zum Vergleich der Molekulargewichte.

Abschnitt A der Abbildung zeigt GFP-Anx2 an EE (Spur 1). Deutlich wird, dass
GFP-Anx2 auf einem weit niedrigeren intrazellularen Level detektiert wird als
Anx2, jedoch als Marker fir EE in einem ausreichenden MaBe, um mit der
Lebendzellmikroskopie die intrazellulare Verteilung zu studieren. Gleiches gilt
fiur GFP-Anx6, um dessen Membranbindung an LE und EE (Abschnitt B Spur 3
und 4) sowie seine intrazelluldare Verteilung in der Lebendzellmikroskopie zu
untersuchen.

Zu den mit Hilfe der SDS-Page und Western-Blot ermittelten Signalen, die
GFP-Anx2 und GFP-Anx6 reprasentieren, sei angemerkt, dass sie nur wenige

Rickschlisse auf das zellulare Expressionslevel dieser Proteine zulassen. Ein
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unglnstiges Falten der Fusionsproteine kann trotz der Behandlung der
Proteine mit 2-Mercaptoethanol fiir die SDS-Page nicht ausgeschlossen werden
und spater in der ECL-Immunodetektion bzw. in der Autoradiographie zu
schwacheren Signalen flihren. AuBerdem kann durch die Fusion selbst ein Teil
des Proteins derart blockiert sein, das die Identifikation der Fusionsproteine
mit den Antikdrpern in der ECL-Immunodetektion gemindert ist und es somit
zu schwacheren Signalen in der Autoradiographie kommt.

Zusammengefasst zeigen GFP-Anx2 und GFP-Anx6 ein vergleichbares
biochemisches Verhalten wie Anx2 und Anx6 und kénnen zum Studium der

intrazelluldren Verteilung beider Proteine eingesetzt werden.
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4. Diskussion

4.1 Calcium- und cholesterinabhdngiges Bindungsverhalten von

Annexinen

4.1.1 Calciumabhangige Bindung von Annexinen

Annexine werden in allen Zelltypen exprimiert und sind an einer Vielzahl
physiologischer Ablaufe beteiligt. Dabei zeigen alle Annexine je nach Zelltyp
unterschiedliche intrazelluldare Verteilungsmuster. Diese variierenden Lokali-
sationen deuten auf dynamische Veranderungen in der Membranbindung der
Annexine hin. Die reversible Membranassoziation der Annexine ist eng mit der
Rolle der Annexine in Prozessen des Membranverkehrs verknipft. Dies spiegelt
sich auch an der Lokalisation und Funktion von Anx6 wieder. Anx6 findet sich
in den meisten bisher untersuchten Zelltypen sowohl im Zytosol als auch an
der Plasmamembran (Tagoe et al. 1994; Weinman et al. 1994; Bandorowicz et
al. 1992; Lavialle et al. 2000) sowie an dem endosomalen Kompartiment von
Zellen (Desjardins, et al. 1994; Pons et al. 2000; Pons et al. 2001; Jackle et
al. 1994; Ortega et al. 1998; Grewal et al. 2000). Grundlage flir die reversible
Assoziation von Annexinproteinen mit Membranen ist deren calciumabhangige
Bindung an negativ geladene PL. Jedoch zeigen neuere Arbeiten, dass nicht
nur Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration, sondern auch die
Lipidkomposition intrazellularer Organellen und Proteinfaktoren, die sich an
der Ausbildung spezifischer Membransubdomadnen beteiligen, an einer dyna-
mischen Umverteilung von Annexinen zwischen subzelluldaren Kompartimenten
beteiligt sein kdnnen. Annexine binden mit absteigender Affinitdt an
Phosphatidylsdaure, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol.  Einige
Annexine binden aber auch an neutrale PL wie Phosphatidylethanolamin,
jedoch nicht an Phosphatidylcholin oder Sphingomyelin (Raynal and Pollard
1994). Die Calcium- und Phospholipidbindung der Annexine wird durch die
konservierte Kerndomane mit ihren Calciumbindungsstellen vom Typ II und
Typ III vermittelt. Das gebundene Calcium dient dabei als Briickenbaustein bei
der Interaktion von Annexinen mit den Kopfgruppen der PL (Weng, Luecke et
al. 1993). Durch Entzug des Calciums I6sen sich Annexine von PL in
Membranen und kénnen nach einer weiteren Induktion mit Calcium wieder an
die gleichen oder an andere Membranen binden. Dabei ist zu beachten, dass

Annexine nicht an alle intrazellularen Membranen binden. So ist eine
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Lokalisation von Anx6 bisher nicht am ER oder TGN gefunden worden. Dies
deutet darauf hin, dass die Dynamik und Funktion eines jeden Mitglieds der
Annexinfamilie auf bestimmte zelluldre Kompartimente beschrankt ist.

Da Anx6 vor allem im endosomalen System lokalisiert ist und funktionelle
Studien der AG Grewal eine Translokation von Anx6 in spate endosomale
Kompartimente wahrend der Internalisierung von LDL nachwiesen, sollte in
dieser Arbeit das calciumabhangige Bindungsverhalten von Anx6 an
endosomale Membranen genauer studiert werden. Zur Etablierung des
experimentellen Systems und zur Analyse der generellen Bindungsaffinitat von
Anx6 wurden im ersten Teil dieser Arbeit zunachst postnukleare Membranen,
die sowohl PM und endosomale Membranen als auch Membranen anderer
Kompartimente enthalten, untersucht. In diesen Experimenten wurde durch
den Entzug von Calcium mittels EDTA sowohl flir Anx6 als auch flir Anx2,
einem weiteren Mitglied der Annexinfamilie, das vorwiegend an der PM und in
EE lokalisiert ist, die calciumabhangige Bindungsaffinitat gezeigt (s. 3.1). Anx6
zeigte dabei eine héhere Calciumsensitivitat als Anx2, da die Inkubation Anx6-
haltiger Membranen mit EDTA zu einer 80%igen Freisetzung von Anx6 aus der
Membranbindung fihrte. Im Vergleich dazu blieben nach der Behandlung mit
EDTA noch 50% des Anx2 membrangebunden. Die Reversibilitat dieser
calciumabhangigen Bindungsart durch Gabe von Calcium zu EDTA-
vorbehandelten Proben konnte durch die AG Gerke eindrucksvoll bestatigt
werden. Dabei bindet Anx2 calciumabhangig und reversibel in zahlreichen in-
vitro-Untersuchungen an Membranen mit variierenden Lipidkompositionen.
Durch die Titration der Calciumkonzentration bei konstanten Anx2-
Konzentrationen wurde die Reversibilitat mittels Adsorption- und Desorption-
kurven gezeigt. Diese Ergebnisse bestadtigten frihere Untersuchungen und
weisen nochmals deutlich auf das Vorhandensein zweier Anx2-Pools hin, die
sich in der Membranbindung unterscheiden. Das Verhaltnis beider Anx2-Pools
ist sowohl von dem Gehalt an Phosphatidylserin und Cholesterin in der
Membran als auch von der Calciumkonzentration abhangig (Ross, Gerke and
Steinem 2003). Die Arbeiten in Ross et al. bestitigen somit die hier
vorgestellten Daten. Eine Steigerung der Membranaffinitat von Anx6 und Anx2
durch die zusatzliche Gabe von Calcium in unbehandelten Proben konnten wir
nicht nachweisen. Dies ist wahrscheinlich auf eine Sattigung der Phospho-

lipidschicht mit Annexinen zurtckzufihren.
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Die Analyse postnukledarer Membranen erlaubte nur bedingt Rlckschlisse auf
das Membranbindungsverhalten von Anx2 und Anx6 an die PM und an
endosomale Membranen. Diese Membranen kdnnen kompartimentspezifische
Lipidkompositionen aufweisen, die unterschiedliche Bindungsaffinitaten flr
Anx2 und Anx6 zur Folge haben. In Vorarbeiten der AG Grewal zeigte jedoch
das rekombinante GST-Annexin-6-Fusionsprotein (GST-Anx6) ein calcium-
induzierbares Bindungsverhalten zu Membranen von frihen und spaten
Endosomen sowie ’‘schweren’ Membranen (PM-Trimmer), die aus LDL-
beladenen CHO-Zellen gewonnen wurden. Dieses Bindungsverhalten ahnelt
dem des endogen und stabil transfizierten Anx6 in CHOwt- und CHOanx6-
Zellen. Dabei lieB sich eine mit Calcium schwach induzierbare Bindung von
GST-Anx6 an ’‘schwere’ Membranen und EE nachweisen. Im Gegensatz dazu
fihrte die Inkubation von GST-Anx6 mit LDL-Cholesterin beladenen LE bei 50
MM CaCl, zu einer starken Membranbindung von GST-Anx6. Dies deutet darauf
hin, dass die intrazelluldre Prozessierung von LDL im Lumen von LE die
calciuminduzierbare Interaktion von Anx6 mit Vesikeln des spat-
endozytotischen Kompartiment verstarkt (Grewal, Heeren et al. 2000). Dieses
Beispiel veranschaulicht deutlich die intrazellulare Dynamik und die spezifische
subzelluldare Lokalisation von Anx6. Obwohl PL in samtlichen biologischen
Membranen vorkommen, ist Anx6 nicht gleichmaBig Uber die ganze Zelle
verteilt. So wurde in zahlreichen Bindungsstudien bisher kein Anx6 an
Membranen des ER und des TGN gefunden (s. 1.4.2). Damit kann die
calciumabhangige Bindung von Anx6 an PL nicht als alleiniger Regulations-
mechanismus angenommen werden (Babiychuk and Draeger 2000).

Die Existenz calciumunabhangiger Mechanismen, die eine Membranbindung
von Anx6 stimulieren kénnen, wird durch Arbeiten an Anx2 bestarkt. So wurde
fir Anx2 neben der calciumabhangigen Bindung eine cholesterinabhangige,
calciumunabhangige Bindung beschrieben (Harder et al. 1997; Jost et al.
1997; Konig and Gerke 2000; Ayala-Sanmartin et al. 2001; Ayala-Sanmartin
2001). Ayala-Sanmartin beobachtete zudem flir Anx5 eine cholesterin-
abhangige Steigerung der calciumabhangigen Membranbindung zu PL (Ayala-
Sanmartin 2001). Dies deutet darauf hin, dass neben PL auch andere Lipide
wie Cholesterin einen Einfluss auf die Lokalisation von Annexinen haben. Der

in dieser Arbeit identifizierte calciumunabhangig membranbindende Anx6-Pool,
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der in seiner Bindungsart cholesterinsensitiv ist, bestatigt diese Hypothese (s.
3.2.2 und 3.2.4).

Als weiterer Regulationsmechanismus wurde zusatzlich eine ph-abhangige,
calciumunabhdngige Membranbindung beschrieben, die jedoch bisher nur an
artifiziellen Liposomenmembranen beobachtet wurde (Ayala-Sanmartin 2001;
Golczak, Kicinska et al. 2001; Golczak, Kirilenko et al. 2001). Eine Steigerung
der Anx6-Bindungsaffinitat an Liposomen im sauren ph-Bereich (halbmaximale
Bindung bei einem ph-Wert 5,3) bedurfte keiner spezifischen Lipidkomposition.
Arbeiten von Golczak et al. deuten an, dass Anx6 in diesem sauren ph-Bereich
(ph 4,6) in Membranen integriert vorkommt und hier Ionenkandle auszubilden
vermag. Die ph-induzierten Konformationsanderungen von Anx6 flihren
anscheinend zu hydrophobischen Molekileigenschaften, die eine Integration
von Anx6 in die Membran ermdglichen (Golczak, Kicinska et al. 2001). Da
diese Arbeiten jedoch lediglich mit aufgereinigtem Anx6 und Liposomen
durchgefihrt wurden, ist die ph-abhangige Bindungsaffinitdt vermutlich von
eingeschrankter physiologischer Relevanz. Darliber hinaus stellt sich auch die
Frage, in welchen biologischen Kompartimenten ein ph 4,5 - 5,5 auftritt. Im
Lumen der LE betragt der ph 6, Lysosomen stellen ein membranumgebenes
Organell mit einem luminalen ph von 5-5,5 dar.

Lysosomen stellen keine Hauptlokalisation fiir Anx6 dar. Es wurde jedoch in
einigen Zelltypen Uberwiegend mit sauren pralysosomalen Strukturen von
polarisierten wie auch unpolarisierten Zellen assoziiert gefunden (Pons et al.
2000; Pons et al. 2001).

AuBerdem konnten zwei KFERQ-artige Pentapeptidsequenzen, die vermutlich
zytosolische Proteine dem chaperonvermittelten lysosomalen Abbauweg
zuflihren (Dice 1990), innerhalb von Anx6 identifiziert werden (Positionen 81-
85 Repeat 1 und Positionen 564-568 in Repeat 7) (Cuervo et al. 2000).
Anhand von Beobachtungen an dem Protein ARF1 (ADP-ribosylation factor 1)
kdnnten diese Signalsequenzen daflr verantwortlich sein, dass Anx6 in einigen
Zellen bevorzugt an LE bindet (Gu and Gruenberg 2000). Da diese KFERQ-
Sequenzen in alpha-helikalen Regionen lokalisiert sind, die in der Kerndomane
verborgen sind, muss Anx6 bis zu einem gewissen Grad entfaltet werden,
damit es mit hsc73 (heat shock cognate protein, 73 kDa), dem Chaperon, das
fir den Transport von Anx6 im Anx6/hsc73-Komplex zu LE verantwortlich ist,

interagieren kann (Avila-Sakar et al. 1998; Zanotti et al. 1998). Einen
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modglichen Erklarungsansatz liefern daftir die Beobachtungen von Golczak und
Mitarbeitern. Zudem wurde Anx6 im Ganzen und fragmentiert im Lumen von
LE gefunden (Cuervo et al. 2000). Solche fragmentierten Formen von
Annexinen koénnen unter anderem durch proteolytische Spaltung entstehen
(Liu et al. 1995; Vishwanatha et al. 1998; Movitz et al. 1999) und sind aus
unbekannten Griinden gegenlber einer vollstandigen Proteolyse resistent. Ob
eine limitierte Proteolyse von Annexinen im lysosomalen Lumen stattfindet
und daraus funktionell aktive Annexinfragmente entstehen, wird in weiteren
Untersuchungen zu klaren sein. Dabei sind die moégliche pH-abhangige
Bindungsaffinitat von Anx6 an biologische Membranen mit ihren variierenden
Lipidkompositionen und der Einfluss auf das spezifische intrazellulare

Verteilungsmuster von Anx6 zu klaren.

4.1.2 Cholesterinabhangige Bindung von Annexin 6 an

Membranen

Die Mechanismen, die zu der spezifischen Verteilung (s. 1.4.4) von Anx6 in der
Zelle fihren, sind kaum erforscht. Als Mitglied der Annexinfamilie bindet Anx6
calciumabhangig an anionische PL. Endosomen sind im Vergleich zur PM reich
an Sphingomyelin und Phosphatidylserin (Urade et al. 1988). Letzteres wirde
die Bindung von Annexinen generell unterstiitzen, jedoch binden nur wenige
Annexine selektiv an endosomale Membranen. Ebenso bindet Anx6 auch nicht
an alle Membranen, die Phosphatidylserin enthalten.

Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen zeigten, dass neben der calcium-
abhdangigen Membranbindung von Annexinen auch Cholesterin in Membranen
ein zusatzlicher Modulator im Bindungsverhalten und der intrazellularen
Verteilung von Annexinen sein kann (Konig and Gerke 2000; Ayala-Sanmartin
2001). Arbeiten der AG Grewal ergaben, dass eine Uberexprimierung von Anx6
gemeinsam mit einer LDL-Rezeptorliberexprimierung zu einer gesteigerten
Aufnahme von LDL und einer vermehrten Bindung und Translokation von Anx6
an Membranen des pralysosomalen Kompartiments flihrt (Grewal, Heeren et
al. 2000). Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass es einen
calciumunabhangig bindenden Anteil von Anx6 geben kann. Diese Hypothese
konnte in dieser Arbeit an postnuklearen Membranen von CHO-Zellen bestatigt
werden, die zweimal mit EDTA behandelt wurden und zur Identifikation eines
EDTA-resistent, calciumunabhangig membranbindenden Anx6-Pools flhrten

(s. 3.2.1 und 3.2.3). Dass Cholesterin hier ein zusatzlicher Modulator im
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Bindungsverhalten fur Anx6 ist, bestatigte sich durch die Behandlung des
calciumunabhangig membranbindenden  Anx6-Pools mit cholesterin-
sequestrierenden Agenzien wie Digitonin (s. 3.2.4).

In Folgeexperimenten sollte der Einfluss des calciumunabhdngigen Bindungs-
verhaltens von Anx6 auf seine intrazelluldre Verteilung untersucht werden.
Dabei ist Anx6 vor allem an der PM, im Zytosol und an endosomalen
Membranen zu finden (s. 1.4.4). Bereits oben erwahnt ist die durch LDL-
induzierte Translokation von Anx6 an Membranen von LE (Grewal, Heeren et
al. 2000). Mit Ausnahme von NRK- und WIF-B-Zellen (Pons et al. 2001) findet
sich nur wenig Anx6 im spat-endosomalen Kompartiment ruhender Zellen. Es
ist unwahrscheinlich, dass die LDL-vermittelte Translokation von Anx6 an
Membranen aus LE durch eine transiente Induktion der Calciumkonzentration
vermittelt wird. Da die veranderte Lokalisation von Anx6 erst nach 120 min
der Inkubation mit LDL und konsekutiver Akkumulation von LDL im
pralysosomalen Kompartiment nachgewiesen werden konnte, gehen wir von
einer permanenten und stabilen Translokation aus. Somit missen andere
Faktoren die Translokation von Anx6 erklaren. Diese Beobachtung kénnte sich
durch die Akkumulation von LDL-Cholesterin in LE erklaren und korreliert mit
dem cholesterinsensitiven, calciumunabhangigen Bindungsverhalten von Anx6
an Membranen von EE und LE (s. 3.2.5). Der Nachweis an endosomalen
Membranen, dass Cholesterin die Membranbindung von Anx6 beeinflusst,
erfolgte durch den Entzug von Cholesterin aus diesen Membranen mittels
Digitonin. Die Abhangigkeit zwischen dem Cholesterinanteil in der Membran
und der Bindungsaffinitat von Anx6 sollte dazu flihren, dass die Erhéhung des
Cholesterinanteils in der Membran zu einer Steigerung der Membranaffinitat
von Anx6 flUhrt. Ayala-Sanmartin zeigte bereits eine Steigerung der
Membranaffinitdt von exogen zugefuhrtem Anx6 an  artifiziellen
phospholipidhaltigen Vesikeln, deren Membrangehalt an Cholesterin erhéht
wurde (Ayala-Sanmartin 2001). In Folgeexperimenten gelang der AG Grewal
die Etablierung eines Systems, das mit 3B-(2Diethylaminoethoxy)-androst-5-
en-17-on (im Folgenden U18666A genannt) zu einer Akkumulation von
Cholesterin in LE und Lysosomen fuhrte (Liscum and Faust 1989). Mit Hilfe
dieses Systems konnte der stimulierende Einfluss von Cholesterin auf die
Bindungsaffinitat von Anx6 an spat-endosomale Membranen genauer

untersucht werden. Die in-vivo-Inkubation von CHOwt- und CHOanx6-Zellen
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mit U18666A flhrte zu einer 50%igen Steigerung des zelluldren Cholesterin-
gehalts. Nach der subzellularen Fraktionierung von U18666A-behandelten
CHOwt-Zellen und CHOanx6-Zellen konnte an EE und LE gezeigt werden, dass
es dabei ausschlieBlich zu einem signifikanten Anstieg von Cholesterin in LE,
jedoch nicht in EE im Vergleich zu unbehandelten CHO-Zellen kommt (de
Diego, Schwartz et al. 2002). Dies konnte in der Fluoreszenzmikroskopie
mittels verstarkter Filipinfarbung und Kolokalisation mit spat-endosomalen
Markern bestatigt werden. Mit diesem Phanotyp @ahneln diese CHO-Zellen den
NPC-Fibroblasten und Tangier-Fibroblasten (s. 1.3.5; Liscum and Faust 1989;
Neufeld et al. 2004). Bindungsstudien an LE aus U18666A-inkubierten CHO-
Zellen zeigten, dass mehr Anx6 an LE bindet im Vergleich zu LE, die aus
unbehandelten CHO-Zellen gewonnen wurden. Diese Mehranreicherung von
Anx6 in cholesterinangereicherten LE lieB sich in der Immunfluoreszenz-
mikroskopie mit U18666A-behandelten CHO-Zellen bestdtigen (de Diego,
Schwartz et al. 2002).

Dies deutet auf eine von U18666A-induzierte Translokation von Anx6 aus EE
zu LE hin. Weitere Bindungsstudien mit dem rekombinanten GST-Anx6-
Fusionsprotein zeigten eine Steigerung der Bindungsaffinitdt von GST-Anx6 an
LE aus U18666A-behandelten CHOwt-Zellen im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (de Diego, Schwartz et al. 2002). Gemeinsam mit den hier vorgestellten
Daten konnte somit die Existenz EDTA-resistenter und damit calcium-
unabhangig bindender Anx6-Proteine nachgewiesen werden, die in ihrer
Bindungsaffinitat gegeniber Cholesterin vor allem in spat-endosomalen
Membranen sensitiv sind.

Die U18666A-induzierte Translokation von Anx6 an spat-endosomale
Membranen (de Diego, Schwartz et al. 2002) kénnte einem &hnlichen
Mechanismus unterliegen, wie die LDL-induzierte Translokation von Anx6 an
LE (Grewal et al. 2000). Sowohl bei der Behandlung mit U18666A als auch
wahrend der Internalisierung von LDL kommt es zur Akkumulation von
Cholesterin in LE (s. 1.3.5). Cholesterin als Hauptbestandteil von LDL gelangt
Uber spat-endosomale Membranen anschlieBend zur PM oder zum TGN (s.
1.3.2). Das Cholesterin, welches die spat-endosomale Membran passiert, flihrt
zu einer Anderung der Lipidzusammensetzung der jeweiligen Membran und
liefert damit einen Erklarungsansatz flir die veranderte Membranaffinitat von

Anx6. Es ist noch unklar, ob Anx6 das Cholesterin auf dem Weg der

74



Diskussion

Internalisierung durch die endosomalen Kompartimente begleitet oder ob das
an spat-endosomalen Membranen nachgewiesene Anx6 erst durch den
erhéhten Cholesterinanteil in LE dorthin verschoben wird. In-vitro-
Experimente, in denen GST-Anx6 nachtraglich zu isolierten LE aus U18666A-
behandelten CHOwt-Zellen hinzugefliigt wurde, zeigten eine deutlich erhéhte
Affinitat von GST-Anx6 zu cholesterinreichen, spat-endosomalen Membranen.
Dieses Ergebnis verstarkt ein Modell der Rekrutierung von Anx6 aus dem
Zytosol an spat-endosomale Membranen.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass die cholesterinabhédngige Membran-
bindung von Anx6 auch calciumunabhangig funktioniert (s. 3.2.4), lieB sich in
den in-vitro-Experimenten mit dem GST-Anx6 an LE aus U18666A-
behandelten CHOwt-Zellen zeigen, dass es ab einer Calciumkonzentration von
5 UM zu einer deutlichen Affinitatszunahme des GST-Anx6 im Vergleich zu LE
aus unbehandelten CHO-Zellen kam, gleichbedeutend mit der Beglinstigung
der cholesterinabhangigen Membranbindung von Anx6 durch Calcium. Dies
verdeutlicht eindrucksvoll die Komplexitat des Zusammenspiels von Calcium
und Cholesterin bei der Membranbindung des Anx6.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten an, dass Anx6 ahnlich dem Anx2
(Uittenbogaard et al. 2002) eine direkte Interaktion mit Cholesterin eingehen
konnte. Diese direkte Interaktion von Anx6 mit Cholesterin kdnnte eine
verbesserte Zuganglichkeit von PL in Membranen und damit eine erhohte
calciumabhangige Bindung an phosphatidylserinreichen Mikrodomanen zur
Folge haben.

Inwieweit die strukturelle Besonderheit von Anx6 mit der Duplikation der
Kerndomane eine Rolle in der cholesterinabhdangigen Bindungsaffinitat spielt,

muss in weiteren Bindungsstudien untersucht werden.

4.1.3 Cholesterinabhangige Bindung von Annexin 2 an

Membranen

Annexin 2 (Anx2) ist an sekretorischen und endozytotischen Transport-
vorgangen beteiligt und wird an der PM und EE gefunden (Emans et al. 1993;
Harder et al. 1997; Nakata et al. 1990; Senda et al. 1994). Anx2 existiert in
Zellen als Monomer, p36, und als Heterotetramer, das aus zwei schweren p36-
Ketten und zwei leichten Ketten, pl1-Proteinen aus der Familie der S100-
Proteine, besteht (s. 1.4.1). Beide Formen binden calciumabhdangig an

Membranen, wobei diese Bindung unabhangig von der Bindung zu p11 durch
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den C-terminalen Kern von Anx2 (Seitenketten 30-338) reguliert wird
(Glenney 1986; Johnsson et al. 1986; Drust and Creutz 1988). Flr eine solche
Bindung ist es nétig, dass in der entsprechenden Membran anionische PL wie
Phosphatidylserin oder Phosphatidylinositol enthalten sind (Ayala-Sanmartin et
al. 2001; Ayala-Sanmartin 2001).

Calciumbindende Agenzien fuhrten bei Anx2 zur Identifikation eines calcium-
unabhangig membrangebundenen Anx2-Pools, den cholesterinsequestrierende
Agenzien wie Digitonin und Filipin von der Membran freisetzten (Harder,
Kellner et al. 1997; Jost, Zeuschner et al. 1997). Fiur das calciumunabhangige
Bindungsverhalten von Anx2 wird die N-terminale Gruppe des Moleklls
verantwortlich gemacht (Konig and Gerke 2000), jedoch stellen Arbeiten von
Ayala-Sanmartin et al. diese Beobachtung in Frage (Ayala-Sanmartin et al.
2001; Ayala-Sanmartin 2001). Darlber hinaus postuliert diese Arbeitsgruppe,
dass Cholesterin die Formierung oder Stabilisierung phosphatidylserinreicher
Mikrodomanen induziert, welche die Interaktion zwischen Anx2 und
Phosphatidylserin beglinstigen. Hier erfolgt die Interaktion zu Phosphatidyl-
serin Uber die C-terminale Kerndomane des Annexinmolekulls. Jedoch
postulieren Ayala-Sanmartin et al. zudem, dass der N-Terminus des Anx2-
Proteins die calciumunabhangige und cholesterinsensitive Bindung der C-
terminalen Kerndomane reguliert (Ayala-Sanmartin et al. 2001; Ayala-
Sanmartin 2001).

Bei unseren Bindungsstudien zu Anx6 sind wir davon ausgegangen, dass sich
Anx2 als Kontrolle fur ein cholesterinbeeinflusstes Bindungsverhalten eignet.
Dabei konnten wir erstmals nachweisen, dass auch in CHO-Zellen ein EDTA-
resistenter, calciumunabhangig membranbindender Anx2-Pool existiert, der
sensitiv gegeniuber Verteilung und Gehalt an Cholesterin in postnukleadren
Membranen ist. In einer weiterfUhrenden Beobachtung stellten wir zudem fest,
dass Digitonin mit EDTA kooperativ auf die Membranbindung des EDTA-
resistenten Anx2-Pools an frih-endosomale Membranen wirkt (s. Abb. 15).
Inwieweit Anx2 eine Interaktion mit Cholesterin in biologischen Membranen
eingeht, bleibt unklar. Die Kooperativitat von Digitonin und EDTA zeigt wie
differenziert die Regulation der Membranbindung der einzelnen Annexine sein
muss, da wir diese Beobachtung nicht fir Anx6 gemacht haben. Die Hypothese
von Ayala-Sanmartin aufgreifend (s. oben), dass es durch eine cholesterin-

induzierte Stabilisierung phosphatidylserinreicher Mikrodomanen zu einer
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Steigerung der calciumabhangigen Bindung von Annexinen kommt, kann nicht
beurteilt werden. Es lasst sich aber dariber spekulieren, ob der digitonin-
vermittelte Cholesterinentzug zu einer Destabilisierung phosphatidylserin-
reicher Mikrodomanen und zur Formation neuer Membrandomanen fuhrt.

Dass die subzellulare Verteilung von Anx2 einen Einfluss auf die Lokalisation
anderer endosomaler Proteine haben kann, zeigen neuere Arbeiten der AG
Gerke an Anx2-positiven und Anx2-negativen frihen Endosomen aus BHK-
Zellen. Dabei zeigte sich, dass sich an den Anx2-positiven Membranen Tf-R
und Rab4, an den Anx2-negativen Membranen EEA1 befindet (Zeuschner et al.
2001). Dies konnte durch elektronenmikroskopische Untersuchungen bestatigt
werden. Anx2 wurde weder an LAMP1-markierten LE und Lysosomen noch an
EEAl-markierten endosomalen Vakuolen gefunden, die als erste Station
endozytotisch aufgenommener Vesikel erachtet werden (Simonsen et al.
1998). Vielmehr befand sich Anx2 an endosomalen Tubuli, die als Ausgangs-
punkt fur den Recyclingweg betrachtet werden (Stoorvogel et al. 1996; Futter
et al. 1998; Zeuschner et al. 2001). Die Rolle von Anx2 beim Recycling wird
verstarkt durch die Veranderung des Tf-R-Recyclings nach siRNA-vermittelten
Anx2-Expressionsverlust in HelLa-Zellen. Dabei kommt es in Anx2-defizienten
Zellen zur Akkumulation von perinuklear lokalisierten, Rab1l1-positiven
Strukturen, die mit ihren tubularen Strukturen dem ERC &hneln und als
Ausgangspunkt flir den Recyclingweg betrachtet werden. Im Gegensatz dazu
scheint ein Verlust von Anx2 keinen negativen Einfluss auf die Degradation
von LDL entlang des lysosomalen Weges zu haben (Zobiack et al. 2003). In
elektronenmikroskopischen Analysen zeigte sich, dass Anx2 die Struktur und
Organisation des ERC beeinflusst. Im Einklang damit stehen Beobachtungen
der AG Ullrich. Dabei fanden sich die beiden miteinander agierenden Proteine
EEA1 und Rab5 an SE. Anx2 zeigte eine Kolokalisation mit Rabl1l im ERC,
nicht jedoch in den Rab5-positiven SE (Ullrich et al. 1996; Trischler et al.
1999). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Arbeiten der AG Gruenberg.
So waren Tf-R-positive Endosomen von polarisierten MDCK Zellen, die damit
zum ERC gehoren, frei von EEA1 und Anx2 (Gagescu et al. 2000). Die AG
Gruenberg zeigte in Bindungsstudien an phosphatidylsaure- und cholesterin-
enthaltenden Liposomen, dass Anx2 anscheinend eine spezifische Bindung mit
Cholesterin eingeht. Flr diese Interaktion von Anx2 mit Cholesterin ist

Phosphatidylsdaure essentiell (Mayran et al. 2003). Dass diese cholesterin-
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abhangige Membranbindung auch die oben beschriebene subzelluldre
Verteilung von Anx2 beeinflussen kann, zeigten Gruenberg und Mitarbeiter
durch eine veranderte Verteilung von Anx2 in NPC1l-Fibroblasten. In diesen
Zellen wurde eine Umverteilung von Anx2 an NPC1-Zellen charakterisierende
cholesterinreiche LE gesehen. Die gleiche Umverteilung von Anx2 zu LE wurde
auch in U18666A-behandelten BHK-Zellen gesehen. Elektronenmikroskopisch
waren infolge der cholesterinvermittelten Umverteilung keine Anx2-Proteine
an den EE nachweisbar. Gruenberg und Mitarbeiter halten die Umverteilung
von Anx2 zu LE Uber einen Vesikeltransport flir unwahrscheinlich und schlagen
eine  Rekrutierung zytosolischer Anx2-Proteine an spat-endosomale
Membranen vor. Zudem schlussfolgerten die Autoren, dass der Membran-
transport von EE zu LE durch Anx2 reguliert wird. EE, die nach Behandlung mit
U18666A frei an Anx2 waren, zeigten sich nicht fahig zur Formation von
endosomalen Transportvesikeln (Endosomal Carrier Vesicle, ECV), die das
Bindeglied im Transport von EE zu LE darstellen. Somit scheint Anx2 Uber das
direkte Interagieren zu Cholesterin cholesterinreiche frilh-endosomale
Membrandomanen zu organisieren, von denen schlieBlich die Bildung der ECV
und damit der Beginn des degradativen Weges ausgeht (Mayran et al. 2003).
Diese Ergebnisse stehen jedoch im Gegensatz zu den hier beschriebenen
Ergebnissen der AG Grewal. Die Behandlung von CHO-Zellen mit U18666A
fiuhrte zwar zu einer Akkumulation von Anx6 an LE, jedoch konnte in diesen
Arbeiten keine Umverteilung von Anx2 in U18666A-behandelten CHO-Zellen
an spat-endosomale Membranen nachgewiesen werden.

Bei den oben beschriebenen variierenden Verteilungsmustern von Anx2 am
endosomalen System ist zu berlicksichtigen, dass die Protein- und Lipid-
kompositionen von Mikrodomanen in EE- und LE-Membranen in den
verschiedenen Zelltypen sehr unterschiedlich sein kdnnen. Dies kénnte
entscheidend zu einem unterschiedlichen Bindungsverhalten von Anx2 in den
verschiedenen experimentellen Systemen beitragen. Sicherlich sind hier in

Zukunft weitere Bindungsstudien fir Anx2 und Anx6 nétig.

4.2 Funktion von Annexin 6 beim Targeting von LDL-Cholesterin

in spate Endosome

Anx6 bewirkt durch seine Interaktion mit Calpain und Spektrin an der PM die
Ausknospung von CCPs (Watanabe et al. 1994; Kamal et al. 1998). Zudem

wurde an endozytotischen und Transferrin-positiven Vesikeln eine Assoziation

78



Diskussion

von Anx6 und Dynamin, einer flir das Ausknospen von CCPs von der PM
essentiellen GTPase, beobachtet (Turpin et al. 1998). In vorangegangenen
Arbeiten der AG Grewal wurde eine LDL-induzierte Translokation von Anx6 an
LE dargestellt (Grewal et al. 2000). Darlber hinaus flhrte die Injektion einer
dominant-negativen Anx6-Mutante nicht nur zu einer reduzierten Internali-
sierung von LDL, sondern zur Akkumulation cholesterinreicher Vesikel in Kern-
nahe (Kamal et al. 1998; Pons et al. 2001). Pons et al. konnten in weiteren
Experimenten mit spat-endosomalen und pralysosomalen Membranen eine
direkte Interaktion von Anx6 mit Spektrin an Strukturen des spat-
endozytotischen Kompartiment nachweisen (Pons et al., 2001). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Interaktionen von Membranen und
zytoskelettalen Bestandteilen mit Anx6 nicht nur bei der Ausknospung von CCP
an der Zellmembran beteiligt sind, sondern dass Anx6 den lysosomalen Weg
endozytotischer Vesikel Uber zwischenzeitliche Kontakte mit zytoskelettalen
Strukturen steuert.

Eine andere Mdglichkeit ist, dass Anx6 sich nach der Ausknospung der CCP
von diesen l6st und ins Zytoplasma diffundiert, um spater an anderer
Lokalisation rekrutiert zu werden. Daflir sprechen die calciumabhdngige und
stressinduzierte Translokation von PM-stdndigem Anx6 in das Zytoplasma
(Hoyal et al. 1996) und die calciuminduzierte reversible Formation von
Membran-Zytoskelett-Komplexen in glatten Muskelzellen (Babiychuk et al.
1999). Damit ware nicht geklart, wie Anx6 seine Zielmembran findet. In 4.1
wurde bereits auf die ph-induzierte Proteinentfaltung von Anx6 als einen
moglichen Mechanismus eingegangen, der die Bindung von Anx6 an LE bei der
LDL-Internalisierung verursachen kdnnte. Nach der Entfaltung kdme es zur
Interaktion der KFERQ-Sequenzen von Anx6 mit hsc73 (heat shock cognate
protein, 73 kDa), einem Chaperon, das flr den Transport von Anx6 im
Anx6/hsc73-Komplex zu LE verantwortlich ist.

In weiteren Experimenten bleibt herauszufinden, ob eine derartige
chaperonvermittelte Fihrung die Bindung von Anx6 an LE wahrend der LDL-
Endozytose verursacht oder ob der intraluminale ph-Wert der LE und
phospholipidreiche, durch Cholesterin in spat-endosomalen Membranen
etablierte und stabilisierte Membrandoméanen Signale darstellen, die zur

Translokation von Anx6 an LE fuhren.
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4.3 Funktion von Annexin 6 im Cholesterintransport aus dem

spat-endozytotischen Kompartiment

Es gibt zwei wesentliche Mdglichkeiten fir die Zelle, die intrazellulare
Cholesterinhombostase zu beeinflussen: Erstens, die Neusynthese von
Cholesterin am ER mit konsekutivem Transport des Cholesterins zur PM und,
zweitens, die vom LDL-R vermittelte Aufnahme von LDL-Cholesterin aus dem
Extrazelluldarraum mit nachfolgendem Transport ins spat-endozytische
Kompartiment. Die Transportwege von neusynthetisiertem Cholesterin vom ER
Uber das TGN zur PM sind verschieden im Vergleich zum LDL-Cholesterin, das
nach Rezeptoraufnahme ins spat-endozytotische Kompartiment gelangt und
anschlieBend zur PM und ER abtransportiert wird (DeGrella and Simoni 1982;
Urbani and Simoni 1990; Kaplan and Simoni 1985; Neufeld et al. 1996). Fir
die Aufrechterhaltung der zellularen Cholesterinhomdéostase gibt es flir jeden
der beiden oben genannten Transportwege unterschiedliche Regulations-
mechansimen. Diese Regulationsmechanismen stellen sicher, dass die asym-
metrische Verteilung von Cholesterin mit hohen Konzentrationen in der PM und
niedrige Konzentrationen im ER konstant bleibt (Schroeder et al. 1996; Liscum
and Munn 1999).

Anx6 ist am Membranverkehr von LE beteiligt (s. 4.4; Grewal et al. 2000;
Pons et al. 2001, de Diego, Schwartz et al. 2002) und scheint im Gegensatz zu
Anx2 in cholesterinreichen LE zu akkumulieren. Die Bindung von Anx6 an
cholesterinreiche LE ist vermutlich vergleichbar mit der Regulation der
Membranaffinitdt von Anx6 an cholesterinreiche Lipid-Rafts. Zudem scheinen
auch in LE mit Lipid-Rafts vergleichbare Mikrodomanen zu existieren (Fivaz et
al. 2002). Diese Membrandomadnen kénnen spezifische Funktionen durch das
Konzentrieren und AusschlieBen von Membranproteinen erwerben und dienen
vermutlich als Schaltstelle von Signaltransduktionskaskaden oder in der
Regulation des Membranverkehrs. Eingebettet mit anderen Proteinstrukturen
(s. 1.3.5) in solchen Mikrodomanen kénnte Anx6 den Cholesterintransport aus
dem spat-endozytotischen Kompartiment regulieren. In Anbetracht der hohen
Dynamik des Cholesteringehalts im spat-endozytotischen Kompartiment
wahrend der LDL-Internalisierung und -Degradation muss hinterfragt werden,
ob es zur stabilen Ausbildung solcher cholesterinreichen Ilateralen Lipid-
zusammenlagerungen kommt. Vor diesem Hintergrund ist es interessant, dass

die inneren Membrananteile der multivesikularen Strukturen von spaten
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Endosomen reich an dem Phospholipid Lysobisphosphatidsaure (LBPA) sind.
Die AG Gruenberg hebt in einer Reihe von Arbeiten die Rolle von LBPA in
diesen inneren Strukturen von LE hervor und postuliert, dass LBPA-reiche
Membrandomanen in LE an der Regulation des intrazelluldaren, spat-
endozytotischen Cholesterintransport entscheidend mitwirken (s. 1.3.5;
Kobayashi et al. 1998; Kobayashi et al. 1999; Matsuo, Chevallier et al. 2004).
Somit liegt die Vermutung nahe, dass Anx6 in LE Uber die Bindung an
Mikrodomanen in spat-endosomalen Membranen an der Regulation des
Cholesterintransports aus dem spat-endozytotischen Kompartiment beteiligt
ist. Um die Funktion von Anx6 in diesem physiologisch wichtigen Prozess (s.

unten) genauer zu charakterisieren, sind weitere Experimente durchzuftihren.

4.4 Klinische Relevanz von Annexinen

Die konservierte Annexinstruktur und das Vorkommen der Annexine in einer
Vielzahl von Spezies deuten auf eine wichtige Rolle der Annexine hin. Deshalb
ist es erstaunlich, dass in der Humanmedizin noch keine Krankheit bekannt ist,
an der eine Genmutation eines Annexins ursachlich ware. Immerhin gibt es
Beispiele, dass die Expression von bestimmten Annexinen bei speziellen
Krankheitsbildern  verandert ist. Diese Korrelationen wurden als
~Annexinopathien™ bezeichnet (Rand 2000).

Das erste Beispiel beschreibt Patienten mit der hamorrhagisch verlaufenden
Form der akuten promyeloischen Leukdmie (APL) mit der reziproken Trans-
lokation zwischen den Chromosomen 15 und 17, t(15;17), die zu einer Fusion
des verklrzten Vitamin-A-Sdure-Rezeptor-alpha (AR-alpha)-Gens mit dem
Gen flur den Transkriptionsfaktor PML (flir Promyelozyten-Leukamie) fuhrt
(Menell et al. 1999). Einige dieser Patienten weisen eine erhdhte Expression
von Anx2 auf. Anx2 dient an der apikalen Oberflache von Endothelzellen als
Bindungsstelle fur Plasminogen und tPA (tissue Plasminogen Activator), was
zur Fibrinolyse und damit zum Schutz der Endothelzellen beitragt. Die
Uberexpression von Anx2 fihrt bei den APL-Patienten zu einer gesteigerten
Fibrinolyse und damit zur Hdmorrhagie (Cesarman et al. 1994; Hajjar et al.
1994).

Ein zweites Beispiel beschreibt die Rolle von Anx5 bei Patientinnen mit dem
Antiphospholipidsyndrom (APS), welches sich durch Antikérperbildung gegen
anionische PL auszeichnet. Anx5 bildet einen kristallinen Schutzschild gegen

koagulatorische Proteine, welche mit den anionischen PL in Kontakt treten
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kdnnen. Das Syndrom manifestiert sich in vaskuldaren Thrombembolien oder
wiederholten Spontanaborten. In den Plazentae von Praeklampsie-
Patientinnen wurde eine verminderte Anx5-Konzentration gemessen. In diesen
Fallen kommt es zu einer eingeschrankten, von Anx5 vermittelten Ausbildung
eines  kristallinen  Schutzschildes lGber PL-enthaltende  Oberflachen.
Monoklonale anti-Phospholipid (aPL)-AK unterbrechen zudem die kristalline
Anordnung von Anx5. Im Weiteren vermitteln diese aPL-AK eine beschleunigte
Koagulation und Ausbildung von Thromben im Plasma von APS-Patientinnen
(Rand et al. 1997; Rand et al. 2003; Rand et al. 2004).

Fir Anx6 ist noch keine derart direkte Beteiligung an Krankheitsprozessen
bekannt. Trotzdem besitzt Anx6 ein gewisses Potential, an pathophysio-
logischen Vorgangen mitzuwirken, wie im folgenden Absatz gezeigt werden

soll.

4.4.1 Potentielle Rolle von Annexin 6 im Lipidstoffwechsel

Die bedeutende Rolle von Anx6 bei der Endozytose von LDL wurde in den
vorherigen Punkten bereits dargestellt. Zwar ist alternativ eine von Anx6
unabhangige Endozytose mdglich, jedoch werden dabei die endozytotischen
Vesikel in der Zelle fehlgeleitet. Es kommt zur Akkumulation von LDL in
groBen, kernnahen Vesikeln. Dies geht einher mit einer reduzierten LDL-
Prozessierung im spat-endozytotischen Kompartiment (Kamal, Ying et al.
1998; Grewal et al. 2000). Ein ahnliches Bild zeigen Zellen, die mit U18666A
behandelt wurden (Liscum and Faust 1989), Zellen von NPC-Patienten (Liscum
and Faust 1989; Liscum 2000) sowie Zellen von Patienten mit der Tangier-
Krankheit (Neufeld et al. 2004).

Die klinische Symptomatik dieser Erkrankungen und das typische
Erscheinungsbild von Fibroblasten dieser Patienten ist in 1.3.5 bereits
detailiert beschrieben worden. Es ware somit interessant zu erfahren, ob die
Wirkung der NPC1- und der ABCA1-Mutation auf die intrazellulére Verteilung
von Anx6 die gleiche ist, wie die des U18666A. Da Arbeiten der AG Grewal und
Experimente in dieser Arbeit auf eine Rolle von Anx6 an regulierenden
Prozessen in LE hinweisen, kdénnte es auch eine Rolle in der komplexen
Pathophysiologie der Niemann-Pick-C-, der Tangier (Analpha-Lipoprotein-
amie)-Erkrankung sowie in Sphingolipidosen spielen, die von einer
Cholesterinanreicherung in LE begleitet sind. Uber mégliche Zusammenhénge

in dieser Richtung gibt es bislang noch keine Erkenntnisse, aber falls ein
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Zusammenhang aufgedeckt wird, kann das zum Verstandnis sowohl der
Niemann-Pick-C- und der Tangier-Krankheit als auch der Funktion des Anx6
beitragen.

Der fehlende Phanotyp der Anx6-Knock-out-Maus (Hawkins et al., 1999) weist
darauf hin, dass eventuell andere Mitglieder der Annexinfamilie den Verlust
einer Anx6-Funktion kompensieren kénnen. Zuklinftige Experimente in
transienten siRNA-Knockdown-Systemen werden eventuell dazu beitragen,

den Anteil von Anx6 bei verschiedenen Krankheitsbildern zu identifizieren.
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5. Zusammenfassung

Anx6 gehdrt zu einer Gruppe konservierter und membranbindender Proteine,
die an der Regulation des zellularen Membrantransports beteiligt sind. Bis
heute ist die genaue Bedeutung von Anx6 unklar. Anx6 stimuliert die von dem
LDL-R vermittelte Endozytose von Lipoproteinen und immer mehr Arbeiten
bestdtigen eine Bedeutung von Anx6 bei der Regulation des endosomalen
Membranverkehrs.

Bisher war bekannt, dass die Bindung von Anx6 an Membranen, wie bei allen
anderen Mitgliedern der Annexinfamilie, durch eine calciumabhangige Bindung
an PL reguliert wird. In dieser Arbeit konnte erstmals eine calciumunabhangige
Bindung von Anx6-Proteinen gezeigt werden, die durch die Cholesterin-
konzentration in der Membran reguliert wird. Um dies darzustellen wurde das
Bindungsverhalten von Anx6 an Membranen Anx6-exprimierender Zellen nach
Cholesterinentzug studiert. Nach dem Entfernen calciumabhangig bindender
Anx6-Proteine konnte in diesen Experimenten ein Pool an Anx6-Proteinen
identifiziert werden, der in Calciumabwesenheit weiterhin stabil an Membranen
bindet und sich in diesem Bindungsverhalten abhangig zum Membrangehalt an
Cholesterin zeigt. Durch den Entzug von Cholesterin aus diesen Membranen
liessen sich die calciumunabhangig bindenden Anx6-Proteine l6sen. Dieses
calciumunabhangige und cholesterinsensitive Bindungsverhalten konnte in
dieser Arbeit an den bekannten intrazelluldaren Lokalisationsorten von Anx6
(EE und LE) nachgewiesen werden. Umgekehrt zeigten Bindungsexperimente
an LE, dass durch eine Cholesterinanreicherung in LE die Bindung von Anx6 an
spaten Endosomen stimuliert wird. Zusammenfassend zeigen diese
Experimente erstmalig, dass Cholesterin das Bindungsverhalten und damit die
intrazellulare Verteilung von Anx6 entscheidend beeinflussen kann. Die
cholesterinabhdangige Bindung von Anx6 an LE deutet darauf hin, dass Anx6
nach Stimulation der LDL-Internalisierung an der PM auch eine wichtige Rolle

beim Targeting von LDL-Cholesterin in LE spielen kdnnte.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.

ABC-Transporter
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BHK
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DNA
DRM
ECV
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EGF
EGF-R
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GDP
GTP

Abbildung

ATP-Binding-Cassette-Transporter
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Annexin
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Adaptor-Proteine
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Baby Hamster Kidney, Nierenzellen des Hamsterbabys
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kDa
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M-6-P-R
MDCK

min
MVB
NCEH
NPC1
NRK

NSF

PI-3-K

PL

PM

PNS
PtdIns-3-P
Ptdins-4,5-P,
rpm

S.

SDS-Page

SE

Sec

High Density Lipoprotein
Horse-Radish-Peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
Intermediate Density Lipoprotein

kilo Dalton

Lysosomale Saure Lipase

Lysobisphosphatidacid, Lysobisphosphatidsaure
Lecithin-Acyltransferase

Low Density Lipoprotein

LDL-Rezeptor

Late Endosomes, spate Endosmen
Lipoproteinlipase

LDL-Receptor-related-Protein
Mannose-6-Phosphat

M-6-P-Rezeptor

Madin Darby Canine Kidney, Madin Darby Nierenzellen des
Kaninchen

Minute

Multivesicular Bodies, multivesikulare Kérperchen
Neutrale Cholesterinesterhydrolase
Niemann-Pick-C-Protein 1

Normal Rat Kidney Fibroblasts, Fibroblasten der
Rattenniere

N-Ethyl-Maleimide-Sensitive Fusion Protein
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SNARE
SR-BI
SRE
SREBP
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VLDL
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SRE-Binding Protein
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