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Arbeitshypothese und Zielsetzung

Annexin 6 stimuliert an der Zelloberflache die LDL-Rezeptor- vermittelte Endocytose
und vermittelt innerhalb des endosomalen Membranverkehrs 6 das “Targeting" von
LDL entlang des degradativen Weges in die Lysosomen. Dabei kommt es wahrend
der Internalisierung von LDL zu einer Translokation von Annexin 6 in spate
endosomale Kompartimente. Alle Mitglieder der Annexinfamilie, so auch Annexin 6,
binden Calcium- abhdngig an membranstandige, negativ geladene Phospholipide.
Neuere in vitro Bindungsstudien weisen auf einen Einfluss von Cholesterin auf die
Membranaffinitdt von Annexin 6 hin. Gemeinsam mit der LDL-induzierten
Translokation von Annexin 6 deutet dies darauf hin, dass Cholesterin als
Hauptbestandteil von LDL malfdgeblich an der verstarkten Assoziation von Annexin 6
mit spaten endosomalen Membranen beteiligt ist. Deshalb soll in dieser Arbeit der
mdgliche Einfluss von LDL-Cholesterin auf die Lokalisation von Annexin 6 untersucht

werden.

Dafur wurde zuerst die Membranaffinitdt von Annexin 6 an Cholesterin-verarmten
endosomalen Membranen (mit Hilfe von Digitonin) untersucht. Im Anschluss daran
sollte mittels der U18666A-induzierten Akkumulation von Cholesterin in spéaten
Endosomen die Membranassoziation von Annexin 6 an Cholesterin-reichen
endosomalen Membranen analysiert werden. Im Anschluss an die Untersuchung
U18666A behandelter Zellen sollen Bindungs- und Lokalisationsstudien von Annexin
6 und Annexin 6 Mutanten in LDL-beladenen Zellen dazu beitragen, den molekularen
Mechanismus der Interaktion von Annexin 6 mit spaten endsomalen Membranen zu

verstehen.
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1 Einleitung

1.1 Lipoproteinstoffwechsel

1.1.1 Lipoproteine

Bei einer optimalen Erndhrung sollte die Fettzufuhr ca. 30-35 % der gesamten
Energiezufuhr betragen. Das entspricht ungefahr einem Bedarf von 60g/Tag an
Nahrungslipiden. Bei den aufgenommenen Lipiden unterscheidet man zwischen
tierischen und pflanzlichen Fetten, wobei die letzteren einen hdheren Anteil an
ungesattigten und essentiellen Fettsduren aufweisen. Zu dieser Gruppe gehdren die
Linolsdure, die Linolensdure und die Arachidonsdure. Die Arachidonsaure kann aus
Linolsdure gebildet werden, weshalb sie eng an die essentiellen Fettsduren geknipft

ist.

Die Nahrungslipide bestehen zum groéf3ten Teil aus Triacylglycerinen und
Cholesterin. Der Transport der Lipide im Blutplasma erfolgt auf Grund ihrer
hydrophoben Eigenschaften gekoppelt an Lipoproteine. Die Unterteilung der
Lipoproteine erfolgt in Klassen entsprechend ihrer Dichte (nach Goldstein und

Brown, 1985). Danach unterscheidet man Lipoproteine

e sehr geringer Dichte (very low density lipoproteins; VLDL),
e geringer Dichte (low density lipopoteins; LDL),

e hoher Dichte (high density lipoproteins; HDL),

e Chylomikronen (mit geringerer Dichte als die VLDL).

Mit zunehmender Dichte andert sich auch das Lipid/Protein Verhaltnis, das heilt

die Lipidmenge nimmt ab. Daraus ergibt sich ein Lipid/Protein Verhaltnis von:

e 99/1 in Chylomikronen,

e 90/10 in VLDL,

e 78/22in LDL,

e 50/50 in HDL.

Der grofdte Teil des Cholesterins wird mit den LDL und HDL transportiert. Die mit den

Lipoproteinen assoziierten Apolipoproteine sind spezifisch fir jede einzelne

Lipoproteinklasse. Die Lipide bilden einen apolaren, hydrophoben Kern der
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Lipoproteine, der durch die Umhillung mit den Apolipoproteinen und Phospholipiden
wasserl6sliche Eigenschaften erhélt und im Blutplasma transportiert werden kann.
Jedes Apolipoprotein hat einen speziellen Einfluss auf den Stoffwechsel seiner
Lipoproteinklasse. Bisher konnten zehn Apolipoproteine identifiziert werden: Apo A1,
Apo A2, Apo A4, Apo B48, Apo B100, Apo C1, Apo C2, Apo C3, Apo D und Apo E.

Apoprotein B-on 1.1,
Phaosphalipid

Cholesteryl
estar

Abb 1.1: Aufbau von Lipoproteinen am Beispiel des LDL-Partikels. Im Zentrum des Partikels befinden sich die
Cholesterinester (CE). Umgeben werden sie von dem Apolipoprotein B100, das die Rezeptorbindung vermittelt,
sowie Phospholipiden, die durch ihre amphilphilen Helices die Wasserl&slichkeit erméglichen. Der hydrophile Teil
der Kette ragt dabei zur Blutplasmaseite und der hydrophobe Teil ist zum apolaren Kern orientiert. Das freie
Cholesterin ragt ebenfalls zur Plasmaseite. Der Aufbau der anderen Lipoproteine &hnelt sich diesem, nur wird die
Oberflache durch andere Apolipoproteine gebildet.

1.1.2 Lipoprotein-Rezeptoren

Die Lipoprotein Rezeptoren sind Membranrezeptoren, die bestimmte Lipoproteine
binden und deren Aufnahme in die Zelle vermitteln. Aufgrund ihres &ahnlichen
strukturellen Aufbaus kénnen alle Lipoproteinrezeptoren, die Apo E binden, zu einer
Superfamilie, der LDL-Rezeptorfamilie gefasst werden. Die einzelnen
Familienmitglieder weisen zum Teil starke Strukturhomologien auf, unterscheiden
sich aber in Teilbereichen wie GréRe, Aufbau und Bindungspartner. Zur Ubersicht

seien im Folgenden einige der Rezeptoren dargestelit.
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1.1.2.1 LDL-Rezeptor

Als erster Lipoproteinrezeptor wurde der LDL-Rezeptor (LDL-R) beschrieben (Brown
et al 1979). Er nimmt im Cholesterinstoffwechsel eine zentrale Rolle ein. Aus diesem
Grund bekamen Joseph Goldstein und Michael Brown auch fir die

Strukturaufklarung und die Wirkmechanismen 1985 den Nobelpreis fir Medizin.

Der LDL-Rezeptor hat ein Molekulargewicht von 120 kD und besteht aus 839
Aminosauren. Er ist ein Transmembranprotein, das finf funktionelle Domé&nen
besitzt. Der extrazellulare Anteil des LDL-Rezeptors besteht aus drei Domé&nen, ihm

folgt eine Transmembrandomane und eine intrazellulare Doméane.

Das Aminoende umfasst 292 Aminosauren. An ihm befinden sich sieben
Wiederholungen von 40 Aminosauren (,repeats). Die Anzahl der repeats ist
innerhalb der Rezeptorfamilie variabel. Sie umfasst generell sechs Cysteine, die
durch intramolekulare Disulfidbricken miteinander verbunden sind. An die
Cysteinreste grenzen Aminoséaurereste, die negativ geladen sind und die die hoch
konservierte Sequenz Ser-Asp-Glu (SDE-) beinhalten. Da diese Sequenz homolog
bei verschiedenen Komplementfaktoren existiert, wird sie als ,complement type
repeat” bezeichnet. Die gesamte N-terminale Doméne vermittelt die Bindung der
Liganden. An ihr befinden sich die Bindungsstellen fur die Apolipoproteine B100 (auf
VLDL, IDL bzw. LDL) und E (auf Chylomikronen, Remnants, VLDL, IDL). Die
Apolipoproteine B100 sind positiv geladen und binden bevorzugt an die repeats 3-7.
Apo E bindet vor allem an repeat 5 (Russel et al 1989). Die Kapazitat der Apo B100
Bindung an den LDL-R ist sehr viel héher als die Apo E Bindung. LDL Partikel haben
ein Apo B100, das die Bindung an den Rezeptor vermittelt. Lipoproteine, die Apo E
als Apolipoprotein haben, sind mit mehreren Apo E versehen. Jedes dieser Apo E
vermittelt eine Bindung an den LDL-R, wodurch viel mehr Bindungsstellen durch nur
ein Lipoprotein besetzt sind. Dadurch ergibt sich bei zwar erhéhter Apo E Affinitat

zum LDL-R eine geringere Kapazitat fir dieses Lipoprotein.

Die Vermittlung der Bindung der Apolipoproteine an den Rezeptor erfolgt tUber ein
Cluster positiv geladener Aminosduren auf den Apolipoproteinen B100 und E, die
komplementér zu negativ geladenen Aminosaureabschnitten am Rezeptor passen
(Glutamat und Aspartat) (Hospattankar et al 1986 und Weisgraber et al 1983).
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Die dem Aminoende folgende zweite extrazellulare Doméane besteht auch aus
Cystein-reichen Wiederholungen und weist starke Homologien zu der Prakursorform
des Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) auf. Deswegen werden diese repeats auch
,growth factor repeats“ genannt und die Doméne ,EGF precursor homology domain®.
Zwischen diesen repeats finden sich sog. Bindungsregionen oder ,Spacerregionen®,
die charakterisiert sind durch das Tetrapeptid Tyr-Trp-Thr-Asp (YWTD). Ihre Aufgabe
findet diese Doméne in der intrazelluldren, saureinduzierten Dissoziation des
Liganden vom Rezeptor (Gray et al 1983). Diese Dissoziation findet in sog. ,CURLS”
statt. Das sind ,compartment of uncoupling receptor and ligand“. Diese Organellen
stellen eine Zwischenform aus endozytotischen Vesikeln nach der

Ligandeninternalisation in die Zelle und den Lysosomen dar.

Ihr schliet sich die dritte Domé&ne an, die noch extrazellular vor dem
Transmembransegment liegt. Sie besteht aus 58 Aminosduren und ist Gber O-
glycosidische Bindungen mit der Transmembrandomé&ne verbunden. lhre Aufgabe ist
noch nicht klar, man vermutet, dass sie stlitzende Funktion des Rezeptors an der
Membranoberflachen hat. Die 22 Aminosauren lange Transmembrandoméne zeigt

hydrophobe Eigenschaften und befestigt den Rezeptor an der Membran.

Als intrazellulare Domane verbleibt die funfte Domane, die C-terminal aus 50
Aminosauren besteht. Sie kontrolliert die Wechselwirkung des Rezeptors mit ,coated
pits“ (s.u.) Uber eine Aminosauresequenz aus Asp-Pro-Val-Tyr (NPXY). Diese ist

essentiell fur Internalisierungsvorgange (Chen et al 1990).

Der Syntheseort des Rezeptors liegt im rauhen endoplasmatischen Retikulum als
Prékursor-Form mit einem Gewicht von 120 kD. Seine Prozessierung erfolgt im
Golgi-Apparat. Anschlielend hat er ein Gewicht von 160 kD. Die Synthesedauer
betragt nur 45 Minuten. Abschlielend wird er in richtiger Konformation und voll
funktionstliichtig an der Zelloberfliche exprimiert. Seine Lebensdauer betrégt
ungefahr einen Tag. Das den Rezeptor codierende Gen hat ein Sterol-reguliertes

Element (sre), das die Synthesegeschwindigkeit der mRNA beeinflusst.

Defekte des LDL-Rezeptor-Gens sind Ursache der familidren Hypercholesterindmie.
Erkrankte Patienten leiden an stark erh6htem Plasmacholesterin und LDL mit Folgen

fur das Herz-Krei3laufsystem (Goldstein et al 1989). Sie versterben friih an koronarer
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Herzkrankheit. Es sind bis zu 150 verschiedene Mutationen beschrieben, die einen

Defekt am LDL-Rezeptorgen ausmachen (Hobbs et al 1990).

1.1.2.2 LDL-Receptor-related-Protein (LRP)

Sowohl Herz et al als auch Beisiegel et al konnten biochemische und strukturelle
Verwandtschaft zwischen dem LDL-Rezeptor und dem LDL-Rezeptor-zugehérigen-
Protein (LRP) identifizieren (Herz et al 1988, Beisiegel at al 1989).

LRP ist ein 600 kD schweres, aus 4544 Aminosduren bestehendes Protein, mit
Ahnlichkeiten zum LDL-Rezeptor und dem EGF Precursor Protein. Die Ahnlichkeiten
belaufen sich zum einen in dhnlichen Strukturen an den Liganden-Bindungsstellen,
(LDL-R) aber auch in ahnlichen Repeat-Strukturen, wie das EGF Protein sie
aufweist. Eine weitere Ahnlichkeit besteht in der ,NPXY“-Aminosduresequenz, die
am C-Terminus des LDL-Rezeptors zu finden ist. Sie ist an der Signalgebung zur
Einknospung der coated pits zustdndig und konnte in doppelter Ausfihrung im LRP
nachgewiesen werden konnte. Herz beschrieb 1990 die Struktur des LRP als
Protein, dessen Transmembrandoméne glycosyliert ist. Das Prakursorprotein gelangt
in den Golgi-Apparat, in dem es in zwei Untereinheiten geteilt wird. Die gréRere
Untereinheit ist 515 kD schwer und enthéalt den N-Terminus, wahrend die kleinere
Untereinheit mit einer GréBe von 85 kD zytoplasmatisch liegt, die
Transmembrandomane enthdlt und nicht-kovalent an die groRe Untereinheit

gebunden ist. An ihr befindet sich der C-Terminus.

Das LRP st ein wichtiger multifunktioneller Rezeptor, zu dem sehr viele
Forschungsarbeiten vorliegen. Aus diesem Grund soll hier nur eine Ubersicht tber
seine vielfaltigen Funktionen gegeben werden. Liganden des LRP sind neben
Chylomikronen Remnants, die Uber Apo E und LpL gebunden werden, o2
Makroglobulin und Proteasen des Gerinnungssystems (Beisiegel et al 1989,
Beisiegel 1991).
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1.1.2.3 Megalin / Gp 330

Saito et al beschriecben 1994 (Saito et al 1994) den LDL-Rezeptor
strukturverwandten Rezeptor gp 330/Megalin. Er besteht aus einer 4660 grof3en

Aminoséure (AS) Sequenz und hat einen &hnlichen Aufbau, wie der LDL-Rezeptor.

Der N-Terminus besteht aus einer 25 AS Sequenz, die, gleich dem LDL-Rezeptor,
mit drei cysteinreichen Domanen versehen ist. Weiterhin enthalt er vier Cluster als
Ligandenbindungsdomanen. Der extrazelluldre Teil besteht aus 4400 AS, ihm folgt
eine 22 AS lange Transmembrandoméne und an der cytoplasmatischen Seite ein
213 AS langer C-Terminus. An diesem Teil findet sich auch die Sequenz Asp—Pro-
Val-Tyr (NPXY), die, ebenso wie am LDL-Rezeptor, das Signal zu Einknospung der
coated pits weiterleitet (Saito et al 1994).

Seine Expression dokumentierte Lundgren (Lundgren et al 1997) in der
Nebenschilddrise, den Cytotrophoblasten der Placenta, proximalen Tubuli der Niere,
Epididymides Zellen des Hodens, Typ 2 Pneumocyten der Lunge,
Brustdriisengewebe, Schilddriisenfollikelzellen sowie im Ciliarkérper des Auges. Ihm

konnte eine Calciumsensitivitdt nachgewiesen werden.

1.1.2.4 VLDL-Rezeptor

Der VLDL-Rezeptor (VLDL-R) war der zuerst beschriebene Rezeptor der Lipoprotein-
rezeptoren. Takahashi klonierte ihn 1992 aus Kaninchenherzen und konnte
feststellen, dass er im Kaninchen ausschlief3lich VLDL- und nicht LDL-Partikel band.
Deshalb gab er ihm den Namen VLDL-Rezeptor (Takahashi et al 1992). Er hat die
groRte Homologie zum LDL-Rezeptor. Der Unterschied besteht in Anzahl der
cysteinreichen 40 AS Ligandenbindungsstellen Sequenzen. Der VLDL-R hat acht

Bindungsstellen und damit eine mehr als der LDL-R.

Durch seine hochkonservierte Form ist eine grol3e Homologie zwischen den Spezies
zu erkldren. Zum Beispiel bestehen zwischen der reifen humanen und der
Kaninchen-Form 97% Homologie (Sakai et al 1994, Gavfels et al 1993). Seine
hdchste Expression in menschlichen Geweben ist im Herz, Muskel und Fettgewebe.
Alle Gewebe, die als Energielieferanten freie Fettsduren aufnehmen. (Gafvels et al
1993).
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Ahnlich dem LRP ist auch der VLDL-R ein Multiligand-Rezeptor, der Chylomikronen
remnants (Niemeier et al 1996), VLDL, IDL (Takahashi et al 1995 et 1992),
Urokinase-Typ-1-Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ-1-Komplex (Argraves et al
1995, Heegaard et al 1995 ) und Thrombospondin 1 (Mikhailenko et al 1997) bindet.

Durch das Verteilungsmuster, seine Funktion als Multiligand-Rezeptor und seine
strukturellen Eigenschaften wird dem VLDL-R eine Funktion im Energiestoffwechsel
zugeschrieben (Yamamoto et al 1995). Das konnte durch Frykman et al 1995
unterstitzt werden, die zeigen konnten, dass VLDL-R-defiziente Mé&use 50 %
weniger Fettgewebe ausbilden, was zu einem 15-20 % niedrigeren BMI (body mass
index) fuhrte.

Q Complementi-type repeat
EGF precursor LRP Megalin
homology
domain
Oklinked sugar ;
domain

I Membrane
anchor

o g o
v &
\’@ 19:'3*@
COOH COOH COOH

Abb. 1.2: Abbildung der beschriebenen Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie nach Th. E .Willnow aus Nature Cell
Biology, Oct. 1999. Dargestellt ist im Modell die Struktur der Rezeptoren mit den sich &hnelnden
Transmembrandomé&nen, complement type repeats, der EGF precursor binding homology domain sowie der NPXY
Sequenz. Die o-glycosidische Verknipfung findet sich nur am LDL- und VLDL Rezeptor.
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1.1.3 Exogener und endogener Lipidstoffwechsel
1.1.3.1 Exogener Lipidstoffwechsel

Der exogene Lipidstoffwechsel beschreibt den Transport der durch die Nahrung
aufgenommenen Lipide. Dazu gehéren vor allem Triacylglyceride und Cholesterin,
aber auch Phospholipide und lipophile Vitamine. Die Lipide werden in der
Darmmukosa zu grofden Lipoproteinpartikeln, den Chylomikronen, verpackt und
gemeinsam mit den Apolipoproteinen A1, A2 und B48 durch die Lymphe
transportiert. Aus dem Lymphsystem gelangen die Chylomikronen anschliefend in
das BlutgeféaRsystem und werden mit Apo E angereichert. Die Partikel erreichen
anschlielend exrahepatische Gewebe wie Fettgewebe oder Muskelgewebe, wo die
Triglyceride von der Lipoproteinlipase gespalten werden und Chylomikronen
remnants entstehen. Die freigesetzten Fettsduren kénnen internalisiert werden und
zur B-Oxidation oder Speicherung utilisiert werden. Die cholesterinreichen
Chylomikronen remnants gelangen anschlie®end in die Leber, wo sie in den

Lipidstoffwechsel der Leber eingehen.

1.1.3.2 Endogener Lipidstoffwechsel

Der endogene Lipidstoffwechsel beschreibt den Stoffwechselweg der in der Leber
synthetisierten Lipoproteine und beginnt mit der VLDL Synthese in den Hepatozyten.
VLDL gehéren wie die Chylomikronen zu den triglyceridreichen Lipoproteinen (TRL).
Die VLDL enthalten auch endogenes Cholesterin, dessen Synthese im glatten

endoplasmatischen Retikulum (sER) ablauft.

Die Beladung der VLDL mit Lipiden und seinem Apolipoprotein erfolgt vermutlich in
zwei Schritten (Yao et al 1997; Ginsberg 1997; Kendrick et al 1998). Zuné&chst wird
mit Hilfe des Microsomalen Triglycerid Transfer Proteins (MTP) das Apolipoprotein
B100 auf eine lipidarme VLDL Vorstufe transferiert (Wetterau et al 1992; Sharp et al
1993; Du et al 1993). Die Triacylglyceride gelangen in Apoprotein-freien Partikeln in
das Lumen des sER wo sie mit dem Apolipoprotein zum ,kompetenten“ VLDL
fusionieren (Higgins 1988; Hamilton 1994). Anschlie3end gelangt das VLDL in den
Golgi-Apparat. Die cholesterin- und triacylreichen VLDL strémen in die Blutbahn und

interagieren dort zundchst mit den HDL. Sie werden von ihnen mit den
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Apolipoproteinen B100 sowie C und E angereichert, die einen Schllissel zur
lipolytischen Spaltung durch die Lipoproteinlipase darstellen (Eisenberg et al 1992;
Rubinstein et al 1985). Durch Reaktionen der VLDL mit der Lipoproteinlipase
entstehen zunéchst IDL (intermediate density lipoprotein) und dann die
cholesterinreichen LDL-Partikel. Bei der Hydrolyse verliert der Partikel fast alle
Oberflachen-Apoproteine. Dem LDL-Partikel verbleibt nur das Apolipoprotein B100,

durch welchen die Bindung des LDL an den LDL-Rezeptor vermittelt wird.

Der LDL-Rezeptor spielt eine zentrale Rolle bei der Cholesterin-Hom&ostase, weil
durch ihn die Aufnahme vom Cholesterinester in die extrahepatische Zielzelle
ermdglicht wird (Goldstein et al 1990).

Die Aufnahme des LDL findet, vermittelt durch sein Apolipoprotein B100, durch die
Rezeptor-vermittelte Endozytose statt. Nach der coated pit (Einknospung) in die
Zelle, gelangt das an den Rezeptor gebundene LDL Uber verschiedene
Zwischenschritte in die Lysosomen. Zunéchst erfolgt die Trennung von Rezeptor und
Partikel in den sortierenden Endosomen. Das geschieht durch deren sauren pH-
Wert. Aus den sortierenden Endosomen gelangt der Rezeptor Uber die
rezyclierenden Endosomen an die Zelloberflache zurilick, wo er erneut LDL binden
kann. Der LDL-Partikel gelangt tber die spaten Endosomen in die Lysosomen, in
denen er degradiert wird. Das Apolipoprotein B100 wird durch Proteasen in
Aminosduren abgebaut. Die Cholesterinester werden durch die lysosomale saure
Lipase hydrolisiert. Das dabei entstehende freie Cholesterin verldsst das Lysosom
und Ubernimmt im Zytosol regulatorische Aufgaben. Auf Transkriptionsebene
reguliert es die Synthese der HMG-CoA-Reduktase (HMG-CoA-R), die der HMG-
CoA-Synthase, des LDL-Rezeptors und der Prenyltransferase. Bei geringer
intrazelluldrer Cholesterin Konzentrationen steigt die Aktivitdt der HMG-CoA-R und

Cholesterin wird in gréRerer Menge synthetisiert.

Die Regulation des Enzym Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) erfolgt
ebenfalls Uber freies Cholesterin. Durch sie wird das freie Cholesterin wieder
verestert und kann in Lipidtropfen gespeichert werden. Die gespeicherten Fettsduren
sind hauptsachlich Oleat und Palmitoleat, also einfach ungeséattigte Fettsauren,
wohingegen die in den Cholesterinestern der LDL-Partikel sich hauptséachlich
befindliche Fettsdure Linolat eine mehrfach ungesattigte Fettsdure ist. Neben der

Funktion der Speicherung des Cholesterins kann das freie unveresterte Cholesterin
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auch in die Membranbiosynthese der Zellen verwandt werden oder in

entsprechenden Geweben als Vorstufen fiir die Hormonsynthese.
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Abb.1.3.: Schematische Darstellung des LDL-Rezeptor mit LDL-Internalisierung und enzymatische Folgereaktion
intrazellular durch frei werdendes Cholesterin. Entnommen aus Léffler Petrides Biochemie und Pathobiochemie 6. Auflage,
Kap. 16.5 Transport der Lipide im Blut

1.1.4 Endozytose
1.1.4.1 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Die Aufnahme von Stoffen in das Zytosol kann neben passiver Diffusion und aktivem
Transport auch Uber endozytotische Vorgénge stattfinden. Wichtige Mechanismen
sind neben der Phagozytose und Pinozytose die Clathrinabhdngige und -
unabhangige Endozytose. Hier soll die Rezeptor-vermittelte Endozytose genauer

erlautert werden.

Die Rezeptor-vermittelte Endozytose lauft tber die Ausbildung von coated pits ab.
Diese Vorgange sind vor allem fiir den LDL-Rezeptor aber auch beispielsweise den

Transferrin Rezeptor beschrieben, die als integrale Membranproteine Teil der
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Plasmamembran sind. Eine entscheidende Rolle nimmt dabei das Clathrin ein.
Dieses Protein ist ein Dimer, dessen schwere Kette 180 kD und dessen leichte Kette
ca. 40 kD wiegt. Drei dieser Proteine lagern sich zu einem Triskelion zusammen, das
an den Stellen der Plasmamembran lokalisiert ist, an denen Endozytose ablauft.
Diese Areale nennen sich coated pit. Durch die Invagination der Membranen in
diesen coated pits werden die Rezeptor-gebundenen Liganden in die Zelle
aufgenommen (Kirchhausen 2000). Clathrin-Coated-Vesikel besitzen abhangig von
ihrem Entstehungsort Adaptorproteine (AP1 und AP2), die den Liganden-Komplex
als weitere Proteinkomponente einhillen. AP1 stitzt den Clathrin-Coated-Vesikel,
der aus dem Trans Golgi Netzwerk ausknospt, AP2 stltzt eingeschniirte Vesikel aus

der Plasmamembran.

Zur Aufnahme von Liganden bildet sich ein Clathrin-gestitzter Vesikel, der zunéchst
tropfenférmig in die Zelle hineinhangt. Hier tritt jetzt die GTPase Dynamin in Kraft, die
den Verbindungssteg zwischen Clathrin-Coated-Vesikel und Plasmamembran durch
ihre hydrolytische Aktivitat trennt und den Vesikel in die Zelle entldsst (McNiven et al
1998). Diese hydrolytische Aktivitat entsteht aus der Eigenschaft des Dynamins,
spontan in Ringe und Spiralen zu oligomerisieren (Hinshaw et al 1995; Schmid et al
1998; Hinshaw 2000; Sever et al 1999; Stowell et al 1999). Die widersprichliche
Tatsache, dass eine verschlechterte GTPase-Aktivitdt von Dynamin die Effizienz der
Endozytose verbessert (Sever et al 1999), wird dadurch erklart, dass es wohl eher
eine Funktion als regulatorisches G-Protein fir den Durchmesser des
Verbindungssteges hat und folgende Prozesse vorreguliert, als seine Hauptfunktion
in der Abspaltung des Vesikels findet (Kelly 1999, D"Hondt 2000) .

Damit der Vesikel nun in das Zellinnere aufgenommen werden kann, muss das
zytosolisch unter der Plasmamembran gelegene Spektrin-Aktin-Gerlst geldst
werden. Das wird durch die Protease Calpain ausgeflhrt. Annexin 6 spielt hierbei
eine Rolle, indem es Calpain an der Plasmamembran zur Bindung an Spectrin
rekrutiert. Somit ist die Einknospung des Vesikels in den Intrazellularraum ermdglicht
(Kamal et al 1998; Michaely et al1999).

Nachdem nun der Liganden-Rezeptor-Komplex in die Zelle internalisiert wurde und
sein Clathrin-Stlitzgertst durch ein ATP-abhangiges Enzym (,uncoating enzyme®)

entfernt wurde (Rothman et al 1986), beginnt, abhangig von seiner Struktur und
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Funktion, die Verteilung bzw. Trennung innerhalb des Recyclings und degradativen

Stoffwechselweges.

Man kann verschiedene Stoffwechselweges verfolgen. So werden manche Liganden
von ihrem Rezeptor getrennt und der Rezeptor wandert in kirzester Zeit wieder an
die Plasmamembran zuriick, an der er seine volle Funktion wieder aufnehmen kann
(LDL-Rezeptor). Sein Ligand gelangt Gber verschiedene Kompartimente schlief3lich
in die Lysosomen, in denen er enzymatisch abgebaut wird (Brown et al 1983).
Andere Liganden bleiben teilweise mit ihrem Rezeptor assoziiert und gelangen auf
dem Weg des Recyclings an die Plasmamembran zuriick (Transferrin-Rezeptor),
beschrieben durch Dautry-Varsat et al 1983. Wieder andere Wege begeht der
epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGF-Rezeptor), der selbst auch degradiert
wird (Herbst et al 1994).

Aufgrund der hohen Dynamik im Membranfluss sowie der intrazellularen Sortierung
der aufgenommenen Liganden (,sorting“) ist eine genaue Zuordnung und ldentifi-
zierung der einzelnen Kompartimente nicht immer ganz einfach. Deshalb nimmt man
sich hierfir die internalisierten Liganden oder Rezeptoren als Markerproteine zu
Hilfe, um eine genaue Zuordnung zu ermdglichen. So kann jedes Kompartiment Gber
seinen Liganden, Rezeptor oder ein anderes Merkmal, abh&ngig von seinem

jeweiligen Schicksal in der Zelle, zugeordnet und somit identifiziert werden.

Endosomen werden in friihe und spate Endosomen unterteilt. Die frihen Endosomen
beinhalten Vesikel des Rezeptor-Recycling-Weges aber auch Molekile, die
nachfolgend in die spaten Endosomen und Lysosomen gelangen und den
degradativen Stoffwechselweg gehen. Eine weitere, feinere Unterteilung der frihen
Endosomen geschieht durch die Unterscheidung in sortierende (sorting) Endosomen
und rezyclierende (,recycling“) Endosomen. In den sortierenden Endosomen halt
sich zunachst der gesamte Liganden-Rezeptor-Komplex auf. Durch ihren sauren pH-
Wert dissoziiert dann der Ligand vom Rezeptor und beide Anteile durchlaufen ihren
vorbestimmten Weg innerhalb der Zelle. Das Beispiel des an seinen Rezeptor
gebundenen LDLs verdeutlicht diese Wege. LDL wird vom Rezeptor gel6ést und der
Rezeptor gelangt nun Uber die rezyclierenden Endosomen an die Zelloberflache
zurick, wahrend das LDL entlang des degradativen Weges weiter in die spaten
Endosomen gelangt (Gu et al 1999; Gruenberg 2001; Mukherjee 1997). Ein weiterer

typischer Vertreter des frihen, rezyclierenden endosomalen Kompartiments wéare der
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Transferrinrezeptor, der wie bereits beschrieben auch zu den rezyclierenden
Molekilen gehért. Somit wird also auch klar, dass keine Molekiile des degradativen
Stoffwechselweges in den frihen, rezyclierenden Endosomen nachzuweisen sein
durften (Yamashiro et al 1989).

Seit den 80er Jahren sind morphologische Unterschiede innerhalb der beiden
Untergruppen der frihen Endosomen bekannt. Die sortierenden Endosomen haben
einen Durchmesser von ca. 250-400 nm mit einer Uberwiegend vesikularen Struktur.
Von dieser Grundstruktur ausgehend ziehen sich tubulare Ausléufer in einer L&nge
von ca. 4 ym in die Peripherie. Sie haben einen Durchmesser von ca. 50-60 nm
(Geuze et al 1983; Gruenberg et al 1989; Marsh et al 1986) .

Die rezyklierenden Endosomen hingegen zeigen eine Uberwiegende tubulare
Struktur, die in ihrem Durchmesser stark den tubuldren Auslaufern der sortierenden
Endosomen &hneln. Da es noch immer nicht ganz eindeutig ist, wo genau die
einzelnen Endosomen ihre Genese haben und welche genaue Entwicklung sie
durchleben, liegt die Vermutung nah, dass die rezyklierenden Endosomen
Abkémmlinge der Auslaufer der sortierenden Endosomen darstellen (Yamashiro et al
1989).

Die Tatsache, dass in den sortierenden Endosomen die Dissoziation von Ligand und
Rezeptor stattfindet, spiegelt einen weiteren Unterschied wider. Zur Lésung des
Komplexes ist in den sortierenden Endosomen ein saurer pH-Wert notwendig, der
durch eine ATP-abhangige Protonenpumpe hergestellt wird (Nelson 1987). Eine
mdgliche Konformationsanderung, bedingt durch den niedrigen pH-Wert, kénnte die
Dissoziation erkldren, wie Maxfield et al fur den EGF-Rezeptor zeigen konnte
(Dipaoloa et al 1984). Die Beobachtung des niedrigen pH-Wertes von 5,9-6,5 in den
sortierenden Endosomen im Vergleich zu Werten von 6,4-6,5 in CHO-Zellen
unterstitzt die Einteilung der frihen Endosomen nicht nur nach ihrer Morphologie,

sondern auch nach ihrem pH-Wert (Presley et al 1993).

Die spaten Endosomen haben nun die Aufgabe, internalisierte Molekile zur
Degradation oder zum Abbau in der Zelle zu den Lysosomen weiter zu schleusen.
Deshalb sind folglich Rezeptoren, die an der Plasmamembran wieder Verwendung
finden, in den spaten Endosomen nicht mehr nachweisbar. Ein wichtiger, dem

Transport dienender Rezeptor, der einem komplexeren Zyklus unterworfen ist, ist der
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Mannose-6-Phosphat-Rezeptor. Er hat die Aufgabe, saure Hydrolasen aus dem
Trans-Golgi-Netzwerk in die Lysosomen aufzunehmen. Dabei stellt er sozusagen die
L<Adresse” dar, an die die Hydrolasen, aus dem Golgi Apparat mit einem Mannose-
Phosphat-Rest adressiert, in Transportvesikeln mit ihm verknipft an die Lysosomen
binden. (Kornfeld et al 1989 / 1992). Dabei geht er den Weg auch Uber die spaten
Endosomen, was Mukherjee zeigen konnte (Mukherjee et al 1997). Eine Aufnahme
in die Lysosomen direkt gelingt jedoch nicht, was ihn zu einem eindeutigen
Unterscheidungsmerkmal oder Markerprotein fir spate Endosomen macht. Als
weiteres  Unterscheidungsmerkmal kann man sich das Phospholipid
Lysobisphosphatsdure zu Nutze machen, das in den spaten Endosomen spezifisch
in der Membran lokalisiert ist (Kobayashi 1998). Auf dem Weg von den friihen zu den
spaten Endosomen werden die Molekile in sogenannten multivesikuléaren
Kdérperchen (multivesikular bodies, MVB) transportiert (Mukherjee et al 1997; Gu et
al 1999 ; Gruenberg 2001). Morphologisch &hneln sich die spdten Endosomen und
die sortierenden Endosomen. Im Elektonenmikroskop werden jedoch Invaginationen
in der Membran sichtbar, welche den spaten Endosomen ebenfalls den Namen
multivesikuldres Kérperchen gab. Auch hier findet sich ein niedriger pH-Wert von ca.
6,0 (Yamashiro et al 1987). Die letzte Station auf dem Stoffwechselweg sind die
Lysosomen. Das sind Kompartimente, die von nur einer Membran umgeben sind,
eine Fulle an sauren Enzymen beherbergen und ein pH-Optimum von 5,0 haben.
Aufgrund ihrer Elektronendichte tragen sie auch den Namen ,dense bodies®. Sie

haben keine homologe Morphologie (Kornfeld et al 1989) .
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des endodomalen Transportes innerhalb der Zelle (CP = coated pits, EE =
early endosomes, LE = late endosomes, SE = sorting endosomes, RE =recycling endosomes, Lys = Lysosomes)
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1.1.5 Intrazelluldrer Cholesterintransport

Der Cholesterintransport innerhalb der Zelle findet vornehmlich zwischen den
Lysosomen, der Plasmamembran, dem Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) und den Mitochondrien statt. Man unterscheidet hierbei einen
Protein-vermittelten, nicht-vesikuldren Transport Weg von einem vesikuldren Weg.
Der Transport des Cholesterins von den Lysosomen an die Plasmamembran wird
vermutlich Uber einen Protein-vermittelten Weg gegangen. Welche Proteine

insgesamt hierbei eine Rolle spielen ist abschlieffend noch nicht geklart.

Der grofRte Teil des zytoplasmatischen Cholesterins wird auf vesikuldrem Transport
via Golgi-Apparat zur Plasmamembran und von dort zum endoplasmatischen
Retikulum transportiert (Neufeld 1998). Dabei dauert diese Art des Transportes
l&nger als der Protein-vermittelte Weg (SCP 2, siehe unten) (Frolov et al 1996; Frolov
et al JBC, 1996; Schroeder et al 1998). Die Ursachen dafur sind nicht klar. Durch
Experimente wurde deutlich, dass beide Transportwege parallel zueinander
existieren und dass die Neuverteilung des Cholesterins ins ER ein gezielter
Mechanismus ist und nicht durch eine veranderte Lipidkonzentration mit vermeintlich

héherer Cholesterinaffinitat beginstigt wird.

In besonderen Fallen wird der Transportweg nicht tGber die Plasmamembran gewahlt
(Johnson et al 1990; Underwood et al 1998; Neufeld et al 1996). Das ist vor allem
dann der Fall, wenn der Golgi-Apparat nicht intakt ist. Dieser Effekt kann
pharmakologisch erzielt werden und hat zur Folge, dass das Cholesterin direkt zum
endoplasmatischen Retikulum wandert und nicht den Weg Uber die Plasmamembran
wahlt (Neufeld et al 1998). Hierbei wird ein Protein-vermittelter Transport vermutet,
der wahrscheinlich durch eine kompensatorische Hochregulation bei mangelnder
Vesikelmenge durch den Ausfall des Golgi-Apparates zu erkléren ist (Neufeld et al
1998).

Ein Mechanismus des intrazelluldaren Cholesterintransportes verlauft Uber das
Niemann-Pick-Typ-C-Protein (i. F. NPC). Es gibt zwei verschieden lokalisierte
Proteine. Das NPC1 ist ein Membran-Glycoprotein, das vornehmlich in spaten
Endosomen und Lysosomen lokalisiert ist. Das NPC2-Protein ist im Lumen der
Lysosomen lokalisiert. Dabei kénnte dem NPC2 eine Briickenfunktion zugeschrieben

werden, bei der es freies Cholesterin entweder zu dem NPC1 an der
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Plasmamembran transportiert und darauf transferiert oder aber die L&slichkeit des

freien Cholesterins innerhalb der Zelle gewéhrleistet (loannou 2001).

Der intrazelluldare Transportweg des endogen synthetisierten Cholesterins geht
entweder energieabhdngig aus dem endoplasmatischen Retikulum via Golgi-Apparat
an die Plasmamembran (DeGrella et al 1982) oder auf direktem Weg aus Cholesterin
angereichertem LDL Uber die Lysosom an die Plasmamembran (Urbani et al 1990;
Kaplan et al 1985; Neufeld et al1996). Der Transport aus dem Lysosom an die
Plasmamembran verlauft vermutlich unabhangig vom NPC1 (Cruz et al 2000).
Hingegen ist die Cholesterinverteilung in zelluldaren Kompartimenten und der Einbau
in die Plasmamembran abhangig von der Funktion des NPC1 (Cruz et al 2000).
Diese Beobachtungen konnten durch weitere Studien unterstitzt werden (Lange et al
2000) und bestarken die Vermutung, dass Cholesterin seinen Hauptspeicherort in
der Plasmamembran hat, um einer Uberladung anderer Kompartimente

vorzubeugen.

Es sind Krankheiten beschrieben worden, die einen Defekt am Gen des NPC1-
Proteins aufweisen (“Niemann Pick Krankheit“). Die betroffenen Patienten leiden
unter einer Akkumulation von Cholesterin in ihren Lysosomen, was unter anderem
neurodegenerative Symptome zur Folge hat (Patterson et al 2001). In
Zellkulturstudien konnten die dort auftretenden Phdnomene kopiert werden. Dazu
nahm man sich dem Wirkstoff U18666A zu Hilfe. Liscum et al beschrieben 1989
erstmals den inhibierenden Effekt des Wirkstoffes auf den Cholesterintransport
zwischen den Zellkompartimenten innerhalb von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen
(CHO) (Liscum et al 1989).

Nach Einsatz des Pharmakons in der Zellkultur konnte eine Akkumulation von
Cholesterin in den Lysosomen der Zellen beobachtet werden, die scheinbar durch
einen Stop des Weitertransportes von Cholesterins aus den Lysosomen (Vanier et al
1991) bedingt ist. Dieses zelluldre Bild konnte durch Zellen von erkrankten Patienten

bestatigt werden.

Vermutlich ist das Sterol-Carrier-Protein 2 (SCP-2) ebenfalls ein beteiligtes Protein.
Diese Vermutung ist darin begriindet, dass der SCP-2-vermittelte Transfer des
Cholesterins von den Lysosomen zur Plasmamembran um ein mehrere

Hundertfaches beschleunigt ist, als bei spontanem Steroltransfer (Gallegos et al
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1996). SCP 2 wurde als Vermittler des Cholesterintransfers aus Lipidtrépfchen in die
Mitochondrienmembran identifiziert. In SCP 2 Uiberexprimierenden Zellen konnte ein
erhohte Steroidogenese festgestellt werden. Es hat eine versorgende Funktion der
auleren Mitochondrienmembran mit Cholesterin (Gallegos et al 2000; Pfeifer et al
1993). (Ubersicht: Minireview Schroeder, F. et al Experimental biology and

medicine).

1.1.5.1 Cholesterin in lipid rafts

Neben Clathrin coated pits finden sich in Plasmamembranen auch sog. laterale
Mikrodomanen, die ,lipid rafts“ genannt werden. Dabei handelt es sich um heterogen
zusammengesetzte Domaéanen, die durch bestimmte Proteine stabilisiert und
charakterisiert werden kénnen. Die Verteilung von Cholesterin und weiteren Lipiden
in den sphingolipidreichen Regionen des inneren und aulieren Blattes der
Plasmamembran ist nicht gleichmé&Rig, woraus die These des Vorhandenseins der
sog. ,rafts® entstanden ist. Diese rafts stellen quasi ein Flo3 dar, das manche
Proteine beférdert und andere davon ausschliet (Simons et al 1997). Eine
Untergruppe dieser rafts stellen die Caveolae dar. Sie kdénnten an der
Strukturgebung der rafts beteiligt sein. Zudem wird ihnen eine wichtige Rolle beim
Cholesterinefflux zugeschrieben. Bestandteile der Caveolae sind, neben Cholesterin,
Sphingomyelin  (50-96%), Phosphatidylinositol (50%), Ceramide (50%) und
Diacylglycerol (50%). Wahrend sie selbst nur 1% der Plasmamembranoberflache
ausmachen enthalten sie aber 10 % des Gesamt-Cholesterins der Plasmamembran
(Smart et al 1998, Anderson 1998).

Charakteristisches Strukturprotein der Caveolae ist Caveolin, das in Caveolin 1-3
unterteilt werden kann. Sie haben alle ein Molekulargewicht von ca. 22 kDa
(Rothberg et al 1992). Caveolin 1 und 2 sind in allen Zellen nachzuweisen, wahrend

Caveolin 3 ein Muskel spezifisches Protein zu sein scheint.

Caveolin-Proteine sind vor allem in den Invaginationen der Plasmamembran
(Caveolae) aber auch im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und exo- und endozytotischen
Vesikeln (Dupree et al 1993) lokalisiert. Sie finden sich also sowohl im
Stoffwechselweg von exogen aufgenommenem Cholesterin, wie den Endosomen,

Lysosomen und TGN mit anschlieRendem Ziel Plasmamembran aber auch an Orten
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der endogenen Cholesterinsynthese, wie dem endoplasmatischen Retikulum und,
unter Umgehung des Golgi-Apparates, der Plasmamembran. Der Transfer des
Cholesterins zwischen diesen Kompartimenten scheint durch Caveolin unterstitzt zu
werden (Smart et al 1996). Die Beobachtung, dass neu synthetisiertes Cholesterin
zwischen ER und Plasmamembran transportiert wird, konnte durch die Arbeitsgruppe
von Murata bestétigt werden. Sie konnten aullerdem zeigen, dass Caveolin speziell

Membrancholesterin bindet (Murata et al 1995).

Ein weiterer Hinweis auf die Teilnahme von Caveolae am Cholesterinefflux ist die
Tatsache, dass in Lymphozyten, die kein Caveolin exprimieren, nur ein sehr
langsamer Transport von Cholesterin an die Plasmamembran nachgewiesen werden
konnte (Smart et al 1998). Im Umkehrschluss wurde in einer Caveolin
Uberexprimierenden Zelllinie gezeigt, dass der Transfer von Cholesterin zu Caveolae

der Plasmamembran deutlich schneller lief.

Zellen, die das NPC-Protein nicht exprimieren, zeigen eine erhéhte Expression von
Caveolin. Aus der Kenntniss, dass bei diesen Zellen eine lysosomale Speicherung
von Cholesterin vorliegt, kénnte diese Hochregulation als eine Kompensation zum
lysosomalen Abtransport des angestauten Cholesterins verstanden werden (Garver
et al BBRC 1997 ; Garver et al BBA 1997). Der Nachweis eines Lipoprotein
Rezeptors, SRB1, der mal3geblich am reversen Cholesterinstoffwechsel in Caveolae
beteiligt ist (siehe unten), verdichtet die These, dass Caveolae und Caveolin

ebenfalls den Cholesterin Efflux aus Zellen vermittelt ( Babitt et al 1997).

1.1.5.2 Reverser Cholesterin-Transport

Als ,Reversen Cholesterin-Transport® (RCT) bezeichnet man den Transport von
Cholesterin aus extrahepatischen Geweben in die Leber (Fielding et al 1995 et 2000;
Barter et al 1996; von Eckardstein et al 2001). Die Leber erfiillt dann die Funktion der
Cholesterinelimination, indem sie das antransportierte Cholesterin zu Gallensduren
abbaut und anschlieRend die Gallensduren sezerniert. Dieser RCT ist der einzige
Mechanismus, der die Zellen vor einer Uberladung mit Cholesterin zu schiitzen und
eine Elimination Uberschissigen Cholesterins zu gewahrleisten (s.u.) vermag. Er

stellt damit einen aktiven Mechanismus zur Cholesterinelimination aus Zellen dar.
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Transportproteine, die an der Ausschleusung des Cholesterins aus den Zellen
(Cholesterinefflux) beteiligt sind, sind unter anderem das ABCA1 Protein sowie der

Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1 (SRB1).

1.1.5.3 ABCA1

ABCA1 gehoért in die Superfamilie der ,ATP-Binding Cassettes“ Transportproteine.
Diese Transporter haben intrazelluldare ATP Bindungsstellen und nutzen dieses als
Energielieferant. Dabei deuten eine Vielzahl von Experimenten darauf hin, dass
ABCA1 in einem ATP-abhangigen Prozess Cholesterin und Phospholipide an der
Zellmembran auf das Apo A1 der HDL Ubertrdgt und somit zum reversen

Cholesterin-Transport beitragt.

Die Lokalisation von endogen exprimiertem ABCA1 ist an der Plasmamembran
(Lawn et al 1999; Wang et al 2000; Orso et al 2000), die es mit sechs
Transmembrandomé@nen durchspannt. Des weiteren findet man chimeres GFP-
ABCA1 in transient und stabil transfizierten Zellen auf den Membranen
endozytotischer Vesikel wie frihen und spaten Endosomen sowie Lysosomen
(Fitzgerald et al 2001; Remaley et al 2001; Hamon et al 2000).

ABCA1 enthaltende frihe Endosomen erfahren Fusion und Teilung und interagieren
miteinander, mit spaten Endosomen und der Plasmamembran. Neufeld et al konnten
zeigen, dass ABCA1 tragende frihe Endosomen einen ,shuttle zwischen der
Plasmamembran und dem endozytischen Kompartiment bilden. Das flihrte sie zu der
Aussage, dass dieser Verkehr innerhalb der Zellen eine Rolle am Cholesterin-Efflux

spielen kénnte. ( Neufeld et al 2001).

Oram et al formulierten eine These zum mdglichen Ablauf des Cholesterin-Effluxes.
Durch die Interaktion von ABCA1 mit den Apolipoproteinen wird die ,Verpackung und
Ausschleusung“ von Cholesterin  und Phospholipiden (ber unbekannte
Transportvesikel stimuliert. Dieser Prozess kénnte vom Golgi-Apparat abhangig sein.
Nach der Fusion mit dem inneren Blatt der Plasmamembran transloziert ABCA1 die
Lipiddomane nach auf’en, wo sie mit dem Apolipoprotein kommuniziert und einen
HDL Partikel ausbildet, der den RCT fortleitet. Welche weiteren Proteine in diesen

Mechanismus eingreifen kénnten, ist derzeit nicht klar. Aulierdem bestehen auch
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andere Thesen, die diese Aufgabe von ABCA1 mdglich erscheinen lassen (Oram
2000).

Ein Transfer des Cholesterins direkt aus Regionen der Plasmamembran wie lipid

rafts konnte bislang nicht gezeigt werden (Mendez et al 2001).

Studien der Arbeitsgruppe Wang et al konnten nachweisen, dass das Cholesterin
zum Efflux nicht direkt an den ABCA1-Transporter gebunden wird und dass der
Efflux von Phospholipiden unabhdngig vom Cholesterin-Efflux stattfindet. Sie
schlossen daraus, dass die Bindung von Apo A1 an ABCA1 zu einer bestimmten
Konformation der Phospholipide fuhrte, die den Cholesterin-Efflux begunstigt (Wang
et al 2001). Dem zu Folge kdénnte dem ABCA1-Transporter eine Funktion im Sinne
eines regulatorischen Efflux Proteins oder einer Phospholipid Translokase
zugeschrieben werden (Neufeld et al 2001; Wang et al 2001). Es wurden
Krankheitsfélle beschrieben, bei denen es in Folge eines HDL- und Apolipoprotein
A1-Fehlens zu einer Akkumulation von Cholesterinestern in Zellen der Patienten
kommt. Dieser Krankheit liegt ein genetischer Defekt am ABCA1-Transporter zu
Grunde. Durch diese als Tangier Krankheit bekannte Erkrankung konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Transportprotein ABCA1 und dem Cholesterin-Efflux

aus Zellen vermutet werden.

1.1.5.4 SRB1

Neben dem aktiven Ausschleusen von Cholesterin aus der Zelle durch den ABCA1-
Transporter kann es auch durch passive Diffusion aus den cholesterinreichen Zellen
eliminiert werden. Dabei wird seine Aufnahme aus nichthepatischen,
cholesterinreichen Zellen durch den Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1 (SRB1)
vermittelt.  Sie beschreibt somit einen weiteren Mechanismus des reversen
Cholesterin-Transports (Ji et al 1997, Jian et al 1998).

Die Lokalisation von SRB1 innerhalb der Zelle ist in den Caveolae (s.o.). Uber diese
wird der Cholesterinefflux aus den Zellen ausgeflihrt und somit zur Erhaltung der
intrazelluldren Cholesterinhom&ostase beigetragen. Babitt et al konnten zeigen, dass
grolRe Teile des murinen SRB1-Rezeptor mit dem Stutzprotein der Caveolae,
Caveolin-1, kolokalisieren (Babitt et al 1997). Patienten, die an der Tangier

Krankheit erkrankt sind (s.o.), eliminieren ihr Uberschissiges Cholesterin Gber den
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SRB1 Rezeptor, was ebenfalls die Rolle des Rezeptors im Cholesterin-Efflux

unterstreicht (Remaley et al 1997; Francis et al 1995; Rogler et al 1995).

Neben der Funktion von SRB1 beim Cholesterin-Efflux deuten eine Reihe von
Befunden darauf hin, dass SRB1 eine wichtige Rolle bei der selektiven Aufnahme
von Cholesterinestern aus HDL in Hepatozyten und Steroid-produzierenden Zellen
spielt. (Krieger 1999; Trigatti et al 2000; Conelly 1999).

Durch Studien von Ji et al konnte gezeigt werden, dass in Steroid-produzierenden
Zellen und der Leber neben Cholesterinestern auch das freie Cholesterin und
Phospholipide SRB1 vermittelt aufgenommen werden. Aus seinen Ergebnissen
formuliert Ji die These, dass SRB1 das HDL Partikel mit der Zelloberflache verbindet.
Anhand eines Gradienten zwischen Zelloberfliche und dem HDL Partikel vermittelt
SRB1 anschlieRend den Austausch der Lipide in die Zelle oder aus der Zelle. Des
weiteren formuliert er, dass das Ausmal dieser Interaktion abhangig ist von der HDL
Konzentration und seiner Zusammensetzung, dem Gehalt an exprimiertem SRB1
sowie dem intrazelluldren Steroidstoffwechsel (Ji et al 1997). Somit vermittelt SRB1
vermutlich einen bidirektionalen Fluss von Cholesterin zwischen intrazelluldren

Cholesterin-pools, Caveolae und HDL-Lipoproteinen im Plasma.

1.2 Regulation des endosomalen Membrantransportes

1.2.1 Vesikeltransport

In jeder Zelle findet ein aktiver Transport zwischen der Plasmamembran, den
Membranen intrazelluldrer Kompartimente und den Kompartimenten untereinander
statt. Dabei findet in immer gleichem Ablauf der Membrankontakt statt, der durch
unterschiedliche Proteine vermittelt wird. Man unterscheidet vier verschiedene
Schritte. Zuerst bildet sich ein Vesikel, in dem Molekile transportiert werden sollen
aus der Membran heraus. Der nachste Schritt wird ,targeting® bezeichnet und
beschreibt den Transport des Vesikels zur Zielmembran/zum Zielkompartiment. Es
folgt die Anlagerung der Vesikelmembran an die Zielmembran, die man als ,,docking®
bezeichnet. Abschliel3end findet die Fusion statt, die das Verschmelzen der beiden
Membranen bezeichnet. Eine ungehinderte Fusion der beiden Membranen wird

durch das fluid mosaic Modell erméglicht (Zerial et al 2001).
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Wahrend die beiden ersten Schritte durch die Rab-Proteine mitvermittelt werden,
spielen beim Docking und Fusionieren die SNARE-Proteine eine herausragende
Rolle (Darsow et al 1997).

Es besteht weiterhin eine grofe Vielfalt an Proteinen, die ebenfalls an diesem
Prozess mitbeteiligt sind. So sind in jingeren Arbeiten Proteine in den Fokus gerickt,
die sich durch eine EH-Domé&ne auszeichnen. EH steht fir Eps15-Homologie. Eps15
ist ein Protein, dass zunachst in Saugetierzellen identifiziert werden konnte (Di Fiore
et al 1997). Es scheint eine Bindung mit dem AP2 Adaptorkomplex der Clathrin
coated pits einzugehen (Benmerah et al 1995/Torrisi et al 1999) und einen Einfluss
auf das Targeting von AP2 zu Plasmamembran-coated-pits zu haben (Benmerah et
al 1999).

1.2.2 Rab-Proteinfamilie

Eine klassische Familie, die den endosomalen Membranverkehr mitsteuert, ist die
Familie der Rab-Proteine. Die Rab-Proteine sind an der zytoplasmatischen Seite der
Membranen gebunden und teilweise am endozytotischen Stoffwechselweg beteiligt
(Ferro-Novick et al 1997/Bean et al 1997/Novick et al 1997). Dabei erfillt jedes
Rab-Protein seine spezifische Funktion, was die Lokalisation der Rab-Proteine
innerhalb der Zelle erklart (Schimméller et al 1998/Woodman 1998).

In diese Familie der GTP-asen mit niedrigem Molekulargewicht gehért das fur den
endosomalen Verkehr wichtige Rab 5. Ihm wird eine einflussreiche Rolle beim
Prozess des dockings und der Fusion der Vesikelmembran mit der Zielmembran
zugeschrieben (Rothman et al 1994/Lupashin et al 1997/Mayer et al 1997/Rothman
et al 1997). Rab 5 ist in der Plasmamembran und in den frihen Endosomen
lokalisiert (Li et al 1993 / Chavrier et al 1990). Die gleiche Lokalisation ist fir Rab 4
gegeben, das sich neben Rab 5 dhnlichen Aufgaben auch durch seine Beteiligung an
der Rezeptor-vermittelten Endozytose zwischen friihen/sortierenden Endosomen

und rezyclierenden Endosomen auszeichnet ( van der Sluijs et al 1992).

Als beispielhaft fur Rab-Proteine, die im spaten endosomalen Kompartiment
nachzuweisen sind, ware Rab 7 zu nennen. Es ist involviert bei Transportvorgangen
von frilhen zu spaten Endosomen und von spaten Endosomen zu Lysosomen (Feng
et al 1995; Vitelli et al 1997; Meresse et al 1995).
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1.2.2.1 Rab 5

Rab 5 gehdért mit seinem Molekulargewicht von 28 kD in die Familie der kleinen
GTPasen. Es hat seine hauptsachliche Lokalisation in den frihen Endosomen,
weswegen es fur diese als Markerprotein genutzt wird (Chavrier et al 1999). Es
konnte gezeigt werden, dass es hier die homotypische Fusion von frihen
Endosomen in vitro reguliert (Gorvel et al 1991 / Stenmark et al 1994) und, wenn es
Uberexprimiert wird, die Rezeptor-vermittelte Endozytose in vivo (Bucci et al 1992).
Um seine Funktion bei der Membranfusion spielen zu kénnen, benétigt es seine an
GTP gebundene aktive Form. Weiterhin benétigt es einige Effektoren, ohne die der
komplexe Mechanismus des targetings nicht ablaufen kann. In in vitro Experimenten
konnte die Rolle von Rab 5 innerhalb der homotypischen und heterotypischen Fusion
von Membranen von Clathrin Coated Vesikeln und frihen Endosomen genau studiert
werden (Ullrich et al 1994).

Cytosolisches Rab 5-GDP bindet an einen RabGDI (Rab 5 Dissoziations-Inhibitor)
und bildet einen Komplex ,Rab 5 GDI“. Dieser Komplex wandert nun an die
Donormembran und Rab 5-GDP wird zu Rab 5 GTP konvertiert. Vermittelt wird
dieser Schritt durch einen ,Nukleotid Exchange Faktor Rabex 5. Die Aktivitat dieses
Faktors wiederum ist abhangig vom Vorhandensein seines Effektorproteins Rabaptin
5 (Horiuchi et al 1997) . Durch diesen Zyklus gelangt Rab 5 nun in seine aktive Form
und bereitet zum einen die Fusion der Membranen vor zum anderen bahnt es aber
auch die Rekrutierung von weiteren Proteinen wie das EEA 1 (early endosome
antigen 1), das an der heterotypischen Fusion von Clathrin Coated Vesikeln mit
frihen Endosomen beteiligt ist (Rubino et al 2000). AuRerdem vermittelt EEA1 das
Docking und die Fusion von frihen Endosomen (Christoforidis et al 1999). Der
Unterschied zwischen Rab 5 und EEA 1 liegt unter anderem darin, dass der
Rabaptin5/Rabex5-Komplex sowohl von friihen Endosomen als auch Clathrin Coated
Vesikeln rekrutiert wird, wédhrend EEA 1 nur von den frihen Endosomen rekrutiert
wird (Rubino et al 2000).

Fir die Fusion von Membranen sind weitere Proteine auf3erhalb der Rab-Familie

notwendig.
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1.3 Annexine und Membrantransport

1.3.1 Rolle von Annexinen in Zellen

In den spaten 70er und frihen 80er Jahren rickten Annexine ins Blickfeld der
Wissenschaftler. Unter zunachst sehr uneinheitichen Namen wie Synexin,
Chromobindin, Calcimedin, Lipocortin und Calpactin wurde die Namensgebung an
den jeweiligen Aufgaben orientiert. Durch intensive Forschung und sich
herauskristallisierender Gemeinsamkeiten in Struktur, Funktion und biochemischen
Eigenschaften wurde von Crumpton und Dedman 1990 der einheitliche Name

Annexin vorgestellt (Crumpton et al 1990).

Annexine gehdren zu einer Proteinfamilie von mehr als zehn Mitgliedern. Sie haben
alle die gemeinsame Eigenschaft, dass sie Calcium abh&ngig negativ geladene
Phospholipide binden. Die zweite Gemeinsamkeit, die die Familienmitglieder
verbindet, ist die Struktur des Proteins. Alle Annexine bestehen aus einer N-
terminalen Kopfgruppe, die die spezifische Annexin-Funktion charakterisiert. Jedes
Familienmitglied hat also seinen spezifisch eigenen N-Terminus. Des weiteren
bestehen sie aus dem an die Kopfgruppe assoziierten C-Terminus. Dieser Terminus
ist unter den Familienmitgliedern unterschiedlich stark kongruent. Er besteht aus den
LAnnexin repeats®, die aus 70 hochkonservierten Aminosduren bestehen. In diesen
repeats befindet sich die core-Doméne, Uber die die Annexin spezifische Calcium-
abhangige Bindung an Phospholipide vermittelt wird. Mit Ausnahme von Annexin 6
haben alle Annexine vier repeats. Annexin 6 verflugt, vermutlich als Folge einer

Genduplikation, tber acht repeats.

1 2 3 4
B

VN LY

N-Terminus, C-Terminus, Calcium
Anx.-spez.
Kopfgruppe abhangige Bindung

von P-Lipiden

Abb. 1.5 : Modell des strukturellen Aufbaus von Annexinen. Annexin 6 weist eine Duplikation der vier repeats auf und
besteht somit aus acht repeats
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Annexine weisen ein ubiquitdres Vorkommen auf. So konnte Annexin 1 in friihen
Endosomen von Makrophagen (Diakonova et al 1997) und neutrophilen
Granulozyten (Ernst 1991) nachgewiesen werden. In Baby Hamster Kidney Zellen
(BHK) und Madin-darby canine kidney Zellen (MDCK) fand sich Annexin 1 in der
Plasmamembran und ebenfalls in frihen Endosomen (Seemann et al 1996). EGF
Uberexprimierende NIH 3T3 Zellen zeigen Annexin 1 in multivesikuldren Kérperchen
(Futter et al 1993). Desweiteren gelangen Nachweise von Annexin 1 in B-Zellen des

Pankreas und humanen Keratinozyten (Fava et al 1993; Onishi et al 1995).

Annexin 2 hat seine dominierende Aufgabe in membranorganisierenden Bereichen.
Nachgewiesen werden konnte es in BHK, MDCK und J774-Zellen, in denen es
submembrands und frih endosomal zu finden ist (Diakonova et al 1997; Gerke 1992;
Emans et al 1993; Harder et al 1997).

In polaren Zellen wie Enterozyten und Saugetier Epithel Zellen ist die Lokalisation
von Annexin 2 unterhalb der apikalen Membran konzentriert (Gerke et al 1984,
Gould et al 1984; Handel et al 1991; Weinmann et al 1994). Aber auch in Zellen des
sekretorischen Stoffwechselweges konnte Annexin 2 lokalisiert werden, wie zum
Beispiel in chromaffinen Granula der chromaffinen Zellen der Nebenniere (Drust et al
1988; Creutz et al 1987; Nakata et al 1990) oder dem Hypophysenvorderlappen
(Turgeon et al 1991; Senda et al 1994) und in Makrophagen der Linie J774
(Desjardins et al 1994).

Annexin 3 und 4 finden sich beide in der Plasmamembran. Wobei auch hier eine
Verteilung abhangig von der Polaritdt der Zellen zu beobachten ist. Wahrend sich
Annexin 3 vornehmlich in Monozyten und Makrophagen nachweisen laft (Le Cabec
et al 1994) ist die Verteilung von Annexin 4 in epithelialen Zellen ganz variabel. In
Enterozyten und Lungenepithelzellen ist die Lokalisation an der basolateralen
Membran (Massay et al 1991; Mayran et al 1996), wahrend sie in Nierenepithelzellen
basolateral (Massay-Harroche et al 1995) und apikal (Kaetzel et al 1994)
aufzufinden sind. In Uterusepithelzellen ist die Lage von Annexin 4 apikal (Kojima,
Utsumi et al 1994; Kojima et al 1994).

Annexin 6 nun konnte in vielen verschiedenen Zelltypen lokalisiert werden, wie zum
Beispiel Lymphozyten (Owens et al 1984), Hepatozyten (Weinmann et al 1994;

Tagoe et al 1994), am sarkoplasmatischen Retikulum des Skelettmuskels (Hazarika
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et al 1991). Desweiteren gelangen Jackle et al 1994 der Nachweis von Annexin 6 in

endosomalen Membranen von Rattenleber und am Golgi-Apparat (Jackle et al 1994).

Lin et al konnten 1991 zeigen, dass die Einknospung von coated pits nicht nur von
ATP und Calcium abhangig war, sondern auch von zytosolischen Proteinen wie
Annexin 6. Der Entzug von Annexin 6 aus dem Zytosol fihrte zu einer Senkung der
Einknospungsrate. Bei erneuter Zugabe von Annexin 6 konnten sie 1992 aber
zeigen, dass sich die Rate an Einknospung nur maRig steigerte, was auf andere

weitere einflussnehmende Faktoren hinweist (Lin et al 1992).

Babiychuk et al demonstrierten 1999 und 2000 die Calcium abhangige Assoziation
von Annexin 6 an Cholesterin reiche Mikrodomanen glatter Muskelzellen und deren
Neuformation durch verdnderte Calciumkonzentrationen am Sarkolemm bei
Muskelkontraktionen (Babiychuk et al 1999; Babiychuk et al 2000). Dieses vielfaltige
Vorkommen der Annexin-Familie und vor allem Annexin 6 an der Plasmamembran
und endosomalen Membranen, sowie Membranen des endozytotischen
Stoffwechselweges deuten auf eine Einfluss nehmende Rolle im Membrantransport
hin.

1.3.2 Annexine und Phospholipide

Die Bindung von Annexinen an Membranen erfolgt an saure, negativ geladene
Phospholipide (P-Lipide). lhre Praferenz liegt dabei Uberwiegend bei den
Phospholipiden Phosphatidylsdure, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol, die
an der zytosolischen Seite der Membran gelegen sind. Die Annexine nehmen hierbei
wohl eine Bruckenfunktion zur Bindung zweier biologischer Membranen ein. Es
besteht eine strenge Calcium-abhangigkeit zur Bindung. Dabei hangt die bendétigte

Calciummenge vom jeweiligen Annexin ab.

Annexin 1 und 2 sind hierbei die Annexine, die zur Bindung der Halfte der
Proteinmenge am wenigsten Calcium benétigen (Mengen im submikromolaren
Bereich) und Annexin 5 ist das Annexin, das mit die gréRte Calciummenge bendtigt
(10-100 pm) (Raynal et al 1994).

Fur die Bindung an ungeladene Phospholipide bendtigen die Annexine grundsatzlich
mehr Calcium (Blackwood et al 1990; de-la-Puente et al 1995; Junker et al 1994;
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Gilmanshin et al 1994). Der vollstdndige Mechanismus der Calcium-abh&ngigen
Bindung an Phospholipide ist noch nicht abschlieRend verstanden. Sicherlich nimmt
der strukturelle Aufbau eine wesentliche Rolle bei der Bindung ein. Der Aufbau von
Annexin 6 beispielsweise, mit der Duplikatur der vier core-Domanen, deutet auf zwei

Bindungsdomaénen fur die P-Lipide hin.

In Kristallstudien konnten die core-Doméanen des Proteins zur Bindung identifiziert
werden. In ihnen sind die Calcium-Bindungsstellen lokalisiert. Es werden zwei
verschiedene Typen Bindungsstellen voneinander unterschieden: Typ Il und Typ Il
(Weng et al 1993). Es wurde weiter festgestellt, dass sich die Mitglieder der Familie
in ihren Bindungsstellen voneinander unterscheiden (Weng et al 1993, Luecke et al
1995; Favierperron et al 1995; Burger et al 1996; Benz et al 1996; Kawasaki et al
1996; Huber et al 1990). So konnten Montaville und Ko-Autoren zeigen, dass fir
Annexin 5 die Bindungsstellen fur die Bindung an Phosphatidylserin in der ersten
und/oder der zweiten Domane lokalisiert sind, niemals aber in den Regionen der
core-Domanen drei und vier. Er identifizierte eine Consensus Sequenz, die
hochkonserviert in allen Annexinen anzutreffen ist (Montaville et al 2002). Daraus
lassen sich dann eventuell auch Schliisse Uber weitere Funktion und Nutzen der

einzelnen core-Doméanen ziehen.

Wie in dieser Arbeit und durch andere Arbeiten gezeigt wurde, gibt es ebenfalls
einen Calcium-unabhangigen Weg der Bindung an biologische Membranen. So
konnte die Arbeitsgruppe um Golcak eine pH-Abhangigkeit zur Bindung an
Membranen beobachten. Sie beobachteten fir Annexin 6, dass bei maRig saurem
pH um 6 eine Penetration des Proteins in die Membran Calcium unabhéangig erfolgen
kann und machten dafir eine Konformationsédnderung des Proteins unter diesen

Bedingungen verantwortlich (Golcak et al 2001).

Wie auch in Kapitel 1.1.5 erértert wird, spielt vermutlich auch Cholesterin ein Rolle
bei der Bindung an Membranen. So zeigten die Arbeitsgruppen von Harder einen
Calcium-unabhéngigen, Cholesterin-sensitiven Pool fir Annexin 2, den es vermutlich

auch fur Annexin 6 zu geben scheint (Harder et al 1997).

Auch die Arbeitsgruppe um Ayala-Sanmartin fand eine Cholesterin-Abhé&ngigkeit fur

Annexin 2 und 6 heraus, indem sie zeigte, dass die Bindung von Annexin 2 und 6
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durch Cholesterin verbessert werden kann und die benétigte Menge Calcium dabei
reduziert wird (Ayala-Sanmartin 2001).

1.3.3 Regulierende Rolle von Annexin 6 im Membranverkehr

In der vergangenen Zeit verdichteten sich die Hinweise auf eine Rolle von Annexin 6

beim endosomalen Membranverkehr.

Die Arbeitsgruppe um Ortega et al formulierten eine potentielle Rolle von Annexin 6
bei dem Transport und der Aufnahme von Rezeptoren in polaren Zellen. In
Rattenleberzellen konnten sie Annexin 6 in drei verschiedenen endosomalen
Fraktionen identifizieren. Dabei fand es sich zu 80% in den Gallengéngen, also den
apikalen Seiten der Hepatozyten und zu 20% in den Sinusoiden. Als Kontrolle diente
der frlthe endosomale Marker Rab 5, der zu 80% ebenfalls in den apikalen
Endosomen mit Annexin 6 ko-lokalisiert war. 50% der Endosomen hatten ebenfalls
den Transferrin-Rezeptor internalisiert. So beschrieben sie Annexin 6 als ein
Strukturprotein in apikalen frihen Endosomen mit einer méglichen Beteiligung beim

Rezeptortransport und -recycling innerhalb der Zelle (Ortega et al 1998).

Die Arbeitsgruppe um Pons et al untersuchte 2000 NRK-Fibroblasten und WIF-B-
Zellen, polarisierte Hepatozyten. In NRK-Zellen konnten sie Annexin 6 in
Endosomen, die an der Internalisation von fluid phase Markern beteiligt waren
nachweisen. Kolokalisationsstudien von Annexin 6 und endosomalen Markern
zeigten ein gemeinsames Vorkommen in spaten Endosomen und Prelysosomen.
Dabei konnte Annexin 6 in Strukturen, die das lysosomale Protein Ipg 120 aufweisen

vornehmlich identifiziert werden.

In WIF-B Zellen konnten zwei Populationen von Annexin 6 ausgemacht werden. Die
eine trat ebenfalls mit dem Igp-120-Protein auf und verblieb dort auch nach
Behandlung mit Brefeldin A. Diese Substanz verhindert das ,budding“ der coated pits
an dem trans-Golgi-Netz und verhindert so den Transport zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat. Die zweite Gruppe konnte
zum Teil mit Membranen des Golgi-Apparates assoziiert identifiziert werden und war
sensitiv auf die Behandlung auf Brefeldin A. Aus diesen Beobachtungen, dass
Annexin 6 im engen Zusammenhang mit dem prelysosomalen Kompartment steht,

zogen Pons et al die Vermutung, dass es eine Rolle beim Fusionieren innerhalb des
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spat-endosomalen Stoffwechselweges spielt. Sie vermuteten seine Rolle als

bindende Funktion im Sinne einer Kette (Pons et al 2000).

Lin et al konnten zeigen, dass Annexin 6 unmittelbar an der Einknospung von
Clathrin coated pits und damit an der Rezeptor vermittelten Endozytose beteiligt ist
(Lin et al 1992). Sie zeigten in einem in vitro Modell, dass die Aufnahme von
Rezeptoren und Liganden neben ATP und Calcium von Annexin 6 und eventuell
anderen Zellproteinen abhé&ngig ist. Durch Entzug von Annexin 6 senkte sich die
Einknospungsrate, nach Substitution von aufgereinigtem Annexin 6 stieg die
Aufnahmerate wieder an. Die Tatsache, dass die erneute Zugabe von Annexin 6
diese Rate aber nur moderat steigerte, deutet darauf hin, dass weitere Partner bei
diesem Vorgang involviert sind. Annexin 6 mag dabei nur einen modulierenden Part

spielen.

Diese Analysen wurden in der Arbeitsgruppe R. Anderson (Kamal et al 1998)
detailliert fortgesetzt. Auch sie zeigten eine Verbesserung der Rezeptor-vermittelten
Endozytose Leistung durch Annexin 6. Um den Wirkmechanismus von Annexin 6
ndher zu charakterisieren, wurden die Zellen mit einem Cystein Protease Inhibitor
(ALLN) behandelt. Dieser Wirkstoff inhibiert die Spaltung des B-Spectrin-Geriistes
unterhalb der Plasmamembran, das wé&hrend der Internalisierung von Liganden
kurzzeitig aufgelést werden muss. Diese Spaltung ist Annexin 6 abhangig und
resultiert in einer reduzierten Internalisierungsrate von LDL. Kamal et al konnten nun
aber auch zeigen, dass ALLN-behandelte Fibroblasten einen alternativen
Mechanismus zur Internalisierung von LDL etablieren. Die Zellen konnten den
Annexin 6 abhangigen Weg durch eine gesteigerte Anzahl generierter Clathrin
coated pits kompensieren. Diese Beobachtungen erklarten sie mit zwei
verschiedenen Wegen der Rezeptor-abhdngigen Endozytose. Den einen
beschrieben sie als Annexin 6-abhangigen Weg, den anderen als Annexin 6-
unabhangigen Weg. Der Annexin 6-unabhangige Weg stellt eine ALLN-unabhé&ngige

Einknospung dar.

Im Gegensatz zu den Experimenten der Arbeitsgruppe um Kamal wéhlten Smythe et
al als Mal3 fur die Endozytose die Internalisierung des Transferrin-Rezeptors, was mit
den LDL-Aufnahme Experimenten von Kamal et al nicht direkt vergleichbar ist.
Smythe et al zeigten, dass in der Annexin 6-defizienten Zelllinie A431 die

Endozytose des Transferrin-Rezeptors Annexin 6-unabhangig erfolgt. Sie verglichen
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Wildtyp A431 Zellen mit stabil transfizieten A431 Zellen, die Annexin 6
Uberexprimierten. Im direkten Vergleich konnten sie zeigen, dass die Kinetik der
zelluldren Prozesse in beiden Zelltypen identisch war und fur das Recycling und die
Internalisierung des Transferrin-Rezeptors Annexin 6 keine Verbesserung
ausmachen konnte. Das ist wohl damit zu begrinden, dass bei limitierter Menge des
Rezeptors eine Uberexpression seines Adaptorproteins keinen begiinstigenden
Effekt haben kann.

AuRerdem zeigten sie, dass in permeabilisierten A431 Zellen aufgereinigtes Annexin

6 nicht die Trennung der coated pits begunstigte (Smythe et al 1994).

Diesen Schritt ging die Arbeitsgruppe um Grewal et al. 2000 konnten sie zeigen,
dass die Aufnahme von LDL in CHO Zellen (Chinese Hamster Ovary) durch die Co-
Expression des LDL-Rezeptors und Annexin 6 signifikant gesteigert werden konnte
gegenuber LDL-Rezeptor Uberexprimierenden Kontrollzellen. Noch dazu konnte
gezeigt werden, dass steigende Mengen Ko-transfizierten Annexin 6 die LDL
Rezeptoraktivitat linear ansteigen lieR. Sie demonstrierten weiterhin in dieser
Veréffentlichung, dass Annexin 6 scheinbar nicht auf die Internalisation jeden
Rezeptors einen Einfluss nehmenden Faktor darstellt. In Untersuchungen, in denen
Zellen mit dem Transferrin-Rezeptor und Annexin 6 kotransfiziert wurden stellte sich
heraus, dass Annexin 6 das Recycling des Transferrin-Rezeptors beglnstigt aber die
Aufnahmerate des Transferrin-Rezeptors nicht signifikant gesteigert werden konnte
(Grewal et al 2000).

1.3.4 Interaktion von Annexin 2 mit Cholesterin

Annexin 2 ist wie in Kapitel 1.4.1 bereits erwahnt ein Protein, das sich vornehmlich in
den frihen Endosomen, der Plasmamembran und Caveolae aufhélt. Auch Annexin 2
ist ein Protein, das eine feste Calcium-abh&ngige Bindung an Phospholipide eingeht.
Dabei bevorzugt es anionische, azide Phospholipide, wie vor allem
Phosphatidylsaure, Phosphotidylserin und Phosphatidylinositol, wozu es steigende

Calcium Konzentrationen benétigt (Blackwood et al 1990).
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Ahnlich dem in dieser Arbeit betrachteten Annexin 6 konnte fiir Annexin 2 eine
Cholesterin-Sensitivitdt nachgewiesen werden. Sie stellt sich allerdings anders als fur

Annexin 6 dar.

Die Arbeitsgruppe um T. Harder konnte nachweisen, dass ein geringer Teil des
Annexin 2 Pools Calcium-unabhéangig empfindlich auf Cholesterinentzug durch
Digitonin und Filipin reagiert. Behandlung von Baby Hamster Nieren Zellen (BHK) mit
Filipin oder Digitonin zeigten ein Loslésung von Annexin 2 aus den Membranen. In
frihen Endosomen und der Plasmamembran besteht die héchste Konzentration an
Cholesterin in der Zelle. Dort findet sich auch am meisten Annexin 2. Es kénnte also
eine Verbindung vermutet werden zwischen dem jeweiligen Cholesteringehalt in der
Membran und dem Aufenthaltsort von Annexin 2. Diese Beobachtung der
cholesterinabhangigen Bindung blieb auf Annexin 2 beschrankt und fand fiir andere

Membranproteine der Annexinfamilie keine Gultigkeit. (Harder et al 1997) .

Zeitgleich studierte die Arbeitsgruppe um Jost das Bindungsverhalten von Annexin 2
in Abhangigkeit zur Calcium-Konzentration. Sie stellte fest, dass die Calcium-
unabhangige Bindung von Annexin 2 von den intakten Resten 15-24 des N-Terminus
abhangt. Die Vermittlung der Bindung schreibt Jost einem potentiellen Rezeptor zu
oder erklart, dass durch die Bindung der core-Domane eine bestimmte Konformation
ermoglicht wird, durch die sie eine Calcium-unabhé&ngige Bindung eingehen kann
(Jost et al 1997). In Ergédnzung dazu fanden Ko&nig et al heraus, dass die

Signaltransduktion zur Bindung von Annexin 2 einen intakten N-Terminus erfordert.

Die eigentliche Signaltransduktion der Annexin-Familie zur Calcium-abhangigen
Bindung verlauft, wie bereits besprochen, uber die core-Doméne. Die Calcium-
unabhédngige Bindung aber scheint andere Signale zu benétigen, die Uber einen
intakten N-Terminus vermittelt werden. In Konstrukten aus dem N-Terminus von
Annexin 2 und der core-Doméne von Annexin 1, denen ein intakter N-Terminus fehlt,
fand gar keine Bindung statt. Konstrukte, die einen intakten N-Terminus aufwiesen
und diesen auf Annexin 1 transferiert bekamen konnten die Eigenschaft der Calcium-
unabhangigen Bindung auf das neue Konstrukt Gbertragen. So konnten dafir die N-

terminalen Reste 1-27 identifiziert werden (Kénig et al 2000).



Einleitung 33

Ayala Sanmartin beschéftigte sich ebenfalls mit dem Cholesterin-abhangigen
Bindungsverhalten von Annexin 2. Er kam in seinen Studien zu gegensatzlichen

Ergebnissen zu denen der Arbeitsgruppen Gerke, Jost und Kénig.

Der Hauptpartner der Phospholipidbindung der Annexine ist Phosphatidylserin. In in
vitro Studien an Phosphatidylserin-haltigen Liposomen studierte er den Einfluss von
Calcium und Cholesterin auf das Annexinbindungsverhalten. Er konnte zeigen, dass
ein Anstieg in den Liposomen an Cholesterin den Calcium-Bedarf zur Bindung
reduziert. Weiterhin wies er nach, dass die Cholesterin-abhéngige Bindung nicht
Uber den N-Terminus des Proteins vermittelt wird. Das belegte er durch
Bindungsstudien mit N-Terminal deletierten Proteinen, die ebenfalls mit steigender

Cholesterinkonzentration in den Liposomen weniger Calcium zur Bindung benétigten.

Um die Vermutung der core-Domén-vermittelten Cholesterinbindung zu unterstitzen,
testete er das Bindungsverhalten der Annexine 5 und 6. Wenn seine Hypothese
tatsachlich stimmte, erwartete er ebenfalls Bindungsverhalten von Annexin 5 und 6
bei cholesterinangereicherten Liposomen. Die Bindung bei diesen beiden Proteinen
verbesserte sich tatsachlich. Das veranlasste Ayala-Sanmartin zu den Aussagen,
dass die Bindung von Annexinen in Phosphatidylserin reichen Liposomen durch

Cholesterin begunstigt wird und eine geringere Menge Calcium bendétigt.

Des weiteren beschreibt er die Notwendigkeit der Anwesenheit von sauren
Phospholipiden generell zur Bindung von Annexinen und schreibt als dritten Punkt
dem N-Terminus eine untergeordnete Rolle bei der Vermittlung von

Bindungseigenschaften zu (Ayala-Sanmartin 2001).

Da Sanmartin aber der einzige ist, dem diese Nachweise gelang muss kritisch mit
seinen Ergebnissen umgegangen werden. Ergebnisse, die aus verschiedenen
anderen Arbeitsgruppen unabhé&ngig voneinander produziert werden konnten, sind

sicher mit einer grélieren Wertung zu beachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien & Reagenzien

Firma

Produkt

Gibco-BRL

Medium F-12 Nutrient Mixture (HAM)
L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

Trypsin/EDTA L&ésung (1x)

PBS

Foetal Calf Serum (FCS)

Fungizon

Hepes Puffer Lésung 1M

Sigma

Bovines Serum Albumin (BSA)
Paraformaldehyd (PFA)

Filipin
3-Aminopropyltriethoxy-Silane
EDTA-Dihydrat

DMSO

Ethidium Bromid

Glycerol

Imidazol

Mes

Saponin

SDS Desoxycholic Acid Sodium Salt
Tris pH 7-9

Triton X
para-Nirophenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid
Glycerid Standard

Merk

Aceton z.A.

Acrylamid / Bisacrylamid 30% (37,5 :1)
Borsaure krist.

Bromphenol Blau
Calciumchlorid-Dihydrat
Diethylether

Ethanol

Essigséaure

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Isobutanol

Kaliumbromid

Methanol

Natronlauge (1M, 2M)
Salzsédure (1M, 2M)

Tween 20

BioRad

Ammonium Persulfat
Blotting Grade Blocker, fettfreies Milchpulver

Biomol

3pB-2-Et2NHEtO-Androstenon (U18666A)

Biolabs

HRP Protein Detection Kit
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Calbiochem Antipain
Chymostatin
Leupeptin
Pepstatin A
Mowiol
Amersham- ECL Westernblotting Detection Reagents
Pharmacia PD-10 Saulen

Rainbow Protein Marker

Molecular Probes

Amplex red Cholesterol Assay Kit
Amplex red Reagent

Pierce Albumin Standard
Roche Phospholipid Enzym Reagents
Serva Panceau S Solution

Dialyse Schlduche @ 6mm

Pharmacia Biotech |Protein Silver Staining Kit

Gel Seal Tube
Fluka Digitonin
ICN Glycin

2.1.2 Primare Antikérper

Antikorper Firma Tier Gewicht IMF /| WB
Annexin 2 H7 | V. Gehrke Maus 31 kDa 1:75/1:1000
Annexin 6 Selbst Schaf 68 kDa 1:25/1:100
GST Annexin 6 |Monica Pons |Hase 70 kDa 1:50/1:200-
(Spanien) 1000
Caveolin ges. |Transd.Lab Hase 18-23 kDa 1:10000
SRB 1 Tall 1:500
Westhuyzen
Williams
2.1.3 Sekundéare Antikorper
Antikorper Firma

Goat anti Mouse-Peroxidase
IgG abs. (GaM-PQO)

Dianova/Jackson

Goat anti Rabbit-Peroxidase
IgG abs. (GaR-PO)

Dianova/Jackson

Rabbit anti Sheep-Peroxidase
IgG abs.(RaS-PO)

Dianova/Jackson

Donkey anti Goat-Peroxidase
IgG abs. (DaG-PO)

Dianova/Jackson
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2.1.4 Sekundare Antikorper fiir Immunfluoreszenz

Antikorper Firma IMF

CY2 IgG abs. donkeyarabbit Dianova/Jackson 1:200
CY2 IgG abs. donkeyagoat Dianova/Jackson 1:50

CY3 IgG abs. donkey asheep | Dianova/Jackson 1:500
CY3 IgG abs. amouse | Dianova/Jackson 1:100
CY3 IgG abs. agoat Dianova/Jackson 1:50
Filipin 1:100/1:50

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Firma Material

Falcon/Beckton Blue Max Falcon tubes 50 ml

Dickinson : Zellkulturpipetten a 5ml
Zellkulturpipetten a 10ml
Zellkulturpipetten a 25ml

Beckmann Centifuge tubes (11x34mm)
Centrifuge tubes (14x89mm)
Quick seal centrifuge tubes

Costar Zellschaber
Einmalfiltrationssystem mit Flasche 500ml, 0,22 ym

Kodak Biomax Filme MR1 18x24 cm

Millipore/Amicon

Centricon-10, 10.000 Da

Qualilab

Spritzenvorsatzfilter 0,45um CM Membran
Spritzenvorsatzfilter 0,22um CM Membran

NUNC Zellschaber 7.5 mm
Petrischalen Zellkultur a 10cm Durchmesser
Petrischalen Zellkultur a 14cm Durchmesser
Zellkulturflaschen a 80 cm?, angled neck
Zellkulturflaschen a 72cm?
Zellkulturflaschen a 164 cm?
Kryotubes 1,8 ml
6-well multidish plate
12-well multidish plate
15ml Plastikzentrifugenréhrchen
Braun Einmalspritzen 1 ml
Einmalkanulen 24G1 (lila)
Douncer Fullvolumen 15 ml
Abimed Pipette P20 (-20 pl)
Pipette P100 (-100 pl)
Pipette P200 (-200 pl)
Pipette P1000 (-1 ml)
Rudolf Franke Pipettenspitzen Universal 1000 blau
Pipettenspitzen Universal 200 gelb
Schleicher und | Protran Nitrocellulose Membran 300 mmx3 m
Schuell
Packard Schwarze Optiplatte 96-well

Greiner bio one

MeRkUvetten a 10x10x45 mm
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Gewebekulturflaschen a 15 cm?

Sarstedt Réhrentubes 5 ml, 75x12 mm
2.1.6 Gerite
Firma Gerat
Sigma Tischzentrifuge 1-15K
Beckmann Ultrazentrifuge TL100

Rotor TL100

Ultrazentrifuge L 7-55

Rotor SW-41
Janke und | Vortex lka Labortechnik VF2
Kunkell Ruhrer lkamag RH
Braun Minishaker Modell Kiihnen
Melsungen
Techne Heizblock Dri-Block 1 (DB1)
BioRad Power Supply Power Pac 300

Trans-Blot Zelle
SmartSpec 3000 Photometer

BDK, Luft u.|Zellbank Typ LAF, Vertikalstrom 1988
Reinraumtechnik

Seitz Mikroskop Laborvert F2
Axio Vision Viewer (Computerprogramm)
Sartorius Feinwaage BP 410S
GFL Warmebad
Binder Zellkulturinkubator
Packard Packard Fluorocount

Packard Halogen Light Source (150 Watt)

Mettler Toledo | pH Meter MP220

Heraeus Minifuge T Zentrifuge

Labofuge 400R
Nalgene Einfrierbox (gefullt mit Isopropanol)
Bandelin Sonifizierer Sonovex RK 255 Transistor

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Nghrmedium ftir CHO-WT & CHOanx6 Zellen:

500 ml Nutrient Mix Ham F12
+ 10% foetales Kélberserum

+ 1% Penicillin/Streptomycin
+ 1% L-Glutamin
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Nédhrmedium fiir NRK Zellen : Einfriermedium :

500m! DMEM Nahrmedium ohne Zusétze
+ 10% foetales Kalberserum +20% foetales Kélberserum
+ 1% Penicillin/Streptomycin +20% DMSO

2.2.1.1 Pflege der Zellkultur

Die Kultivierung der Zelllinien CHO-WT und CHOanx6 erfolgte in 72cm? grolden
Zellkulturflaschen bei 5% CO,, bei 37°C und 95% wasserdampfgesattigter

Atmosphére im Inkubator.

Die Arbeit mit den Zellen erfolgte mit sterilen Materialien und Medien

unter sterilen Bedingungen unter der Werkbank.

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden alle 3 Tage passagiert. Nach Abnahme
des alten Mediums wurden sie zunachst mit 37°C warmen PBS (10 ml) gewaschen.
Nach Absaugen des PBS mit der Wasserstrahlpumpe wurden mittels Trypsin (5 ml)
nach einer Einwirkzeit von 1 Minute die Zellen vom Flaschenboden gel6st. Durch die
Zugabe doppelter Menge frischen Nahrmediums wurde die Reaktion gestoppt. Aus
der Zellsuspension konnte nun die gewtinschte Menge entnommen und in eine neue
Zellkulturflasche tberfuhrt werden und mit frischem Medium auf ein Gesamtvolumen
von 15 ml aufgeflllt werden. Als optimal erwiesen sich 2 ml Zellsuspension mit 13 mi

frischen Medium.

2.2.1.2 Ausplattieren von Zellen

Ausgehend von der mit Medium gestoppten Trypsinreaktion wurden 300 pl (ca.
1x10° Zellen) dieser Suspension pro sechs-Loch-Platte ausplattiert und mit 1,7 ml

frischen Mediums aufgeflit.

2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit warmen PBS gewaschen und mittels

Trypsin vom Flaschenboden gelést. Nach Stoppen der Reaktion mit frischem
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Medium wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falkon tberfthrt und mit 2000 rpm bei

Raumtemperatur (RT) fir 5 Minuten in der Labofuge 400R zentrifugiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet mit 750
Nahrmedium aufgenommen und tropfenweise mit Einfriermedium auf ein

Gesamtvolumen von 1,5 ml versetzt.

Die Suspension wurde in Kryotubes Uberfihrt, von da an auf Eis gelagert und
zunachst fir 24 Stunden in der Einfrierbox bei -80° gelagert und anschliel3end in
flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.2.1.4 Auftauen von Zellen

Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Kiihlfach
innerhalb von 30 Minuten auf Eis aufgetaut. Dann wurden sie in ein 15 ml Falkon
Uberfuhrt und mit 10 ml warmen Nahrmedium (mit Zusétzen) vermengt. Es erfolgte
eine Zentrifugation fir 2 Minuten bei 2000 rpm in RT. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in 10 ml warmen PBS resuspendiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation mit 2000 rpm fir 2 Minuten bei RT konnte der Uberstand
abgenommen werden und das Pellet in 5 ml Nahrmedium aufgenommen werden.
Zunachst sollten die aufgetauten Zellen in einer kleinen Gewebekulturflasche
kultiviert werden und nach gutem Anwachsen und konfluentem Wachstum am
Folgetag in eine grofRere Zellkulturflasche (72 cm?) Gberfuhrt werden. Dabei kann der
Inhalt der kleinen Flasche auf 2-3 grole Flaschen verteilt werden. Die Lagerung

erfolgt im Inkubator.

2.2.1.5 Cholesterinanreicherung in vitro und in vivo

Konfluent gewachsene Zellen aus 72 cm? Zellkulturflaschen wurden wie zur Passage
behandelt.

Es wurden dann 3 ml Zellsuspension und 17 ml frisches Nahrmedium pro Petrischale
(14 cm Durchmesser) verteilt. Mittels 2 pg/ml U18666A (in vitro) bzw. 50 pg/ml
aufgereinigten LDLs (in vivo) wurde nach mindestens 6 Stunden Inkubation mit
U18666A bzw. mindesten 2 Stunden Inkubation mit LDL ein Cholesterinakkumulation

in den Zellen erreicht.
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2.2.2 Membranpréaparation
HB-Puffer :

250 mM Sucrose Lésung (in aqua bidest.)
+ 3 mM Imidazol

pH Wert auf 7,4 einstellen

mit Einmalfiltrationsflasche steril filtrieren
Lagerung bei 4°C im Kihlschrank

MES-Puffer : HEPES-Puffer : Protease Inhibitor Cocktail :
25 mM Mes 25 mM HEPES 4mM Pepstatin A

+ 0,15 M NaCl +0,19%5 M NaCl + 40mM Chymostatin

+ 1 % Triton X-100 + 1 % Triron X-100 + 40mM Leupeptin

+1/1000 PIC +1/1000 PIC + 40mM Antipain

pH auf 6,5 einstellen pH auf 7,4 einstellen in DMSO Iésen

unter dem Abzug pipettieren

2.2.2.1 Herstellung von perinuklearem Uberstand (PNS)

Nach Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen aus mindestens 4 konfluent
gewachsenen Zellkulturflaschen a 164 cm? oder 4 Petrischalen a 14 cm & mit dem
Zellschaber vom mit 5 ml vorgekuhltem HB Puffer (+1/1000 PIC) benetzten Boden
abgeschabt. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde der Boden mit weiteren 5 ml HB
Puffer (+1/1000 PIC) nachgespult. Die Zell-Puffer-Suspension wurde in einem 50 ml

Falkon gesammelt.

Es folgte eine Zentrifugation in der Labofuge 400R fir 10 Minuten mit 2200 rpm bei
4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1ml HB-Puffer + PIC (1/1000)
resuspendiert. Mit einer 1ml Spritze und einer subcutan Kantle (24G1) wurde das

Gemisch nun 10-15x aspiriert.

Nach erneuter Zentrifugation fir 15 Minuten, mit 3400 rpm, bei 4°C wurde der
Uberstand in ein Eppendorf Cup Uberfihrt und mit 2ul PIC versetzt. Alle
Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C.

Die Lagerung erfolgt bei -20°C.



Material und Methoden 41

2.2.2.2 Triton X 100 Solubilisierung

Alle Arbeitsschritte missen auf Eis stattfinden. Alle Losungen und Gerate missen

vorgekuhlt verwendet werden.

Die konfluent gewachsenen Zellen aus mindestens 3 Petrischalen a 14 cm & wurden
einmal mit kaltem PBS gewaschen. Mit dem Zellschaber wurden sie mit je 5 ml MES
vom Flaschenboden abgekratzt und in einen vorgekihlten Douncer Uberfihrt. Nach

10 maligem douncen wurden sie im Douncer fir 20 Minuten auf Eis inkubiert.

Anschlieend wurden sie mit 14.000 g, 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der

gewonnene Uberstand stellte die TX-100 lésliche Fraktion dar.

Das Pellet wurde in 1ml HEPES Puffer aufgenommen und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur gelagert. Nach Abschluss der Inkubation sollte es vollstandig

aufgeldst sein.

Nach Aliquotieren der I6slichen Fraktion und des Pellets in Eppendorf Cups wurden

die Aliquots bei -20°C gelagert.

2.2.3 Endosomenpraparation

Sucrose Lésungen :

62% (bzw. 35%, 25%) Sucrose

in 3mM Imidazol

pH auf 7,4 einstellen

Lésungen mit Spritzenvorsatzfilter (0,45um) steril filtrieren

2.2.3.1 Gradienten schichten

Es werden vorgekiihlt in 15ml Falkons vorgelegt:
3ml  35% Sucrose Lésung
2ml  25% Sucrose Ldsung
3ml HB-Puffer +PIC 1/1000

In einem Beckmann-Zentrifugen Réhrchen & 89 mm (Fullvolumen ~11 ml) wurden
840 pl PNS mit 1160 pl 62% Sucrose (auch vorgekuhlt!) vermengt. Nach

sorgfaltigem vortexen wurden die 3 ml 35% Sucrose, die 2 ml 25% Sucrose und die
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3 ml HB-Puffer mit PIC aufgeschichtet. Die geschichteten Gradienten in den
Beckmann-Réhrchen wurden in den SW41 Rotor der Beckmann-Ultrazentrifuge L7-
55 eingelassen. Die gegenuberliegenden Buckets werden auf +/- 0,002g auf der

Feinwaage gegeneinander austariert.
Zentrifugation fur 90 Minuten bei 35.000 rpm, im Vakuum und 4°C.

Nach der Zentrifugation sollten 2 triibe Fraktionen im oberen und unteren Drittel des

Gradienten sichtbar sein.

Mit der 1 ml Pipette wurden die Fraktionen nun voneinander getrennt in Eppendorf
Cups Uberfuhrt. Fraktion 10 befindet sich hierbei nun an der Obergrenze des

Gradienten, Fraktion 1 am Boden des Zentrifugenréhrchens.

Aus den einzelnen Fraktionen (F) konnten schwere Membranen (heavy membranes
= HM), frihe Endosomen (early endosomes = EE) und spate Endosomen (late

endosomes = LE) gewonnen werden.

Mittels Cholesterinbestimmung (s.u.) konnte zugeordnet werden, wo sich die heavy

membranes, die early und die late endosomes innerhalb des Gradienten befanden.

In der Regel hielten sich die HM in den Frakionen F1-F3 auf, die EE in den
Fraktionen F4-F6 und die LE in den Fraktionen F7-F9 auf.

Durch Uberfiihren gleicher Mengen der einzelnen Fraktionen in ein GefaR konnten

Probenpools der Endosomen und Membranen gesammelt werden.

Die Lagerung erfolgt bei -20°C.

2.2.3.2 Aufkonzentrierung endosomaler Membranfraktionen

Um eine gréBere Menge Protein in dem Probenvolumen zu erhalten, wurden die
gepoolten Proben mit einem Volumen von 1000 ul dialysiert (s.u.). Die durch Dialyse
verdinnten Proben (~ um Faktor 2 verdinnt) wurden in Centricon-10 tube Uberfihrt
und fir 3x10 Minuten und 1x7 Minuten bei 4230 g, bei 4°C in der Heraeus

Sepatech-Minifuge T aufkonzentriert. Das erlangte Probenvolumen lag bei ~200 pl.

Lagen nach der Dialyse nur kleinere Volumina vor, konnten die Proben auch in die
Ultrafree-MC Millipore Uberfihrt werden (Eppendorf Cups mit Filter) und in der Sigma

Tischzentrifuge aufkonzentriert werden.
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Die Zentrifugation erfolgte hier bei 4°C, 4000 rpm, fir insgesamt ~ 60 Minuten.
Durch regelméRige Kontrolle der aufkonzentrierten Restmenge ergaben sich viele

kurze Zentrifugationsschritte.

Die aufkonzentrierte Menge betrug hier von max. 450 pl auf ~40 pl. Entscheidend
scheint der Proteingehalt in den Proben zu sein. Je mehr darin enthalten ist, desto

langsamer erfolgte die Aufkonzentrierung.

2.2.3.3 Proteinmessung nach Lowry

Die Proteinmessung wurde nach der Methode von Lowry et al (1951) durchgefihrt.

Lowry Lésung A : Lowry Lésung B: Lowry Lésung C :
3%Na,COs; 2% Natriumkaliumtartrat 1% CuSo4 x 5H,0
+ 0,15n NaOH

Zur Erstellung einer Eichgrade wurde bovines Serumalbumin (BSA) in steigender
Konzentration von O uyg—-2 -4 -6 - 8 —10 — 15 — 20 pg/pl auf ein Gesamtvolumen
von 400 ul mit H,O bidest (dd) in Sahrstedt-Réhrchen (5 ml) pipettiert

20 pl Probe wurde auf 400 uyl mit H,O bidest aufgefullt.

Nach Zugabe von 1ml Lowry Mix (A: B : C 97 :1,5: 1,5) erfolgte ein sorgféltiges

vortexen und eine 10 minutige Inkubation.

Anschlieend wurden in jede Probe und Eichprobe 125 ul Folin Lésung (Folin-
Ciocalteau-Reagenz : H,O 1 : 2 ) pipettiert. Nach abermaligem vortexen inkubierten
die Proben fiur 30 Minuten. Anschliefend wurden die Proben in Kuvetten tberfuhrt
und nach 30 Minuten konnte bei einer Wellenldnge von 750nm im Smartspec-

Photometer die Extinktion gemessen werden.
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2.2.3.4 LDL Aufreinigung

Lipoproteine wurden mit Hilfe von Kaliumbromid (KBr) Gradienten (Harvel et al)

isoliert und nach der Isolierung in Kaliumbromid gelagert.

Zur weiteren Benutzung ist das KBr wegen seiner cytotoxischen Wirkung vom LDL
zu extrahieren. Mittels PD10-Saulen erfolgt die Aufreinigung. Das KBr bleibt hierbei

in den Saulen hangen.

Die Saulen wurden in einen Sténder Uber ein Becherglas gehangt. Von oben wurde
sie nun mit sauberem PBS aufgeflllt. Das PBS lief als Waschschritt zuerst alleine
durch. Der Waschvorgang erfolgte 4x. Anschlieend wurden 2ml LDL auf die Saule
gegeben. Zur LDL-Elution wurde erneut PBS auf die Sdule gegossen. Mit dem
Auslaufen des LDL aus der Saule wurde es in einem frischen Falkon aufgefangen

und gelagert wird.

Die Lagerung erfolgte bis zum Folgetag im Kuhlschrank bei 4°C.

2.2.3.5 Dialyse von Proben

Dialyse Puffer: PBS (10fach ) :
50mM Tris 137mM NaCl
100mM NacCl 2,7mM KCI
1%  Triton X100 8,1mM KH;HPO, reinst
pH auf 7,4 einstellen 1,5mM Na;HPO4 x H,0 bidest
pH 6,9

zur Anwendung 1:10 Verdinnung: pH =7,4

Um Sucrose aus den Proben zu waschen, werden die Proben entweder gegen Puffer

oder gegen einfaches PBS dialysiert.

Dazu werden zurecht geschnittene Dialyse-Schlauche zunachst fur 3 Minuten in
kochendem Wasser aufgekocht, um sie von Proteasen zu befreien. Fortan wurden

sie aus Schutz vor pordsen Léchern immer feucht gehalten.
Man dichtet sie an lhrem Ende mit einem Knoten und einer Nabelklemme ab.

Die Proben wurden in den Schlauch pipettiert und die andere Seite wurde ebenfalls

mit Knoten und Nabelklemme gedichtet. Es sollte immer nur 2/3 des
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Dialyseschlauches mit Probenmaterial gefillt sein, da sich das Volumen wahrend der

Dialyse vergroRert.

Die Dialyseschlauche wurden bei 4 °C gegen PBS oder Puffer auf dem Ruhrer fur

mindestens 24 Stunden dialysiert..

Nach Beendigung der Dialyse wurden die Proben in Eppendorf Cups pipettiert und
bei -20°C gelagert.

2.2.4 SDS Page nach Laemmli (1970)

Acrylamid/Bis : Tris-HCI Puffer : Tris-HCI Puffer :
30% Acrylamid 1,5 M Tris —Base 0,5M Tris-Base
0,8 % Bis 500ml H20 bidest 500ml H20 bidest
500ml H,0O bidest pH 8,8 pH 6,8
SDS : 5-fach Proben Puffer: Laufpuffer (10x):
10% SDS 20ml Tris-HCI pH 6,8; 0,5M 120g Tris-Base
100ml H20 bidest 20ml SDS 10% 5769 Glycine
20ml Glycerol 40g SDS
30ml H20 bidest 4000ml H20 bidest
10ml B-Mercaptoethanol pH auf 8,8

Um komplexe Proteingemische nach ihrer Gréf3e aufzutrennen wurde die

Gelelektrophorese zur Proteinauftrennung nach U. K. Laemmli zu Hilfe durchgefihrt.

Das Prinzip ist, durch eine vollstédndige Denaturierung der komplexen Polypeptide
mittels Mercaptoethanol sowie Nivellierung ihrer eigenen negativen Ladung durch
das Uberwiegen des stark anionischen Sodium-Dodecylsulfat (SDS), eine
Grollentrennung im elektrischen Feld zu erreichen. Die Polymerisation von
Acrylamidpolymeren flhrt, in Abh&ngigkeit zu ihrer Prozentigkeit im Trenngel, zu
einer bestimmten Gelporengréfle. Die Auftrennung der Proteine ist also nicht nur
abhéngig von ihrer Ladung und ihrer Grél3e, sondern auch von der Porengréf3e des

Trenngels.
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Empfohlene Prozentmengen von Acrylamid in Abh&ngigkeit der Proteingréfie:
MW (Molekulargewicht) 10-60 kD mit 15% Aa. (Acrylamid)
MW 30-120 kD mit 10% Aa.

MW 50-200 kD mit 8% Aa.

Zunachst wurden die Komponenten zur Herstellung des Acrylamid Geles vorbereitet.

Die beiden Glasplatten, zwischen die die Gelldsungen gegossen werden, mussten
zunachst mit Aceton oder Ethanol geputzt werden, um sie von restlichen
Fettbestédnden zu befreien. Dann wurden sie in die vorgesehene Haltevorrichtung
eingespannt. Wird ein groBes Gel gegossen, musste zwischen die beiden
Glasplatten ein Spacer, Abstandhalter, mit Fett zur Dichtung benetzt, an die
Aulenseiten eingebaut werden. Bei Minigelen befand sich dieser Abstandhalter an
der hdheren Glasplatte. Er hatte ein Dicke von 1,5mm, was dem polymerisierten Gel

eine hohere Stabilitat verleitet.

Als erstes wurde das Untergel (= Trenngel) gegossen. Die angegeben Mengen

reichten fur ein grol3es oder zwei Minigele:

Es wurden ausnahmslos 12,5% Acrylamid-Trenngele als Untergele gegossen:

Acrylamid-bis 12,5 ml
1,5M Tris-base pH8,8 7,5 ml
H,O bidest 9,3 ml
SDS 10% 600 pl
AP 10% 200 pl
Temed 20 pl

AP= Ammoniumpersulfat, dient als Katalysator der Polymerisation

Temed= N,N,N,N-tetramethylethylendiamin, dient ebenfalls als Katalysator

Die Loésung wurde gemischt und zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Um
eine gerade Trennlinie zwischen Ober- und Untergel zu erhalten, wurde auf das Gel
eine diinne Schicht Isobutanol geschichtet. Sie schitzte ebenfalls vor Austrocknung.

Nach ca. 20 Minuten war eine Polymerisation erreicht.
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Als Obergele (= Sammelgele) dienten ausnahmslos 3,5 % Acrylamidgele:

Acrylamid-bis 2,4 ml
0,5M Tris-HCI pH 6,8 5,0 ml
H20 bidest 12,4 ml
SDS 10% 200 pl
AP10% 300 pl
Temed 10 pl

Nachdem das Isobutanol abgekippt und mit Wasser nachgespilt wurde, kann das

Obergel ebenfalls gemischt und auf das Trenngel pipettiert werden.

Gleich im Anschluss daran wurde der Kamm, der die Taschen im Obergel formt in

das frische, noch flissige Obergel gesteckt.

Nach erneuter Polymerisationszeit von max. 20 Minuten (bei Minigelen) konnte das
Gel mit Proben beladen werden. Daflir wurde der Kamm vorsichtig aus dem Obergel
gezogen und die geformten Taschen mit Laemmli Laufpuffer ausgespult. Nun
wurden die Glasplatten in die Gellaufkammer eingespannt und die Proben konnten

eingefillt werden.

Die Kammer wurde mit Laufpuffer so gefiillt, dass die Spannungsdrdhte mit
Laufpuffer bedeckt waren. Der Raum zwischen den Minigelen wurde ebenfalls mit

Laufpuffer gefullt.

Die Proben liefen im Sammelgel mit 20 mA in die Taschen ein und wurden dann bei
max. 40 mA aufgetrennt. In Abh&ngigkeit, ob die Gelelektrophorese an einem oder

zwei Gelen stattfand, dauerte sie zwischen 1,5 bis 3,5 Stunden

2.2.4.1 Probenvorbereitung:

Bei den Minigelen wurden in den meisten Féallen die Proben nach Volumen

aufgetragen. Eine Tasche des Obergels hat ein Fullvolumen von maximal 45 pl.

Die Proben wurden in ein Eppendorf Cup vorgelegt und mit 1/5 des Gesamt-
Taschenvolumens mit 5-fach Probenpuffer versehen. Durch die anschlieRende 5-
mindtige Erhitzung der Proben auf 95°C konnten die Wasserstoffbriickenbindungen
der Tertidr- und Sekundarstruktur der Proteine gelést werden. Durch den Zusatz von

SDS im Probenpuffer bekamen alle Proteine eine gleichstarke negative Ladung. Der
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Zusatz von Mercaptoethanol I6ste die Disulfidbriicken zwischen Cysteinen innerhalb
der Proteine. Nach dem Aufkochen wurden die Proben flir mindestens eine Minute

auf Eis gelagert.

Als GroRenreferenzwert fir die Proteingréfle lief immer Rainbow-Marker und
gelegentlich ECL-Marker mit. Der Rainbow-Marker deckt den GréRenbereich von 14-
220 kD ab. Es wurden 1 ul Rainbow-Marker, 2,5 ul Glycerol zur Beschwerung der
Probe und 7 ul Wasser vermengt. Der ECL-Marker bestand aus 3 pl Marker und 7 pl

Wasser.

Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben fiur 10 Sekunden in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert und konnten dann in die Geltaschen Ubertragen

werden.

2.2.4.2 Westernblot

Blotting Puffer:

20% Methanol
0,31% Borsaure
pH 9,0

Die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nun auf eine
Nitrocellulosemembran  transferiert. Dazu wurden die vorgeschnittene
Nitrocellulosemembran sowie jeweils 2 x 2 Filtermembranen zum Uber- und
Unterschichten und 2 Schaumstoffkissen in Blotting Puffer eingeweicht. Das
Acrylamidgel wurde von der Glasplatte gelést und auf die Seite der Kathode, die
Nitrocellulose zur Seite der Anode zwischen die Filter und Schaumstoffkissen
eingespannt. Der Proteintransfer war bei Minigelen nach 90 Minuten bei 350 mA, bei

grol3en Gelen nach mindestens 4h bei 250 mA abgeschlossen.
Wahrend des blotting-Vorganges musste die Kammer bei 4°C gekuhlt sein.

Zur ersten Darstellung der transferierten Proteine wird die Nitrocellulosemembran mit

Panceau S-Lésung eingefarbt.

Die Einfarbung mit Panceau-Lésung diente der Uberpriifung des Proteintransfers.
Dazu wurde die Nitrocellulose in ein Gefaly mit Panceau geflllt gelegt und fir 10

Minuten auf dem Ruttler inkubiert. Durch die Anfarbung der transferierten
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Proteinbanden konnte man einen ersten Anhalt Uber Quantitat und die Qualitt des
Transfers erhalten. Zur genauen Befundung wurden die Membranen vorsichtig mit
H2O dd entfarbt und zur Dokumentation fotokopiert. Zwischen der Panceau-Lésung
und den folgenden Antikdrper Inkubationen fanden keine inhibierenden Interaktionen

statt. Zur Weiterverwendung wurden die Membranen in H,O dd komplett entfarbt.

2.2.4.3 Immunoblot

Zunéachst wurde die Nitrocellulose jetzt in Blocking-Lésung aus PBS + 0,1% Tween +
10% Milchpulver fur 45 Minuten auf dem Ruttler bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt

geblockt.

Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikérper. Er wurde in
5% BSA + 0,1% Tween beliebig verdinnt und inkubierte fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht auf dem Ruttler. Die Blocking-Lésung

wurde fur den zweiten Antikérper aufbewahrt.

Nach der Inkubation erfolgten 3 Waschvorgange fir jeweils 10 Minuten mit PBS +

0,1% Tween. Der priméare Antikdrper konnte wiederholt eingesetzt werden.

Der sekundére Antikérper wurde in der Blocklésung geldst. Es wurden an Peroxidase
gekoppelte 1gG Antikérper in der Verdinnung 1:1000 verwandt. Die einzige
Ausnahme stellt der Ziege a Maus IgG Antikérper dar, der in der Verdinnung von
1:5000 eingesetzt wurde. Die Inkubation erfolgte fur alle zweiten Antikérper fir 30
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Rdttler. Wenn der ECL-Marker als Probe
aufgetragen wurde, muldte als zweiter Antikérper ein Biotin-gelabelter HRPaECL
Antikérper in der Verdinnung 1:1000 ebenfalls in die Blocking-Lésung erganzt
werden. Nach der Inkubation mit den sekundaren Antikérper wurde die Membran fiir
6 x 5 Minuten gewaschen. Die ersten drei Waschgénge in PBS + 0,3 % Tween, die
folgenden drei in PBS + 0,1 % Tween. Die abgetropfte Membran wurde nun in eine
Filmkassette gelegt, in der Dunkelkammer mit ECL-Lésung (Lésung 1 und Lésung 2
im Verhaltnis 1:1) betraufelt und die Filme konnten aufgelegt werden. In der Regel

erfolgten Belichtungszeiten von 10, 30, 60 Sekunden und 5 Minuten.
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2.2.4.4 Strippen von Nitrocellulose Membranen

Lésung A : Lésung B :
0,2M Glycin pH 2,5 (mit HCI) 50mM Tris pH 7,5 (mit HCI)

Die Nitrocellulosemembran wurde mit H,O bidest angefeuchtet. AnschlieRend wurde
sie fur 2x10 Minuten mit der 0,2 molaren Glycin L6sung gewaschen. Es schloss sich

ein 10-minatiger Waschgang mit 50 mM Tris an.

Nach 45 Minuten Block mit 10% Milchpulver in PBS / Tween 0,1% konnte der
Streifen mit dem ersten Antikérper neu beladen werden. Das weitere Vorgehen

verhielt sich wie bei einem Imunoblot.

2.2.5 Silberfarbung

Durch die Reduktion von Silberionen durch die Aminosauren Glutamin, Aspartat und
Cystein kdénnen Proteine in der Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Die untere

Nachweisgrenze liegt hierbei bei 5-30 ng Protein /Bande.

Die Silberfarbung wurde streng nach dem Protokoll und mit den gelieferten Lésungen
der Fa. Pharmacia Biotech durchgefiihrt. Das SDS Page Gel wurde nach der
Proteinauftrennung fur 30 Minuten fixiert. Als Fixierlésung dienten Ethanol/Eisessig
(100 ml + 25 ml in 250 ml aqua bidest). Danach erfolgte die Sensibilisierungsphase
fur 30 Minuten. Das Gel wurde in eine Ldsung bestehend aus
Ethanol/Glutardialdehyd (25%w/v)/Natrium-Thiosulfat (5%w/v)/Natriumacetat (75 mil
+ 1,25 ml + 10 ml + 17 g in 250ml aqua bidest) Uberflhrt. Nach 3x5 minitigem
waschen folgte die Silberreaktion. Silbernitrat Lésung (2,5% w/v) / Formaldehyd
(37% wiv) (25 ml + 0,1 ml in 250ml aqua bidest.) wurden vermischt und das Gel darin
fur 20 Minuten gewaschen. Im Anschluss an zwei Waschungen in Wasser fir jeweils
1 Minute erfolgte die Entwicklung. Als Entwicklerlésung dienten Natrium
Carbonat/Formaldehyd (37%w/v) (6,25 g + 0,05 ml in 250ml aqua bidest). Die
Entwicklungsdauer war abhangig vom Erscheinen sichtbarer Banden. Werden die
Banden sichtbar musste die Entwicklerldsung abgegossen werden und Stop-Lésung
auf das Gel gegossen werden. Sie bestand aus EDTA-Na (+2H,0) (3,65 g in 250m|

aqua bidest). Nach 3x 5 Minuten waschen konnte das Gel eingescannt werden.
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2.2.6 Immunfluoreszenz
2.2.6.1 Beschichtung von Coverslips

Die Coverslips (CS) wurden in einen Aceton-bestéandigen Stander gestellt und in
einem Silane-Aceton Mix im Verhaltnis 1:50 fir 5 Minuten bei Raumtemperatur auf
dem Ruttler gewaschen. Danach wurden die Coverslips in reinem Aceton fur 5
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Ruttler gewaschen. Anschlieend wurden sie
fur 2x5 Minuten in aqua bidest gewaschen, dann im Inkubator bei 37°C trocknen
gelassen und unter Zellbank fur mindestens 4 Stunden zur UV-Sterilisation stehen

gelassen.

Die sterilen, beschichteten Coverslips wurden in eine 6-Loch—Platte gelegt (maximal
3 CS pro Loch) und die darzustellenden Zellen wurden wie unter Kapitel 2.2.1.2
beschrieben ausplattiert. Dort wuchsen sie dann unter sterilen Bedingungen im

Inkubator bis zum Folgetag an den Coverslips an.

2.2.6.2 Fixierung und Antigenmarkierung

Die bewachsenen Coverslips wurden vorsichtig mit einer feinen Pinzette in eine 12-
Loch-Platte tberfuhrt (jeweils 1 Coverslip pro Loch). Dort wurden die Zellen auf den
Coverslips mit Paraformaldehyd (PFA) 8 % und PBS 1:1 fixiert. Es reichten gut 500
Ml jeder Komponente pro Loch. Nach der 30 minitigen Fixation bei Raumtemperatur
wurde das PFA/PBS mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Coverslips 5x5
Minuten in reinem PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen
wurde PBS mit 0,5% Glycin und 0,05% Saponin (= Lésung A) als Waschlésung

versetzt.

Es folgte im Anschluss der Blockvorgang fur 20 Minuten. Die Blocklésung bestand
aus Lésung A + 2% BSA (= Lésung B). Die Waschlésung wurde mit der
Wasserstrahlpumpe abgenommen und pro Coverslip wurden 60 ul Blocklésung auf

das Coverslip pipettiert.

Lésung B diente ebenfalls als Antikérperlésung. Dabei wurden pro Coverslip 50 pl
Lésung bendétigt. Nach Absaugen der Blockldsung B wurden nun 50 pl dieser
Antikdrperlésung auf jedes Coverslip pipettiert. Die Inkubation dauerte 60 Minuten
und fand bei 37°C statt. Im Anschluss daran folgten zwei kurze Waschgéange in PBS

und anschlielend 2x5 Minuten waschen in Lésung A.
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Der zweite Antikdrper wurde wie der erste in Loésung B verdinnt und in jeweils 50 pl
auf jedes Coverslip pipettiert. Filipin als Marker fiir Cholesterin wurde ebenfalls wie
der zweite Antikérper behandelt und in einer 1:100 Verdinnung eingesetzt. Die
Inkubation mit dem zweiten Antikérper erfolgte bei 37°C fur 45 Minuten. Es

schlossen sich 3x5 Minuten mit PBS waschen an.

Zum Abschluss wurden 25 ul PPD in 250 pl Mowiol gel6st und 4 pl des Gemisches
pro Coverslip auf einen Objekttrager pipettiert, auf das dann das Coverslip mit der
Zellseite zum Objekttrager gerichtet fixiert wurde. Als alles etwas getrocknet war
wurde das Coverslip mit Nagellack auf dem Objekttréger versiegelt. Die Lagerung

erfolgte in einer lichtgeschitzten Box im Kihlschrank.

Die Betrachtung der vollstandig fixierten Zellen konnte am Folgetag nach Erwarmen
der Objekttrager bei Raumtemperatur geschehen. Die Bildverarbeitung erfolgte an

einem Zeiss-Mikroskop mit dem Axio-Vision-Viewer Programm der Fa. Zeiss.

2.2.7 Beta-Hexosaminidase Aktivitditsmessung

Substratpuffer-L6sung :

10 mM para-Nitrophenyl-2-acetamido2-deoxy-B-D glucopyranosid in
0,1 M Natrion-Citrat pH 4,6
0,04% NaNs3;

0,2% BSA

Stop-L6sung: Berechnung der Aktivitat:

0,4M Glycin Aktivitat (in mU/ml) = AE405 x Melvolumen in ml x 1000
NaOH pH 10,4 ¢ X Enzymvolumen x Inkubationszeit in Min.

der molare Extinktionskoeffizient (¢) fur p-Nitrophenol betrégt 18,5 cm?/ Mol bei 405

nm Wellenlange.

Die Bestimmung der B-Hexosaminidase-Aktivitdt dient zur Qualitdtskontrolle der
spaten Endosomen. Sie ist ein hydrolytisches Enzym, das sich in den spaten
Endosomen anreichert. Hohe Aktivitdtsmesswerte in den spaten Endosomen geben

Auskunft Gber eine gute Endosomenpreparation.



Material und Methoden 53

Es wurden 90 pl Substrat-Puffer mit 10 pl Triton-X100 vermengt. Dazu kamen 50 ul
Probe. Nach sorgfaltigem Mischen erfolgte eine Inkubation von mindesten 30
Minuten bei 37°C. Im Anschluss wurden 500 pl Stopp-L&sung dazu gegeben und die
Extinktion des freiwerdenden p-Nitrophenols wird bei einer Wellenlange bei 405 nm

gemessen.

2.2.8 Cholesterin Bestimmung

Die Bestimmung des Cholesteringehaltes in den Proben erfolgte nach einer
photometrischen Messung. Hierbei wurden sowohl das freie Cholesterin als auch die
Cholesterin-Ester gemessen. Es wurde nach Protokoll der Herstellerfirma Molecular
Probes mit den mitgelieferten Reagentien gearbeitet. Alle Proben wurden in einer 96-

Loch-Platte vorgelegt.

Zunachst wurde eine Standardreihe mit der steigenden Konzentration von 0 - 0,1 -
0,2-04 - 0,8 - 1,6 mg/ml Cholesterin auf ein Gesamtvolumen von 50 pl mit HB-

Puffer aufgefullt erstellt.

Das eingesetzte Probenvolumen waren stets 50 yl Probenmaterial. In Addition dazu
wurden sowohl auf die Standardreihe als auch auf die Probenreihe 50ul Reaktionmix

gegeben.

Der Reaktionsmix setzte sich wie folgt zusammen:

Horseradish Peroxidase (HRP) 1/100 der Gesamtmenge

Oxidase 1/500 der Gesamtmenge
Esterase 1/1000 d. G.
Amplex Red Reagenz 1/67 d.G.

1/5 der Gesamtmenge stellte der 5x Reaktions-Puffer dar. Die Differenz wurde mit
H>O bidest erganzen. Nachdem jede Probe mit Reaktionsmix versehen war, erfolgte
eine 30 minltige Inkubation bei 37°C im Warmeschrank. Im Anschluss wurde die
photometrische Messung am Flourocount bei einer Extinktion von 530-590 nm

(scan3) durchgefihrt.
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2.2.9 Phospholipidbestimmung

Mittels eines enzymatischen Farbtestes kann der Phospholipidgehalt in Proben

ermittelt werden (nach Takayama et al 1977).

Dabei wurde nach dem Protokoll der Fa. Roche und ausschlieflich mit ihren

Reagentien gearbeitet.

Die Reaktionsmixe wurden aus den mitgelieferten Flaschen hergestellt. Hierbei
wurden aus Flasche 1 (Puffer Lésung) 40 ml in Flasche 2 (Enzym Reagenz)
Uberfuhrt. Flasche 3 diente gebrauchsfertig als Standardlésung. Die Messung erfolgt

in einer 96 Loch Platte.

Zunachst wurde eine Standard-Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 100%
Standard - 1:2 - 1:5 - 1:10 — 1:20 — 1:50 —1:100 von der Ausgangskonzentration
von 0,541 mg/ml ausgehend pipettiert. Der Standard fir die 100 pl Proben bestand
jeweils aus 10 yl Standard-Verdinnung und 90 pl HB-Puffer. Der Standard fur die 10

pl Proben wurde unverdiinnt eingesetzt.

Dann wurden die Proben vorgelegt. Sowohl bei den 10 yl Proben als auch bei den

100 pl Proben wurden 200 pl Reaktionsmix erganzt.

Ohne Inkubationszeit konnte die Extinktion bei 470-560nm gemessen werden.

2.2.10 HPLC

Mittels einer HPLC (Hochdruckflissigkeitschromatographie) kann die Verteilung von

Phospholipiden in Membranen gemessen werden.

Dazu mussten die Proben in einem organischen Ldésungsmittel gel6st sein. Hierflir
wurden 800 pl Probenmaterial eine Stunde bei 45.000 rpm in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Die aufkonzentrierten Membranen wurden dann in 2 ml Methanol
aufgenommen und in ein Pyrex-Réhrchen Uberfuhrt. Es folgte fir 30 Minuten eine
Sonifikation im Wasserbad mit anschlieRendem sorgfaltigen vortexen fur 3 Minuten.
4 ml Chloroform wurden dazugegeben und die Proben fiir 1 Stunde unter dem Abzug
stehen gelassen. Danach wurden 1,2 ml H,O bidest ergdnzt und fur 2 Minuten
gevortext. Nach 5 minltiger Zentrifugation bei 2000 g zeichnete sich eine
Chloroform-Phase unter der Methanolphase ab. Diese Chloroformphase wurde

vorsichtig mit der Pasteurpipette abgenommen und in neues Pyrex-Rdhrchen
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Uberfihrt. Die Methanolphase wurde verworfen. Unter stetigem Stickstoffdampf
wurde innerhalb einer Stunde das Chloroform unter dem Abzug abgedampft und die

Proben konnten bei -80 °C gelagert werden.

Nach Auftauen der Proben mussten sie zum Weitergebrauch in Lésung gebracht
werden. Hierfir wurden n-Hexan : Isopropanol im Verhaltnis 3 : 1 angesetzt und in
den Pyrex-Réhrchen mit den Proben vermengt. Im Anschluss konnte in 20 pl

Portionen die Probe in die HPLC Saule injiziert werden.

2.2.11 Diunnschicht Chromatografie

Laufmittel fiir Phospholipide :

| : n—Hexan : Diethylether 1:1
Il : Chloroform : Methanol : Ameisensaure : Wasser 65:35:2:4
lll : n-Hexan : Diethylether : Essigséure 80:20:1,5

Laufmittel flir Glyceridstandard :

n-Heptan : Diethylether : Essigsdure 9:3: 1

Als Proben wurden zunachst Phospholipid- und Glyceridstandards bekannter
Konzentration aufgetragen. Sie waren gelést in Chloroform : Methanol im Verhéltnis
2:1.

Bei dem Lauf mit Phospholipiden wurde die Diinnschicht-Chromatographie-Platte

zunéachst in einem Leerlauf mit Laufmittel 1 vorgewaschen und trocknen gelassen.

Dann wurden die Proben in unterschiedlicher Konzentration auf die Platte pipettiert
und Laufmittel 2 wurde zu einem Viertel an der Platte hoch laufen gelassen.
Nachdem die Platte wieder getrocknet war, wurde Laufmittel 3 bis kurz unter den
oberen Rand laufen gelassen. Die Lauffront wurde markiert und die trockene Platte

in einer geséttigten Jodkammer entwickelt.

Bei einem Glyceridstandard-Lauf wurden die Proben aufgetragen, trocknen
gelassen und das Laufmittel anschliefend bis zum oberen Rand laufen gelassen.
Nach Markierung der Lauffront wurde die Platte ebenfalls in einer gesattigten

Jodkammer entwickelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines experimentellen Systems zur Akkumulation

von Cholesterin in Endosomen

Annexin 6 findet sich an der Plasmamembran und in frihen Endosomen vieler
Saugetierzellen. Grewal et al konnte in einer Reihe von Experimenten zeigen, dass
die Aufnahme und Akkumulation von LDL in spate Endosomen/Prelylsosomen zur
gleichzeitigen Translokation von Annexin 6 in spate Endosomen fihrt (Grewal et al
2000). Einer der Hauptbestandteile von LDL ist Cholesterin. Deshalb sollte der
Fragestellung nachgegangen werden, ob eine Erhéhung des Cholesteringehaltes die
Bindung von Annexin 6 an spate Endosomen beeinflussen kann und ob eine
Akkumulation von Cholesterin in spaten Endosomen einhergeht mit einer

Anreicherung von Annexin 6 in diesen endosomalen Kompartimenten.

Erstes Ziel war, ein System zu entwickeln, das es ermdéglicht, die Lokalisation und

Membranaffinitat von Annexin 6 in Abhangigkeit zum Cholesteringehalt darzustellen.

Da die verwendeten Annexin 6 Uberexprimierenden CHO (Chinese Hamster Ovary,
CHOanx6) und Wildtyp CHO Zellen (CHO-WT) nur in geringer Menge LDL
aufnehmen, wurde sich die pharmakologische Eigenschaft von 3-beta-(2-
(diethylamino)ethoxy) androst-5 en-17-one (im folgenden U18666A) zu Nutze
gemacht. Die Inkubation von Zellen mit diesem Wirkstoff filhrt zur starken

Akkumulation von Cholesterin in spaten Endosomen.

Liscum beschrieb 1989 den hemmenden Effekt dieses Stoffes auf die Fahigkeit, aus
spaten Endosomen Cholesterin in die Lysosomen zur Degradation weiter zu
transportieren (Liscum et al 1989). Vermittelt wird dieser Effekt durch Beeinflussung
verschiedener enzymatischer Schritte. Der eigentliche Mechanismus bleibt bis heute
aber nicht eindeutig geklart. Die LDL-Bindung, Internalisation und lysosomale
Hydrolyse von LDL-Cholesterin Estern bleiben unbeeinflusst. Der Einfluss resultiert

dann in einer Akkumulation von Cholesterin in spaten Endosomen und Lysosomen.

Um zu testen, ob sich mit Hilfe von U18666A tatsachlich Cholesterin in den spaten
Endosomen anreichern lasst, wurden zundchst CHO-Zellen fir maximal 24 Stunden
mit 2 ug/ml U18666A inkubiert. Aus 4 Petrischalen a 14cm & wurden die Zellen

lysiert und der Cholesteringehalt bestimmt.
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Aus den lysierten Zellen wurde ein Sucrose-Gradient nach dem Verfahren von Jost
et al (1997) durchgefihrt. Die schweren Membranen (HM) finden sich in der Regel in
den Fraktionen 1-3, die frihen Endosomen (EE) in den Fraktionen 4-6 und die

spaten Endosomen (LE) in den Fraktionen 7-9.

Mittels photometrischer Messung wurde dann die Cholesterinkonzentration in ug/ul in
den einzelnen Fraktionen des Gradienten ermittelt und auf die Gesamtmenge
Zellprotein in der Fraktion in mg berechnet. Ziel war es nachzuweisen, dass unter
U18666A- oder LDL-Behandlung der Cholesteringehalt in den spaten Endosomen

zunimmt.

Als erstes wurde mit CHO-Wildtyp Zellen unter in vivo und in vitro Bedingungen
geprift, ob das System der Cholesterin Akkumulation in spaten Endosomen in dieser

Zelllinie funktioniert.

Cholesterinkonz. in CHO-WT Zellen +/- U18666A
In ZeIIkompartimtla_Eten

e (-) U18666A
= (+) U18666A

Konz in pg/ul

Fraktionen

Abb. 3.1: Cholesterinkonzentration in pg/ul in CHO-WT Zellen +/- U18666A Inkubation. Das eingesetzte
Probenvolumen zur Cholesterinbestimmung betrug 50 pl. Die U18666A Inkubation erfolgte mit 2 ug/ml fir 24 Stunden.
AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und mittels eines Sucrose Gradienten in ihnre Kompartimente (schwere
Membranen = HM, F1-3; frihe Endosomen = EE, F4-6; spdte Endosomen = LE, F7-9) fraktioniert.

Das System der Cholesterinanreicherung in spaten Endosomen mit U18666A
funktioniert in CHO-WT Zellen. Das wird in der Abbildung 3.1 deutlich. Eine U18666A
induzierte Cholesterin Akkumulation hat vor allem in den spaten Endosomen (LE,
Fraktionen 7-9) stattgefunden. Die Menge an photometrisch messbarem Cholesterin
ist in allen drei Kompartimenten gestiegen. Der Anstieg des Cholesteringehaltes in

den spaten Endosomen ist jedoch am héchsten.
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Als nachster Schritt sollte analysiert werden, ob die U18666A induzierte Cholesterin
Akkumulation in spaten Endosomen auch mit Hilfe von LDL mdéglich ist. Hierflr
wurden erneut CHO WT Zellen verwendet, die fur 2 Stunden mit 50 pg/ml LDL
inkubiert wurden und dann mittels Sucrose-Gradienten fraktioniert werden konnten.
Die LDL Aufbereitung erfolgte nach der Methode von Havel et al (1953).

Man kann in Abbildung 3.2 die Konzentration an Cholesterin pro mg Zellprotein in
den CHO-WT Zell-Fraktionen 1-10 des Sucrose-Gradienten abgebildet sehen.

Cholesterinkonzentration in CHO-WT +/- LDL in
Zellkompartimenten

350
300 +
250 +

200 +

e CHO-WT (-) LDL
= CHO-WT (+) LDL

150

100 1

Konz. in uygC/mgP

50

50 -

Fraktion

Abb. 3.2: Cholesterinkonzentration in ug pro mg Zellprotein (in CHO-WT Zellen). Das eingesetzte Probenvolumen zur
Cholesterinbestimmung betrug 50 pl pro Fraktion. Die Inkubation mit 50 pg/ml LDL dauerte 2 Stunden an, die Zellen
wurden anschlieBend lysiert und mittels Sucrose Gradienten nach ihrer Dichte aufgetrennt. Zur Proteinmessung nach
Lowry wurden 20 pl Probe eingesetzt.

Unter LDL-Inkubation hat eine Cholesterin-Akkumulation in den Fraktionen der
frihen Endosomen (EE, Fraktionen 3-5) stattgefunden. In den spaten Endosomen
(LE, Faktionen 6-8) kann ebenfalls ein Anstieg des Cholesterins verzeichnet werden.
Der scheint sogar gréfder, als in den frihen Endosomen. Da jeder Endoprep ein
gering abweichendes Profil fur die Verteilung der Kompartimente innerhalb des
Gradienten bietet, muss individuell an Hand der Cholesterinkonzentration und
anderen endosomalen Markern entschieden werden, wo die frilhen und spaten
Endosomen verteilt liegen. In diesem Prep war die Zuordnung in die Fraktionen friihe

und spate Endosomen nicht eindeutig.

Es wurde darauf der Cholesteringehalt in CHOanx6 Zellen ermittelt. In Abbildung 3.3
sieht man die Verteilung des Cholesterins ohne U18666A Inkubation.
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Es wird in Abbildung 3.3 deutlich, dass der Hauptbestandteil des Cholesterins sich in
den frihen Endosomen (EE, Fraktionen 4-6) befindet. Sowohl in den schweren
Membranen (HM, Fraktionen 1-3) als auch in den spaten Endosomen (LE,
Fraktionen 7-9) finden sich nur geringe Mengen Cholesterin.

Cholesterinkonz. in CHOanx6 Zellen (-) U18666A
in Kompartimenten

160 T EE

*r———¢

e (-) U18666A

Konz. in pgC/mgP

Fraktionen

Abb 3.3: Cholesterinkonzentration pro mg Zellprotein in CHOanx6 Zellen ohne U18666A Inkubation. Das
Probenvolumen zur Cholesterinbestimmung betrug 50 pl pro Fraktion. Die Zellen wurden lysiert und mit einem Sucrose
Gradient aufgetrennt. Aus den Fraktionen 1-10 wurde der Cholesteringehalt bestimmt. Nach der Methode von Lowry
wurde der Proteingehalt bestimmt. Das eingesetzte Probenvolumen zur Proteinmessung betrug 20 pl. Dargestellt sind

die schweren Membranen (HM) in den Fraktionen 1-3, die friihen Endosomen (EE) in den Fraktionen 4-6 und die spéaten
Endosomen (LE) in den Fraktionen 7-9.

In Abbildung 3.4 sieht man den Cholesteringehalt pro mg Zellprotein innerhalb eines
Sucrose-Gradienten von CHOanx6-Zellen nach U18666A Inkubation.

Cholesterinkonz. in CHOanx6 Zellen (+) U18666A in
KompartimeLnEten

r—
180

= (+) U18666A

HgC/mgP

Fraktionen

Abb. 3.4: Cholesterinkonzentration in CHOanx6 Zellen pro mg Zellprotein mit U18666A Inkubation. Das Probenvolumen
zur Cholesterinbestimmung betrug 50 pl pro Fraktion. Nachdem die Zellen fur 24 Stunden mit 2 pg/ml U18666A
inkubierten, wurden sie lysiert und in einem Sucose Gradienten aufgetrennt. Aus den Fraktionen 1-10 wurden der
Cholesteringehalt und der Proteingehalt nach Lowry bestimmt. Zur Proteinbestimmung wurden 20 pl Probe eingesetzt.
Dargestellt sind die schweren Membranen (F1-3), die frihen Endosomen (F4-6) und die spaten Endosomen (F7-9).
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Man kann sehen, dass die Verteilung von Cholesterin sich unter Behandlung mit
U18666A verandert hat. Es sind nunmehr vor allem die spaten Endosomen (LE,
Fraktionen 7-9) mit Cholesterin angereichert. Dies belduft sich auf eine Anreicherung
um den Faktor 8-10 im Vergleich zu den unbehandelten spaten Endosomen. Die
schweren Membranen (HM, Fraktionen 1-3) haben einen nahezu gleichwertigen
Cholesteringehalt (vgl. mit den berechneten Mengen aus den Kontrollzellen). Die
frithen Endosomen (EE, Fraktionen 4-6) haben einen deutlich geringeren
Cholesteringehalt als ohne U18666A Inkubation. Die Cholesterinkonzentrationen in
unbehandelten schweren Membranen und frihen Endosomen verschiedener

Zellextrakte lagen in der Regel bei 50-120 pg.

Betrachtet man nun den Cholesterin-Anstieg in CHOanx6 Endosomen +/- U18666A
Inkubation kann man ebenfalls eine erhdhte Gesamtmenge an Cholesterin in spéaten
Endosomen unter dem Einwirken von U18666A beobachten. (siehe Abbildung 3.5
Reihe 2 und 4)

Cholesterin in CHOanx6 EE/LE +/- U18666A

0,06 -

0,05 -

0,04 4

0,03 1 OKonz. pg/pl

Konz. in pg/pl

0,02 -

0,01

0 T T T
EE (-) LE (-) EE (+) LE (+)
Endosomen

1 2 3 4

Abb. 3.5: Cholesterinkonzentration in pg/ul in CHOanx6 Endosomen +/- U18666A Inkubation. Zur Cholesterinmessung
wurden 50 ul Probenvolumen eingesetzt.

Vergleicht man die LDL Inkubation mit der U18666A Inkubation kann man feststellen,
dass sowohl unter LDL Inkubation (siehe Abbildung 3.2) als auch mit U18666A
Inkubation (siehe Abbildungen 3.1, 3.3 -3.4) eine Akkumulation von Cholesterin in
den spaten Endosomen erreicht werden kann. Somit kann die Inkubation von
U18666A als System zur Cholesterinanreicherung in spaten Endosomen genutzt

werden.
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Um diese These weiter zu unterstitzen, wurden Immunfluoreszenzaufnahmen
gemacht. Sie sollten unabhangig von der photometrischen Bestimmung von
Cholesterin in spaten Endosomen +/- U18666A Inkubation zuséatzlich die

kompartimentspezifische Akkumulation von Cholesterin nachweisen.

Dafir wurden die Zellen mit UT18666A inkubiert, fixiert und mit Filipin, einem Marker
fur Cholesterin angefarbt. Durch die Chemikalie Filipin, die mit Cholesterin einen
Komplex bildet, der dann im UV Spektrum unter dem Mikroskop sichtbar wird, kann

Cholesterin in Zellen detektiert und quantifiziert werden.

Die Lokalisation von spaten Endosomen sollte mit einem speziellen Antikérper gegen
spate Endosomen, Lysobisphosphatidylsdure (aLBPA), Gberprift werden (Kobayashi
et al 1998). Es wurden zundchst CHOanx6 Zellen verwendet. Ein Teil der Zellen
wurde mit U18666A vorbehandelt. Die unbehandelten Zellen dienten als Kontrolle

zum Nachweis des endogenen Cholesterins.

In Abbildung 3.6 A + B sieht man die Verteilung von Annexin 6 und dem Lipid LBPA
in CHOanx6 Zellen mit und ohne U18666A Inkubation. Die Zellen wurden fixiert,
permeabilisiert und als erstes mit Annexin 6- bzw. oaLBPA-Antikérper beladen. Die
Fluoreszenzmarkierung erfolgte entsprechend mit dem grin fluoreszierenden CY2

Antikérper bzw. dem rot fluoreszierenden CY3 oder dem Wirkstoff Filipin.

Es ist erkennbar, dass eine ubigitdre Verteilung von Annexin 6 in CHOanx6 Zellen
(Abb.3.6 A + B) und vorliegt, da sich viel Annexin 6 anfarben lasst. Die gréeren

angefarbten Kompartimente stellen die Lysosomen dar.

Unter Abbildung 3.6 B sieht man den gleichen Zelltypus unter U18666A Inkubation.
Die Anfarbbarkeit der grof3en Vesikel hat sich in Richtung Kernndhe vermehrt. Das
sind die durch Pharmakonbehandlung vergréRerten spaten Endosomen und
Prelysosomen, die gefillt mit Cholesterin zur Darstellung kommen. Es wird deutlich,
dass diese vergroBRerten Kompartimente ebenfalls mit einer gréfleren Menge

Annexin 6 versehen sind.

In Abbildung 3.6 C und D sieht man ebenfalls CHOanx6 Zellen unbehandelt als
Kontrolle sowie mit U18666A Inkubation behandelt. Auch hier lassen sich in C und D
deutlich eine Zellmembran erkennen und als innere Membran die Kernmembran. In

den unbehandelten Zellen wird die ubiquitdre Verteilung des Cholesterins markiert
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durch Filipin sichtbar. Besonders stark lassen sich auch hier die Plasmamembran

und die frihen Endosomen darstellen. Kernnah sieh man das Golginetzwerk.

Unter Behandlung mit U18666A verdndert sich das Bild erneut zu Gunsten
anfarbbarer Strukturen in Kernnéhe. Diese wieder vergrdf3erten und in ihrer Anzahl
vermehrten Strukturen stellen die spaten Endosomen dar, die durch die Behandlung
mit U18666A mit Cholesterin angereichert werden konnten und sich stark mit Filipin

anfarben.

Kontrolle + U18666A

CHOanx6:
Annexin 6
+ LBPA

CHOanx6:
Filipin +
LBPA

Abb. 3.6: Immunfluoreszenz von CHOanx6 Zellen +/- 2ug/ml U18666A Vorbehandlung. Die Fixierung erfolgte mit
Paraformaldehyd. Nach Fixierung und Permeabilisation erfolgte die Antikérper Inkubation mit aGSTanx 6 in der Verdiinnung
1:50. Als zweiter Antikérper diente der CY2 zur griinen Fluorszenzmakierung in der Verdinnung 1: 200. Dargestellt ist die
Translokation von Annexin 6 in spdte Endosomen (B) und Akkumulation von Cholesterin in spate Endosomen (D).

Die Bilder wurden freundlicher Weise vom Department de Biologia Cellular. Institut d “Investigaciones Biomédiques August Pi i
Sunyer, Facultat de Medicina. Universitat de Barcelona, Spain zur Verfiigung gestellt.

Unter Pharmakonbehandlung kann man also zusammenfassend feststellen, dass
sich, dargestellt in den Abbildungen 3.6 B+D, um die Kernhille konzentriert
fluoreszierende Strukturen darstellen lassen, die zum einen die mit Cholesterin

angeflllten spaten Endosomen (3.6 D) sind, die vom translozierten Annexin 6
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umgeben sind. Zum anderen formieren sich ,Ldécher” , die die Cholesterin gefillten
Endosomen darstellen, welche von einem Annexin 6-Gerlist umgeben zu sein
scheinen (3.6 B).

Man kann folglich aus den Abbildungen 3.6 B+D zu der Annahme kommen, dass
unter Cholesterinakkumulation eine Translokation von Annexin 6 in die spaten
Endosomen stattgefunden hat, dass diese spaten Endosomen mit Cholesterin
akkumuliert sind und neben einer GréRenzunahme auch eine Mengenzunahme von

spaten Endosomen zu verzeichnen ist.

Zur Uberpriifung, ob diese Beobachtungen auch in der CHO-WT Zelllinie zu
bestéatigen sind, wurden diese Versuche unter gleichen Bedingungen mit CHO-‘NT
Zellen durchgefuhrt. Es konnte in Westernblot-Experimenten auch fir diese Zelllinie
gezeigt werden, dass unter U18666A Inkubation eine cholesterinabhdngige Annexin

6 Translokation in Richtung der spaten Endosomen vollzogen wird.

An Hand der gemessen Akkumulation von Cholesterin in den spdten Endosomen
unter Behandlung mit U18666A kann man nun zum einen festhalten, dass ein
System entwickelt werden konnte, mit dem es gelingt, in den physiologisch nur mit
wenig Cholesterin gefilliten spaten Endosomen sowohl der CHOanx6 Zelllinie als
auch der CHO-WT Zelllinie eine Anreicherung mit Cholesterin zu erreichen. Die
Fragestellung, ob eine Cholesterin-Erhéhung in den spaten Endosomen eine
Annexin 6 Translokation in die spaten Endosomen zur Folge hat, konnte

Ansatzweise positiv mit den Immunfluoreszenzbildern beantwortet werden.

Grewal et al konnten mittels Westernblot-Analyse zeigen, dass in Zelllinien wie
normal rat kidney Zellen (NRK) eine physiologisch héhere Menge an Annexin 6 in
spaten Endosomen besteht. CHO-WT Zellen haben eine sehr geringes Level
endogenen Annexins 6. Um zu testen, ob auch in Wildtyp Zellen das Pharmakon
U18666A seine Wirkung zeigt, wurden Cholesterinbestimmungen in NRK Zellen

durchgefiihrt, die keine Uberexprimierenden Eigenschaften haben.

Vergleicht man CHO Zellen mit normal rat kidney Zellen (NRK Zellen) kann man
anhand des ermittelten Cholesterin Wertes erkennen, dass auch NRK Zellen

Cholesterin vornehmlich in den friihen Endosomen halten.

Im Sucrose-Gradienten stellen sich die frihen Endosomen auch wieder in den
Fraktionen 4-6 und die spaten Endosomen in den Fraktionen 7-9. Auch in NRK

Zellen kann nach 24-stindiger Inkubation mit U18666A eine Cholesterin
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Akkumulation in den spaten Endosomen nachgewiesen werden. Dabei kénnen sich
die Konzentrationen in den spaten Endosomen verdoppeln.

Kontrolle + U18666A

NRK:
LBPA

NRK:
Annexin 6

NRK:
LBPA+
Annexin 6

Abb. 3.7: Darstellung von Cholesterin angereicherten spaten Endosomen in NRK Zellen +/- 12 Std. U18666A
Inkubation durch die AK o LBPA und a Annexin 6 nach Fixierung und Permeabilisierung.

Die Bilder wurden freundlicher Weise vom Department de Biologia Cellular. Institut d “Investigaciones Biomediques
August Pi i Sunyer, Facultat de Medicina. Universitat de Barcelona, Spain zur Verfiigung gestellt.
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In Abbildung 3.7 erkennt man die Cholesterinanreicherung in den spaten Endosomen
an der GréRenzunahme der durch oLBPA markierten Strukturen im Vergleich
zwischen behandelten und unbehandelten Proben. Die Bilder veranschaulichen,
dass auch in einer anderen Zelllinie als CHO die Cholesterin-Akkumulation durch
U18666A in spaten Endosomen induziert werden kann. Auflierdem wird deutlich,
dass auch in NRK Zellen eine Cholesterin-Akkumulation eine Zunahme der Bindung

von Annexin 6 in den spaten Endosomen induziert.

3.2 Charakterisierung von friihen und spiaten Endosomen (+)
U18666A

3.2.1 Messung der B-Hexosaminidase- Aktivitéat

Die B-Hexosaminidase ist ein Enzym, das in Preylsosomen und Lysosomen
lokalisiert ist. Ihre Aufgabe besteht darin, mittels Hydrolyse internalisierte Liganden
und Komponenten der extrazelluldaren Matrix abzubauen. Durch die Messung ihrer
Aktivitdt kann man Uberprifen, ob die fraktionierten spaten Endosomen sauber
isoliert wurden und ob sie tatsachlich, charakterisiert durch die Aktivitat des Enzyms,

spate Endosomen darstellen.

Zur Sicherstellung, dass sich bei der Akkumulation von Cholesterin spéate
Endosomen gebildet haben, wurde die Aktivitdt des lysosomalen Enzymes f-
Hexosaminidase in den frihen und spaten Endosomen vor und nach
Pharmakonbehandlung gemessen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Hexosaminidase Aktivitat in den spaten Endosomen unter Einflull von U18666A
durch eine Zunahme und Vergréf3erung spater Endosomen und ihrer enzymatischen

Vesikel zunimmt.

Die Aktivitat gibt des weiteren Aussage Uber die Reinheit der endosomalen Proben.
Sie sollte generell durch die vorherige Behandlung der Zellen mit U18666A in den
spaten Endosomen steigen, was fir eine Cholesterin induzierte Neuregenation von
Vesikeln spréache, wéhrend sie in den frihen Endosomen auch unter dem Einfluss
von U18666A gleich bleiben sollte. Wiirde sie auch dort zunehmen, sprache das fir

eine Kontamination der Probe.

Mit U18666A behandelte und unbehandelte friilhe und spate Endosomen wurden

isoliert und zur Weiterverarbeitung gepoolt.
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Es wurden 50 ul Probe mit 90 ul Substratpuffer und 10 pl Triton X 100 vermengt und
inkubiert. Mit 500 pl Stop Lésung wurde die Reaktion beendet. Photometrisch konnte
anschlieBend die Extinktion gemessen und auf die Proteinmenge in der Probe

berechnet werden.

Beta -Hexosaminidase Aktivitat in CHOanx6
Endosomen pro Zellprotein

Aktivitat in mU/mgP
o

EE(-) LE(-) EE(+) LE(+)
Endosomen

Abb. 3.8: Aktivitat der p-Hexosaminidase in mU pro mg Zellprotein in +/- 2 pg/ml U18666A fur 24 Stunden behandelten
CHOanx6 Endosomen. Die Zellen wurden lysiert, mittels Sucrose Gradienten fraktioniert und anschlieend im
Endosomenpool wurden die Aktivitat der B-Hexosaminidase und die Proteinmenge bestimmt.

Abbildung 3.8 stellt die Aktivitdt der B-Hexosaminidase in mU pro Milligramm
Endosomenpool-Protein dar. Wie erwartet, ist ihre Aktivitat bei den unbehandelten
Endosomen in den frlthen Endosomen hdéher als in den spaten Endosomen (vgl.
Abb. 3.8, Saulen 1+2).

Man kann auch in Abbildung 3.8 erkennen, dass die Aktivitdt in den spéaten
Endosomen unter dem Einfluss von U18666A stark zugenommen hat (vgl. Abb. 3.8,
Reihe 2+4), wéhrend sie in den frlhen Endosomen annahernd gleich gering
geblieben ist (vgl. Abb. 3.8, Reihe 1+3).

Insgesamt dominiert der Anstieg der Aktivitat in den behandelten spaten Endosomen
(vgl. Abb. 3.8, Reihe 2+4). Das spricht fir eine saubere, kontaminationsfreie
Endosomenpréaparation und eine Neuregeneration und vermutlich VergréRerung der

enzymatischen Vesikel und den spaten Endosomen.
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3.2.2 Messung des Phospholipid Gehaltes

Annexin 6 ist ein Protein, das Calcium-abh&ngig an negativ geladene Phospholipide
bindet. Ziel war es, zu untersuchen, ob eine U18666A Inkubation Uber die oben
detailliert beschriebene Akkumulation von Cholesterin auch zu einer Veranderung

der Phospholipidkonzentration in den cholesterinakkumulierten Endosomen flhrt.

Die dafir durchgefihrte Bestimmung der Phospholipide beruht auf der Messung des

Gehalts von Phosphatidylcholin.

Zur Messung des Gehaltes von Phosphatidylcholin wurden CHOanx6 Endosomen
isoliert und gepoolt. 10 ul Probe wurden mit 200 pl Reaktionspuffer versetzt und die
Konzentration von Phosphatidylcholin konnte photometrisch bestimmt werden. Die
ermittelte Konzentration wurde dann mit der Menge Zellprotein, ermittelt durch

Proteinbestimmung nach Lowry, verrechnet (Lowry et al 1951).

Abbildung 3.9 stellt die Konzentration von Phosphatidylcholin pro Milligramm

Zellprotein in fraktionierten Endosomen aus CHOanx6 Zellen dar.

Phospholipid-/ Protein Korrelation in CHOanx6
Endosomen

Konz. in yg PL/mg P

0,5
0 T

EE (-) LE (-) EE (+) LE (+)

Endosomes
1 2 3 4

Abb. 3.9: Korrelation von Phospholipiden mit Zellprotein in CHOanx6 Endosomen +/- 2 ug/ml U18666A Inkubation fur 24
Stunden. 10 pl Probe wurde mit 200 pl Reaktionspuffer versetzt und die Konzentration von Phosphatidylcholin wurde
photometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde nach Lowry ermittelt.

Der Gehalt des Phospholipids ist in den unbehandelten frihen Endosomen ungefahr
zweimal so grol3 wie in den behandelten spaten Endosomen (Abb. 3.9, Sdulen 1 +
4). Die Abbildung verdeutlicht aul3erdem, dass der Gehalt an Phospholipiden pro

Zellprotein in den spaten Endosomen ohne Inkubation mit U18666A geringer ist als
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unbehandelten frihen Endosomen aber auch behandelten spaten Endosomen (vgl.
Abb. 3.9, Saule 2 mit 1 + 4).

Werden mit U18666A inkubierte Endosomen isoliert und der Gehalt an
Phosphatidylcholin in den spdten Endosomen gemessen, sieht man, dass der Gehalt

dort zugenommen hat (vgl. Abb. 3.9, Séulen 2 + 4)

Bezeichnenderweise ist der Cholesterinanstieg in diesen spat endosomalen
Membranen fast 8-10 x so hoch zwischen unbehandelten und behandelten spaten
Endosomen, wéhrend die Phospholipide etwa 4 mal so hoch sind (vgl. Abb. 3.9 mit
Abb. 3.3 + 3.4). Dieses Phanomen findet seine Erklarung wohl darin, dass die spaten
Endosomen sich durch die Pharmakonbehandlung speziell mit Cholesterin

angereichert haben, wahrend die Phospholipide nicht so stark angereichert wurden.

3.3 Vergleichende Analyse der Lokalisation von Annexin 6 in +/-
U18666A behandelten Zellen

Um zu bestatigen, dass eine Cholesterin-Akkumulation in spate Endosomen mit
einer Translokation von Annexin 6 assoziiert ist und dadurch mit beeinflusst wird,
wurden auf der Grundlage der Immunfluoreszenz Aufnahmen andere experimentelle

Ansatze gewahlt, um diese Beobachtung zu bestatigen.

Deshalb sollte zur Isolation der endosomalen Fraktionen Sucrose-Gradienten
gefahren werden. Die Verteilung von Annexin 6 in den endosomalen
Kompartimenten konnte anschlieend mittels Westernblot-Analyse studiert werden.
Aus den vorausgegangenen Versuchen konnte man davon ausgehen, dass eine
Cholesterin Akkumulation in spaten Endosomen durch die 24-stlindige Inkubation mit
2 pg/ml U18666A stattfand und das Verfahren zur Kompartimentierung funktioniert
(s. Abb. 3.1 -3.7).

Zunachst wurden CHOanx6 Zellen fur 24 Stunden mit 2 pyg/ml U18666A inkubiert.
Nach Zelllysierung und Isolierung der friihen und spaten Endosomen mittels Sucrose
Gradienten wurden Westernblot-Analysen durchgefiihrt. Nach den Immunfluoreszenz
Analysen sollte man erwarten, dass eine Cholesterin-Akkumulation in spéaten
Endosomen unter U18666A Inkubation eine erhéhte Membranbindung fur Annexin 6

zur Folge hat.
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Nach lIsolierung der Endosomen wurden die Fraktionen gepoolt und 40 ul Probe
wurde auf ein 12,5 % SDS Page aufgetragen. Der Imunoblot erfolgte fir 2 Stunden
mit dem aAnx6 Antikdrper aus dem Schaf in einer Verdinnung von 1:100. Der zweite

Antikérper wurde 1:1000 verdinnt angewendet.

Als Kontrollmarker dienten Annexin 2 und Caveolin. Annexin 2 ist ein Mitglied der
Annexin Familie und findet sich vor allem frihen Endosomen. Fir die Bindung von
Annexin 2 an Membranen ist ebenfalls wie beim Annexin 6 das Vorhandensein von
Calcium notwendig. Ein kleiner Teil von Annexin 2 ist Calcium-unabhangig in seiner

Membranbindung und cholesterinabhéngig (Jost et al 1997).

Caveolin bindet Cholesterin. Entzieht man den Membranen von Caveolae das
Cholesterin, ist es dem Markerprotein Caveolin nicht mdglich an die Membran zu
binden (Fielding et al 2000). Durch die Analyse, ob sie sich ebenfalls
Cholesterinabhéngig veradndern, kann man Kkontrollieren, ob der Effekt der
cholesterinabhé@ngigen Translokation von Annexin 6 eine spezieller Effekt von
Annexin 6 ist. Méglich ware auch ein genereller Effekt in Endosomen, bei dem
Cholesterin vermittelt Lokalisationsverédnderung von endosomalen Proteinen

auftreten. Dies wirde auch weitere Proteine betreffen.

Die aufgetragene Menge waren fir die Kontrollproteine 50 ul pro Probe. Die
eingesetzten Antikdrper lagen in einer Verdinnung von 1:1000 bei Annexin 2 und
1:10000 far Caveolin vor.

CHOanx6 (-) U18666A
Zellen

(+) U18666A

EE LE| EE LE

- esee <« Annexin 6 (68 kD)

...‘ <4 Annexin 2 (31 kD)

M <4 Caveolin ges. (21 kD)

1. 2 3 4

Abb. 3.10: Westernblot Analyse der Verteilung von Annexin 6 in Endosomen aus CHOanx 6 Zellen +/- 2 ug/ml U18666A
Inkubation. Aufgetragen wurden 50 pl Probe / lane (40 pl bei Anx.6) auf ein 12.5 % Gel. Der Proteintransfer dauerte 90
Min. bei 350 mA. Im Imunoblot wurden a. Anx6 Ak 1:100, aAnx2 1:1000 und o Cav.ges. 1:10.000 verdiinnt fur 90 Minuten
bei RT eingesetzt.



Ergebnisse 70

Betrachtet man zunachst einmal die Analyse des Annexin 6 (Abb. 3.10 oberer
Streifen) wird deutlich, dass die Verteilung von Annexin 6 in unbehandelten
CHOanx6 Zellen nahezu ausschlieRlich in den frihen Endosomen liegt. Man kann
von einem Verhéltnis von annéhernd 100% : 0% (EE : LE) sprechen. In U18666A
vorbehandelten Zellen veréndert sich die endosomale Verteilung von Annexin 6
(Abb. 3.10, Spur 3 + 4). Aus dem Verteilungsverhéltnis 100% : 0% entwickelt sich
durch die Translokation ein Verhaltnis von ungefahr 55% : 45% zu Gunsten der

spaten Endosomen.

Es lasst sich erkennen, dass unter Cholesterin-Akkumulation in spdten Endosomen
die Bindung von Annexin 6 in Vergleich zu cholesterinarmen Membranen

zugenommen hat (Spuren 2 + 4).

Die Kontrollproteine Annexin 2 und Caveolin sind durch die Behandlung mit
U18666A nicht beeinflusst worden. Sie binden beide vornehmlich in frihen
Endosomen unabhéngig von der Cholesterinkonzentration. Daraus lasst sich
schliellen, dass die Effekte von U18666A isoliert auf das Bindungsverhalten von
Annexin 6 wirken und andere endosomale Proteine dadurch nicht beeinflusst

werden.

Um sicher zu stellen, dass die Translokation von Annexin 6 in CHOanx6 Zellen nicht
durch eine unkontrollierte Verteilung von Annexin 6 in die Zellkompartimente durch
Uberexpression, sondern Cholesterin vermittelt stattgefunden hat, wurden
Endosomen aus CHO-WT Zellen in 10- facher Konzentration unter gleichen
Bedingungen im SDS Page getrennt. Die Aufkonzentrierung war notwendig, weil
CHO-WT Zellen natirlich ein sehr geringen Gehalt an Annexin 6 haben. Ohne die
Aufkonzentrierung wére eine Detektion nicht mdglich gewesen. Im Imunoblot konnte

dann das endogene Annexin 6 in den Wildtyp-Zellen detektiert werden.

Anhand dieser Analyse sollte geklart werden, ob endogenes Annexin 6 aus CHO-WT
Zellen ebenfalls Cholesterin-sensitiv an spate Endosomen binden kann. Das
Phdanomen des overspills, namlich die unkontrollierte Verteilung von
Uberexprimierten Proteinen in Zellkompartimente kann man damit leider nicht
ausschlieBen. Es gibt aber die Sicherheit, dass in beiden Zelllinien ein gleiches

Ph&nomen betrachtet und miteinander verglichen wird.
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Abb. 3.11: Westernblot Analyse von der Verteilung von endogenem Annexin 6 in 10-fach aufkonzentrieten CHO-WT
Endosomen +/- U18666A Inkubation. 40 pl Probe wurde pro lane in einem 12,5% SDS Minigel aufgetrennt. Der Imunoblot
erfolgte mit aGSTanx6 1:1000 fur 90 Min. bei RT.

In Abbildung 3.11 ist die Autoradiographie von endogenem Annexin 6 in CHO-WT
dargestellt. CHO-WT Zellen wurden mit 2 pg/ml U18666A inkubiert, lysiert und die
Endosomen isoliert. Die 10 fach aufkonzentrierten Proben wurden mit 40 ul Probe
pro Probentasche auf ein 12,5 % SDS Page aufgetragen und anschliefend im

Imunoblot mit dem Antikérper aGSTanx6 in der Verdiinnung 1:1000 detektiert.

Auch in Wildtyp Endosomen liegt in cholesterinarmen Membranen der
Hauptbestandteil der Annexin 6-Bindung in den friihen Endosomen (vgl. Abb. 3.11,
Spuren 1 u. 2 mit Abb. 3.10, Spuren 1 u. 2). Unter Cholesterin-Akkumulation durch
U18666A andert sich das Bindungsverhalten von Annexin 6. Es ist jetzt in gréRerer
Menge in den spaten Endosomen der U18666A behandelten Zellen gebunden (Abb.
3.11, Spur 2 u. 4). Man kann von einer ungefahren prozentualen Umverteilung von
98% : 2% (EE : LE) in unbehandelten Zellen zu 85% : 15% (EE : LE) zu Gunsten der

spaten Endosomen in behandelten Zellen sprechen.

Die Umverteilung von Annexin 6 zur Seite der cholesterinreichen spaten Endosomen
unter U18666A Inkubation ist also ein Ph&nomen, das nicht nur in Annexin 6
Uberexprimierenden Zellen zu beobachten ist, sondern auch mit verandertem
Bindungsverhalten endogenen Annexins 6 in spate Endosomenmembranen von

CHO-WT Zellen nachzuweisen ist.
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3.4 Bindungsaffinitat von bakteriell exprimiertem Annexin 6 an

Membranen aus LDL- beladenen Zellen

GST-Fusionsproteine eignen sich zur Expression eukaryonter Proteine in Bakterien
und ermdglichen die Aufreinigung und Isolation groRer Mengen von rekombinanten
Annexin 6 Protein (GSTanx6). GSTanx6 eignet sich fur in vitro Bindungsstudien an

Membranen.

In vitro Bindungsstudien an CHO-WT Membranen sollten klaren, ob die Cholesterin-
induzierte Translokation von Annexin 6 auf eine verdnderte Membranaffinitdt von

Annexin 6 zurick zu fahren ist.

Durch Einsetzen von Annexin 6-Mutanten sollten die Bindungsstudien weiter
spezifiziert werden. Die zwei verschiedenen Mutationen waren die Mutation
GSTdel8-15 (GSTA8-15), bei der die Aminosduren 8-15 am N-terminalen Endes
entfernt wurden und die Mutation GSTanx6 1.475, die nur aus den ersten 175
Aminosauren des Annexin 6 besteht. Das entspricht den ersten 2,5 vorderen repeats

des Annexin 6 Proteins.

3.4.1 Silberfarbung der GST Proteine

Zur Qualitétskontrolle der bakteriell exprimierten und aufgereinigten GST Annexin 6
(GSTanx6) Proteine und ihrer Mutanten wurde zunéchst eine 12,5 % ige
Gelelektrophorese gemacht mit anschlieRender Silberfarbung zur ldentifikation der
Proteine. Es wurden jeweils 1 pg/upl aufgereinigtes Protein aufgetragen. Analysiert
wurden GSTanx6 mit einer erwarteten Grofte von 97kD, die Mutation GSTA8-15 mit
90 kD und die Mutation GSTanx6 1.175, die eine Gré3e von 45 kD hat. Erwartet
wurde, dass sich alle drei Proteine in der sensiblen Silberféarbung darstellen lassen.
Sollte eines nicht oder unzureichend darstellbar sein, wirde es keine weitere

Verwendung finden.

Wie in der Silberfarbung deutlich wird, ist die Anfarbbarkeit von GSTanx6 von guter
Qualitat (Abb. 3.12, Spur 1 + 2), genauso wie die der Deletionsmutante GSTanx6 4.
175 (Abb. 3.12, Spur 5 + 6). Ein Nachweis fir GSTA8-15 gelang nicht, weshalb es in

den Folgeversuchen keine weitere Verwendung fand.
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Abb. 3.12: Silberfarbung von GSTanx6 und den Mutationen GSTA8-15 und GSTanx6 1.175. Analyse von 1 pg/ul Protein pro
Spurim 12,5 % SDS Page

3.4.2 GSTanx6 Bindung an Membranen aus CHO-WT Zellen

Zunachst sollten die Bindungseigenschaften von GSTanx6 an Membranen studiert
werden. Es wurde erwartet, dass, vermittelt durch die Ankopplung von Annexin 6,
GSTanx6 ein gutes Membranbindungsverhalten zeigt und durch Zentrifugation aus

den Membranen wenig gel6st werden wird.

Als Negativkontrolle diente das GST-Protein.

GST | GSTanx6
0 P | 0 P

- 4_
—
GST (30 kD) — > -_— . “

1 2 3 4

GSTanx6 (97 kD)

Abb. 3.13: Westernblot Analyse von CHO-WT Membranen + 250 uM Calcium im 12,5% SDS Minigel. Inkubiert mit
GST oder GSTanx6, anschlieRend zentrifugiert, um den bindenden Teil (P) vom nicht-bindenden Teil (U) zu trennen.

Abbildung 3.13 stellt den Westernblot dar, der die schlechten Bindungseigenschaften
von GST verifizieren und zugleich die Bindungseigenschaften von GSTanx6 darstellt.
Es wurden je 50 yl CHO-WT PNS mit aquimolaren Mengen GST und GSTanx6
sowie 250 uM Calcium versetzt und dann fir 30 Minuten inkubiert. Anschlielend
folgten 60 Minuten in der Ultrazentrifuge bei 4°C mit 45.000 rom. Es wurden 40pl
Uberstand (komplett) und 20ul Pellet (komplett) aufgetragen. Als erster Antikérper
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diente zur Detektion der aGSTanx6 AK in einer Verdinnung von 1:1000 fur GST und
GSTanx 6.

In den Spuren 3 und 4 der Abbildung 3.13 sieht man die Bindungseigenschaften von
GSTanx6 an Membranen. Schwach erkennt man, dass das Signal im bindenden Teil
(an den Membranen = Reihe 4) starker ist und weniger GSTanx6-Protein durch
Zentrifugation im nicht-bindenden Teil (= Uberstand Reihe 3) detektierbar wird. Es
entspricht in seiner Signalstarke ungefahr einem Verhéltnis von 30% im Uberstand :
70% im Pellet.

Vergleicht man Reihe 1 und 2 in Abbildung 3.13 wird deutlich, dass die Bindung fur
GST an Membranen mit einem ungefahren Verhéltnis von > 60% im Uberstand zu <
40% im Pellet nicht glnstig ist. Der Uberwiegende Teil hat sich durch die
Zentrifugation geldst und ist in den nicht bindenden Teil ( = Uberstand) iibergetreten.
Dass trotzdem noch Bindung von GST an Membranen detektierbar sind, mag wohl

an der grol’en Menge an Membranen in den Zelllysaten liegen.

3.4.3 GST und GSTanx6 Bindung an CHO-WT Endosomen +/- LDL Inkubation

Zur Begutachtung der Bindungseigenschaften von GSTanx6 in Abh&ngigkeit von
LDL als Liganden oder Einfluss nehmenden Faktor wurden CHO-WT Zellen mit 50

pg/ml LDL vorbehandelt und anschliel3end die Endosomen isoliert.

Annexin 6 bendtigt zur optimalen Bindung Calcium. Vorarbeiten der AG Grewal
weisen eine optimale Menge von 50-250 uM fir die Bindung von Calcium auf.

Deshalb wurden die ersten Experimente mit 250 yM gemacht.

Durch Zentrifugation fur 60 Minuten bei 45.000 rpm unter Zugabe von 250 uM
Calcium wurden endosomale Membranen isoliert. Das Pellet wurde mit 200 uyl HB-
Puffer aufgenommen und abermals zur Konstanthaltung des Milieus mit 250 yM
Calcium versetzt. 100 pl Pellet wurden dann mit 2,0 uyg GSTanx6 bzw. 1,0 ug GST
fur 30 Min. bei 4 °C inkubiert. Nach 60 minutiger Zentrifugation mit 45.000 rpm
wurden 40 pl Uberstand (= 2 der Gesamtmenge) und 20 pl Pellet (komplett) in HB-
Puffer auf das 12,5 % Gel aufgetragen. Zur Detektion des GST-Proteins diente der
polyklonale Antikdrper oo GSTanx6.
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Abb. 3.14: Westernblot Analyse der Bindungseigenschaft von GSTanx6 und GST an endosomale Membranen
unter LDL-EinfluR im 12,5% SDS Minigel unter 250 uM Calcium Bedingungen. Die Detektion erfolgte im Imunoblot
mit einer Antikdrper Verdiinnung von 1:500 gegen das Fusionsprotein GSTanx6. Die Inkubationsdauer betrug 90
Minuten bei Raumtemperatur.

In Abbildung 3.14 kann man die Bindungseigenschaft von GSTanx6 an endosomale
Membranen unter LDL- Einfluss sehen. Man kann erkennen, dass die Bindung des
GSTanx6 an den Membranen stattfindet (Abb. 3.14, Spuren 2, 4, 6, 8). Es findet sich
aber auch ein groRer Teil des GSTanx6 in dem nicht-bindenden Uberstand. Man
kann anhand der Signalstarke von einer ungefahren prozentualen Verteilung von
20% im Pellet (Abb. 3.14, Spur 2) : 80 % im Uberstand (Abb. 3.14, Spur 1) sprechen.

In den spaten Endosomen ist ohne LDL Einfluss eine erwartungsgemafe schlechte
Bindungsaffinitat fir Annexin 6 (Abb. 3.14, Spuren 3 + 4).

Vergleicht man in der Abbildung die Spur 4 und 8 lasst sich aber die Tendenz
erkennen, dass sich die Bindungsmodalitaten fir GSTanx6 unter LDL-Einfluss
verbessern. Es lasst sich in Spur 8 eine gréRRere Menge GSTanx6 im bindenden Teil
P (= Pellet) der spaten Endosomen unter LDL-Einfluss detektieren als im bindenden
Teil der spaten endosomalen Membranen ohne LDL-Einfluss (Spur 4). Auch hier
kann man die Bindungsaffinitdt anhand der Signalstarke ungefahr definieren. Dabei
liegt in den behandelten spaten Endosomen eine mindestens 5-fach hdhere
Konzentration von Annexin 6 vor, als in den unbehandelten spaten Endosomen (Abb.
3.14, Spuren 4 + 8).

Ob die Bindung vielleicht Gber das GST-Protein vermittelt wurde konnte durch das
Bindungsexperiment mit GST ausgeschlossen werden (Abb. 3.14, unterer Teil). Die

Bindungseigenschaften fir GST allein sind nicht gut. In allen Proben findet sich
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unabhéngig vom LDL-Gehalt mindesten 60 % im Uberstand (Abb. 3.14, Spuren 1, 3,

5, 7), wahrend maximal 40 % Pellet gebunden sind.

Da bei Bindungsstudien von GST und Gstanx6 ein recht hoher Anteil an
unspezifischen Bindungen insgesamt an Membranen zu beobachten sind, kann man
daraus schlieRen, dass die Bindungsspezifitat fir GSTanx6 an LDL behandelte spate
Endosomen doch recht spezifisch zu sein scheint. Die unspezifischen Bindungen in
den GSTanx6 Spuren, die in den Abbildungen auftauchen, scheinen durch das GST
vermittelt zu werden. Die Bindungsaffinitdt von GST scheint auflerdem durch LDL

nicht beeinflussbar zu sein.

3.5 Einfluss von LDL auf die Bindung von Annexin 6

Der Einfluss von Calcium auf die Bindungseigenschaft von Annexin 6 gehért zu den
elementaren Eigenschaften der Annexin-Familie und ist bereits detailliert
beschrieben (Gerke 1992). Um den méglichen Einfluss von LDL auf die Calcium-
abhéngige Bindung von Annexin 6 an frihe und spate Endosomen zu studieren,
wurden CHO-WT Zellen mit 50 pg/ml mit LDL fur 2 Stunden beladen. Untersucht
werden sollte, ob sich die Calcium abhéngige Bindungseigenschaft von Annexin 6
mit und ohne LDL &ndert. Die Inkubation mit GST diente als Kontrolle, dass die

Bindung tatsachlich Annexin 6 vermittelt stattfand und nicht durch das GST Protein.

Nach Zelllysierung und Isolierung der LDL-haltigen Endosomen wurden 100 pl
Endosomen mit 3 yg GSTanx6 bzw. 1,5 pg GST inkubiert, mit 50 yM Calcium
versetzt und bei 4°C fir 30 Minuten inkubiert. Nach Zentrifugation konnte das
komplette Pellet in HB-Puffer aufgenommen werden. 40 pl Uberstand (50% der
Gesamtmenge) und das komplette Pellet wurden auf ein 12,5% SDS Page

aufgetragen und im Westernblot analysiert (Abb. 3.15).

Die Versuchsbedingungen fur den Kontrollversuch (Abb. 3.14) waren &hnlich. Die
LDL-Inkubation betrug da jedoch 5 Stunden. Calcium wurde in der Konzentration 250
MM zugefiihrt. Die GSTanx6 Menge, die zur Inkubation genutzt wurde betrug 2 ug
bzw. 1 ug GST. Inkubationsdauer und Zentrifugationsschritte blieben unveréndert. Es
wurden im Westernblot das komplette Pellet in 20 yl HB-Puffer gelést sowie 40 pli

Uberstand (50% der Gesamtmenge) aufgetragen und analysiert.
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In den Abbildungen 3.14 und 3.15 sind diese Westernblot-Analysen von CHO-WT
Endosomen mit und ohne LDL Inkubation in Abhangigkeit mit der Calcium

Konzentration dargestellt.

(-) LDL | (+) LDL

U-EE P-EE U-LE P-LE‘ U-EE P-EE U-LE P-LE
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Abb. 3.15: Westernblot Analyse von +/- LDL beladenen CHO-WT Endosomen nach 50 uM Calcium Inkubation
im 12,5% SDS Minigel. Der Imunoblot erfolgte mit dem ersten Antikdrper o GSTanx6 1:200 verdunnt fur 90
Minuten bei RT.

Bei der Begutachtung des Versuches in Abbildung 3.15 kann man
zusammenfassend feststellen, dass die Bindung von GSTanx6 an die Membranen
der frihen, unbehandelten Endosomen sehr gut ist und nur ein geringer Teil aus den
Membranen gelést im Uberstand zu finden ist. In ungefdhren Prozentangaben
entspricht das ca. einer Verteilung von 30% : 70% (Uberstand: Pellet), dargestellt in
Spur 1 + 2 der Abb. 3.15.

Bei der GST-Bindung liegt das Verteilungsmuster anders. Mehr GST-Protein hat sich
als Ausdruck der schlechten Bindungsfahigkeit aus den Membranen I6sen lassen, so
dass sich eine Verteilung von ca. 80% : 20% Uberstand : Pellet (Abb. 3.15, Spur 1 +

2 unten) erkennen lasst.

Es wird also auch wieder deutlich, dass die Bindung an die Membranen der frihen
Endosomen Annexin 6 vermittelt wird und GST allein keine bindende Eigenschaft
hat. Die Bindung von GSTanx6 an die spaten endosomalen Membranen ist ohne
LDL-Inkubation nicht so gut wie an die frihen endosomalen Membranen aber immer
noch besser, als die Membranbindung von GST an spate endosomale Membranen.
Das Verteilungsmuster liegt bei beiden ungefahr mit ca. 60% : 40% ( Uberstand :
Pellet) fur GSTanx6 und 90% : 10% fur GST (vgl. Abb. 3.15, Spuren 3 + 4 oben und

unten).
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Unter LDL-Beladung werden die Verteilungsmuster noch deutlicher. Die
Bindungsverhéltnisse fiir GSTanx6 haben sich durch die LDL-Inkubation sowohl an
die frihen wie auch an die spaten Endosomen verbessert. In den frihen Endosomen
liegt eine ungefihre prozentuale Verteilung von 20% : 80% (Uberstand : Pellet) fir
GSTanx6 vor (vgl. Abb. 3.15, Spur 6 + 2).

In den spaten Endosomen verbessert sich das Verhdltnis zu Gunsten der
Membranbindung zu einem Verhéltnis von 40% : 60% (Uberstand : Pellet) (vgl. Abb.
3.15, Spur 8 + 4). Das entspricht ungefédhr 20% mehr Bindungsaffinitdt von GSTanx6

an LDL- beladene als an unbeladene spate Endosomen

Die Situation fur GST bleibt anndhernd gleich mit einem Verhéltnis von ca. 80% :
20% (Uberstand : Pellet) (Abb. 3.15, Spur 6 + 8).

Vergleicht man die Exponate 3.14 mit 250 yM Calcium Konzentration mit der Abb.
3.15 bei 50 uyM Calcium stellt man fest, dass die Bindungseigenschaft von Annexin 6
an LDL behandelte spate Endosomen bei der héheren Konzentration von Calcium
insgesamt nicht besser wird. Die Signale in Abbildung 3.15 sind insgesamt genauer
und schéarfer. Die Unterschiede in den Bindungseigenschaften, die durch die
Zentrifugationen sichtbar werden, sind in Abbildung 3.14 weniger genau. Daraus laft
sich ableiten, dass bei niedrigen Calcium Konzentrationen die LDL-vermittelte
Translokation von Annexin 6 an Membranen von spaten Endosomen beginstigt wird

und 50 yM Calciumzugabe unter diesen Bedingungen wohl optimal zu sein scheinen.

Die Kontrolle durch das Protein GST allein zeigt, dass es sich durch verschiedene
Calcium Konzentrationen und das Vorhandensein von LDL in den Membranen nicht
in seiner Bindungseigenschaft &ndert. Es ist unter allen Bedingungen ein schlechter
Binder an Membranen, der sich durch Zentrifugation aus den Membranen Iésen lasst
(vgl. Abb. 3.14 + 3.15, Spuren 1, 3, 5, 7).

3.5.1 Einfluss von LDL und Calcium auf weitere frith endosomale Proteine

Die beiden frih endosomalen Kontrollproteine Annexin 2 und Caveolin sind ebenfalls
Cholesterin moduliert. 50% von Annexin 2 ist Cholesterin-sensitiv und bendétigt
entweder Calcium oder Cholesterin als Bindungsmodulator. Caveolin bindet

Cholesterin direkt. Es sollte nun geklart werden, ob deren Bindungsverhalten durch
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unterschiedliche Calcium-Konzentration ebenfalls beeinflusst werden kann, oder ob

der Effekt, der flr Annexin 6 deutlich wurde darauf beschrénkt bleibt.

%)
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Abb. 3.16: Westernblot Analyse von +/- U18666A inkubierten CHO-WT Endosomen +/- Calcium Inkubation im 12,5%
SDS Minigel. Der Imunoblot erfolgte fir Annexin 2 mit dem o Annexin 2 H7 Antikérper 1:1000 und o Caveolin ges.
Antikoérper 1:10000 verdunnt.

Betrachtet man die beiden Kontrollproteine kann man keine deutliche Verbesserung
der Bindungseigenschaft durch Calcium- oder Cholesterin-Akkumulation durch
U18666A vermittelt feststellen. Obwohl Annexin 2 als Mitglied der Annexin Familie
calciumabhéngig Phospholipide bindet, scheint eine Verbesserung der
Bindungseigenschaft durch eine hohe Calcium-Konzentration nicht stattzufinden.
Vermutlich reichen die endogenen Calcium-Reserven in den lysierten Zellen aus, um
eine Bindung optimal stattfinden zu lassen (vgl. Abb.3.16, Spuren 1-4 + 5-8). Die
vorrangige Lage von Annexin 2 wie Caveolin in den fihen Endosomen ist typischer

Aufenthaltsort der beiden endosomalen Marker.

Fur Caveolin 1aRt sich keine bessere Bindung in Abh&ngigkeit von der herrschenden
Calcium-Molaritdt in den Proben feststellen. Wie erwartet ist auch der Einfluss von
Cholesterin fiir Annexin 2 und Caveolin nicht zu zeigen, wie er flir Annexin 6 gezeigt
werden konnte. Es findet keine bessere Bindung an spate, durch U18666A induzierte
Cholesterin-akkumulierte Endosomen statt (vgl. Abb. 3.16, Spuren 3 + 4 und 7 + 8
mit 1 + 2 und 5 + 6).

3.6 Bindungsstudien mit der Deletionsmutante GSTanx64.175

Um einen bindenden Bereich am Annexin 6 identifizieren zu kénnen, der fir die
cholesterin-induzierbare Bindung von Annexin 6 an spate Endosomen verantwortlich

sein koénnte, nimmt man sich die Deletionsmutante GSTanx64.175 zu Nutze. An ihr
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folgen dem N-Terminalen Ende nur noch 175 Aminoséauren, das entspricht ungefahr
2,5 repeats. Daraus folgt, dass dem Annexin 6-spezifischen N-Terminus nur ein
kurzes Stuck zur Calcium abhangige Bindung zur Verfigung stehen. GSTanx6 1.175
hat ein Gewicht von 45 kD und wurde in seiner Bindung an CHO-WT Membranen

unter unterschiedlichen Konditionen untersucht.

Zundachst sollte eine vergleichende Bindungsstudie von GSTanx6 und GSTanx61.175
durchgefiihrt werden. Hierfir wurden 50 yl CHO-WT PNS mit 250 uM Calcium sowie
3 pg GSTanx6 oder 1 uyg GSTanx61.175 fur 30 Minuten inkubiert. Nach Zentrifugation
fur 1 Stunde bei 45.000 rpm wurde das komplette Pellet in 20 yl HB-Puffer gelést und
40 pl Uberstand im 12,5% SDS Page aufgetragen und analysiert.

GSTanx6 | GST anx61.17s

u Pp|U P

GSTanx6 (97 kD
< ( )
GSTanx61.175 (45 kD)

1 2 3 4

Abb. 3.17: Westernblot Analyse von GSTanx6 und GSTanx61.17s in CHO-WT PNS im 12,5% SDS Minigel. Nach
Inkubation mit &quimolaren Mengen GSTanx6 oder GSTanx61.17s und 250 uM Calcium erfolgte die Zentrifugation.
Der Imunoblot folgte mit «GSTanx6 in der Verdinnung 1:1000 fur 90 Minuten bei RT.

GSTanx6 zeigt ein etwas besseres Membranbindungsverhalten (Abb. 3.17, Spur 1 +
2). Vermittelt durch das Annexin 6, das an das Fusionsprotein gekoppelt ist, hat es
eine héhere Membranaffinitat als die Deletionsmutante GSTanx6+.175, der Teile der
calciumabhé&ngigen Bindungsstellen fehlen. Auch hier kann man an der
Signalintensitat ungefahr schitzen, dass die Verteilung bei 40% : 60% (Uberstand :

Pellet) liegen musste.

In Abbildung 3.17 Spuren 3 + 4 erkennt man, dass wie erwartet GSTanx61.175
schlecht an die Membranen binden kann und durch Zentrifugation aus den
Membranen gelést werden (Abb. 3.17, Spur 3 + 4). Die Signalintensitat entspricht
ungefahr 80% : 20% (Uberstand : Pellet).
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Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Grewal zeigten, dass GSTanx61.175 ein schlechter

Binder an zelluldre Membranen ist.

Um die geeigneten Versuchsbedingungen zu finden, wurden steigende Mengen
perinukledrer Uberstand (PNS) titriert. Zur Untersuchung der Membranbindung der
Mutante wurden 25 — 300 ul PNS mit 250 uM Calcium versetzt und fir 30 Minuten
mit 1 uyg GSTanx64.175 inkubiert. Nach einstindiger Zentrifugation bei 45.000 rpm
wurden Uberstand und Pellet voneinander getrennt. 20 ul HB-Puffer dienten zur
Aufnahme des gesamten Pellets. Das Pellet und 40 ul des Uberstandes wurden im
12,5 % SDS Page analysiert.

25l | 50l | 150 pl | 300yl
v plo ep|U PO P
.” — —— e GSTanx61.175 (45 kD)
-4
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.18: Westernblot Analyse von titrierter CHO-WT PNS Menge mit Calcium 250 uM Inkubation und 1pug GSTanx61.175
im 12,5% Minigel. Der Imunoblot erfolgte 1:1000 verdiinnt mit dem aGSTanx6 Antikérper fir 90 Minuten bei RT.

In Abbildung 3.18 sieht man die schlechte Membranbindung in den eingesetzten
Mengen 25 und 50 pl. Spuren 2 und 4 zeigen einen deutlich geringeren Gehalt an
detektierbarem GSTanx64.175 im bindenden Teil als Spuren 1 und 3 im nicht-
bindenden Teil. Das nahezu ausgewogene Verhaltnis zwischen bindendem und nicht
bindendem Teil in den Spuren 5 und 6 bzw. 7 und 8 ist durch die unspezifische
Assoziation von GSTanx6+.175 an viele Membranfragmenten zu erklaren, in denen es
.Kleben® bleibt, dort dann gefangen ist und nicht durch Zentrifugation gelést werden

kann.

Die optimale Menge CHO-WT PNS liegt nach Auswertung dieses Versuches also bei

25-50 pl eingesetztem Probenvolumen.

Der nachste Schritt ist die Untersuchung, ob fur die Bindung der Deletionsmutante
eine Cholesterinabhangigkeit nachzuweisen ist. Dafir wurden CHO-WT Zellen mit
U18666A vorbehandelt und lysiert. Anschlielend wurden 15 ul Probe mit 500 nM
Calcium sowie wahlweise 3 yg GSTanx6 oder 1 yg GSTanx61.175 inkubiert. Nach
Zentrifugation fir 60 Minuten mit 45.000 rpm wurden der komplette Uberstand und
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das Pellet komplett in 30 pl HB-Puffer geldst im 12,5 % SDS Page separiert und im

Imunoblot analysiert.

(-) U18666A (+) U18666A
GSTanx6 |GSTanx6 1.| GSTanx6(GSTanx6 1.175
u P u P u P o P
7,
/ GSTanx6 (97 kD)
— — — _— ; ¢
b/ STanx61.175 (45 kD)

G
— — <_

Caveolin ges. (31 kD)

- .- e <«

Abb. 3.19: Westernblot Analyse von CHO-WT PNS mit 500 nM Calcium, +/- 2 ug/ml U18666A und &quimolaren Mengen
GST Fusionsproteinen nach Zentrifugation im 12,5% SDS Minigel. Der Imunoblot erfolgte mit «GSTanx6 1:1000 verdinnt
und aCaveolin ges. 1:10000 fir 90 Minuten bei RT.

In Abbildung 3.19 ist die Abhangigkeit der Membranbindung fur GSTanx6 und
GSTanx64.175 vom Vorhandensein von Cholesterin dargestellt. In den Spuren 1 und 2
sieht man, dass die Membranbindung von GSTanx6 ohne Cholesterin sich
anndhernd gleich gegenliber dem aus der Membran gelésten Teil (Abb. 3.19, oberer
Teil) darstellt (ca. 50% : 50%, U : P).

Fir GSTanx61.175 wird die schwache Bindungseigenschaft in Abwesenheit von
Cholesterin schon etwas deutlicher. Der Uberwiegende Teil der Deletionsmutante
findet sich im Uberstand (Abb. 3.19, Spur 3 + 4, mittlere Spur). In Prozentangaben
aus der Signalstsrke sieht man eine ungefahre Verteilung von 80% : 20%, Uberstand
: Pellet.

Unter Einfluss von Cholesterin &ndert sich das Bild geringfiigig. Sowohl GSTanx6 als
auch GSTanx64.175 scheinen unter Cholesterineinfluss eine héhere Membranaffinitat
als ohne Cholesterin zu haben. Mehr Protein findet sich nun im bindenden Teil, im
Pellet (Abb. 3.19, Spuren 6 + 8, vgl. mit 5 + 7 bzw. 2 + 4) . Hier liegt die Verteilung fur
GSTanx6 jetzt bei ca. 40% : 60% und fur GSTanx6+.175s 70% : 30%, Uberstand :
Pellet.

Daraus lasst sich schlielen, dass die Bindungsaffinitat nicht nur fur Annexin 6 und

GSTanx6 durch Cholesterin moduliert wird und zur Translokation fihrt, sondern auch
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die Bindungsaffinitdt von GSTanx61.175 eine Cholesterinabhangigkeit aufzuweisen

scheint.

Das frlihe endosomale Kontrollprotein Caveolin demonstriert wieder die
Unabhangigkeit anderer endosomaler Proteine gegeniber Cholesterinakkumulation.
AuRerdem zeigt sich, dass Uberstand und Pellet sauber voneinander getrennt auf
das Gel aufgetragen werden konnten und somit die Signale nicht durch

Kontamination entstanden sind (Abb. 3.19, unterer Teil).

Um die Bindungseigenschaft von GSTanx61.175 weiter an Endosomen zu
spezifizieren, wurden mit U18666A oder LDL vorinkubierte Endosomen isoliert und

analysiert.

Aus LDL beladenen CHO-WT Zellen wurden 300 ul frihe Endosomen isoliert. Durch
einstiindige Zentrifugation (45.000 rpm, 4°C) konnten Membranen isoliert werden
und mit 300 pl HB-Puffer aufgenommen werden. 100 pl konzentrierte Membranen
wurden mit 250 yM Calcium und 1 yg GSTanx61.175 fir 30 Minuten inkubiert und
anschlie3end durch einstiindige Zentrifugation bei 45.000 rpm in bindenden (Pellet)
und nicht bindenden Teil (Uberstand) aufgetrennt. Das Pellet wurde in 20 pl HB-
Puffer komplett gelést und auf das 12,5 % SDS Page aufgetragen sowie 40 pl vom
Uberstand.

(-) LDL (+) LDL
U P

U P
GSTanx61.175 (45 kD) q -; . '
1 2 3 4

Abb. 3.20: Westernblot Analyse von +/- LDL beladenen CHO-WT frilhen Endosomen im 12,5% SDS Minigel. Die
Detektion im Imunoblot erfolgte mit dem aGSTanx6 Antikdrper 1:1000 verdinnt fir 90 Minuten bei RT.

In Abbildung 3.20 ist eine Westernblot-Analyse des bindenden (P) und nicht-
bindenden (U) Teils aus +/- LDL beladenen CHO-WT Endosomen dargestellt.

In Abb. 3.20 Spur 1 und 2 sieht man die frihen Endosomen ohne LDL Inkubation.
Der Hauptbestandteil der Deletionsmutante ist aus den Membranen gel6st und findet
sich im nicht bindenden Uberstand (~ 80% : 20%, U : P). Das unterstreicht die
Beobachtungen, dass GSTanx64.175 ein schlechtes Bindungsverhalten an

Membranen hat.
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Unter LDL Inkubation andert sich das Bild. Der Hauptbestandteil des GSTanx61.175
findet sich nun im bindenden Teil, in den Membranen wieder(~ 10% : 90%, U : P) .
Das deutet daraufhin, dass die Bindungsaffinitdt von GSTanx64.175 durch LDL

beeinflussbar ist.

Dieser Versuch wurde nun auch fur spate Endosomen unter LDL Einfluss wiederholt.
Aus 250 pl Endosomen Pool wurden die Membranen isoliert und mit 200 pl HB-
Puffer aufgenommen. 134 ul aufkonzentrierte Endosomenmembranen wurden mit
250 pM Calcium und 1 pg GSTanx61.175 fir 30 Minuten inkubiert und anschlieRend
durch Zentrifugation fir 60 Minuten bei 45.000 rpm in bindenden und nicht-

bindenden Teil getrennt.

(-) LDL ‘ (+) LDL

U-EE P-EE U-LE P-LE‘ U-EE P-EE U-LE P-LE
GSTanx61,175 (45 kD)

- o T — <

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.21: Westernblot Analyse von CHO-WT Endosomen +/- 50 pg/ml LDL Inkubation nach Zentrifugation im 12,5%
SDS Minigel. Es wurden der Nicht- bindende Teil (U) vom Bindenden Teil (P) getrennt. Der Imunoblot erfolgte mit dem
aGSTanx6 Antikdrper 1:1000 verdinnt fir 90 Minuten bei RT.

In Abbildung 3.21 ist die Bindungseigenschaft von GSTanx61.175 an endosomale
Membranen mit und ohne LDL-Akkumulation dargestellt. Aus den Spuren 1-4 wird
deutlich, dass GSTanx64.175 ohne LDL nicht gut an Membranen bindet. Der

Uberwiegenden Teil findet sich im nicht gebundenen Uberstand.

Unter LDL Inkubation &ndern sich die Bindungsbedingungen. Was in Abbildung 3.20
fur die frithen Endosomen unter LDL-Einfluss gezeigt werden konnte (s. Abb. 3.20,
Spuren 2 + 4) kann in Abbildung 3.21 fir die spaten Endosomen ausgeweitet
werden. Nicht nur die Membranbindung in den frithen Endosomen ist unter LDL-
Inkubation besser (Abb. 3.21, Spuren 6 und 2) auch die Affinitdt an Membranen der
spaten Endosomen ist gréRer unter LDL-Einfluss (Abb. 3.21, Spuren 8 und 4).
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Bindungsaffinitdt von

GSTanx64.175 an endosomale Membranen durch LDL beeinflussbar ist.
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Um eine Abhéangigkeit der Bindungsbeeinflussung durch Cholesterin als
Hauptbestandteil des LDL nachweisen zu kénnen, wurden frilhe und spate
Endosomen aus mit 2 uyg/ml U18666A inkubierten CHO-WT Zellen isoliert.

Aus 50 pl frihen und spaten Endosomen wurden die Membranen isoliert (1 Stunde,
45.000 rpm Zentrifugation) und mit 100 pl HB-Puffer aufgenommen. Nach 30
Minuten Inkubation mit 250 um Calcium und 1 ug GSTanx61.175 wurde der bindende
Teil vom nicht-bindenden Teil durch Zentrifugation (1 Stunden, 45.000 rpm) getrennt
und das komplette Pellet in 20 ul HB-Puffer und 40 pl Uberstand auf ein 12,5 % SDS

Page aufgetragen.

(-) U18666A | (+) U18666A
| |
U-EE P-EE‘ U-LE P-LE U-EE P-EE‘ U-LE P-LE

GSTanxGM 75 (45 kD)

Abb. 3.22: Westernblot Analyse von CHO-WT Endosomen +/- 2 ug/ml U18666A Inkubation nach Zentrifugation. Es
wurden der nicht-bindende Teil (U) vom bindenden Teil (P) getrennt. Der Imunoblot erfolgte mit dem a.GSTanx6
Antikorper 1:1000 verdiinnt fiir 90 Minuten bei RT.

In Abbildung 3.22 sieht man die Abhangigkeit der Bindungsaffinitat von GSTanx6+.175
von der Prasenz von Cholesterin. Vergleicht man die Spuren 8 und 4 wird deutlich,
dass die Bindung der Deletionsmutante in Cholesterin-akkumulierten spéaten
Endosomen besser wird. Es lasst sich mehr Protein in den Cholesterin-reichen

Membranen detektieren.

Dies deutet darauf hin, dass die Cholesterin-sensitive Bindung von Annexin 6 durch

die N-terminale Region des Annexin 6 Proteins vermittelt wird.

3.7 Cholesterinentzug reduziert die Affinitit von Annexin 6 an

Membranen

Aus bisher gezeigten Arbeiten wurde deutlich, dass eine Cholesterin-induzierte
Bindung von Annexin 6 an spate Endosomen beobachtet werden kann. Es konnte
gezeigt werden, dass ein hdheres Vorhandensein von Cholesterin in spéaten

Endosomen eine grélRere Bindungsaffinitdt von Annexin 6 dorthin zur Folge hatte.
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Deshalb sollte im Umkehrschluss getestet werden, ob aus einem Cholesterin-Entzug

weniger Bindung von Annexin 6 an spate Endosomen resultiert.

10 % vom Annexin 6-Pool sind EDTA resistent. Wenn man Zellen lysiert, die
Membranen durch Zentrifugation isoliert und dadurch aufkonzentriert, kann man
durch die Zugabe eines Calcium-Chelators wie EDTA das Calcium-abhéngig

bindende Annexin 6 durch Calciumentzug aus den Membranen |6sen.

Ein geringer Pool von Annexin 6 ist durch den Calcium-Entzug nicht beeinflusst und
bleibt als membranbindender Teil in den Membranen detektierbar. Dieser Annexin 6

Pool wird ,EDTA-resistenter Pool“ genannt.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der EDTA-resistente Annexin 6-Pool in
seinem Bindungsverhalten ebenfalls auf Cholesterinentzug reagiert. Hierbei wurde
aber nicht durch eine Zugabe von Cholesterin das Bindungsverhalten studiert,
sondern der Umkehrschluss wurde gezogen und das Bindungsverhalten von Annexin

6 bei Cholesterin Entzug wurde untersucht.

200 pl CHO-WT PNS wurden mit 5 mM EDTA vorinkubiert. Dadurch sollte der EDTA
resistente Teil des Annexin 6 entfernt werden. Nach 30-minutiger Inkubation folgte
eine 60-minitige Zentrifugation zur Isolierung der Membranen. Die isolierten
Membranen wurden mit 100 pyl HB-Puffer aufgenommen. 25 pl verblieben so, 25 pl
wurden erneut mit 5 mM EDTA versetzt und 25 pl wurden mit 5 pg /ml Digitonin
versetzt. Digitonin ist ein Detergenz, das das Cholesterin bindet und aus den
Membranen 16st und somit ein cholesterin-freies Milieu schafft. Nach der 30
minttigen Inkubation folgte eine 60-minttige Zentrifugation, die den bindenden Teil
vom nicht bindenden Teil trennen soll. Sowohl das komplette Pellet als auch der
komplette Uberstand wurden in einem 12,5% SDS-Page aufgetrennt und

anschlie3end analysiert.

%) | EDTA | Digitonin
U P| U P| U P

- — A <4— 68kD
(endogenes
1 2 3 4 5 6 Annexin 6)

Abb. 3.23: Westernblot Analyse von CHO-WT PNS nach EDTA Vorbehandlung und erneuter Inkubation mit EDTA
bzw. Digitonin und anschlieende Zentrifugation im 12,5% SDS Minigel. Der nicht-bindende Teil (U) wurde vom
bindenden Teil (P) getrennt. Der Imunoblot erfolgte mit «GSTanx6 Antikérper in der Verdiinnung 1:1000 fur 90 Minuten
bei RT.
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In Abbildung 3.23 ist das Bindungsverhalten von EDTA resistentem, endogenem
Annexin 6 dargestellt. In Spur 2 sieht man in der Kontrolle den EDTA resistenten Teil
von Annexin 6. Das spiegelt sich darin, dass durch Vorinkubation mit EDTA nur noch
eine zarte Bande im bindenden Teil (Pellet) detektierbar ist. Im Uberstand (Spur 1)
befindet sich, ebenfalls als Bande detektierbar ein geringer Rest, des vorher bereits

entfernten Teils des Calcium- abhangigen Annexin 6 Pools.

Auch Spur 3 und 4 dienen als Kontrolle zur Detektion und Selektion des EDTA-
resistenten Pools von Annexin 6. Man findet auch dort in Spur 4 den Calcium-

unabhéngig bindenden Teil von Annexin 6.

In den Spuren 5 und 6 sieht man, wie der EDTA-resistente Teil von Annexin 6 auf
Cholesterin Entzug reagiert. Durch fehlendes Cholesterin in den Membranen kann
Annexin 6 nicht mehr so gut an die Membranen binden (Spur 6). Das starkere Signal

fur Annexin 6 findet sich im abzentrifugierten Uberstand wieder (Spur 5).

Die Tatsache, dass ein Cholesterin-Entzug die Loslésung von Annexin 6 aus den
Membranen zur Folge hat, ist ein weiterer Beweis dafiir, dass die Membranbindung

von Annexin 6 durch den Einflul® von Cholesterin moduliert wird.

3.8 Einfluss von Annexin 6 auf die Lokalisation von HDL

Rezeptoren

In den High Density Lipoproteinen (HDL) werden zu 19% Cholesterin und
Cholesterinester gespeichert. Sie dienen dem reversen Transport von Cholesterin

aus den extrahepatischen Organen in die Leber.

Die Aufnahme und Abgabe von HDL aus den Zellen erfolgt iber den Scavenger
Rezeptor Typ B1 (SRB1).

Da in CHOanx6 Zellen bereits auffiel, dass sich die Verteilung von Annexin 6
Cholesterin-abhangig verandert, wurde als nachstes das Augenmerk darauf
gerichtet, ob in dieser Zellinie die Lokalisation anderer Proteine sich durch die
Uberexprimierung von Annexin 6 verandert haben. Die frihen endosomalen Proteine
Annexin 2 und Caveolin verandern sich, wie in vorherigen Kapiteln gezeigt, nicht.
Andere endosomale Marker wie die Mitglieder der Rab-Proteinfamilie konnten in
Arbeiten der AG Grewal auch als ortstandig bewertet werden. Das gleiche gilt fir

lysosomale Marker wie lamp 1, den LDL-Rezeptor, den Transferrin-Rezeptor und
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den Golgi-Apparat (Grewal et al 2000). Hier sollte als weiteres Protein die
Abhangigkeit eines HDL Rezeptors, SRB1, in Annexin 6-lberexprimierenden Zellen

untersucht werden.

Dafur wurden zunédchst aus Zelllysaten von CHOanx6 Zellen und einer Kontrolle,
CHO-WT Zellen, die Verteilung des SRB1 Rezeptors in der Plasmamembran und

Membranen der endosomalen Kompartimente miteinander verglichen.

Von allen Proben wurde mittels Lowry-Proteinmessung der Proteingehalt in den
Proben bestimmt und dann nach Proteinmenge oder nach max. Volumen auf das Gel
aufgetragen. Die schweren Membranen (HM) wurden mit einer Menge von 20 ug
pro Tasche aufgetragen. Die friihen und spaten Endosomen (EE/LE) mit maximalem

Volumen von 120 ul Probe pro Tasche.

In den CHO-WT Zellen wurde eine Kontrollgruppe an frilhen und spaten Endosomen
aus Zellysaten extrahiert, die zuvor mit U18666A behandelt wurden und Cholesterin-
akkumuliert waren (EE+/LE+).

CHO-WT ‘ CHOanx6

HM EE LE HM EE(+) LE(+)) HM EE LE HM EE LE

- SRB1 (81 kD
= e, 5. . d <«
f; o ” : N - ¥ 68 kD

e . g v Mg 5. -5 <
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 3.24: Verteilung von SRB 1 in CHO-WT und CHOanx6 Zellmembranen. Die Proteine wurden in einem grof3en, 12,5 %
SDS Page separiert und mit dem ersten Antikdrper oo SRB1 (Tall , polyklonal) in der Verdiinnung von 1:500 im Imunoblot
detektiert.

SRB1 ist ein im vollglycosylierten Zustand ein Protein von 81 kD Protein. Da es sich
um ein stark glycosyliertes Protein handelt, kénnen Deglycolysierungen eine
molekularen Massenunterschied von 50 kD ausmachen. Es ist anzunehmen, dass
die H6he von 68 kD in den endosomalen Fraktionen mit einer Deglycolysierung des
Rezeptors zu erklaren ist. Babitt et al. beschrieben diesen Abbau 1997 (Babitt et al
1997).

In der Abbildung wird deutlich, dass es eine unterschiedliche Verteilung des SRB1 in
CHO-WT und CHOanx6 Zellen gibt. Wahrend er in den CHO-WT Zellen vornehmlich

in den schweren Membranen sitzt (Abb. 3.24, Spuren 1 + 4), die ja ein Konglomerat
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aus allen Zellkompartimentmembranen darstellen, ist er in den CHOanx6 Zellen auch
in den frlhen und spaten Endosomen nachzuweisen (Abb. 3.24, Spuren 8 + 9/11 +
12). Anhand der eindeutigen Markierung bei 68 kDa ist davon auszugehen, dass
SRB1 hier in deglycolysiertem Zustand in den Zellen nachzuweisen ist. Ob die WT
Zellen durch U18666A mit Cholesterin angereichert sind, scheint keine Einfluss

nehmende Rolle zu spielen.



Diskussion 90

4 Diskussion

4.1 Einfluss von U18666A auf den Cholesterin Haushalt

Cholesterin wird in Sdugetierzellen durch die Rezeptor-vermittelte Aufnahme von
Lipoproteinen aufgenommen. Dabei spielt das LDL eine herausragende Rolle. Es
wird nach der Bindung an den LDL-Rezeptor zunachst gemeinsam in die Zelle durch
Rezeptor vermittelte Endocytose aufgenommen. LDL-Cholesterin und Rezeptor
werden nun durch die frihen und spaten Endosomen geschleust und anschliel3end
in den sortierenden Endosomen voneinander getrennt. Der LDL-Rezeptor gelangt
Uber die rezyclierenden Endosomen an die Plasmamembran, wo er erneute
Verwendung findet. Das LDL-Cholesterinester gelangt zusammen mit den anderen
Bestandteilen des LDL (Apolipoprotein B, Phospholipiden) in die Lysosomen, in
denen es hydrolysiert wird. Das freie Cholesterin erreicht Gber die Lysosomen in den
Golgi-Apparat und das endoplasmatische Retikulum und regelt dort die Steuerung
der endogenen Cholesterinsynthese und die Synthese cholesterinhaltiger Stoffe wie
Hormone und Vitamine. Wie der Mechanismus des Weitertransportes von

Cholesterin aus den Lysosomen stattfindet ist derzeit noch unklar.

Chinese Hamster Ovary Zellen ist eine Zellinie, die von Natur aus eine relativ geringe
Menge an LDL-Rezeptoren exprimiert. Diese Tatsache macht eine Akkumulation von
Cholesterin in den Zellen sehr schwierig, weil Rezeptor bedingt eine bestimmte
Cholesterinaufnahmemenge nicht Uberschritten werden kann. CHO-Zellen sind aber
optimal, um Studien von Annexin 6 zu betreiben, weshalb ein System zur Cholesterin
Akkumulation in CHO Zellen entwickelt werden sollte. Um trotzdem die spezielle
Akkumulation von Cholesterin in spaten Endosomen zu erreichen und den Einfluss
von Cholesterin auf Annexin 6 in spaten Endosomen zu studieren, wurde die
Substanz U18666A eingesetzt.

Liscum beschrieb 1998 den inhibierenden Effekt des Pharmakons U18666A (= 3-
beta-[2-diethylamino)ethoxy]androst-5-en-17-one) auf den intrazelluldren Transport
von LDL-Cholesterin in Chinese Hamster Ovary Zellen (Liscum et al 1989). Der
Gebrauch von U18666A fihrt in Zellkultur angewandt zu einem Bild, das auf
zelluldrer Ebene der Niemann-Pick-Krankheit ahnelt (Kobayashi et al 1999). Der
Wirkstoff U18666A bewirkt eine Inhibition des Cholesterin Weitertransportes aus den

Lysosomen der CHO Zellen. Das hat zur Folge, dass das niedrige endogene Level
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von Cholesterin in CHO Zellen durch die Akkumulation von Cholesterin in den spéten

Endosomen und Lysosomen angehoben werden kann.

Diese organellspezifische Akkumulation von Cholesterin in spaten Endosomen und
Lysosomen konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden. In den Gradienten
(Abb. 3.1, 3.2, 3.4, 3.5) kann man den peak der Cholesterinakkumulation in den
spaten Endosomen nachvollziehen und sehen, dass diese Akkumulation im Rahmen
der endosomalen Kompartimente zeitabhangig auftritt. Die frilhen Endosomen
akkumulieren deutlich weniger Cholesterin. Es konnte gezeigt werden, dass nur der
Weitertransport aus dem Kompartiment verlangsamt ist bzw. gar nicht mehr
stattfindet. Das endogen synthetisierte Cholesterin ist vermutlich in seinem

Transportverhalten unbeeinflusst.

Diese Beobachtungen der Cholesterinakkumulation in spaten Endosomen deckten
sich mit unseren nachgewiesenen Cholesterinakkumulationen in den U18666A-
inkubierten Zellen. Am deutlichsten wird das wohl in den Immunfluoreszenzbildern, in
denen die Cholesterinakkumulation durch Filipin in den spaten Endosomen unter

U18666A-Einfluss visualisiert werden konnte.

In Abbildung 3.1 wird der U18666A-induzierte Cholesterin Anstieg ebenfalls deutlich.
Der Hauptbestandteil des Cholesterins findet sich ohne U18666A-Behandlung in den
frihen Endosomen. Nach U18666A Behandlung verschiebt sich das Cholesterin in
die spaten Endosomen. Der Unterschied liegt nun darin, dass das endogene
Cholesterin in CHO-WT Zellen angehoben werden konnte. Diese Anreicherung war
die Bedingung und Grundvoraussetzung, um Bindungsstudien Uber die

cholesterinabhangige Translokation von Annexin 6 durchfiihren zu kénnen.

Wie man in der Abbildung 3.3 sehen kann findet sich in den CHOanx6 Endosomen
ein sehr geringes Level an Cholesterin. Der maximale peak findet sich bei 160 pg
Cholesterin/mg Zellprotein in den friihen Endosomen. In Abbildung 3.4 sieht man den
9-fachen Anstieg des Cholesterins durch U18666A in den spaten Endosomen von
vormals 20 ug Cholesterin/mg Zellprotein auf anndhernd 180 pg Cholesterin/ mg
Zellprotein. Insgesamt ist das noch immer eine geringe Menge messbaren
Cholesterins, aber der Anstieg durch den Einfluss von U18666A ist doch deutlich

erkennbar.
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4.2 Einfluss von Cholesterin auf die Lokalisation von Annexin 6

Die intrazelluldre Verteilung und Funktion von Annexin 6 sind Gegenstand langer
Forschung und Beobachtungen. Die Identifikation einer regulatorischen Funktion von
Annexin 6 und den anderen Annexinen wird aber erschwert durch die
unterschiedliche Verteilung innerhalb der Zellkompartimente in Abh&ngigkeit vom
analysierten Zelltyp. Zusatzlich exprimieren die verschiedenen Zelltypen
unterschiedliche Mitglieder der Annexin-Proteinfamilie, sodass eine eindeutige

Zuordnung einer Funktion eines Annexins schwer fallt.

Die Lokalisation von Annexin 6 in unterschiedlichen Zelllinien, vor allem an der
Plasmamembran und dem frihen endosomalen Kompertiment, deutet auf die
mdgliche Funktion von Annexin 6 als regulatorisches Element bei der Internalisierung
von Liganden und dem endosomalen Membrantransport in Zellen hin. Dazu gehéren
auch die in dieser Arbeit verwendeten CHOanx6 Zellen. Auch bei ihnen findet sich
Annexin 6 an der Plasmamembran und in den frihen Endosomen und stimuliert die
Rezeptor-vermittelte Endozytose. In einer Reihe von Experimenten konnte die AG
Grewal Ergebnisse zeigen, dass die Akkumulation von LDL zu einer Translokation

von Annexin 6 in spate Endosomen fihrt (s.u.)

Grewal et al konnten 2000 eine Stimulation der Rezeptor-vermittelten Endozytose
von LDL durch Annexin 6 nachweisen. Die behandelten Zellen zeigten nach LDL-
Anreicherung eine Translokation von Annexin 6 aus den frihen in die spaten
Endosomen. Dabei, vermuteten sie, kdnnte diese Liganden-induzierte Translokation
unter anderem durch Interaktionen mit LDL-Rezeptor-Adaptorproteinen vermittelt

werden, die an die Annexin 6 spezifische N-terminale Domane binden.

Den Hauptbestandteil von LDL stellt das Cholesterin dar. Auch wenn in der Literatur
Cholesterin als einflussnehmender Faktor kaum beschrieben ist, bestand zumindest

die Méglichkeit, dass Cholesterin einen Einfluss auf die Lokalisation ausubt.

Zum Studium der Cholesterin- abhdngigen Bindung von Annexin 6 in vivo wurde als
erstes ein zelluldres System etabliert, dass die Anreicherung von Cholesterin in

endosomalen Membranen erlaubt.

Wie gezeigt werden konnte, ist der endogene Gehalt von Cholesterin in CHOanx6
und CHO-WT Zellen sehr gering. Es konnte aber ein System entwickelt werden, eine

Akkumulation von Cholesterin in den spaten Endosomen zu erreichen. (s. Abb. 3.1-
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3.4) Unter dieser Voraussetzung wurde es dann auch mdglich, den potentiellen
Einfluss der Cholesterin Akkumulation in spaten Endosomen auf die
Membranaffinitdt von Annexin 6 zu studieren. Ahnliche Experimente wurden auch
bereits fir andere endosomale Membranproteine durchgefuhrt . Fir Annexin 2 wurde
von der Arbeitsgruppe Gruenberg et al herausgefunden, dass es eine Rolle an der
Generierung von multivesikularen Kérperchen (MVB= multivesicular bodies) spielt,
aber auch ein Cholesterin abhangiges Verhalten in der Zelle zeigt. An Experimenten
mit Liposomen zeigte Gruenberg, dass Annexin 2 eine Cholesterin-schitzende
Funktion hat, indem es verhinderte, dass Cholesterin durch bestimmte Chemikalien
(MBCD = Methyl-B- cyclodextrin, eine Substanz, die Cholesterin auswascht) aus den

Membranen der Liposomen gelést werden konnte (Gruenberg et al 1989).

Ebenso wurde durch Immunfluoreszenz-Experimente deutlich, dass Annexin 2 ein
gleiches Wanderungsverhalten in cholesterinakkumulierten Zellen zeigt, wie es fir
Annexin 6 gezeigt werden konnte. Annexin 2 konnte in den cholesterinreichen spéaten

Endosomen lokalisiert werden.

Durch weitere Experimente wurde aullerdem gezeigt, dass Annexin 2 das

Ausknospen der MVB aus den frihen Endosomen mitreguliert (Mayran et al 2003).

Abbildungen 4.1 und 4.2 zeigen im Modell die cholesterinabhéngige Translokation
von Annexin 6 innerhalb der Zellkompartimente von CHO-WT Zellen und fassen die

in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse noch mal zusammen.
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Abb.:4.1 Lokalisation von Annexin 6 in CHO-WT Zellen ohne LDL-Cholesterin Akkumulation
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Abb. 4.2: cholesterinabhéangige Translokation von Annexin 6 in spate Endosomen

Ohne Cholesterin Akkumulation (Abb. 4.1) findet sich Annexin 6 vornehmlich in der
Plasmamembran und dem frihen endosomalen Kompartiment. Das LDL wird

rezeptorvermittelt in die Zelle durch Clathrin coated pits unter zu Hilfenahme von
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Annexin 6 aufgenommen. Das LDL wandert dann durch die frihen Endosomen (EE)
und wird anschliel3end in den sortierenden Endosomen (SE) vom Rezeptor getrennt.
In diesen SE ist Annexin 6 nicht mehr detektierbar. Der LDL-Rezeptor wird durch die
rezyclierenden Endosomen (RE) zum erneuten Gebrauch an die Plasmamembran
zuriick transportiert. Das LDL gelangt Gber die spaten Endosomen in die Lysosomen,

in denen es degradiert werden kann.

In LDL-Cholesterin akkumulierten Zellen (Abb. 4.2) verandert sich der Aufenthaltsort
von Annexin 6. Zunéachst findet auch hier die rezeptorvermittelte LDL-Aufnahme statt.
Annexin 6 findet sich auch hier an der Plasmamembran und vermittelt die Aufnahme
von LDL und Rezeptor in die Clathrin coated pits. Die LDL-Akkumulation geht einher
mit einer hohen Cholesterinkonzentration in den spadten Endosomen und korreliert

mit der Translokation von Annexin 6 in die spaten Endosomen.

Die Akkumulation von Cholesterin in U18666A-behandelten Zellen geht einher mit
einer Veranderung der zelluldren Strukturen. Es entstehen unter U18666A-

Inkubation viel gré3ere und viel mehr spate Endosomen.

Die Immunfluoreszenz-Darstellung der Annexin 6 Verteilung in den U18666A
behandelten Zellen zeigen deutliche Translokation von Annexin 6 in spéate
Endosomen (Abb. 3.6 und 3.7). Dabei scheinen sich Annexin 6-Proteine gleichm&Rig
auf der Membran der grof3en spaten Endosomen zu verteilen. Da diese Beobachtung
nicht fir Annexin 2 und Caveolin gemacht wurde, gehen wir davon aus, dass die
Translokation von Annexin 6 durch die erhéhte Konzentration von Cholesterin in den

spaten Endosomen-Membranen zu erklaren ist.

4.2.1 Molekulare Mechanismen zur Translokation von Annexin 6 in spéte

Endosomen
4.2.1.1 Rolle von Cholesterin

Es ist nur wenig dartber bekannt, wie die Zellen die intrazellularer Verteilung von
Annexin 6 kontrollieren. Neben Studien Uber die Abhangigkeit der Verteilung vom pH
Wert gibt es weitere Arbeiten, die den Einfluss von Cholesterin beschreiben. Die
Arbeitsgruppe um Ayala-Sanmartin untersuchte die Rolle von Cholesterin an einem
anderen Annexin-Familienmitglied, Annexin 2. Fir ihre Bindungsstudien benutzten

sie ein in vitro System mit Phosphatidylserin (PS)-reichen Liposomen. In ihren



Diskussion 96

Studien konnten sie zeigen, dass Annexin 2 gut an PS-reiche Membranen band und
nach Zugabe von Cholesterin die Bindung verstarkt wurde (Ayala-Sanmartin et al
2001)

Dabei ist unklar, welche Region des Annexins die cholesterin-sensitive Bindung

vermittelt.

Konig et al konnten 2000 zeigen, dass die Bindung von Annexin 2 an Phospholipide
Uber die N-terminale Domane vermittelt wird und ebenfalls Cholesterin vermittelt
funktioniert. Das gilt fur die Membranbindung an endosomale Membranen. Sie
zeigten, dass die Bindung Uber die ersten 27 Aminosaurereste an dem N-terminus
vermittelt zur Bindung an endosomale Membranen filhrten und machten daflr einen
potentiellen Rezeptor in Form eines Lipids oder Proteins an den endosomalen
Membranen verantwortlich (Kénig et al 2000). Die in meiner Arbeit durchgefiihrten
Bindungsstudien mit der Deletionsmutante GSTanx64.175 weisen ebenfalls auf eine
cholesterinabhangige N-terminale Signalinduktion hin. Unter LDL-Inkubation konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von GSTanx61.175 in den Membranen der spaten
Endosomen zunimmt. Ob diese gesteigerte Bindung nun {ber einen Rezeptor

vermittelt wird, l&sst sich aus den durchgefiihrten Experimenten nicht ablesen.

Es gibt unterschiedliche Mdglichkeiten, wie Cholesterin an der Membran wirken

konnte.

Cholesterin bindet vornehmlich an Phosphatidylcholin-reiche Doménen, wahrend
Annexin 6 im negativ-geladenen Phosphatidylserin seinen Bindungspartner findet.
Die Bindung des Cholesterins kénnte nun zu einer Konformationsédnderung in den
Cholesterin-reichen Mikrodoméanen fihren, was die Bindung von Annexin 6 an
Phosphatidylserin erleichtert oder induziert. Des weiteren muss aber auch an die
Mdglichkeit der Konformationsénderung von Annexin 6 selber gedacht werden, die

fur den lysosomalen Transport notwendig sein kdnnten (Grewal et al 2002).

Zum  anderen  kénnten  lokale  Veradnderungen des  ph-Wertes zu
Konformationsanderungen fuhren, die eine erhéhte Affinitdt von Annexin 6 fur spéate
Endosomen zur Folge haben kénnte ( Golczak et al FEBS Lett. 2001; Golczak et al
FASEB J 2001).

In der Veréffentlichung von Golczak et al beschrieben die Autoren die pH-abhangige
Konformationsdnderung von Annexin 6 und die Formation von lonen Kanalen durch

Annexin 6 in sauren pH-Bedingungen. Diese Konformationsénderung soll eine
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hydrophobe Oberfliche des Proteins zur Folge haben, was die Penetration in
Membranen ermdglichen soll. Dafiir verantwortlich machen sie eine abnehmende a-
helikale Struktur des Proteins und eine zunehmende B-Faltblatt-Struktur. Ob diese
Vorgénge nun intermolekularer oder intramolekularer Natur sind konnten die Autoren
nicht angeben (Golczak et al 2001). Ahnliche Ergebnisse Uber die pH-abhéngige
Konformationsdnderung und die Kanalaktivitat konnten bislang durch andere
Arbeiten nicht beschrieben werden, weshalb diese Arbeitsgruppe bislang die einzige

war, der diese Einflussnahme auf Membranbindung von Annexin 6 gelang.

Im Gegensatz zu unseren Arbeiten deuten neuere Daten von Cuervo et al darauf hin,
dass Annexin 6 auch im Lumen von spaten Endosomen und Lysosomen lokalisiert

ist.

Cuervo et al zeigten 2000, dass die beiden Annexine 2 und 6 eine KFERQ &hnliche
Sequenz haben, die im Chaperon-vermittelten lysosomalen Stoffwechselweg eine
Zielsequenz darstellen. Chaperone gelten als ,molekulare Anstandsdamen®. Sie
haben die Eigenschaft, die Struktur von Proteinen zu stabilisieren, damit sich nicht
unerwinschte Proteinaggregate ausbilden kénnen. Sie befinden sich vornehmlich im

endoplasmatischen Retikulum aber auch in Lysosomen (Dice 1990).

Cuervo et al konnten zeigen, dass Annexine mit dieser KFERQ &hnlichen Sequenz
schneller durch Chaperon vermittelte Autophagie in die Lysosomen degradierten, als
Annexine, denen diese Sequenz fehlen, wie die betrachteten Annexine 5 und 11.
Verantwortlich fur diese Aufnahme ins Lumen der Lysosomen machten sie ein

Rezeptor Protein (Cuervo et al 1996).

Es kénnte also auch angenommen werden, dass die Aufnahme in die Prelysosomen
und spaten Endosomen ebenfalls Uber eine Chaperon vermittelte Aufnahme
vermittelt wird, in der die KFERQ Sequenz eine Autophagie-vermittelnde Zielsequenz

darstellt.

Zusammenfassend kann man wohl feststellen, dass neben den bekannten Calcium
abhédngigen und pH-abhdngigen Modulatoren fir die Bindungseigenschaften von
Annexin 6 auch Cholesterin als Einfluss nehmende Gr6RRe identifiziert werden

konnte.
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4.3 Cholesterineinfluss auf die Membranaffinitat von Annexin 6

Cholesterin ist fur den Aufbau und die Fluiditdt von zelluldren Membranen
verantwortlich. Es findet sich in den Membranen, die die Zellen nach auf3en
abgrenzen (Plasmamembran) aber auch in den Membranen der einzelnen
Zellkompartimente wie z.B. in endosomalen Membranen und Membranen der

Lysosomen und des Trans Golgi Netzwerkes.

In zelluldaren Membranen finden sich cholesterinreiche Zonen, lipid rafts. Sie
zeichnen sich darin aus, dass in ihnen eine erhdéhte Menge Cholesterin und
Sphingolipide nachzuweisen sind und sie resistent gegeniber nicht-ionischen
Detergenzien sind. Auch diese rafts finden sich in der Plasmamembran, sowie in
Membranen der Biosynthese wie im Golgi-Apparat aber und im endosomalen
System (Mukherjee et al 2000).

Eine Sonderform dieser lipid rafts stellen die sogenannten Caveolae dar (Simons et
al 1997). Bei ihnen handelt es sich um cholesterinreiche, clathrinfreie Domanen in
der Plasmamembran, deren Stltzprotein Caveolin heit (Rothberg et al 1992).
Caveolin ist ein kleines, ~ 22 kD schweres Transmembranprotein, das in allen Zellen,
die lipid rafts aufweisen nachgewiesen werden kann. Fur das Protein Caveolin ist
eine direkte Cholesterin-Abhé&ngigkeit gezeigt worden. Es bindet direkt an diese
Cholesterin-reichen, Sphingolipid-reichen Domanen. Es konnte auch gezeigt werden,
dass die Gesamtmenge an Cholesterin in den Zellen die Expressionsmenge von
Caveolin bestimmt. So haben sehr cholesterinreiche Zellen eine grol’e Menge
Caveolin, wahrend weniger cholesterinreiche Zellen Uber eine geringere Menge
Caveolin verfugen. Daraus resultiert dann auch die Menge an Caveolae in der
Membran (Fielding 1997, Thyberg 1998, Zhu 1999).

Fur andere Zellproteine besteht eine Cholesterin-Sensitivitét, wie fir das endosomale

Protein Annexin 2.

Die Arbeitsgruppe um Kénig geht davon aus, dass die Abhéngigkeit zur Bindung von
Annexin 2 an Cholesterin und Calcium durch den zweiteiligen Aufbau des Proteins
vermittelt wird. Demnach wird die Calcium-unabhéngige Bindung an Cholesterin-
reiche Domanen Uber die Annexin spezifische N-terminale Kopfgruppe vermittelt und
die Calcium-abhangige Bindung Uber die konservierte core-Domane mit ihren

Calcium-Bindungsstellen. Auch geht die Arbeitsgruppe von Kénig hierbei von einem
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potentiellen Rezeptor in den endosomalen Membranen aus, der die Cholesterin-

abhédngige Bindung vermittelt (Kénig et al 2000).

Fir die Bindung von Annexin 2 an Baby Hamster Kidney (BHK) Zellen konnten
Harder et al nachweisen, dass die Assoziation von Annexin 2 an rafts nicht nur von
der Calcium-Konzentration, sondern auch vom Gehalt des Cholesterins abhing
(Harder et al 1997). Die Arbeitsgruppe stellte bereits 1997 fest, dass Annexin 2 durch
Cholesterin Entzug seine Bindung an Membranen verliert. Sie konnten zeigen, dass
Chemikalien wie Digitonin und Filipin spezifisch die Bindung von Annexin 2 durch
Cholesterinkomplexierung unterbinden konnten und sich Annexin 2 durch
Zentrifugation aus dem bindenden Teil in den nicht-bindenden Teil herauslésen liel3.
Diese Erkenntnis war in so fern neu, als dass die eigentliche Gemeinsamkeit
innerhalb der Annexinfamilie auf dem Dogma beruht, dass eine Calcium- und
Phospholipidbindung charakteristisch fur die Bindung von Annexinen an Membranen

ist. Scheinbar muss das fir manche Annexine um Cholesterin erweitert werden.

In Ergdnzung dazu konnten Harder et al beobachten, dass der Entzug von
Cholesterin zu einer Loslésung sowohl von Annexin 2 als auch von Teilen des
Membranskelettes erfolgte. Dazu zahlen a-Actinin, Ezrin und Moesin, welche alle bei
der Quervernetzung von Membranen beteiligt sind. Dabei konnte eine
unterschiedliche ,Cholesterin-Entzug-Sensitivitat® ebenfalls festgestellt werden.
Andere Membran- assoziierte Proteine und Proteine des Cytoskelett bendtigen

sowohl Calcium und Cholesterin zur Aufrechterhaltung der Strukturen.

Fur Annexin 6 konnten durch meine und weitere Arbeiten der AG Grewal gezeigt
werden, dass es eine cholesterinabhdngige intrazellulare Verteilung und
Bindungsaffinitat in CHO Zellen gibt. Dabei wurden nicht die lipid rafts untersucht,
sondern Zellen wurden isoliert, deren Lysosomen und spate Endosomen mit
Cholesterin akkumuliert wurden bzw. wurden Zellen in toto mit LDL beladen, um
dann eine gesteigerte Membranaffinitdt von Annexin 6 nachzuweisen. Es lag nah,
dass der Einfluss des LDL auf die Membranaffinitat von Annexin 6 durch den hohen
Cholesteringehalt vermittelt wurde. Deshalb schlossen sich meine Experimente mit

der genaueren Betrachtung der Einflussgré3e Cholesterin an.

Es ist noch immer nicht geklart, ob es unterschiedliche Annexin 6-Pools in der Zelle
gibt, die fir diese unterschiedliche Lokalisation verantwortlich sind. Jedoch konnte

ich die Beobachtungen von der AG Harder fir Annexin 6 bestatigen. Meine und
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andere Arbeiten der AG Grewal konnte erstmalig zeigen, dass ein Calcium
unabhangiger Pool von Annexin 6 besteht, der sehr sensibel auf Cholesterin Entzug
reagiert (Abb. 3.23). Das Calcium in den Membranen der Proben wurde durch den
Chelator EDTA gebunden. Durch Zentrifugation konnte der nicht-bindende Teil mit
dem chelatierten Calcium im Uberstand vom bindenden Teil ohne Calcium im Pellet
getrennt werden. Somit wurde der Calcium-unabhangige Teil im Pellet isoliert. Indem
die Proben mit dem Calcium-Chelator EDTA versetzt wurden, konnte also der

Calcium-unabhéngige Pool identifiziert werden.

Die von Harder fir Annexin 2 beschriebene Calcium-Unabhangigkeit konnte
ebenfalls fir einen kleinen Teil des Annexin 6-Gesamtpools bestétigt werden (ca.10-
20%). Dadurch konnte der potentielle Einfluk von Calcium auf die Bindung

ausgeschlossen werden.

Nach Cholesterin Entzug mittels Digitonin nun verliert der Calcium-unabhéngige Teil
von Annexin 6 seine bindende Eigenschaft an die Membranen und I&f3t sich aus den
Membranen durch Zentrifugation I6sen (Abb. 3.23). Das bekraftigt die These, dass

die erhéhte Membranaffinitat von Annexin 6 von Cholesterin abhangig ist.

Es konnte damit also gezeigt werden, dass scheinbar auch flir Annexin 6 ein
Calcium-unabhéngiger Pool besteht, der durch Cholesterinentzug seine

Membranbindungseigenschaften verliert.

Es wurde weiterhin gezeigt, dass sich eine Abhéangigkeit zwischen bindender

Annexin 6 Menge und Cholesteringehalt findet.

In Abbildung 3.10 und 3.11 sieht man die deutliche Zunahme der Bindungsaffinitat
von Annexin 6 an Cholesterin-reiche Membranen. Abbildung 3.11 unterstitzt die
These, dass Cholesterin der Modulator zur Membranbindung nicht nur in
Uberexprimierenden Zelllinien ist, sondern auch Einfluss auf das endogene Annexin
6 hat. Auch das endogene Annexin 6 zeigt eine cholesterinabhangige Translokation
in die spaten Endosomen (Abb. 3.11). Addiert man die Signalstarke der Spuren 3 + 4
in den Abbildungen 3.10 bzw. 3.11 kann man sagen, dass sich die
Gesamtproteinmenge, die sich in den unbehandelten Zellen in den frihen
Endosomen fand nun verteilt ist auf die frihen und die spaten Endosomen der
behandelten Zellen (Abb. 3.10/3.11).
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Somit verlasst Annexin 6 Cholesterin-abhangig seine urspriingliche Lokalisation an
der Plasmamembran und den frilhen Endosomen und verteilt sich zunehmend in den

spaten Endosomen und den Lysosomen.

Die erhdhte Affinitat von Annexin 6 fUr cholesterinreiche Membranen konnte in in
vitro Experimenten mit isolieten Membranen und sekundarem Annexin 6 bestatigt
werden. Dabei dienten Studien mit einem Fusionsprotein, das an Annexin 6

gekoppelt eingesetzt wurde (GSTanx6).

Betrachtet man die Eigenschaften des Fusionsproteins GSTanx6 kann eine
Abhéangigkeit zwischen Membranaffinitdt und LDL-Konzentration gezogen werden. In
Abbildung 3.15 kann man erkennen, dass die Membranaffinitdt von GSTanx6 sich in
der Anwesenheit von LDL verandert hat. Das besondere Augenmerk liegt dabei auf
der Bindung von GSTanx6 an die Membranen der spaten Endosomen, die in Reihe 8
ein stéarkeres Signal erkennen lassen als in Reihe 4. Ahnliche Ergebnisse wurden mit
U18666A behandelten Membranen erzielt (Grewal et al 2002).

Insgesamt konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die Membranbindung in den
LDL-beladenen Zellen zugenommen hat, da auch in den Membranen der friihen

Endosomen eine starkere Affinitdt nachzuweisen ist (Abb. 3.15).

Das Fusionsprotein an sich hat, wie ebenfalls gezeigt werden konnte, keine bindende
Eigenschaft an Membranen (Abb. 3.15).

Um die Vermittlung der Membranbindung zu untersuchen, wurden
cholesterinabhangige Bindungsstudien mit der Deletionsmutante GSTanx61.175
durchgefiihrt. Bei dieser Mutante ist das Protein Annexin 6 um einen Grol3teil der
core Doméne deletiert worden. Die N-terminale Kopfgruppe, Uber die die
Signaltransduktion vermutet wird, blieb unverandert. Lauft die cholesterinabhéngige
Bindung wie beim Annexin 2 Gber den N-terminalen Rest ab, sollte auch hierbei eine
héhere Membranaffinitdt nachzuweisen sein. Erwartet wurde eine schlechte
Membranbindung fir GSTanx64.175 in cholesterinarmen Membranen. Das wurde in
den Bindungsexperimenten gepruft. In Abbildung 3.21 sind in Bindungsstudien in
Reihen 1 - 4 gezeigt, dass die Bindungsmodalitdten ohne Cholesterin fir die
Deletionsmutante in Zellysaten wenig ginstig sind. Der Uberwiegende Teil befindet

sich im nicht-bindenden Teil, herausgel6st durch die Zentrifugation.

Um zu Uberprifen, wie der Einfluss von Cholesterin auf die Membranaffinitdt von

GSTanx64.175 wirkt, wurden dann cholesterinakkumulierte Zellysate (unter Zugabe
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von Calcium) betrachtet. Es wurde deutlich, dass eine Abhangigkeit zur Prédsenz von
Cholesterin besteht. Die Membranbindung von GSTanx64.175 ist unter Cholesterin
Einwirkung besser als ohne. (Abb. 3.22). Da die Calcium-bindende core-Doméne
vom Protein abgetrennt wurde, kann sie als Bindungspartner nicht fiir die Bindung an
die Phospholipide dienen. Die gute Membranbindung scheint Calcium-unabhé&ngig zu
sein und Uber den N-Terminus zu erfolgen, der ahnlich bei Annexin 2, Cholesterin-

sensitiv zu sein scheint.

Ob die Bindung an die Membranen Uber einen Rezeptor vermittelt wird, wie es fir die
Bindung von Annexin 2 vermutet wird lasst sich aus diesen durchgefiihrten

Experimenten nicht nachweisen oder widerlegen.

Aus der Betrachtung der Ergebnisse lasst sich zusammenfassend sagen, dass
neben den einflussnehmenden Faktoren Calcium und Phospholipiden eine
Abhangigkeit zur Cholesterinmenge in Membranen fir die Membranaffinitat von
Annexin 6 besteht. Unter Cholesterineinfluss scheinen bessere Konditionen in den

spaten Endosomen zur Annexin 6- Bindung zu bestehen.

Wo diese Akkumulation innerhalb der Membranen nun aber stattfindet, ob isoliert an
lipid raft ahnlichen Strukturen und ob daraus folgend die Bindung von Annexin 6 an
diesen Strukturen stattfindet, kann aus den Experimenten nicht ersehen werden. Die

Bindung an lipid rafts ist hierbei nicht untersucht worden.

In vorldufigen Experimenten in der AG Grewal konnte eine Calcium-abhangige aber
Cholesterin -unabhangige Assoziation von Annexin 6 mit Triton X-100 unldslichen
Membranfraktionen nachgewiesen werden. Diese Fraktionen entsprechen den lipid
rafts. Das weist darauf hin, dass lipid rafts nicht in Membranen der spéaten

Endosomen aufzufinden sind (T. Grewal, persénliche Mitteilung).

Deutlich wird jedoch, dass eine Cholesteinakkumulation im spaten endosomalen
Kompartiment zu einer gesteigerten Membranaffinitdt von Annexin 6 an diese

Membranen fihrt.

4.4 Veranderte Lokalisation von SRB1 in CHOanx6 Zellen

SRB1 ist ein Rezeptor, der in die Familie der Scavenger-Rezeptoren gezahlt wird.
Seine Expression korreliert mit dem Cholesterinester Influx aber auch mit dem

Cholesterin Efflux in Zellen. Er vermittelt dabei vor allem die Aufnahme und
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Weitergabe von HDL in den Zellen. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass er
Uber die Hypophyse reguliert wird und somit in die Steroidhormonsynthese eingreift.
Des weiteren konnte gezeigt werden, dass er ligandenspezifische Bindungsaktivitat

zeigt.

Liu und Krieger zeigten 2002, dass die SRB1 vermittelte HDL-Bindung eine
intrinsische Eigenschaft des Rezeptors darstellt, die durch kein weiteres Protein oder
andere zelluldren Strukturen abhédngig vermittelt wird (Liu et al 2002). Des weiteren
zeigten Krieger et al 1995, dass SRB1 anionische Phospholipide bindet. Dabei
konnten sie sich gezielt auf Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylinositol (PI)

festlegen. Diese beiden Phospholipide sind auch Bindungspartner fiir Annexin 6.

In den CHOanx6 Uberexprimierenden Zellen konnte ich zeigen, dass der HDL
Rezeptor SRB1 neben seiner urspriinglichen Lokalisation in der Plasmamembran
auch in den frithen und spaten Endosomen nachzuweisen ist (Abb. 3.24). AulRerdem

liegt er in einer deglycolysierten Form vor.

Diese Bindung kénnte dadurch vermittelt werden, dass in der Gberexprimierenden
Zellinie es zu Konformationsénderung der zellularen Kompartimente kommen. Es
kénnte sein, dass die hohe Konzentration von Annexin 6 dazu fuhrt, dass die
Zusammensetzung der Membran sich zugunsten von PS und PI &ndert. Diese
Haufung der beiden Bindungspartner von SRB1 in den Membranen wirde dann zu
einer vermehrten Bindung an Membranen dieser eigentlich untypischen
Kompartimente fihren. Dass Annexin 6 dort nicht bindet, obwohl es sich auch um
seine Bindungspartner handelt ist wohl damit zu erklaren, dass die Translokation von
Annexin 6 in das spate endosomale Kompartiment wohl Cholesterin-vermittelt
ablauft. Diese Abhangigkeit besteht fir SRB1 demnach nicht. Vielmehr scheint die

Bindung von SRB1 streng von der Zusammensetzung der Membran abzuhangen.
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Zusammenfassung

Annexin 6 gehort zu einer Familie konservierter Proteine, die Ca2+-abhangig an
Phospholipide bindet. An der Zelloberflache stimuliert Annexin 6 die LDL-Rezeptor-
abhéngige Endocytose. Innerhalb des endosomalen Membrantransports stimuliert
Annexin 6 das targeting von LDL in die Lysosomen. Dies geht einher mit einer
Translokation von Annexin 6 in prelysosomale Zellkompartimente. Da neuere
Arbeiten auf einen Einfluss von Cholesterin bei der intrazellularen Lokalisation von
Annexinen schlielen lassen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von LDL-

Cholesterin auf die Lokalisation von Annexin 6 untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein experimentelles System etabliert, dass Studien
zur Lokalisation von Annexin 6 in Abhangigkeit unterschiedlicher Cholesterin-
konzentrationen in endosomalen Kompartimenten erlaubte. Dazu wurde der Wirkstoff
U18666A verwendet, welcher die Degradation von LDL und den Abtransport von
LDL-Cholesterin aus Lysosomen inhibiert. Subzelluldre Fraktionierungen,
Immunfluoreszenzmikroskopie und biochemische Analysen bestatigten eine
drastische Cholesterinakkumulation in spaten Endosomen von Kontroll- und Annexin
6 Uberexprimierenden CHO-Zellen. Wahrend in unbehandelten Zellen das Annexin 6
vor allem im Cytosol, der Plasmamembran und in frihen Endosomen lokalisiert ist,
kommt es nach U18886A-induzierter Cholesterinakkumulation zu einer Translokation
von Annexin 6-Proteinen in spadte Endosomen. Westernblot-Analysen endosomaler
Membranfraktionen bestatigten diese Ergebnisse. In vitro Bindungstudien von friihen
und spaten Endosomen (+/- Cholesterin) und rekombinanten Annexin 6 zeigen
ebenfalls eine erhéhte Membranbindung von rekombinantem Annexin 6 vor allem an
cholesterinreiche spaten Endosomen. Im Gegensatz reduziert der Cholesterin
Entzug die Membranaffinitat von Annexin 6. Studien mit einer C-terminal-Annexin 6-
Deletionsmutante weisen darauf hin, dass die Cholesterin-sensitive Bindung von

Annexin 6 Uber seinen N-terminalen Teil vermittelt wird.

Zusammenfassend deuten diese Experimente darauf hin, dass die Konzentration
und Verteilung des zelluldaren Cholesterins die Lokalisation und Reorganisation

Calcium-abhangiger und -unabhangiger Pools von Annexin 6 beeinflusst.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Aa. — Acrylamid

Abb. — Abbildung

ABCA1 — ATP Binding Cassette Transportprotein Typ 1
ACAT — Acyl-CoA-Cholesterin- Acyltransferase

Anx — Annexin

AP — Ammoniumpersulfat

AP 1/2 — Adaptorprotein 1/2

Apo — Apolipoprotein

AS — Aminoséure

ATP — Adenosintriphosphat

BHK — baby hamster kidney

BMI — body mass index

CHO — Chinese Hamster Ovary

CHOanx6 — CHO Annexin 6 Uberexprimierende Zellen
CHO-WT — CHO-Wildtyp Zellen

CP — coated pits

CS — Coverslips

DC — Dunnschichtchromatographie

DMSO - Dimethylsulfoxid

EDTA — Ethylendiamintetraacetat

EE — early endosomes (frihe Endosomen)

EEA1 — early emdosome antigen 1

EGF — epidermal growth factor (epidermaler Wachstumsfaktor)
EH — eps 15 Homologie

ER — endoplasmatisches Retikulum

F — Fraktion

g — Gramm

ges. — gesamt

GFP — Green Fluorescence Protein

GSTanx6 — Annexin 6 gekoppelt an das GST Fusionsprotein

GSTanx64.175 — Mutation von Annexin 6 gekoppelt an das GST Fusionsprotein
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h — Stunden

HDL - high density lipoproteins

HMG-CoA- R /-S — B-Hydroxy- B- Methylglutaryl-CoA- Reduktase/ - Synthase
HPLC — high performance liquidchromatography / Hochleistungschromatographie
HRP — horseradish peroxidase

IgG — Immunglobulin der Gruppe G

IMF — Immunfluoreszenz

kD — Kilodalton

Konz. — Konzentration

LDL — low density lipoproteins

LDL-R — LDL-Rezeptor

LE — late endosomes (spate Endosomen)

LRP — LDL-Rezeptor related Protein

Lys — Lysosomen

mA — Milliampere

MDCK — Madin-darby canine kidney

ml — Milliliter

MRNA — messanger Ribonucleinséure

MTP — Microsomales Triglycerid Transfer Protein
MVB — multivesivular bodies (multivesikulares Kérperchen)
MW — Molekulargewicht

ng — Nanogramm

nm — Nanometer

NPC — Niemann Pick Typ C Protein

NRK — normal rat kidney

@ — Durchmesser

P — Pellet

PBS — Phosphate Buffer Saline

PFA — Paraformaldehyd

PIC — Protease Inhibitor Cocktail

P-Lipide / PL — Phospholipide

PNS — perinucleédrer Supernatant (Uberstand)
RabGDI — Rab 5 Dissoziations-Inhibitor

RCT - reverser Cholesterintransport
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RE - recycling endosomes (rezyclierende Endosomen)

rpm — rounds per minute (Umdrehungen)

RT — Raumtemperatur

SCP — Sterol Carrier Protein

SDS — Sodium Dodecylsulfat

SE - sorting endosomes (sortierende Endosomen)

SER — smooth endoplasmatic reticulum (glattes endoplasmatisches Retikulum)
SNARE - soluble-NEM-sensitive factor (NSF) accessory protein receptors
S.0. — siehe oben

SRB1 — Scavenger Rezeptor Typ 1

sre — Sterol reguliertes Element

Temed — N,N,N,N- tetramethylethylendiamin

TGN — Trans Golgi Netzwerk

TRL — Triglyceridreiche Lipoproteine

U — Uberstand

U18666A - 3-beta-(2-(diethylamino)ethoxy)androst-5-en-17-one
vgl. — vergleiche

VLDL - very low density lipoproteins

VLDL-R - very low densitiy lipoprotein receptor

WB — Westernblot

a — anti

aLBPA — Lysobisphosphatidylsdure

pm — Mikrometer

MM — Mikromol
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