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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Trotz vieler Forschungsanstrengungen sind die genauen physiologischen Funktionen einer
Gruppe von Ca®*-bindenden Proteinen, den Annexinen, weitgehend unklar. Wegen ihrer
Fahigkeit Phospholipide zu binden, wurden sie besonders hinsichtlich einer Aufgabe im
intrazelluldren Membranverkehr untersucht. Die Annexin VI-betreffenden Studien haben sich
dabei bisher auf die Lokalisation, die biochemischen Eigenschaften und Bindungspartner
konzentriert. Unter anderem wurde dem Protein eine potenzielle Aufgabe innerhalb der
rezeptorvermittelten Endozytose zugewiesen. Relativ wenig Daten resultieren in diesem
Zusammenhang aus funktionellen Analysen des zellularen Stoffwechsels, z.B. bei Expression
einer Annexin VI-Mutante. In den letzten Jahren wurden allerdings vermehrt Hinweise
gesammelt, dass das Annexin VI in der Internalisation von Low Density Lipoproteinen eine
forderliche Rolle spielen konnte. Deshalb soll der Einfluss des Proteins auf die
rezeptorvermittelte Endozytose an transient und stabil Annexin VI-tberexprimierenden CHO-
Zellen untersucht werden, die mit radioaktiv markiertem LDL inkubiert werden. Als
Parameter fiir den Stoffwechsel dient dabei die Aufnahme und Degradation des LDL. Sollte
sich ein stimulatorischer Effekt des Proteins auf die rezeptorvermittelte Endozytose
herausstellen, so ergibt sich die Frage, auf welche Art und Weise es dieses bewerkstelligt. Da
im intrazellularen Membranverkehr oftmals Proteine im Komplex oder zumindest enger
Kooperation mit anderen Proteinen Aufgaben bernehmen, kann die Identifikation von
Interaktionspartnern des Annexin VI Aufschluss uUber die tatsdchliche Funktion des Proteins
im zellularen Metabolismus geben. Aus diesem Grund soll ein Proteinbindungsverfahren
etabliert werden, das auf GST-Annexin VI-Fusionsproteinen beruht, die mit Hilfe von
Glutathion-Sepharose-beads gut separierbar und in Hinsicht auf gebundene Proteine leicht zu

untersuchen sind.



Einleitung

2. Einleitung

Die Funktion des Annexin VI innerhalb der rezeptorvermittelten Endozytose sollte in dieser
Arbeit anhand zweier in vitro-Modelle untersucht werden. Gegenstand der Forschung war
einerseits der Einfluss des Proteins auf die rezeptorvermittelte Aufnahme von Low Density
Lipoproteinen und andererseits die Identifikation von Proteinen, die bei derartigen VVorgangen
mit dem Annexin VI interagieren. Im folgenden soll ein Uberblick tiber die Mechanismen der

Endozytose, die Lipoproteine und die Annexin-Familie gegeben werden.

2.1 Endozytoseprozesse

Unter dem Begriff Endozytose werden bei S&ugetieren verschiedene Mechanismen der Auf-
nahme extrazellularer Materialen in die Zelle zusammengefasst (Mukherjee et al., 1997).
Phagozytose, Pinozytose, klathrinabhdngige rezeptorvermittelte und Caveolae-vermittelte
Endozytose stellen die wichtigsten Vertreter dar. Sie spielen eine bedeutende Rolle bei der
Aufnahme von Nahrstoffen, der Regulation der Expression von Zelloberflachenrezeptoren,
der Cholesterinhomdostase und vielen anderen physiologischen Vorgangen. Auch Pathogene
wie Viren oder Toxine benutzen Endozytosewege, um ins Zellinnere zu gelangen. SchlieBlich
sind Fehlregulationen oder Defekte einzelner Komponenten von Endozytoseprozessen ur-
séchlich beteiligt an Krankheiten wie Diabetes mellitus und Atherosklerose.

2.1.1 Klathrinabhangige rezeptorvermittelte Endozytose

Die klathrinabh&ngige rezeptorvermittelte Endozytose bewirkt die Aufnahme von Makromo-
lekilen nach deren Bindung an zelloberflachenstdndige Rezeptoren in sogenannten Coated
Pits (Schwartz et al., 1995). Der Ligand wird mit Hilfe verschiedener endosomaler Strukturen
seiner intrazellularen Bestimmung zugefiihrt. Ein Uberblick tber diesen Endozytoseweg soll

in den ndchsten Kapiteln gegeben werden.

2.1.1.1 Aufnahme von Rezeptor-Liganden-Komplexen in Coated Pits

Die Aufnahme verschiedener Rezeptor-Liganden-Komplexe beginnt in spezialisierten Ab-
schnitten der Plasmamembran, den Coated Pits. Es handelt sich dabei um ins Zellinnere ein-
gestilpte Strukturen einer Grol3e von ca. 150 nm (Willingham et al., 1981), die in den meisten
Zellen 2% der Membranoberflache ausmachen (Anderson et al., 1976). Zu den Liganden, die
an diesen Orten die Zellmembran passieren, gehdren das LDL (Brown et al., 1979), das
Transferrin (Hanover et al., 1985), das Insulin (Pastan et al., 1981), das EGF (Willingham et
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al., 1981) und viele mehr. Einige der zugehdrigen Rezeptoren, wie der LDL-Rezeptor, schei-
nen sich in Coated Pits zu konzentrieren (Anderson et al., 1982). Hingegen gelangt z.B. der
sich bevorzugt in Caveolae aufhaltende EGF-Rezeptor (Mineo et al., 1996) erst nach Bindung
seines Liganden in entsprechende Membranabschnitte (Dunn et al., 1984). Diese Prozesse
werden durch Signalsequenzen innerhalb der zytoplasmatischen Rezeptordomanen vermittelt,
die mit Komponenten der Coats interagieren (Kirchhausen, 2000). Sie spielen auRerdem eine
wichtige Rolle im intrazelluldren Verkehr zwischen verschiedenen Endozytosekompartimen-
ten (Wada et al., 1994).

Die Coats setzen sich aus einer hochorganisierten Matrix von Makromolekiilen zusammen,
die sich in polygonalen Gittern anordnen (Schroder et al., 1991). Die beiden wichtigsten
Komponenten dieser Matrix sind das Klathrin und die sog. Adapterproteine (AP). Klathrin
besteht aus einer schweren (180 kd) und einer leichten (33-36 kd) Untereinheit, wovon sich
jeweils drei Molekiile durch Uberlappung zu einer dreibeinigen Formation zusammenfiigen
(Abb. 1a), (Ungewickel et al., 1981; Pearse et al., 1987). Diese sterndhnlich aussehenden sog.
Triskelione ordnen sich wabenartig an der inneren Oberflache der Coated Pits an, um die ent-
stehenden Endozytosevesikel letztendlich wie ein Netz zu umgeben (Abb. 1b), (Heuser et al.,

1980). Die heterotetrameren Adapterproteine sind wichtige Klathrin-assoziierte Proteine und

Abb. 1: Triskelion und Coated Vesikel (modifiziert aus Lodish et al., 1996)

b) Coated Vesikel

50 nm |

a) Triskelionstruktur

Bindungsstelle fiir
Adapterproteine

Klathrin-
triskelion

Membranvesikel

vor allem das AP2 wurde in Coated Pits gefunden (Robinson, 1992). Wegen der Position zwi-
schen dem Kilathringitter und der Membran des sich ausbildenden Vesikels wird ihnen eine
Mediatorfunktion fur die Klathrinbindung an die Plasmamembran zugeschrieben. Die [3-
Untereinheit scheint dazu an Klathrin zu binden, wohingegen die anderen Untereinheiten mit
den zytoplasmatischen Doménen von Rezeptoren interagieren konnen (Ahle et al., 1989; Heu-
ser et al., 1980).
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Die Losldsung des Vesikels von der Plasmamembran geschieht mit Hilfe von Dynamin. Diese
100 kd-grofRe GTPase legt sich nach Polymerisation wie ein gewundenes Band um den Hals
der Vesikelknospe und nahert die Vesikel-Plasmamembran-Verbindungsstellen einander an
(Takei et al., 1995). Der genaue Mechanismus der Coated Pit-Membranfusion und der Ab-
trennung von der Plasmamembran ist aber noch unklar.

Kurz nach Eintritt in die Zelle verlieren die Vesikel ihren Coat durch ein 70-kd ATP-
abhangiges Enzym, das Chaperonprotein hsc70. Durch Bindung von hsc70 an die Klathrin-
Leichtketten und Hydrolyse von ATP wird der Klathrinmantel wieder zu Triskelionen depo-
lymerisiert (Braell et al., 1984). Die internalisierten Rezeptoren und Liganden werden an das

frihe endozytotische Kompartiment ubergeben.

2.1.1.2 Fruhes und spates endozytotisches Kompartiment

Der Transport von Liganden und Rezeptoren zu ihren Zielen innerhalb der Zelle geschieht
durch die Endosomen. Es handelt sich dabei um hoch dynamische Zellorganellen, die anhand
ihrer intrazelluldren Verteilung, der Morphologie, des pH-Werts und bestimmter Markerpro-

teine in friihe und spate endozytotische Kompartimente unterteilt werden (Tab. 1 und Abb. 2).

Tab.1: Einteilung und Eigenschaften der Endosomen (modifiziert aus Mukherjee et al., 1997)

Frihes endozytotisches Zwischen- Spétes endozytotisches
Kompartiment kompartiment Kompartiment
Organell Sortierende Recycling Endozytotische Spéte Endosomen Lysosomen
Endosomen Endosomen Carriervesikel
Morphologie tubulovesikular tubulér sphérisch mit inneren komplex, tubulér oder wie
Membranen innere Membranen Spate Endosomen
Verteilung peripher verstreut im verstreut im perinukledr perinukledr
Zytoplasma oder Zytoplasma

juxtanukleér

pH 5.9-6.0 6.4-65 <6.0 5.0-6.0 50-55

Rezeptoren und | Transferrin-Rezeptor | Transferrin-Rezeptor Mannose-6- Lysosomale Mem-
und andere Recycling | und andere Recyclin Phosphat-Rezeptor, branglykoproteine

Membranpro- yeling ycling P P giykop

. Rezeptoren, Rezeptoren Lysosomale Mem- und

teine Liganden, die fiir die branglykoproteine Lysosom-assoziierte
Lysosomen bestimmt und Membranproteine
sind Lysosom-assoziierte

Membranproteine

GTP-bindende Rab4, Rab5, Rab11 Rab7, Rab9

Proteine
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In den frihen endozytotischen Kompartimenten werden die Sortierenden von den Recycling
Endosomen unterschieden:

Sortierende Endosomen sind im peripheren Zytoplasma lokalisiert (Gruenberg et al., 1995)
und stellen die erste Station fiir internalisierte Molekile dar. Sowohl die tubulovesikulére
Membranstruktur (Griffiths et al., 1989) wie auch der relativ niedrige pH-Wert von ca. 6.0
(Sipe et al., 1987) sind fir die Sortierfunktion dieser Endosomenpopulation von essentieller
Bedeutung. Es kommt zur Trennung von Molekilen, die entweder fir den Recyclingweg oder

flr den Degradationsweg bestimmt sind. Zum Beispiel gelangen Transferrin und sein Rezep-

tor von hier Uber die Recycling  app. 2: Endosomaler Membrantransport (modifiziert aus Gruen-
berg et al., 1995)

Endosomen zurlick zur
Zelloberflache (Dautry-Varsat
et al.,, 1983), wéhrend LDL
von seinem Rezeptor

abdissoziiert und Uber die

Spéaten  Endosomen die
Lysosomen erreicht, wo es
degradiert wird (Goldstein et
al., 1985). Zur Identifikation

werden der Transferrin-

Rezeptor oder das LDL, aber
auch die Rab-Proteine 4 und 5

Sortieren

benutzt.

Recycling Endosomen finden W
Spiite Endosomen %

Zentriolen

sich verstreut im Zytoplasma
(Gruenberg et al., 1995) und bilden das Bindeglied zwischen Sortierenden Endosomen und
Membranoberflache im Recyclingweg. Sie sind gekennzeichnet durch eine tubulédre Morpho-
logie (Hopkins, 1983), einen pH-Wert von ca. 6.4 (Yamashiro et al., 1984) und das Fehlen
von Molekdilen, die in der Zelle normalerweise degradiert werden (Ghosh et al., 1994). Als
Markerproteine fungieren vor allem das Transferrin und sein Rezeptor (Yamashiro et al.,
1984) sowie die Rab-Proteine 4 und 5 (Bucci et al., 1992; Daro et al., 1996).

Spéte Endosomen verteilen sich tberwiegend perinukledr. Sie haben einen relativ komplexen
Aufbau mit inneren Membranen, die oft als zwiebelartig beschrieben werden. Mit einem pH-
Wert von ca. 5.5 bieten sie ein saures Milieu, in dem wahrscheinlich die ersten Hydrolysie-

rungen von internalisiertem Material stattfinden (Mukherjee et al., 1997). Charakteristisch flr
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Spate Endosomen ist das Vorhandensein des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors (Kornfeld,
1992) und das Fehlen von Transferrin (Mukherjee et al., 1997). Zusétzlich werden die Lyso-
somen-assoziierten Membranproteine (LAMPS) und die Lysosomalen Membranglykoproteine
(Igps) (Kornfeld et al., 1989) sowie Rab7 und Rab9 gefunden (Lombardi et al., 1993; Feng et
al., 1995).

Die perinukledr gelegenen Lysosomen haben einen dhnlich komplexen Aufbau wie die Spaten
Endosomen (Holtzman, 1989). Der pH-Wert zwischen 5.5 und 5.0 (Mukherjee et al., 1997)
gewahrleistet den lysosomalen Enzymen die optimale Umgebung flr eine maximale Aktivitét
hinsichtlich der Degradation von internalisierten Molekilen (Barrett et al., 1972). Wéhrend
LAMPs, Igps, Rab7 und Rab9 ebenfalls Markerfunktion Gbernehmen, fehlt der Mannose-
Phosphat-Rezeptor (Kornfeld et al., 1989).

Unklarheit herrscht noch tber die Zuordnung einer weiteren Endosomenpopulation, welche
wegen ihres Aussehens Multivesikulare Korper (MVB) (Dunn et al., 1986; Jackle et al., 1994)
bzw. wegen ihrer vermuteten Funktion Endozytotische Transportvesikel (ECV) (Gruenberg et
al., 1989) genannt wurden. Diese spharisch aussehenden und mit inneren Membranen ausge-
statteten Organellen stellen eventuell ein Stadium zwischen friilhem und spatem endozytoti-

schen Kompartiment dar.

2.1.1.3 Sortiermechanismen

Das Sortieren von aufgenommenen Rezeptoren und Liganden zwecks Recycling oder Degra-
dation wird mit physikalischen und signalvermittelten Mechanismen begriindet. Physikali-
sches Sortieren basiert auf den Eigenschaften der Organellen wie Geometrie oder pH-Wert
sowie auf der Assoziation von Molekilen mit der Membran oder der Flussigkeit im Lumen.
Auch die GrolRe und Loslichkeit von Partikeln stellt einen wichtigen Faktor dar. LDL zum
Beispiel dissoziiert durch den niedrigen pH-Wert von seinem Rezeptor und akkumuliert an-
schlieBend in der l6slichen Fraktion des vakuolaren Teils der Sortierenden Endosomen. Die
Grole des Lipoproteins, sie betragt 22 nm (Brown et al., 1986), verhindert dabei den Weg-
transport mit den im Durchmesser nur ungeféhr doppelt so groRen Tubuli der sich abtrennen-
den Recyclingfraktion (Mukherjee et al., 1997). Auf der anderen Seite werden Membrankom-
ponenten wohl grundsétzlich erst einmal dem Recyclingweg zugefiihrt. Rezeptormutanten,
deren zytoplasmatischen Doménen verkirzt worden waren, wurden zwar langsam internali-
siert, daftr aber effizient recycled (Jing et al., 1990). Der tubulovesikuldare Aufbau der Sortie-
renden Endosomen bietet einen dazu passenden Erklarungsansatz: Bis zu 80% der Membran-

oberflache befindet sich in den Tubuli (Marsh et al., 1986), weswegen sich auch die Mehrzahl
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der Membranrezeptoren dort aufhalten. Kommt es nun zu fortgesetzten Abknospungen von
Membranteilen, deren Bestandteile recycled werden, so bleiben in den Sortierenden Endoso-
men am Ende die Molekiile, die den Degradationsweg beschreiten sollen (Dunn et al., 1989).

Hingegen beruhen signalvermittelte Mechanismen zur Sortierung wahrscheinlich auf be-
stimmten Aminoséurensequenzen in den transmembrandren oder zytoplasmatischen Domanen
der Rezeptoren. Zum Beispiel wurde eine Dileucinsequenz in der zytoplasmatischen Doméne
des Mannose-Phosphat-Rezeptors dafiir verantwortlich gemacht, dass das Molekil in die
Spaten Endosomen gelangt (Johnson et al., 1992). Sequenzen der 2. Domane des LDL-
Rezeptors (siehe Kapitel 2.2.2) werden auf der anderen Seite flr das Recycling des Rezeptors

zurlck an die Membranoberflache benotigt (Davis et al., 1987).

2.1.1.4 Regulatorproteine

Die Eigenschaften und Funktionen endozytotischer Organellen werden wesentlich mitbe-
stimmt durch integrale Membranproteine oder membranassoziierte Proteine. Als wichtigste
Vertreter sollen hier die Coat-Proteine, die Rab-Proteine und die sogenannten Vesikelfusions-
komplexe dargestellt werden.

Im intrazelluldaren Organellenverkehr sind zumindest 2 Coat-Typen von grof3erer Bedeutung:
Klathrin-Coats und COP-Coats (Kirchhausen, 2000).

Klathrin-Coats mit den Adapterproteinen AP1 bzw. AP2 sind bekannt vom Trans-Golgi-
Netzwerk und der Zellmembranoberfléche. Inzwischen wurden sie auch an Tubuli des frihen
endosomalen Systems entdeckt (Stoorvogel et al., 1996), dort allerdings mit einem eigenen
Adapterprotein, dem AP3 (Dell’Angelica et al., 1997). Uber die genaue Funktion herrscht
Unklarheit. Die Coat-Proteine COP bilden normalerweise einen Mantel um Transportvesikel
des Golgi-Apparats. Komponenten des COP-1 wurden aber auch mit Frihen Endosomen as-
soziiert gefunden (Aniento et al., 1996). Uber die genaue Aufgabe ist ebenfalls wenig be-
kannt.

Unter Vesikelfusionskomplexen werden eine Reihe von Proteinen verstanden, die durch
wechselseitige Interaktion eine spezifische Fusion von Membrankompartimenten vermitteln
helfen (Chen et al., 2001). Sie wurden beschrieben fur den Verkehr von Vesikeln in Synap-
sen, am Endoplasmatischen Retikulum und am Golgi-Apparat (Hicke et al., 1990; Sidhof,
1995). Das Modell sieht vor, dass bestimmte Proteine, ndmlich NSF und SNAPs, Teil einer
generellen Fusionsmaschinerie darstellen, wéhrend sogenannte SNAP-Rezeptoren, SNAREs,
fur die spezifische Erkennung zusammengehdriger Membranabschnitte zustdndig sind. Im

endozytotischen Recyclingweg ist inzwischen ein Homolog eines SNARE-Proteins aus
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synaptischen Vesikeln identifiziert worden (McMahon et al., 1993). Deswegen wird auch fur
den endozytotischen Vesikelverkehr eine Beteiligung von Fusionskomplexen vorgeschlagen.
Rab-Proteine stellen eine Familie niedermolekularer GTPasen dar, die an fast allen Arten von
Membranverkehr beteiligt sind (Pfeffer, 1994; Zerial et al., 2001). Verschiedene Mitglieder
der Familie wurden auch an endozytotischen Organellen gefunden (siehe Tab.1): Rab4 und
Rab5 sind assoziiert mit Friihen Endosomen (Daro et al., 1996; Bucci et al., 1994), Rab11
findet sich hauptséchlich im Recycling Kompartiment (Ullrich et al., 1996), Rab7 und Rab9
représentieren Markerproteine fur Spéate Endosomen (Feng et al., 1995; Lombardi et al.,
1993). Zwar wurden allen diesen Proteinen schon gewisse Funktionen zugeordnet, ihre gene-
relle Aufgabe ist aber noch nicht klar. Eine attraktive Hypothese besagt, dass sie helfen, die
passenden SNARE-Proteine innerhalb von Vesikelfusionskomplexen zusammenzubringen,
um die Fusion unterschiedlicher Membrankompartimente zu bewirken. Hinweise daftr wur-
den schon fiir den Biosyntheseweg gesammelt (Ikonen et al., 1995; Stow et al., 1995). Im
Hinblick auf regulatorische Eigenschaften innerhalb der rezeptorvermittelten Endozytose
stellt das Rab5 das wohl am besten charakterisierte Rab-Protein dar. Es ist beteiligt am Trans-
port klathrinummantelter Vesikel von der Plasmamembran zu Frilhen Endosomen und ein
wichtiger Faktor fur die homotypische Verschmelzung Friher Endosomen (Gorvel et al.,
1991; Bucci et al., 1992). Andere Daten sprechen sogar fiir eine Aufgabe bei der Bildung von
Klathrin-Vesikeln, da Rab5 bei in-vivo-Versuchen die Halbwertszeit von Klathrin-Coated Pits
an der Plasmamembran modulierte (Gorvel et al., 1991) sowie in-vitro fir die Vesikelforma-
tion bendtigt wurde (McLauchlan et al., 1998).

Auf Mitglieder der Annexinproteinfamilie, denen ebenfalls Aufgaben innerhalb des endo-
zytotischen Membranverkehrs zugeschrieben werden, wird spater in dieser Arbeit (Kapitel
2.3.1.3) eingegangen.

2.1.2 Caveolae

Caveolae sind omegaformige Membraninvaginationen einer Gréf3e von 50-80 nm (Van Deurs
et al., 1993), die u.a. in Adipozyten, Fibroblasten und Endothelzellen gefunden wurden (Se-
vers, 1988; Simionescu, 1983). Ihre zytoplasmatische Oberflache ist von zarten Filamenten
bedeckt, welche in elektronenmikroskopischen Bildern oft wie ein gestreifter Uberzug ausse-
hen (Rothberg et al., 1992). Neben der Morphologie werden sie anhand einer Vielzahl bio-
chemischer Eigenschaften beschrieben, wovon die wichtigsten das Vorkommen des Marker-
proteins Caveolin, eine charakteristische Lipidzusammensetzung sowie eine Konzentration

bestimmter Rezeptoren und Signaltransduktionsmolekule darstellen (Tab. 2).
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Tab.2: Molekulare Bestandteile von Caveolae

Molekiilklasse

Molekiilname

Referenz

Lipid Ganglioside Smart et al., 1995
Sphingomyelin Brown et al., 1992
Cholesterin Smart et al., 1996
Phospholipide Fridriksson et al., 1999
Membranrezeptor Platelet Derived Growth Factor Liu et al., 1996

Insulin

Goldberg et al., 1987

Epidermal Growth Factor

Smart et al., 1995

Scavenger-Rezeptor-B1

Babitt et al., 1997

Signaltransduktion

Proteinkinase Ca

Lisanti et al., 1994

Adenylatzyklase

Wagner et al., 1972

Phosphoinositide

Hope et al., 1996

H-Ras

Roy et al., 1999

Die genaue Funktion der Caveolae ist noch unklar, allerdings werden bedeutsame Rollen in-
nerhalb verschiedener physiologischer und auch pathologischer VVorgange diskutiert:

Wegen der Konzentration verschiedener Signaltransduktionsmolekiile wird ihnen eine
Schlisselstellung innerhalb der Signaltransduktion zugerechnet (Anderson, 1998).

Im Lipidtransport fungieren sie als wichtige Durchgangsstation: Neusynthetisiertes Choleste-
rin (Smart et al., 1996) und auch Cholesterin, das von Low Density Lipoproteinen an die Zelle
abgegeben wurde (Fielding et al., 1996), passieren Caveolae, um aus der Zelle ausgeschleust
zu werden. Das cholesterinbindende Markerprotein Caveolin-1 (Murata et al., 1995) fungiert
dabei wahrscheinlich als Teil eines intrazellularen Lipidtransportsystems (Smart et al., 1994).
Die Lokalisation des Scavenger-Rezeptors-B1 (SR-B1) in Caveolae unterstreicht die wichtige
Position dieser Membranstruktur im Lipidverkehr (Babitt et al., 1997), denn SR-B1 vermittelt
einerseits selektiv die Aufnahme von Lipiden aus HDL in die Zelle und ist gleichzeitig wohl
auch far den zellularen Cholesterinefflux zustandig (Krieger, 1999).

Eine weitere wesentliche Aufgabe der Caveolae besteht in der Internalisation von Molekulen,
und zwar unabhangig vom rezeptorvermittelten, klathrinabhangigen Weg. Hierbei werden 2
Mechanismen unterschieden: Der Transzelluldre Transport und die Potozytose.
Transzellul&rer Transport findet vor allem in Endothelzellen statt. Aus Caveolae entstehen
dabei Vesikel, die Molekdile wie Insulin oder Albumin durch die Zelle transportieren (Simio-
nescu et al., 1973; Schnitzer et al., 1994). Kontrovers behandelt wird die Frage, ob es durch

Caveolae sogar zur Bildung transzellulérer Kanale kommt, durch die der Transport kleiner
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Molekiile von der einen Zellseite zur anderen stattfinden kann (Frokjaer-Jensen, 1980; Prede-
scu et al., 1994).

Als Potozytose wird der Mechanismus bezeichnet, durch den extrazellulare Molekdile in Ca-
veolae konzentriert werden, um sie anschlieend zu internalisieren und ans Zytoplasma oder
das endoplasmatische Retikulum abzugeben (Anderson, 1993; Kartenbeck et al., 1989). Der
Endozytosemechanismus scheint dabei prinzipiell &hnlich dem klathrinabhangigen abzulaufen
(Schnitzer et al., 1995). Zu den aufgenommenen Molekilen gehdren z.B. das 5-
Methyltetrahydrofolat (Anderson et al., 1992), virale Pathogene (Anderson et al., 1996),
Cholesterin (Anderson, 1998) und das Choleratoxin (Parton et al., 1994).

2.1.3 Phagozytose und Pinozytose

Phagozytose, auch "Zellfressen™ genannt, steht fur rezeptor- und aktinabhangige Aufnahme
von groflen Partikeln und Mikroorganismen in eine Zelle (Rabinovitch, 1995). Es findet
klathrinunabh&ngig vor allem in spezialisierten Zellen des Monozyten-Phagozyten-Systems
statt (Falkow et al., 1992). Dabei wird ein Partikel entweder direkt iber Rezeptoren der Pha-
gozytenoberflache erkannt oder vorher mit Opsoninen wie Immunglobulinen oder Komple-
mentkomponenten ummantelt, die dann mit spezifischen Rezeptoren interagieren (Greenberg
et al., 1993). Durch eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts umgibt die Fresszelle den
Partikel mit Pseudopodien und es entsteht ein friihes Phagosom (Swanson et al., 1995). In der
Zelle tritt das Phagosom wahrscheinlich noch in Wechselwirkung mit einigen Organellen des
endozytotischen und exozytotischen Membranverkehrs, um letztendlich den Grofiteil des In-
halts nach Verschmelzung mit einem Lysosom zu degradieren (Beron et al., 1995).

Der Begriff Pinozytose, "Zelltrinken", beschreibt die Internalisation von kleinen Molekdlen
und Flussigkeit in die Zelle. Der Vorgang geschieht klathrinunabhangig und wird meist durch
die Aufnahme von sog. fluid-phase Markern wie Horse-Radish-Peroxidase (HRP) gemessen

(Mukherjee et al., 1997). Der genaue Mechanismus dieses Endozytosewegs ist nicht bekannt.

2.1.4 Einfluss der Lipidzusammensetzung von Membranen auf die rezeptorvermittelte
Endozytose

Die Bildung spezialisierter Domanen durch bestimmte Lipide der Zellmembran gehért zu den
wichtigen Modulationspunkten der rezeptorvermittelten Endozytose.

Das Membranphospholipid Phosphatidylinositol kann an verschiedenen Stellen seiner Inosi-
tolkopfgruppe phosphoryliert werden und bildet dadurch die Familie der Phosphoinositide.

Einzelne Phosphoinositide besitzen regulatorische Aufgaben wéhrend einiger Stadien des

10
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Endozytosevorgangs. Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat bindet zum Beispiel B-Arrestine,
die mit Klathrin und AP2 assoziieren, um die Aufnahme von G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren zu vermitteln (Gaidarov et al., 1999). Phosphatidylinositol-3-Phosphat hingegen intera-
giert mit dem frihendosomalen Markerprotein EEAL und spielt damit eventuell eine Rolle bei
der Fusion von Frihen Endosomen (Burd et al., 1998).

Ein anderes Lipid, dem eine Rolle im endosomalen Membranverkehr zugeschrieben wird, ist
die Lysobisphosphatidsdure. Dieses ist strukturell verwandt zum Cardiolipin, verfiigt tber ein
Glycerylphosphorylglycerin-Rickgrat und wird vor allem in Spaten Endosomen und Lyso-
somen gefunden. Das Lipid bildet moglicherweise Mikrodomdnen an inneren Membranen
von Spaten Endosomen und ist dadurch an Sortierfunktionen beteiligt (Kobayashi et al.,
1998).

2.1.5 Die Rolle des Zytoskeletts bei der rezeptorvermittelten Endozytose

Molekiile, die per rezeptorvermittelter Endozytose aufgenommen und in der Zelle degradiert
werden, legen auf dem Weg zu ihrem intrazelluldren Ziel eine nicht unbetrachtliche Strecke
zurlck. Von der Zelloberflache werden sie durch Friihe und Spéate Endosomen bis in perinu-
kledre Bereiche transportiert, was eine Beteiligung von Elementen des Zytoskeletts nahelegt.
Tatsachlich konnten bereits einige Stellen innerhalb des Vorgangs der rezeptorvermittelten
Endozytose identifiziert werden, an denen es zu Interaktionen mit dem Zytoskelett kommt.
Die Innenseite der Zellmembran ist von einem Spektrin-Aktin-Zytoskelett ausgekleidet, wel-
ches wahrend der Abknospung von Coated Vesikeln wahrscheinlich eine Reorganisation er-
fahrt: Einerseits wurde in polarisierten Zellen gezeigt, dass die Endozytose zumindest an der
apikalen Seite von Substanzen blockiert werden kann, die eine Depolymerisation von Aktin
bewirken (Gottlieb et al., 1993). Andererseits verliert an Orten der Vesikelbildung die Zell-
membran bis zu 50% ihres Spektringehalts (Kamal et al., 1998).

Das Spektrin-Aktin-Zytoskelett selbst wird wiederum durch bestimmte Verbindungsmolekile
mit Proteinen der Zellmembran verknipft. Zu diesen Molekilen gehoren v.a. die Ankyrine,
deren entdeckte Fahigkeit zur Assoziation mit Klathrin von Michaely et al. (1999) als not-
wendige Bedingung fiir den Abknospungsprozess betrachtet wird.

Mikrotubuli sind erforderlich fir die Wanderung von Vesikeln in Richtung Zentrum (Aniento
et al., 1993). Es wird angenommen, dass sie Bahnen bilden, an denen sich die Vesikel entlang
bewegen (Robinson et al., 1996). Auch die Fusion von Friihen mit Spaten Endosomen scheint
ohne die Anwesenheit von Mikrotubuli nicht mdglich zu sein (Aniento et al., 1993).

11
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Mikrofilamente (Murphy et al., 1996) und diverse Motorproteine wie Myosin oder Dynein
(\Valetti et al., 1997; Aniento et al., 1993) sind wohl ebenfalls fir fehlerfreien Membranver-
kehr von grof3er Bedeutung.

2.2 Metabolismus der Lipoproteine

Lipide stellen nicht nur die wichtigsten Energietrdger des menschlichen Organismus dar, sie
sind auch wichtige Bestandteile zellularer Membranen, einiger Hormone und anderer biolo-
gisch aktiver Molekile. Nach Verdauung und Resorption im Gastrointestinaltrakt werden
Nahrungslipide tber das Lymphsystem und den Blutkreislauf in die unterschiedlichen Gewe-
be transportiert. Wegen ihrer hydrophoben Eigenschaften geschieht dies in Form von Lipo-

proteinen.

2.2.1 Einteilung der Lipoproteine

Lipoproteine sind spharische Gebilde, die sich aus unterschiedlichen Anteilen Protein, auch
Apolipoprotein genannt, und Lipiden zusammensetzen. Prinzipiell umschlief3t eine hydrophile
Hille, bestehend aus Phospholipiden, freiem Cholesterin und Apolipoprotein, einen hydro-
phoben Kern, der vor allem Triglyceride und Cholesterinester enthalt. Es werden 5 Lipopro-
teinklassen anhand GroRe, Dichte, Zusammensetzung und elektrischer Ladung unterschieden
(Gotto et al., 1986) (Tab. 3).

Tab. 3: Lipoproteinklassifizierung (modifiziert aus Loffler et al., 1997 und Dorner, 1998)

Durchmesser Dichte Lipid/ Apolipoproteine | rel. elektroph.
(nm) (g/ml) Proteinverhéltnis Mobilitat
Chylomikronen 75-1200 <0,96 9812 Al, AIV, CI-CIIL, E, 0 (Start)
B48

VLDL 30-80 0,96-1,006 90/10 CI-ClIl, E, B100 a2 (pra-)
IDL 25-35 1,006-1,019 83/17 B100, E B

LDL 18-25 1,019-1,063 78122 B100 B

HDL 5-12 1,063-1,21 50/50 Al, All, AIV, CI- al

ClilLE

VLDL=Very Low Density Lipoprotein, IDL=Intermediate Density Protein, LDL=Low Density Lipoprotein, HDL=High Density Lipopro-
tein

Die Vielzahl der Apolipoproteine verdeutlicht deren zentrale Stellung im Lipoproteinstoff-
wechsel. Sie fungieren nicht nur als Transportvehikel fiir die Lipide, sondern auch als Kofak-

toren von Enzymen und als Bindungspartner fur Zelloberflachenrezeptoren.

12




Einleitung

2.2.2 Die LDL-Rezeptorfamilie
Im Lipoproteinstoffwechsel gibt es eine Reihe wichtiger Rezeptoren, welche die spezifische
Bindung und Aufnahme von im Blutkreislauf zirkulierenden Lipoproteinen bewirken. Eine
Reihe von Rezeptoren werden auf Grund ihrer Strukturéhnlichkeit zur LDL-Rezeptor-Familie
zusammengefasst. Dazu gehoéren der 1973 entdeckte LDL-Rezeptor (Brown et al, 1986), LRP
(Herz et al., 1988), GP 330 (Raychowdhury et al., 1989), der VLDL-Rezeptor (Takahashi et
al., 1992), LR 11 (Yamazaki et al., 1996) LR8B (Novak et al., 1996) und der Apo-E-
Rezeptor-2 (Kim et al., 1996).

Alle diese Rezeptoren bestehen aus 5 Doménen:

Das aminoterminale Ende tbernimmt die Ligandenbindung. Diese Domane beinhaltet zum
einen Wiederholungen einer cysteinreichen Sequenz und zum anderen eine hoch konservierte
Aminosdurenfolge, die "Complement Type Repeat" genannt wird (Russel et al., 1989). In der
zweiten Domadne kommen wiederum cysteinreiche Wiederholungssequenzen vor, die als
"Growth Factor Repeats" bezeichnet werden und voneinander durch Spacerregionen getrennt
sind. Dieser Teil ist wichtig fur die intrazelluldre pH-abh&ngige Dissoziation von Ligand und
Rezeptor (Davis et al., 1987). Wéhrend der kurzen dritten Doméne Stitzfunktionen zugerech-
net werden, dient die vierte der Verankerung des Rezeptors in der Membran. Das C-terminale
Ende reicht in den Intrazellularraum und weist eine Sequenz aus den Aminoséuren Asp-Pro-
Val-Tyr auf. Diese Aminosaurenfolge, auch als NPXY-Sequenz bezeichnet, vermittelt einer-
seits die Konzentration des Rezeptors in den Coated Pits und andererseits auch dessen Recy-
cling (Chen et al., 1990).

Stellvertretend flr die anderen Rezeptoren soll auf den LDL-Rezeptor genauer eingegangen
werden (Abb.3): Der LDL-Rezeptor besteht aus 839 Abb. 3: Struktur des LDL-Rezeptors
Aminosduren und besitzt im SDS-PAGE ein Molekular-  (aus Loffler et al., 1997)

gewicht von 115 kd (Goldstein et al., 1985). Die N- ! )

terminale Domaéne ist 292 Aminosauren lang und bindet

1.Domane
Bindungsregion

2. Doméane
Growth Factor
Repeats

ApoBigo und ApoE. Auf die 400 Aminosauren zéhlende
2. Doméane folgen 58 Aminosduren innerhalb der 3.

3. Domane
O-Glykosidische
Kohlenhydrate

Doméne. Durch 22 hydrophobe Aminosauren wird der

Rezeptor anschliefend in der Membran verankert. Die

4. Domane
Transmembranérer
Anker

zytoplasmatische C-terminale Doméne setzt sich aus 50

Aminosauren zusammen und bewirkt die Konzentration
5. Doméane
Zytoplasmatischer
Anteil

des Rezeptors in den Coated Pits. Der LDL-Rezeptor

nimmt eine Schllsselstellung bei der Regulation der
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Cholesterinhomoostase sowohl im Intrazellularraum wie auch im Blutplasma ein (Brown et
al., 1986). Mutationen in seiner Sequenz sind die haufigste Ursache fir die familidre Hyper-
cholesterindmie, bei der Betroffene friihzeitig unter atherosklerotischen GefaRveréanderungen
leiden (Hobbs et al., 1997). Zusatzlich spielt er auch eine wichtige Rolle bei der Aufnahme
von VLDL, Chylomikronen und Chylomikronen-Remnants (Yamada et al., 1988, Ishibashi et
al., 1993, Mahley et al., 1999).

2.2.3 Stoffwechselwege der Lipoproteine

Im Lipoproteinmetabolismus wird zwischen einem exogenen und einem endogenen Stoff-
wechselweg unterschieden.

Den exogenen Weg beschreiten Lipide, die mit der Nahrung aufgenommen wurden. Sie wer-
den nach Verdau und Resorption in den Enterozyten zusammen mit einigen Apolipoproteinen
zu Chylomikronen verpackt, als die sie tiber die Lymphbahnen in den Blutkreislauf gelangen.
Im Blut nehmen sie aus dem HDL stammende Apolipoproteine auf, wodurch ihre Eigen-
schaften veréndert werden. Die endothelstdndige Lipoproteinlipase kann nun fir die Hydroly-
se der in den Chylomikronen vorhandenen Triglyceride sorgen (Olivecrona et al., 1993), so
dass die Fettsauren freigesetzt werden und von anderen Geweben aufgenommen werden kon-
nen. Die entstehenden Chylomikronen-Remnants gelangen uber den Blutweg zur Leber. Dort
werden sie durch den LDL-Rezeptor oder das LRP in die Hepatozyten aufgenommen und
schlie3lich abgebaut.

Im endogenen Stoffwechselweg befinden sich Lipide, die vom Kdorper synthetisiert wurden.
Hauptproduktionsstétte ist die Leber, von wo sie mit VLDL die Zirkulation erreichen. Intra-
vaskular erfolgt durch die endothelstdndige Lipoproteinlipase die Hydrolysierung des VLDL
zu IDL, aus welchem in der Leber nach mehreren biochemischen Umwandlungen das LDL
hervorgeht. Das LDL ist das Lipoprotein mit dem grofiten Cholesterinanteil und versorgt die
extrahepatischen Gewebe mit diesem Lipid. Es wird mit Hilfe des Apolipoproteins Bigo durch
den LDL-Rezeptor aufgenommen und intrazellular abgebaut.

Nichthepatische Zellen sind unfahig, uberschissiges Cholesterin abzubauen, weswegen die
toxischen Wirkungen einer Akkumulation verhindert werden mussen. Hierzu dient das aus
der Leber stammende HDL, das den Riicktransport von Cholesterin zur Leber bewerkstelligt.
Das Cholesterin kann dort zur Bildung von Gallensdauren benutzt und dadurch eliminiert wer-
den (Loffler et al., 1997, Schwandt et al., 2001).
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2.2.4 Intrazellulare Wege der Lipoproteine

Wegen der herausragenden Bedeutung des LDL flr diese Arbeit soll zum Aspekt der intra-
zellularen Wege der Lipoproteine ausschlieflich auf die intrazellulare Metabolisierung des
LDL eingegangen werden.

LDL bindet Uber das Apolipoprotein Bigo an den LDL-Rezeptor, der sich mit Hilfe seiner
NPXY-Sequenz der zytoplasmatischen Doméne in einem Coated Pit eingefunden hat. Der
Rezeptor-Ligand-Komplex wird durch einen klathrinummantelten Vesikel internalisiert und
an Sortierende Endosomen Ubergeben. Hier kommt es durch den niedrigen pH-Wert zur Dis-
soziation des LDL-Rezeptors vom LDL. Der Rezeptor gelangt in die tubuléren Auslaufer, die
sich letztendlich von den Sortierenden Endosomen abtrennen und die Recycling Endosomen
bilden. Uber diese Endosomenfraktion gelangt der Rezeptor zuriick zur Membranoberfliche,
wo er fur die erneute Bindung des Lipoproteins zur Verfligung stehen kann. Das LDL akku-
muliert hingegen als Teil der l6slichen Fraktion im vakuoldaren Abschnitt der Sortierenden
Endosomen und gelangt tber die Endozytotischen Carriervesikel in die Spaten Endosomen.
Eventuell beginnen schon in diesem Zellkompartiment die ersten Degradationsprozesse, die
auf jeden Fall in den Lysosomen ihren Abschluss finden. Dabei wird das Apolipoprotein Bigo
durch lysosomale Proteasen gespalten sowie die Cholesterinester durch eine lysosomale saure
Lipase hydrolysiert. Das freiwerdende Cholesterin wird im Zytoplasma entweder reverestert
und in Lipidtropchen gespeichert oder zur Biosynthese z.B. von Membranbestandteilen weiter
verwendet (L6ffler et al., 1997, Schwandt et al., 2001).

Allerdings wird nicht alles LDL (ber den oben beschriebenen Weg degradiert. Ein Teil der
Lipoproteine beschreitet nd&mlich einen Weg, der "Retroendozytose™ genannt wird. Hierbei
bleibt LDL in den Frihen Endosomen an seinem Rezeptor gebunden und wird an die
Zelloberflache zurticktransportiert (Greenspan et al., 1984).

2.3 Die Annexine

Die Annexine stellen eine Familie von Proteinen dar, die durch 2 Merkmale charakterisiert
sind: 1. Eine hochkonservierte Aminoséurensequenz, die als Annexin-Wiederholung bezeich-
net wird, und entweder vier- oder achtmal pro Annexin wiederholt wird. 2. Eine Ca*-
abhangige Bindung an vorzugsweise negativgeladene Phospholipide. Trotz intensiver For-
schungsbemuhungen aus verschiedenen Richtungen ist die physiologische Aufgabe der An-

nexine noch weitgehend unklar.
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2.3.1 Die Annexinproteinfamilie

2.3.1.1 Molekulare Strukturen der Annexine

Zur Zeit sind 13 Mitglieder der Annexinfamilie bekannt, die mit rémischen Ziffern durch-
nummeriert werden. Sie alle bestehen aus einer N-terminalen Doméne und einem Annexin-
kern, der bei den Annexinen Il und VI doppelt vorliegt (Abb. 4). Der Annexinkern ist eine
hochkonservierte Domane, die aus 4 sich wiederholenden und nacheinander geschalteten
Segmenten gebildet wird, jede 70 — 80 Aminoséauren lang (Glenney et al., 1985; Weber et al.,
1986). Diese Segmente werden Annexin-Wiederholungen genannt und zeigen im intra- und
intermolekularen Bereich grolRe Sequenzhomologien (Morgan et al., 1995). Kristallstruktura-

nalysen ergaben folgerichtig eine charakteristische und Abb. 4: Struktur der Annexine

weitgehend (ibereinstimmende Faltung der Kerne ver- (modifiz. aus Gerke et al., 1997)

schiedener Annexine (Gerke et al., 1997). Sie nehmen die  anxiin, v, v, vin ~N T T 1 1]
Form einer kompakten, leicht gekriimmten Scheibe ein, in A i e e R
der die 4 Wiederholungen 4 unterschiedliche Doménen T [ ]
ausbilden. Die Wiederholungen 1 und 4 sowie 2 und 3  Ax!l $ T T T ]

lassen durch Interaktionen hydrophober Seitenketten 2
Anx VI

Module entstehen, die in der Mitte durch eine hydrophile
Pore getrennt sind (Huber et al., 1992).

Anx VI, XI > [ [ T ]
Im gefalteten Molekil umfasst jede Annexin-

Anx Xllla MYR\1
Wiederholung 5 a-Helices, die sich zu einer rechtsge-

Anx XI11b Me~—{ [ [ [ ]

wundenen Superhelix anordnen. Zwischen den Helices
befinden sich kurze Schleifen, von denen diejenigen, die
auf der mehr konvexen Seite der gekrimmten Scheibe
liegen, an der Komplexbindung mit Ca?* beteiligt sind
(Huber et al., 1990). Trotz der sehr &hnlichen Strukturen

Die Rechtecke symbolisieren die Annexin-
Wiederholungen.

Charakteristika der N-terminalen Doménen:
Kleine Rechtecke stehen fur amphipathische a-
Helices, die Elipsen mit der Beschriftung pll
bezeichnen  Bindungsstellen ~ fir ~ S100-
Proteinliganden und MYR bedeutet Myristoylie-
rung. GYP bezeichnet das reichliche VVorhanden-
sein von Glycin (G), Prolin (P) und Tyrosin (Y).

variieren die Anzahl und die exakten Orte der Ca?*-Bindungsstellen zwischen den Annexinen
(Gerke et al., 1997).

Die funktionelle Spezifitat der einzelnen Annexine wird vermutlich durch die unterschiedli-
chen N-terminalen Doménen hervorgerufen, die den Annexinkernen vorausgehen. Sie sind
bei vielen nicht langer als 19 Aminosauren, erreichen aber bei den Annexinen VII und XI
auch uber 100 (Raynal et al., 1994). Die Sequenzen sind hoch variabel und die rdumliche An-
ordnung bis auf einige Ausnahmen noch unbekannt. U.a. werden die N-terminalen Doménen
fur eine intramolekulare Beeinflussung des Kerns verantwortlich gemacht, wodurch die Ca**-

und Phospholipidbindungsfahigkeit des Molekils beeinflusst werden kdnnte (Powell et al.,
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1987; Ando et al., 1989). Zum Teil tragen sie potentielle Phosphorylierungsstellen fiir signal-
transduzierende Proteinkinasen, was ebenfalls die Bindungsféhigkeit fur Phospholipide ver-
andern konnte (Raynal et al., 1994). Die Uberwiegende Zahl der bis jetzt an verschiedenen
Annexinen gefundenen Proteinbindungsstellen lokalisieren sich ebenfalls am N-Terminus.
Sonderstellungen nehmen die Annexine Il und VI ein, da sie aus 2 Annexinkernen bestehen.
Beim Annexin 1l beruht dies auf einer Komplexbildung von 2 Molekulen des S100 Proteins
pll mit 2 Molekiilen Annexin Il. Die Stabilisierung dieser Interaktion wird von hydrophoben
Resten bewerkstelligt, die sich beim Annexin Il in der N-terminalen Doméane und beim p11
am C-Terminus befinden (Gerke et al., 1997). Auf das Annexin VI wird spéter (Kapitel
2.3.2.1) eingegangen.

2.3.1.2 Vorkommen und intrazellulare Lokalisation

Das Vorkommen von Annexinen ist fiir eine groRe Anzahl Organismen beschrieben, bis jetzt
wurden sie in Vertebraten, Insekten, Nematoden und Pflanzen gefunden. Dabei wird in jedem
Zelltyp zumindest ein Familienmitglied exprimiert, meistens kommt es zu einem relativ ge-
websspezifischen Muster der Expression verschiedener Annexine. Einige Mitglieder der Fa-
milie, wie die Annexine I, Il und VI, werden in sehr vielen Zelltypen angetroffen, andere hin-
gegen, dazu gehdren die Annexine VIII und XIII, beschranken sich auf nur sehr wenige. Ins-
gesamt scheint das Expressionsniveau von Annexinen umso hoher zu sein, je weiter die Zelle
differenziert ist.

Viele Annexine wurden bei Lokalisationsstudien mit zellularen Membranen assoziiert gefun-
den. Plasmamembran (Annexine I-VII, XII1) und endozytotische Membranen (Annexine I, II,
IV-VI) stehen diesbezuglich im Vordergrund, teilweise wurden sie aber auch an exozytoti-
schen Membranen (Annexine 11, XIII) sowie dem endoplasmatischen Retikulum (Annexine

V, V1) und einigen anderen Orten gefunden (Gerke et al., 1997).

2.3.1.3 Biochemische Eigenschaften und Funktionen

Eine der zentralen biochemischen Eigenschaften der Annexine ist die Ca®*-abhangige Fahig-
keit zur Bindung negativ geladener Membranphospholipide. Dazu gehdren Phospholipide,
deren Kopfgruppe entweder Phosphatidsdure, Phosphatidylserin oder Phosphatidylinositol
darstellen (Raynal et al., 1994). Zusitzlich kénnen sie eine Ca®*-abhangige Aggregation von
Membranoberflachen, z.B. von Phospholipidvesikeln, bewirken. Hierbei ist nicht klar, ob die
Familienmitglieder mit 4 Wiederholungen 2 Phospholipidbindungsstellen besitzen oder ob sie

eine Selbstassoziation durchfiihren, so dass 2 Molekiile 2 verschiedene Membranoberflachen
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binden (De-La-Fuente et al., 1995; Meers et al., 1992; Creutz, 1992). Bei einigen Annexinen
wurde die Fahigkeit zur Polymerbildung jedenfalls nachgewiesen (Raynal et al., 1994). Zu-
mindest fir die Annexine Il und VI ist bekannt, dass sie 2 Lipidbindungsstellen in einem
Molekdil vereinigen. Relativ groRe Unterschiede zwischen den einzelnen Annexinen gibt es
sowohl beziiglich der Ca?*-Konzentrationen, die zur Phospholipidbindung notwendig sind, als
auch bezuglich der Potenz, Membranen zu aggregieren. Die Annexine | und Il brauchen le-
diglich submikromolare Ca®*-Konzentrationen, Annexin V hingegen Konzentrationen im
mittleren mikromolaren Bereich zur halbmaximalen Bindung (Gerke et al., 1997).

Die Identifikation von Proteinbindungspartnern lieferte weitere Hinweise Uber mdgliche
Funktionen der Annexine. Zu den bis jetzt bekannten Proteinen, die an einzelne Annexine
binden, z&hlen Mitglieder der S100-Proteinfamilie (Erikson et al., 1984), Zytoskelettproteine
sowie Elemente extrazellulérer Strukturen. Bei den Zytoskelettproteinen handelt es sich um F-
Aktin, das an die Annexine I, 11 und VI bindet (Glenney et al., 1986; Gerke et al., 1984; Glen-
ney et al., 1986), und Mitglieder der Spektrinfamilie, die mit Annexin Il und VI interagieren
(Gerke et al., 1984; Watanabe et al., 1994). An Elementen extrazelluldrer Strukturen wurden
Kollagen, das mit Annexin V assoziiert (Pfaffle et al., 1988), Tenascin C (Chung et al., 1994)
und Tissue Plasminogen Activator (Hajjar et al., 1994), die mit Annexin Il in Wechselwir-
kung treten, und das Apolipoprotein Al, welches die Annexine | und VII bindet, gefunden
(Brownawell et al., 1996).

Annexine wurden mit vielen verschiedenen biologischen Vorgéngen in Verbindung gebracht.
Wenigstens einzelnen Annexinen wurden Aufgaben innerhalb der Endo- und Exozytose, im
transmembrandren lonentransport, bei Entziindungsvorgéngen und bei der Blutgerinnung zu-
gerechnet.

Die Vermutung, dass Annexine im endo- und exozytotischen Membranverkehr eine Rolle
spielen kdnnten, basieren auf mehreren Beobachtungen. Die Lokalisation vieler Annexine und
die Fahigkeiten zur Bindung an Membranphospholipide und zur Aggregation von Membra-
nen, legen eine Rolle im Andockungs- und Fusionsprozess von endo- und exozytotischen Ve-
sikeln nahe. Dazu passt auch, dass einige mit Bestandteilen des Zytoskeletts interagieren kon-
nen. Im Mittelpunkt des Interesses standen in diesem Zusammenhang die Annexine I, 11, VI
und XI1IIb (Gerke et al., 1997).

Ein relativ umstrittenes Forschungsfeld ist die Implikation der Annexine mit der Funktion des
lonenkanals. Zwar wurde in einigen in-vitro-Studien gezeigt, dass insbesondere die Annexine
I, V und VII transmembranar selektiv Ca®*-lonen leiten kdnnen. Auch die Analyse der raum-

lichen Struktur, bei der eine zentrale Pore in der Mitte als Leitweg flir lonen gefunden und die
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Begrenzung der Pore durch saure Aminosduren fur eine Kationenselektivitat verantwortlich
gemacht wurden, sprechen flr diese Moglichkeit. Andererseits wurde fur bestimmte Molek-
le, die im physiologischen Rahmen auf keinen Fall lonenkanalfunktion haben kdnnen, schon
gezeigt, dass sie in-vitro lonen tber Membranen leiten. Da Experimente dazu an lebenden
Zellen noch fehlen, muss dieses Gebiet innerhalb der Annexinforschung noch mit Zurlck-
haltung betrachtet werden (Gerke et al., 1997).

Antiinflammatorische und antikoagulatorische Eigenschaften wurden fir einzelne Annexine
auch schon beschrieben, allerdings gibt es noch keinen Aufschluss darlber, ob Annexine
uberhaupt in nennenswertem Mafe sezerniert werden. Deswegen ist eine physiologische Be-

deutung unsicher (Gerke et al., 1997).

2.3.2 Annexin VI

Das Annexin VI wurde 1984 erstmals aus einer Plasmamembranpréparation menschlicher
Lymphozyten isoliert (Owens et al., 1984). Die Annexin-Familie war noch nicht bekannt,
weswegen das Protein damals und in den darauffolgenden Jahren unter verschiedenen Namen,
wie z.B. Calelectrin (Sudhof et al., 1988) oder p68 (Moss et al., 1990) in der Literatur auf-
tauchte. Erst mit der Entdeckung weiterer Proteine &hnlicher Struktur und Sequenz wurde
Klar, dass es sich um eine Genfamilie handelt, in die das Annexin VI einzuordnen ist.

2.3.2.1 Molekularstruktur und Isoformen

Humanes Annexin VI besitzt ein Molekulargewicht von 68 kd und besteht aus insgesamt 674
Aminosduren. Im Gegensatz zu den meisten anderen Annexinen setzt es sich aus 2 Annexin-
kernen und dementsprechend 8 Annexin-Wiederholungen zusammen. Die beiden Kerne wer-
den durch ein Verbindungssegment einer Lange von 44 Aminosauren verbunden, wéhrend die
Abschnitte zwischen den Annexin-Wiederholungen von variabler Lange sind. Der ersten
Wiederholung geht eine Sequenz aus 24 Aminosauren voraus, dabei handelt es sich um die N-
terminale Doméne (Sudhof et al., 1988). Wegen der aufféalligen Sequenzhomologie zwischen
den beiden Annexinkernen wird angenommen, dass das Annexin VI durch Genduplikation
aus einem Vorlauferprotein mit 4 Wiederholungssegmenten entstanden ist (Smith et al.,
1994).

In Kristallstrukturanalysen zeigt sich das Protein in 2 scheibenférmige Halften geteilt. Jede
Halfte besteht aus 4 Domanen, die sich aus 5 a-Helices (A-E) zusammensetzen. Die Helices

ordnen sich im Raum zu einer rechtshandigen Superhelix an. Kurze Schleifen verbinden die
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Helices und diejenigen zwischen Helix A und B sowie D und E werden als potentielle Bin-
dungsorte von Ca®* angesehen. Diese Orte befinden sich allesamt an der leicht konvexen Seite
der Annexinkerne und ermdglichen wahrscheinlich die Bindung an Membranphospholipide
(Avila-Sakar et al., 1998; Driessen et al., 1992).

Das oftmals beobachtete Auftauchen einer Doppelbande im SDS-PAGE fuhrte zur Entdek-
kung zweier Isoformen des Annexin VI. Die cDNAs unterscheiden sich durch ein 18 Nukleo-
tide umfassendes Insert, das fir 6 Aminosauren am Beginn der 7. Wiederholungsdoméne co-
diert. Geringe biochemische Differenzen (Moss et al., 1990; Kaetzel et al., 1994) machen es
mdoglich, dass die beiden Isoformen auch unterschiedliche Funktionen besitzen. Erste Hinwei-

se dafiir wurden bereits gefunden (Fleet et al., 1999).

2.3.2.2 Intrazelluléare Lokalisation und Gewebsverteilung

Annexin VI konnte bis jetzt in fast allen Zelltypen nachgewiesen werden. Die Liste umfasst
u.a. hé&matopoetische Zellen, Hepatozyten, Muskelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen
(Owens et al., 1984; Weinman et al., 1994; Hazarika et al., 1991). Allein in der Plattenepit-
helkarzinomzellinie A431 (Smythe et al., 1994) und in Erythrozyten von Saugetieren (Clark
et al., 1991) scheint das Protein nicht exprimiert zu werden.

Ebenso breit gefachert ist offensichtlich die intrazellulare Verteilung des Annexin VI. Zwar
wurde es auffallend h&ufig an der Plasmamembran lokalisiert (Owens et al., 1984; Tagoe et
al., 1994), doch auch Leberzellmitochondrien (Rainteau et al., 1995), sarkoplasmatisches Re-
tikulum von quergestreiften Muskelzellen (Hazarika et al., 1991) und Phagosomen einer Ma-
krophagenzelllinie (Desjardins et al., 1994) gehoren zu den ermittelten Aufenthaltsorten des
Proteins. Trotz einiger Kontroversen scheint das Protein auch mit dem endozytotischen Kom-
partiment assoziiert zu sein: In Rattenleberendosomen wurde eine spezifische Anreicherung
gefunden (Jackle et al., 1994), in Rattenhepatozyten (Ortega et al., 1998) und WIF-B-Zellen
(Pons et al., 2000) lokalisierte es sich an apikalen Endosomen und in normalen Rattennieren-

zellen kolokalisierte es mit dem préalysosomalen Marker Igp120 (Pons et al., 2000).

2.3.2.3 Biochemische Eigenschaften

Gleichzeitig mit der erstmaligen Isolierung des Annexin VI aus einer Lymphozytenplasma-
membran wurde auch dessen Fahigkeit zur Ca®**-Bindung festgestellt (Owens et al., 1984).
Diese scheint Voraussetzung zu sein fur die Bindung verschiedener Phospholipide und Fett-
séuren. Das Protein zeigte in Bindungsversuchen eine ausgepragte Affinitat vor allem fir ne-

gativgeladene Phospholipide wie Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin und Cardiolipin
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sowie Phosphatidylethanolamin. Hingegen konnte keine Assoziation mit den positivgelade-
nen Phospholipiden Phosphatidylcholin und Sphingomyelin detektiert werden (Edwards et al.,
1987). Auch Fettsauren wie Arachidonsaure, Palmitinsdure und Oleinséure wurden als Inter-
aktionspartner identifiziert (Edwards et al., 1990). Zwar wurden in den entsprechenden in-
vitro-Versuchen teilweise Ca®*-Konzentrationen benétigt, die oberhalb des physiologischen
intrazellularen Ca?*-Spiegels lagen. Doch lassen die Existenz von Zellkompartimenten mit
hoheren Ca?*-Konzentrationen oder die Anwesenheit von Interaktionspartnern, die die Ca®*-
Sensitivitat des Annexin VI erhohen, die physiologische Relevanz offen (Creutz, 1992).

In anderen in-vitro-Versuchen forderten einige Annexine die Aggregation und Fusion von
Phospholipidvesikeln. Im Gegensatz dazu hatte das Annexin VI interessanterweise einen in-
hibitorischen Effekt (Blackwood et al., 1990).

Polymerbildungen wurden fiir mehrere Annexine berichtet und auch Annexin VI scheint dazu
in der Lage. Zwar herrscht Unklarheit tiber das AusmaR der Ca?*-abhangigen Selbstassoziati-
on, die sowohl in Lésung als auch an Membranoberflachen beobachtet wurde. Doch wurde
die physiologische Funktion darin vermutet, Membrankontakte zu erleichtern (Zaks et al.,
1991).

Eine weitere wichtige biochemische Eigenschaft ist die Fahigkeit zur Bindung einiger Protei-
ne. Hierfur wird gemeinhin die N-terminale Doméne verantwortlich gemacht, da sie fir jedes
Annexin spezifisch ist. Allerdings liegen nur wenig konkrete Daten Uber die tatsachlichen

Bindungsregionen innerhalb des Proteins vor.

2.3.2.4 Funktionen und assoziierte Proteine

Die Identifikation einiger Proteine, die mit Annexin VI interagieren, gaben verschiedenen
Forscherteams Anlass, Annexin VI Rollen in unterschiedlichen biologischen Prozessen zuzu-
ordnen. Dazu gehdren die Modulation von lonenkanélen, antiinflammatorische Eigenschaften,
Aufgaben innerhalb der Signaltransduktion, Funktionen im Membranverkehr und in der Ver-
knupfung des Zytoskeletts mit Membranen.

Die selektive Modulation eines Ca**-Kanals wurde bei in-vitro-Versuchen an schweren
Membranen des sarkoplasmatischen Retikulums entdeckt. Annexin VI filhrte hier Ca®-
abhangig zu einer erndhten Offnungswahrscheinlichkeit und einer verlangerten mittleren Off-
nungszeit. Gleichzeitig wurde das Protein immunologisch im intraluminalen Raum von
schweren Vesikeln des Sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Deswegen schlugen die
Autoren vor, dass das Protein eine physiologisch wichtige Rolle bei der Kopplung von Erre-

gung und Kontraktion in Muskelzellen besitzt (Diaz-Munoz et al., 1990).
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Madgliche antiinflammatorische Eigenschaften beruhen auf der Fahigkeit, Arachidonsaure zu
binden. Eventuell kommt es dadurch indirekt zu einer Inhibition der Phospholipase A2, durch
die normalerweise inflammatorisch wirksame Metaboliten entstehen. Auf der anderen Seite
gibt es keine Hinweise einer aktiven Sekretion des Proteins, was flr antiinflammatorische
Aufgaben Voraussetzung ware. Somit ist eine derartige physiologische Rolle fraglich (Ed-
wards et al., 1990).

Die Interaktion mit mehreren Proteinen, die wohldefinierte Funktionen innnerhalb der zellula-
ren Signaltransduktion besitzen, machen es mdglich, dass das Annexin VI selbst Aufgaben
innerhalb dieser biologischen Prozesse bernimmt. Unter anderem wurden Assoziationen mit
der Proteinkinase C (Schmitz-Pfeiffer et al., 1998), dem Ras-spezifischen GTPase-

aktivierenden Protein P120°4?

(Davis et al., 1996) sowie einer 56 kd-Proteinkinase in akti-
vierten Jurkatzellen (Dubois et al., 1995) gefunden. Eine prézise Funktion konnte dem Protein
aber bisher nicht nachgewiesen werden.

Die weitaus meisten Bemuhungen in der Annexin VI-Forschung konzentrieren sich auf po-
tenzielle Aufgaben innerhalb des intrazellularen Membranverkehrs und der Verknupfung von
Membranen mit dem Zytoskelett. Dieses basiert hauptsachlich auf 2 Gegebenheiten: Einer-
seits wurden Elemente des Zytoskeletts oder damit assoziierte Proteine als Bindungspartner
identifiziert. Andererseits ergaben viele Lokalisationsstudien, dass sich der bevorzugte Auf-
enthaltsort des Proteins an der Zellmembran oder intrazellularen Membransystemen befindet.
In den letzten Jahren wurde deswegen verstarkt nach Funktionen vor allem innerhalb endo-
zytotischer Prozesse gesucht.

Bei in-vitro Versuchen an isolierten Plasmamembranen konnte gezeigt werden, dass mit An-
nexin VI-befreitem Zytosol keine Abknospung von Coated Pits mehr stattfand. Annexin VI
allein flhrte nur zu einer maiiigen Knospungsaktivitat, hingegen die Zugabe von Annexin VI
zum Annexin VI-befreiten Zytosol zu voller Aktivitatswiederherstellung (Lin et al., 1992).
Als mdgliche Interaktionspartner bei derartigen Vorgangen kommen Molekile in Frage, wel-
che die physikalischen Veranderungen wéhrend des Abknospungsprozesses vermitteln. Spek-
trin und Aktin stellen in diesem Zusammenhang die beiden wichtigsten Zytoskelettelemente
dar, die bis jetzt als Bindungspartner des Annexin VI identifiziert worden sind (Watanabe et
al., 1994; Hosaya et al., 1992). Auf der anderen Seite ko-immunprazipierte Annexin VI bei
Charakterisierungsstudien von Klathrinvesikeln auch mit Dynamin, welches fiir den letzten
Schritt der Vesikelabtrennung von der Plasmamembran zusténdig ist (Turpin et al., 1997).
Dariiber hinaus gehen Interpretationen, die dem Protein sogar Steuerungsfunktionen innerhalb

des endozytotischen Membranverkehrs zuweisen. In einer Studie wurde die Bedeutung der
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Bindung des Annexin VI an Spektrin flr das Abknospen der Coated Pits von der Plasma-
membran erkannt. Bei der Blockade dieser Interaktion trat eine offensichtlich neue Populati-
on von Endosomen auf, die auf ihrem intrazelluldaren Weg vermutlich fehlgeleitet wurde. Das
mit diesen Endosomen transportierte LDL wurde nachweislich nicht mehr der Degradation
zugefiihrt. Daraus wurde geschlossen, dass durch das Abknospen ohne das Annexin VI den
Endosomen eine wichtige Information fur die Wechselwirkung mit den intrazelluléren
ZytoskelettstralRen fehlte (Kamal et al., 1998).

2.4 Bedeutung der Endozytose bei verschiedenen Krankheitsprozessen

Die verschiedenen Endozytosewege ermoglichen den Eintritt von Molekdlen in die Zelle und
sind deswegen flr einen reibungslosen Ablauf des Zellstoffwechsels essentiell. Defekte oder
Fehlregulationen kénnen dementsprechend zu Zellschédigungen und Krankheiten fihren.

Ein erhdhter Serumcholesterinspiegel stellt einen wichtigen Faktor in der Entstehung der At-
herosklerose dar. Bei der familidren Hypercholesterindmie (Hyperlipoproteindamie Typ 1)
kommt es durch genetisch bedingte Mutationen im LDL-Rezeptor oder im Apoprotein B100
zu einer verminderten oder nicht mehr vorhandenen Internalisation von LDL. Der Serumcho-
lesterinspiegel kann exzessiv hohe Werte annehmen und betroffene Patienten besitzen ein
erhohtes Risiko, frihzeitig an kardiovaskuldren Ereignissen zu versterben (Loffler et al.,
1997).

Viren und Toxine gelangen tber verschiedene Endozytosemechanismen in die Zelle, um dort
den physiologischen Zellstoffwechsel zu verédndern. So bindet z.B. das Diphterietoxin Uber
sein B-Fragment an die Plasmamembran der Zelle und bewirkt dadurch die klathrinabh&ngige
Endozytose. Durch einige Modifikationen gelangt das Molekul (iber die Endosomenmembran
ins Zytoplasma, wo es mit Hilfe des A-Fragments seine pathogene Wirkung auf die Protein-
synthese ausliben kann (London, 1992). Hingegen stellen beim Choleratoxin (Parton, 1994)
oder dem Simian Virus 40 (Anderson et al., 1996) wahrscheinlich Caveolae die Eintrittspforte
zur Zelle dar.

Auch bei den Prionenkrankheiten und beim Morbus Alzheimer stehen die Endozytoseprozes-
se im Mittelpunkt des Forschungsinteresses (Mukherjee et al., 1997). Bis jetzt liegen aber

noch nicht geniigend Ergebnisse vor, um die genaue Rolle zu definieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Agarosegelelektrophoresekammer
Auto-Gamma Cobra 2 Counter
Autoradiographiekammer mit Verstarkerfolien
Bioclav

End-uber-End-Schittler Reax 2
Gelelektrophoresekammer fiir Minigele
Gelelektrophoresekammer P10 DS
Heizblock Thermostat 5320

Inkubator mit Schuttelvorrichtung B6420
Kihlzentrifuge Universal 16 R
Magnetrihrer mit Heizung Ikamag RH

Mikroskop Axiovert 100 mit Ph3 Plan-Apochromat

63er Objektiv
pH Meter ®50
Photometer Lambda 20
Pipettierhilfe Accujet
Powersupply Frigostat
Prézisionspipetten
Schittler Certomat TC-2
Sonifier B12
Trans-Blot Zelle
Ultrazentrifuge TL-100
UV-Detektor mit Digitalkamera
Vortexer Ika-Vibor-Fix VF2
Zellinkubator IR1500
Zellkultur-Werkbank
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Firma

Bio-rad

Packard

Rego

Schiitt
Heidolph
Biometra
Peglab
Eppendorf
Heraeus Instruments
Hettich

Janke & Kunkel

Zeiss

Beckmann

Perkin Elmer
Brand

Desaga
Eppendorf
B-Braun Biotech
Branson Sonic Power
Bio-rad
Beckmann

Intas

Janke & Kunkel
Flow Laboratories
Baker
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Zentrifuge Biofuge 13
Zentrifuge 5810 R
Zentrifuge J2HC
Zentrifuge Universal 16 R
Zentrifuge Varifuge RF

3.1.2 Verbrauchsmittel

Deckglaschen (20 x 20 mm)
Dialyseschlauch

Einmalspritzen (1ml)

Gel-Blotting-Papier GB 002
Injektionskantlen Sterican 27 G
Messkiivetten halb-mikro (10 x 10 x 45 mm)
PD 10 Saule

Pipetten (Glas)

Pipetten (Plastik)

Pipettenspitzen
Plasmid-Maxipréaparationskit

Protran Nitrocellulose Transfer Membran
Quick-Seal-Rohrchen

Reagenzglaser (3,5 ml)

Reaktionsgefale

Rontgenfilm Biomax MR (18 x 24 cm)
Sterilfilter (0,45 pm)

Zahlréhrchen (5 ml) PP test tube und Verschlisse
Zellschaber

Zentrifugenbecher
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Heraeus Instruments
Eppendorf
Beckmann

Hettich

Heraeus Christ

Firma

Superior

Serva

Becton Dickinson
Schleicher & Schll
Braun

Greiner Labortechnik
Pharmacia Biotech
Brand

Becton Dickinson
Greiner Labortechnik
Quiagen

Schleicher & Schll
Beckmann

Sarstedt

Greiner Labortechnik
Kodak

Nunc

Packard

Costar

Beckmann
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3.1.3 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, waren alle Chemikalien von héchstem Reinheitsgrad.

Firma
2-Mercaptoethanol Serva
Acrylamid(30%)-Bisacrylamid(0,8%) Boehringer Mannheim
Agarose Bio-Rad
AgNOQO; (Silbernitrat) Merck
Albumin Standard (2mg/ml) Pierce
Ammonium Persulfat (AP) Bio-Rad
Benzamidine Sigma
Borsaure Merck
Bovines Serum Albumin Sigma
CaCl; (Calciumchlorid) Merck
Chloroform Merck
CuSO, (Kupfersulfat) Merck
Dithioerythritol (DTT) Sigma
ECL-Chemoluminiszenz-Kit Pharmacia Biotech
Essigsaure (CH3COOH) Merck
Ethanol (CH3CH,0H) Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma
Ethylenglykol-bis-N,N,N*,N*-tetraacetat (EGTA) Sigma
Ficoll (Typ 400-D1) Sigma
Fugene 6 Transfection Reagent Boehringer Mannheim
Glutathion Sepharose 4B Pharmacia Biotech
Glutathion Sigma
Glycerol Sigma
Glycin Sigma
HCI (Salzsaure) Merck
Hefeextrakt Difco
Heparin Roche
lodmonochlorid Merck

26



Material und Methoden

Isopropanol (2-Propanol) Merck
Kaliumacetat Merck
Kaliumbromid Merck
Kaliumiodid Merck
Kaliumnatriumtartrat Merck
KCI (Kaliumchlorid) Merck
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck
Methanol (CH30H) Merck
N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad
Na,CO3 (Natriumcarbonat) Merck
Na;HPO4x2H,0 (di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat) Merck
NaCl (Natriumchlorid) J.T. Baker
NaOH (Natronlauge) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Non-Fat Dry Milk (Milchpulver) Bio-Rad
One Phor-all Plus-Puffer Pharmacia Biotech
Trichloressigsaure (TCA) Merck
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma
Triton X-100 Sigma
Tween 20 Merck

Zur Herstellung des Proteaseninhibitorcocktails (PIC) wurden die folgenden Antiproteasen

eingesetzt:

Antipain Calbiochem
Chymostatin Calbiochem
Leupeptin Calbiochem
Pepstatin A Calbiochem

Als ProteingréRenmarker wurden verwendet:

Biotinylierter Proteinmarker (Western Blot) [35 pg/mi] Biolabs
Bovines Leber-Annexin VI [0,5 mg/ml] Biodesign International
Rainbow Coloured Protein Weight Markers RPN 756 Pharmacia Biotech
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Als DNA-GroRenmarker wurde verwendet:

Lambda DNA-HindIll / ®X-174 DNA-Hincll [500 pg/ml] Pharmacia Biotech

Als Radiochemikalie wurde verwendet:

125|_lod (3,7 Mbag/pl) Amersham Life Science
Zum Farben wurden folgende Reagenzien benutzt:

Bromphenolblau (3¢,3*,5°,5*“-Tetrabromophenolsulfonepthalein) Sigma

Coomassie Brilliant Blue G-250 Merck
Ethidiumbromid Sigma
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz Merck
Ponceau-S L6sung 0,2% in 3% TCA Serva
Protein-Silberféarbekit Pharmacia Biotech

3.1.4 Zellkultur und Bakterien
Die Zelllinie CHO-K1 (Puck et. al., 1968) wurde fur transiente und stabile Gentransferexpe-
rimente, Proteinextraktionen und radioaktive Aufnahme— und Degradationsexperimente be-

nutzt.

Firma
Zellkulturmedien:
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
F12 ( HAM) Nutrient Mixture Gibco-Brl
FCS (Fotales Kalber Serum) Gibco-Brl
Geneticin G-418 Sulfat Gibco-Brl
L-Glutamin Gibco-Brl
PBS Dulbeccos Gibco-Brl
Penicillin/Streptomycin Gibco-Brl
Trypsin-EDTA Losung Gibco-Brl
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Zellkulturmaterial:

Cryordhrchen (1,8 ml)
Mehrfachkulturschalen (6-well + 12-well)
Gewebekulturschalen (O 14,5 cm)
Plastikzentrifugenréhrchen (15 ml + 50 ml)
Zahlkammer

Zellkulturflaschen (72 cm? + 162 cm?)

Nunc

Costar

Nunc
Falcon/Becton-Dickinson
Thomae

Costar

Der kompetente Bakterienstamm E. coli JM 109 (Yanish-Peron et al., 1985) wurde fir Trans-

formationen, Klonierungen, Préparationen von Plasmid-DNA und Proteinextraktionen be-

nutzt. Der Stamm wurde kommerziell bei der Firma Promega erworben.

Material fir Bakterienkultur:
Bakterienkulturschalen (9 cm)
Sterile R6hrchen (17,0/100 mm)

Einmal Impfschlingen

Medien und Chemikalien zur Bakterienkultur:

Agar
Ampicillin
Hefeextrakt

Isopropyl 3-D-Thiogalactosidase (IPTG)
Trypton

29

Costar
Greiner Labortechnik

Nunc

Difco
Sigma
Difco
Pharmacia Biotech
Difco



Material und Methoden

3.1.5 Antikorper
Priméare Antikorper in Western Blots:

Bezeich- Ur- Antigen Herkunft Verdln-
nung/Firma sprung nung
AB3718 Schaf Synthetisches Peptid des | Polyklonal 1:250
Annexin VI N-Terminus: | (Affinitatsgereinigt)
MAKIAQGAMYR aus
Rattus norwegicus
(Grewal et. al., 2000)
1C0908 Kanin- | Annexin VI aus Endoso- | Polyklonal 1:100
chen menfraktionen
(Ortega et. al., 1998)
D 25520/Becton | Maus Dynamin Monoklonal 1:1000
Dickinson
S1515/Sigma Kanin- | humanes Spektrin Polyklonal 1:400
chen
3F10/Roche Ratte Hamagglutinin Monoklonal 1:500
#711/Prof. Dr. J.|Kanin- |LDL-Rezeptor Polyklonal 1:500
Herz (Dallas) chen
C13630/Becton | Kanin- | Caveolin Polyklonal 1:7500
Dickinson chen

Sekundare Antikorper zur Immundetektion in Western Blots:

Firma

Hase-anti-Schaf F(ab‘),-Fragmente HRP-konjugiert Jackson Immuno
Research
Ziege-anti-Hase F(ab“),-Fragmente HRP-konjugiert Jackson Immuno
Research
Ziege-anti-Maus F(ab*),-Fragmente HRP-konjugiert Jackson Immuno
Research
Ziege-anti-Ratte F(ab‘),-Fragmente HRP-konjugiert Jackson Immuno

Research

30




Material und Methoden

Als Antikdrper gegen den biotinylierten Protein-Marker wurde verwendet:

Anti-Biotin-Antikorper HRP-konjugiert Sigma

3.1.6 Vektoren, Restriktionsendonukleasen und Oligonukleotide

Firma
Vektoren:
pCMVSPORT-Bgal Gibco-Brl
pGEX-KG Pharmacia Biotech
pGEMT-easy Promega
pcDNA3.1+ Invitrogen
pCMVhLDLR Arbeitsgruppe Beisiegel
Restriktionsendonukleasen:
Enzym Konzentration Schnittstelle Firma
Aspl 10000 U/ml GIGTACC Boehringer
HindlIll 18000 U/ml ALAGCTT Pharmacia Biotech
Xbal 11000 U/mi TICTAGA Pharmacia Biotech
BamHI 10000 U/ml GIGATCC Pharmacia Biotech
Ncol 5000 U/mi CLCATGG Pharmacia Biotech

Oligonukleotide:

Zur Konstruktion und Sequenzierung von Annexin VI- und Mutanten-exprimierenden Vekto-

ren wurden die folgenden Oligonukleotide verwendet:
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Name Position/Firma Sequenz
(Ratten Annexin VI cDNA)

Anx1-Primer +1-23 5‘-ATGGCCAAAATAATAGCACAGGGTGC-3¢

Anx2-Primer +1998-2019 5*-GTCTTCTCCACCACAGAGCGC-3*

Anx15-Oligo +1-21/44-53 5‘-GCAAGCTTGCCGCCACCATGGCCAAAATAGCACA-
GGGTACGACTTCGC-3¢

Anx16-Oligo +1-53 5‘GCAAGCTTGCCGCCACCATGGCCAAAATAGCACA-
GGGTGGCATGGCCCGAGGC-3*

T7-Primer Pharmacia Biotech 5-GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGC-
CGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT-3*

SP6-Primer Pharmacia Biotech 5-AGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCAT-
ATCCTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGT-
GATT-3*

3.1.7 Enzyme

E. coli DNA-Polymerase | (Klenow-Polymerase) [2,000 U/ml]

T4 DNA-Ligase [6,200 U/ml]
Tagq DNA Polymerase [5,000 U/ml]
Thrombin Protease [>7,500 U/mg]

3.2 Methoden

3.2.1 Klonierungen

Firma

Boehringer
Promega
Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Rekombinante Plasmide wurden nach den Standardmethoden von Sambrook et al. (1989)

hergestellt und charakterisiert.

Erzeugung von Annexin VI-Expressionsvektoren:

Die gesamte Annexin VI-cDNA wurde aus einer Rattenleber Genom-Bibliothek (Uni-Zap
XR) der Firma Stratagene isoliert (Abb. 5).
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Abb. 5: Amplifikation der +1nt +2019nt
Annexin VI-codierenden
Region per Polymeraseket- i 2,8 kb i

tenreaktion ) - )
Ein N-terminaler 5°-Annexin N-Terminus Annexin VI cDNA C-Terminus

I- und ein reverser Annexin
I1-Primer wurden zur Isolati-
on eines 2,2 kb-Fragments

benutzt, welches die kom- ; . Stop Xbal
plette kodierende Region von :Inrlgl:;!r:?esz—b PCR-Amplifikation 4—— Rey. Anxil-
Annexin VI aus Rattus norve- Primer
gicus (Fan et al., 1995) ent-

hielt.

Nach der Subklonierung in einen pGEMT-easy Vektor wurde das PCR-Fragment mit Hilfe
eines T7- und eines reversen SP6-Primers sequenziert. Der anschliessende Verdau mit den
Enzymen Xba und Hindlll ergab ein Annexin VI-Fragment, welches in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3.1+ kloniert wurde und somit die pcDNAanx6 lieferte. Zur Ex-
pressionskontrolle diente ein Cytomegalievirus-Promoter.

Herstellung der Mutanten von Annexin VI:

C-terminale Deletionsmutante 1-175:

Die pcDNAanx6 wurde Aspl-verdaut, mit der Klenow Polymerase behandelt und dann einem
Hindlll-Verdau unterzogen. Das dabei entstehende Hd-(Asp-)Fragment wurde isoliert und mit
dem pcDNAS3.1+-Vektor religiert. Dieses lieferte del 1-175.

N-terminale Deletionsmutante del 8-15:

Zur Konstruktion dieser N-terminalen Mutante wurde die Annexin VI cDNA mit dem Anx15-
Primer amplifiziert. Dieses 5‘-Oligonukleotid enthielt eine interne Deletion von 22 Nukleoti-
den, entsprechend del 8-15. Auf die Subklonierung in den pGEMT-Vektor und anschlielende
Sequenzierung folgte ein Hindlll-Xbal-Verdau. Das isolierte Fragment wurde in den
pcDNA3.1+-Vektor kloniert.

N-terminale Punktmutante aaTyr — Ala:

Fur diese N-terminale Mutante wurde als 5‘Primer in der Polymerasekettenreaktion ein Oli-
gonukleotid (Anx16-Primer) verwendet, das als zehnte Aminosdure ein Alanin codiert.

33



Material und Methoden

3.2.2 Restriktionsverdau

1 pg DNA wurde mit Restriktionsenzymen der Firma Pharmacia Biotech unter Zugabe von
einer vom Hersteller vorgegebenen Menge 10 x One-Phor-All plus Puffer (100 mM Magnesi-
umacetat, 100 mM Tris-acetat, 500 mM Kaliumacetat) verdaut. Durch Zugabe von Aqua bi-
dest wurde das Volumen auf 10 pl erhéht und anschliessend fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

Eine Agarosegelelektrophorese diente der Auftrennung der DNA-Fragmente.

3.2.3 Agarosegelelektrophorese

Den Proben wurde zum Beschweren 1,5 pl Probenpuffer hinzugegeben, der sich aus 1 x TBE
(90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA) 0,05% Bromphenolblau und 8,75% Ficoll zusammensetz-
te. Als GrolRenmarker wurde ein Lambda DNA-HindllI-Marker (Pharmacia) benutzt.

Ein einprozentiges Agarosegel wurde zur Auftrennung von DNA-Fragmenten benutzt. Hierzu
wurde 1 g Agarose in 100 ml 1 x TBE unter Erwarmung aufgeldst. Nach Abkuhlung auf ca.
60°C wurde fluoreszierendes Ethidium-Bromid zugegeben, dessen Endkonzentration bei 0,85
pg/ml lag. Das Gemisch wurde nun in einen Schlitten gegossen und ein Kamm zur Ausbil-
dung von Taschen aufgesteckt. Die weitere Abkiihlung ergab die vollstandige Polymerisation
der Agarose, so dass der Kamm entfernt und der Schlitten in die Elektrophoresekammer Gber-
fuhrt werden konnte. Hier wurde die Agarose mit 1 x TBE bedeckt und mit den Proben bela-
den. Eine Spannung von 60 Volt fiir 1,5 bis 2 Stunden erbrachte eine ausreichende Laufstrek-
ke in Richtung Anode, um die bei neutralem pH negativ geladenen DNA-Fragmente aufzu-
trennen. Die Ethidiumbromid/DNA-Komplexe wurden unter UV-Bestrahlung sichtbar ge-

macht und photographisch dokumentiert.

3.2.4 Transformation von Bakterien

Die Transformation von Bakterien wurde nach den Standardmethoden von Sambrook et al.
(1989) durchgefiinrt.

Kompetente Escherichia coli-Bakterien vom Stamm JM109 wurden bei — 80°C gelagert und
vor der Transformation fir 10 Minuten auf Eis aufgetaut. 25 ul der Bakteriensuspension wur-
den in ein Reaktionsgefal uberfuhrt und 10 bis 100 ng DNA zugegeben. Eine zwanzigminiti-
ge Inkubation auf Eis diente der Inhibition der Zellwandsynthese, so dass die DNA ungehin-
dert in die Zellen aufgenommen werden konnte. Die nachfolgende einmin(tige Erwérmung
auf 42°C in einem Heizblock flhrte zur Induktion der Zellwandsynthese. Danach wurden die

Bakterien wieder fir 2 Minuten auf Eis gelegt. Mit Hilfe von 600 pl LB (Luria Bertani)-
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Medium (10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl in 1 Liter Aqua dest; pH = 7.0) wurden
die Bakterien fur eine Stunde bei 37°C in einem Schuttelinkubator vermehrt. Zwei ampicil-
linhaltige (100 pg/ml) LB-Agar-Bakterienkulturschalen wurden nun mit 200 bzw. 400 ul der
Bakteriensuspension beimpft. Autoklavierter LB-Agar enthielt 15 g Agar in 1 Liter LB-
Medium. Die Schalen wurden nach zehnminatiger Trocknung bei Raumtemperatur umgedreht
bei 37°C Uber 12 Stunden inkubiert, so dass am ndchsten Morgen sichtbare, vereinzelt ste-
hende Bakterienkolonien zu sehen waren. Die Platten wurden luftdicht abgeschlossen und bei

4°C gelagert.

3.2.5 DNA-Mini- und Maxipraparation
GemaR den Standardmethoden von Birnboim et al. (1979) wurden transformierte und selek-
tionierte Escherichia coli (JM 109) benutzt, um mittels Mini- und Maxipraparation Plasmid-

DNA zu gewinnen. Fur diese Verfahren wurden Kits der Firma Qiagen benutzt.

Minipraparation:

Eine ausgewdhlte Bakterienkolonie wurde tber Nacht in 1,5 ml ampicillinhaltigem LB-
Medium bei 37°C geschdttelt. Die Bakteriensuspension wurde dann fir eine Minute bei 8000
rpm zentrifugiert und das entstandene Pellet in 200 pl Puffer 1 (50 mM Tris, 10 mM EDTA
und 100 pg/ml RNAse A) resuspendiert. Mit Hilfe von 200 pl des Quiagen-Puffers 2 (0,2 M
NaOH, 1% Natriumdodecylsulfat) wurden die Bakterien auf Basis einer pH-Wert-Steigerung
lysiert. Die funfmindtige Inkubationszeit bei Raumtemperatur bewirkte zusatzlich zweierlei:
Das Natriumdodecylsulfat solubilisierte die Phospholipide und Proteinkomponenten der
Zellmembranen und das NaOH denaturierte die chromosomale und Plasmid-DNA. Zur Neu-
tralisation wurden 200 pl eisgekihlter Quiagen-Puffer 3 aus 3 M Kaliumacetat zugegeben,
was wegen der erhdhten Salzkonzentration auch noch die genomische DNA, Zelltrimmer und
Proteine zur Prézipitation brachte. Hingegen renaturierte die kleinere kovalent geschlossene
Plasmid-DNA, die somit in Ldsung blieb. Zur Trennung der beiden Fraktionen wurde das
Gemisch 10 Minuten auf Eis gelegt und dann fur 10 Minuten bei 13000 rpm in einer Heraeus
Biofuge 13 zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die darin befindliche Plasmid-
DNA mit zweifachem Volumen Ethanol absolut gefallt und fur 15 Minuten bei 13000 rpm
pelletiert. Eine Waschung mit 70% Ethanol diente der Entfernung prazipitierter Salze und der
Loslichkeitserhbhung. Es folgten eine erneute Zentrifugation, eine Lufttrocknung des Pellets
und die Resuspension dieses Pellets in 30-50 pl Aqua bidest. Bei hoher Effizienz ergab die
Préparation 5-8 g Plasmid-DNA, die bei —20°C gelagert wurde.
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Die in der Minipraparation gewonnene Plasmid-DNA wurde nach Restriktionsenzymverdau

in der Agarosegelelektrophorese kontrolliert, bevor eine Maxipraparation begonnen wurde.

Maxipréaparation:

1 ml Bakterienkultur wurde in 200 ml ampicillinhaltigem Medium fir 12-16 Stunden bei
37°C geschiittelt (120 rpm), was eine Dichte von ca. 1 x 10° Zellen pro ml ergab. Anschlie-
ssend wurde die Suspension mit jeweils 10 ml der beschriebenenen Quiagen-Puffer 1,2 und 3
behandelt. Der Plasmid-DNA-haltige Uberstand wurde nun in eine mit Quiagen-QBT-Puffer
(750 M NaCl, 50 mM MOPS (3-N-morpholinopropansulfonsaure), 15% Isopropanol und
0,15% Triton X-100) equilibrierte Quiagen-tip-Sdule gegeben. Die Sdule war mit Diethylami-
noethanol beschichteten Silikat-Partikeln bestlickt. Diese Partikel traten, abhéngig von pH-
Wert und Salzkonzentration, mit den Phosphatgruppen der Plasmid-DNA in Wechselwirkung.
Zur Entfernung von RNA- und Proteinresten wurde die Sdule zweimal mit 30 ml Quiagen-
QC-Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Isopropanol; pH 7.0) gewaschen. Zur Elution der
gebundenen DNA wurden 15 ml des Quiagen-QF-Puffers verwendet, der aus 1,25 M NaCl,
50 mM Tris, 15% Isopropanol (pH 8.5) bestand. Auf die Fallung mit 10,5 ml Isopropanol
folgte eine dreiBigminutige Zentrifugation bei 15000 rpm. Das DNA-Pellet wurde mit 70%
Ethanol gewaschen und in 100 pl Aqua bidest aufgenommen. Die Ausbeute betrug 0,5-2 mg
DNA.

3.2.6 Zellkultur

Adhérente CHO-Zellen wurden in 72 cm?- oder 162 cm®~Zellkulturflaschen kultiviert. Sie
waren dazu mit 15 ml bzw. 30 ml Nahrmedium bedeckt, das aus F12 (HAM) Nutrient Mixtu-
re, 10% fotalem Kélberserum, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin bestand. Bei
Zellklonen war dem Néahrmedium zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks noch zusétzlich
1 mg/ml G-418 beigemischt. Fur ginstige Umgebungsbedingungen sorgte ein Zellinkubator,
der eine Temperatur von 37°C, einen Luft-CO,-Gehalt von 5% und geséttigte Luftfeuchtigkeit
bot. Nach 2 bis 3 Tagen Wachstum und Vermehrung der Zellen im Zellinkubator mussten die
Zellen ausgediinnt werden. Hierzu wurden die Zellen in einer sterilen Zellkulturwerkbank von
ihrem alten Nahrmedium befreit, einmal kurz mit PBS gewaschen und anschliel3end fir eine
Minute mit 5 ml bzw. 10 ml Trypsin-EDTA angedaut. Zum Stoppen der Proteolyse wurden
10 ml bzw. 20 ml N&hrmedium zugegeben und die suspendierten Zellen je nach Bedarf aus-

gedunnt.
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3.2.7 Ausplattieren von Zellen

2 Tropfen suspendierter Zellen wurden in eine Z&hlkammer Gberfuhrt und quantifiziert. Ent-
sprechend der ermittelten Zellzahl pro 1 ml wurde ein Aliquot in 6-well- oder 12-well-
Mehrfachkulturschalen gegeben, welches mit Nahrmedium auf ein Endvolumen von 2 ml

bzw. 1,5 ml aufgefullt wurde.

3.2.8 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Suspendierte Zellen wurden in Plastikzentrifugenréhrchen bei 1800 rpm fur 5 Minuten in ei-
ner Eppendorf 5810 R abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Gefrierlosung (80%
Nahrmedium, 10% DMSO, 10% fotales Kalberserum) resuspendiert und anschliessend in
Cryordhrchen gegeben. Die Cryor6hrchen wurden mehrere Stunden lang bei 4°C vorgekihilt,
bevor sie bei -80°C eingefroren wurden. Nach 3 Tagen erfolgte ein Transfer in flissigen
Stickstoff.

Zum Wiederauftauen wurden die Cryordhrchen fiir 90 Sekunden bei 37°C erwdrmt und der
Inhalt in 10 ml Nahrmedium aufgenommen. Es folgte eine Zentrifugation tber 3 Minuten bei
1800 rpm, worauf der Uberstand verworfen und das Pellet in Nahrmedium resuspendiert wur-

de. Die Zellsuspension wurde zur Kultur wieder in eine Zellkulturflasche tberfuhrt.

3.2.9 Transfektion

Transiente Gentransferexperimente an CHO-Zellen wurden mit Fugene 6 Transfektionsrea-
genz (Boehringer) durchgefiihrt. Bei dieser Substanz handelte es sich um eine nicht-
liposomale Mischung aus Lipiden in 80% Ethanol. Ein Gentransfer fand an Zellen statt, die
24 Stunden zuvor in eine 12-well Schale oder in eine 6-well Schale ausplattiert worden waren.
Dabei hatte die Anzahl, gemaR der unterschiedlichen Grundflache der Locher, 1x10°/well
bzw. 2x10°/well betragen, was dann zum Zeitpunkt der Transfektion eine etwa 80%ige Kon-
fluenz ergab. Das Fugene 6 Reagenz wurde in F12 Nutrient Mixture tUberfuhrt und fur 5 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde tropfchenweise auf die zu transfi-
zierende Plasmid-DNA gegeben und flr weitere 15 Minuten inkubiert. Die Locher der Mehr-
fachkulturschalen wurden nun mit der aus Lipid-DNA-Komplexen bestehenden Ldsung be-
traufelt und leicht geschuttelt. VVor weiterer Verwendung wurden die Zellen 16-24 Stunden bei
37°C inkubiert. Das Verhéltnis von DNA (ug) : Fugene 6 (ul) : F12 Nutrient Mixture (ul)
betrug 1 : 2 : 100. Bei einer Mehrfachkulturschale mit 6 Léchern wurden 2 ug DNA/well, bei

einer Mehrfachkulturschale mit 12 Léchern wurde 1 pug DNA/well transfiziert.
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3.2.10 Herstellung einer stabilen Zelllinie

Zur Herstellung einer stabilen Zelllinie wurden 1,5 x 10° CHO-Zellen in eine Gewebekultur-
schale ausplattiert und mit 15 ml N&hrmedium, bestehend aus F12 (HAM) Nutrient Mixture,
10% fotalem Kalberserum, 1% L-Glutamin und 1% Penecillin/Streptomycin, bedeckt. Nach
einer Inkubation Uber 24 Stunden bei 37°C waren die Zellen zu ca. 80% konfluent. Es erfolgte
deshalb die Transfektion mit 10 pg DNA und erneut eine Inkubation Uber 24 Stunden bei
37°C. Die Zugabe von Geneticin G-418 Sulfat in einer Konzentration von 1 mg/ml flhrte in
den nachsten Tagen zu einem massiven Zellsterben und zu einer Selektion von Zellen, die die
transfizierte DNA fest in ihr chromosomales Erbgut integriert hatten. Das Zellmedium inklu-
sive des Geneticin G-418 Sulfat wurde innerhalb von 6 Tagen noch dreimal gewechselt, bis es
zur gut sichtbaren Ausbildung resistenter Zellklone kam. Aus 12 dieser an unterschiedlichen
Orten gewachsenen Zellklone wurden jeweils einige wenige Zellen abgesaugt und in 12-well-
Mehrfachkulturschalen, die mit 1,5 ml Nahrmedium inkl. Geneticin G-418 Sulfat gefullt wa-
ren, Uberfuhrt. Nach siebentégiger Vermehrung unter mehrmaligem Wechsel des Geneticin
G-418 Sulfat-haltigen Mediums hatte sich in allen Mehrfachkulturschalenléchern ein konflu-
enter Zellrasen entwickelt. Per Trypsin-Andau wurden die Zellen in Suspension gebracht und
ca. 80% eines jeden wells einer Proteinextraktion unterzogen. Die Proteine wurden in der So-
dium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Expression des
transferierten Gens mit Hilfe von Western Blot und Immundetektion untersucht.

3.2.11 Proteinextraktion aus Zellen

Proteinextraktion aus Zellen in Mehrfachkulturschalen:

Zum Nachweis der Uberexpression von Proteinen durch Gentransferexperimente wurden
CHO-Zellen in Mehrfachkulturschalen ausgesat und 24 Stunden spater transfiziert. Etwa 16-
24 Stunden danach wurde das Nahrmedium abgenommen und die Zellen kurz mit PBS (140
mM NacCl, 2,5 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,HPO,; pH 7.3) gewaschen. Die Zel-
len wurden mit einem Schaber vom Boden der Ldcher abgelost, in einem kleinen VVolumen
PBS resuspendiert und in einen Zentrifugenbecher tberfiihrt. Eine dreiminltige Zentrifugati-
on bei 1800 rpm in einer Eppendorf Zentrifuge 5810 R ergab ein Zellpellet, das zur Lysierung
in 200 pl Solubilitatspuffer aufgenommen wurde. Dieser Puffer (pH 7.4) beinhaltete 1% Tri-
ton X-100, 50 mM Tris, 2 mM CaCl, 80 mM NaCl und zusatzlich PIC (Proteaseninhibitor-
cocktail: 1 mM Pepstatin A, 10 mM Chymostatin, 10 mM Leupeptin, 10 mM Antipain) im
Verhaltnis von 1:1000. PIC ist eine Mischung aus Antiproteasen und soll die Wirkung freige-

setzter intrazellularer Proteasen moglichst gering halten. Die Zelllyse fand fiir 30 Minuten bei
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Raumtemperatur statt, anschliessend wurde fur 3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und der
proteinreiche Uberstand abgenommen.

In eine 12-well Kulturschale wurden 1 x 10° Zellen/well ausplattiert. Zum Transfektionszeit-
punkt ergaben sich dadurch ca. 1,5-2 x 10° Zellen und bei der Proteinextraktion ca. 3-4 x 10°
Zellen/well. Dies ergab eine Proteinextraktionsmenge von ca. 200-300 pg/well. Transfiziert
wurde in eine 12-well Mehrfachkulturschale 1 pg DNA pro well. Fir 6-well Kulturschalen
sind alle angegebenen Werte zu verdoppeln.

Proteinextraktion aus Zellen in Gewebekulturschalen:

Zur Proteinextraktgewinnung fir GST-Fusionsprotein-Bindungsversuche wurden CHO-
Zellen auf Gewebekulturschalen (O 14 cm) subkultiviert. Nach ca. 48 Stunden Inkubation bei
37°C hatten sie eine fast 100%ige Konfluenz, was ca. 1-2 x 10” Zellen entsprach. Nach einer
kurzen Waschung in PBS wurden die Zellen mit ca. 5 ml PBS bedeckt und mit einem Zell-
schaber vom Boden abgel6st. Die Zellsuspension wurde in einen Zentrifugenbecher Gberfihrt,
fir 5 Minuten bei 2400 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in 2 ml Lysispuffer (50 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100; pH 7.4) aufgenommen. Nach 30 Minuten Inkubation
auf Eis wurde das Zelllysat in 1,5 ml Reaktionsgefélie tberfiihrt und in einer Hettich Univer-
sal 16 R bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abgenom-
men und die Proteinkonzentration bestimmt. Aus einer Gewebekulturschale resultierten ca. 10

mg Protein.

3.2.12 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden nach der Methode von Lowry et al. (1951)
durchgefiihrt. Dazu wurde der Probe ein Aliquot entnommen, je nach erwarteter Proteinkon-
zentration zwischen 2 und 100 pl, und mit Aqua bidest auf ein Volumen von 400 pl aufge-
fullt. Es folgte die Zugabe von 1 ml Lowry-L6sung, die sich aus 3% Na,CO3 in 0,15 N NaOH
(A), 2% Kaliumnatriumtartrat (B) und 1% CuSO4x5H,0 (C) zusammensetzte. Das Verhéltnis
von A : B : C betrug dabei 65 : 1 : 1. Die Proben wurden gevortext, 10 Minuten inkubiert und
dann mit 125 pl Folinreagenz, das im Verhéltnis 1 : 1 mit Aqua bidest verdlnnt war, versetzt.
Nach dreiBigmindtiger Inkubation wurden die Proben in Photometerkivetten umgefillt und
mit einem Lambda 20 Photometer bei einer Wellenldnge von 750 nm gemessen. Standardi-
siertes Rinderalbumin mit einer Konzentration von 2 mg/ml diente der Ermittlung einer Eich-
geraden, deren Steigung die Umrechnung von der Extinktion auf die Konzentration der Pro-

ben erlaubte.
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3.2.13 Auftrennung von Proteinen durch Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Vorbereitung der Proben:

Die Proben wurden, wenn nétig, mit Aqua bidest in ihrem Volumen angeglichen und mit Pro-
benpuffer versetzt. Dieser bestand aus 0,1 M Tris-HCI (pH 6.8), 2% Natriumdodecylsulfat,
20% Glycerol, 1% 2-Mercaptoethanol und 0,1% Bromphenolblau, und reduzierte und be-
schwerte die Proben. Durch flinfmin(tiges Erhitzen bei 92°C wurden die Proteine denaturiert
und die Polypeptide an Natriumdodecylsulfat gebunden. VVor dem Auftragen auf das Gel wur-
den die Proben kurz abzentrifugiert.

Bei allen Gelen wurde als GroRenmarker ein Rainbow Marker RPN 756 (Amersham) mitauf-
getragen, bei Gelen, die fur das Western Blotting-Verfahren vorgesehen waren, zusétzlich

noch ein Biotinylierter Protein Marker (Biodesign Int.).

Gelelektrophorese:

Die Auftrennung von Proteinen per SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli et al.
(1970) durchgefihrt. Dabei wurde ein diskontinuierliches Gelsystem verwendet, bestehend
aus einem unteren Trenngel und einem oberen Sammelgel.

Zur Herstellung eines 10% Trenngels fir ein grolles Elektrophoresesystem (Peqglab, Hofer)
wurde ein Ansatz von 30 ml benétigt. Dieser setzte sich aus 10 ml 30%-Acrylamid-0,8%-
Bisacrylamid, 7,5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8.8), 11,8 ml Aqua bidest, 0,6 ml 10% Natriumdo-
decylsulfat und 0,2 ml 10% Ammonium Persulfat. Zur Polymerisationsbeschleunigung und
Stabilisierung der von Ammonium Persulfat freigesetzten Radikale wurden noch 10 pl TE-
MED hinzugefiigt. Dieser Ansatz wurde zwischen 2 Glasplatten gegossen und mit Isobutanol
uberschichtet. Isobutanol verhinderte einerseits eine luftbedingte Inhibition der Polymerisati-
on und bewirkte andererseits eine Glattung der Oberflache. Nach vollendeter Polymerisation
des Trenngels wurde das Isobutanol weggeschittet und die Oberflache des Trenngels mehr-
mals mit Aqua bidest und zuletzt einmal mit Obergelpuffer gewaschen. Die Herstellung von
20 ml eines 3,5% Sammelgels bedurfte 2,4 ml 30%-Acrylamid-0,8%-Bisacrylamid, 5 ml 0,5
M Tris-HCI (pH 6.8), 12,1 ml Aqua bidest, 0,2 ml 10% Natriumdodecylsulfat, 0,3 ml 10%
Ammonium Persulfat und 10 pl TEMED. Dieser Ansatz wurde auf die Oberkante des Trenn-
gelpolymers gegossen und zur Bildung von Probenkammern ein Kamm eingesetzt. Nach Po-
lymerisation wurde dieser Kamm wieder entfernt und die Kammern mit Laufpuffer gespult.
Dieser Laufpuffer stellte die Elektrodenldsung dar und bestand aus 0,25 M Tris, 0,2 M Glycin

und 1% Natriumdodecylsulfat (pH 8.8). Die Proben wurden nun in die Kammern tberfiihrt,
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mit Laufpuffer Gberschichtet und das Gelsystem geschlossen und mit der Stromquelle ver-
bunden. Die Stromstarke von 20 mA pro Gel wurde verwendet, um die Sammlung und den
Durchlauf der Proteine in dem oberen Gel zu erreichen. Die Probenauftrennung wurde bei 40
mA durchgefiihrt und dauerte ca. 3-4 Stunden.

Bei Verwendung des Biometra-Gelsystems wurden Ansétze verwendet, die die Halfte der
oben angegebenen Volumina ausmachten. Wéhrend sich die Proteine im Sammelgel befan-
den, betrug die Stromstérke 5 mA, zur Auftrennung wurden 10mA Uber 2 Stunden bendtigt.

3.2.14 Coomassiefarbung von Proteingelen

Proteingele wurden nach der Auftrennung gemal Methodik von Sambrook et al. (1989) einer
Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbung unterzogen. In allen nachfolgend aufgefiihrten L6-
sungen wurde das Proteingel sanft auf einem Schdittler hin- und herbewegt. Zuerst wurde das
Gel flr 10 Minuten in einer Mischung aus 25% Isopropanol und 10% Essigséaure fixiert. Es
folgte eine halbstiindige Farbung in 0,06% Coomassie G-250 und 10% Essigsaure. Zuletzt
wurde in 5% Methanol und 7% Essigsaure entféarbt, wobei beste Ergebnisse nach 24 Stunden

erreicht wurden. Zur Dokumentation wurden die Gele eingescannt.

3.2.15 Silberfarbung von Proteingelen

Proteingele wurden mit Hilfe des Farbekits der Firma Amersham Pharmacia Biotech silberge-
farbt. In allen nachfolgend aufgefuhrten Losungen wurde das Proteingel sanft auf einem
Schiittler hin- und herbewegt. Das Proteingel wurde nach der Elektrophorese fiir 30 Minuten
in 250 ml Fixationslosung, bestehend aus 100 ml Ethanol, 25 ml Essigsaure und 125 ml Aqua
bidest eingelegt. Es folgte die halbstindige Behandlung mit der Sensitizing-Losung, die sich
aus 75 ml Ethanol, 1,25 ml 25% Glutardialdehyd, 10 ml 5% Natriumthiosulfat, 17 g Natriu-
mazetat und 164 ml Aqua bidest zusammensetzte. Das Gel wurde anschlieBend 6 x 5 Minuten
lang mit Aqua bidest gewaschen und dann der Silberreaktion unterzogen. Diese fand in 25 ml
2,5% Silbernitrat, 0,1 ml 37% Formaldehyd und 225 ml Aqua bidest statt. Nach erneutem
Waschen (ber 2 x 1 Minute in Aqua bidest wurde das Gel fir 2 bis 5 Minuten in die Ent-
wicklungslésung aus 6,25 g Natriumkarbonat, 0,05 ml 37% Formaldehyd und 250 ml Aqua
bidest gelegt. Zum Beenden der Entwicklung wurde eine Stopplésung aus 3,65 g EDTA-
Naze 2 H,0 in 250 ml Aqua bidest benutzt. Die Dokumentation geschah per Scanner.
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3.2.16 Western Blot

Das Western Blotting wurde nach dem Verfahren von Towbin et al. (1979) durchgefiihrt. Da-
zu wurde in eine mit Blottingpuffer gefullte Plastikwanne sandwichartig das Proteingel auf
die Nitrocellulose-Membran, umgeben von 4 Blatt Blottingpapier und 2 Polstern in eine zu-
klappbare Transferplastik gelegt. Der Blottingpuffer bestand aus 3% Borsdure und 20%
Methanol (pH 9.0). Eine Trans-blot Zelle wurde mit Blottingpuffer gefillt und die Transfer-
plastik hineingesteckt. Der Transfer der Proteine auf die Membran wurde Gber mindestens 4
Stunden bei einer Stromstarke von 250 mA vollzogen. Zur Kontrolle des Transfers wurde die
Membran 10 Minuten lang mit Ponceau-S gefarbt und mit Aqua bidest und PBS wieder ent-
farbt.

Die anschliessende ECL Immunodetektion richtete sich nach der Methode von Whitehead et
al. (1979). Zuerst wurde die Nitrocellulose-Membran tiber 60 Minuten in eine Blockinglésung
gelegt und dabei leicht geschittelt. Die Blockingldsung setzte sich aus 0,1% Tween und 10%
Milchpulver in PBS zusammen und minimierte die unspezifische Antikorperbindung. Danach
wurde die Membran 90 Minuten lang bei Raumtemperatur mit dem 1. Antikorper behandelt,
der in 0,1% Tween und 5% BSA in PBS gel6st war. Die Verdinnung des 1. Antikorpers ba-
sierte dabei auf Erfahrungswerten. Es erfolgte nun ein dreimaliges Waschen der Membran
uber jeweils 10 Minuten in 0,1% Tween in PBS und anschlieRend eine 45 Minuten lange Be-
handlung mit dem zweiten Antikorper. Dieser kovalent an Meerrettich-Peroxidase gebundene
Anti-IgG-Antikorper war ebenfalls mit der Blocking-Lésung verdiinnt. Vor der eigentlichen
Immundetektion wurde die Membran noch je dreimal mit PBS, 0,3% Tween bzw. PBS 0,1%
Tween gewaschen. Mit Hilfe eines ECL Chemolumineszenz-Kits der Firma Amersham wurde
Luminol von der an dem 2. Antikorper gebundenen Meerrettich-Peroxidase oxidiert. Eine
maximale Lichtemission im Wellenldngenbereich von 428 nm fihrte dadurch zu einer quanti-
fizierbaren Schwarzung eines Rontgenfilms. Der Hohepunkt dieser Chemolumineszenzreak-

tion wurde nach 5 bis 20 Minuten erreicht.

3.2.17 Induktionskinetik

Zur Maximierung der Expression von GST-Fusionsproteinen wurden transformierte Escheri-
chia coli IM109 Induktionskinetiken unterzogen. Dazu wurde eine Bakterienkolonie von einer
ampicillinhaltigen LB-Agar-Kulturschale in 4 ml ampicillinhaltiges LB-Medium Uberfthrt
und Uber 12 Stunden bei 37°C in einem Inkubator bei 180 rpm geschuttelt. Als Kontrolle
wurde ein Réhrchen mit 4 ml ampicillinhaltigem LB-Medium mitgefuhrt, um Kontaminatio-

nen des Mediums auszuschlieen. 1 ml der Bakterienkultur wurde nun zu 20 ml ampicillin-
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haltigem LB-Medium gegeben und erneut in den Schittelinkubator gegeben. Die Vermehrung
der Bakterien wurde solange durchgefthrt, bis die halbstiindliche photometrische Messung
der Suspension bei einer Wellenldnge von 600 nm eine optische Dichte zwischen 0,5 und 0,8
ergab. Die Bakterienkultur wurde danach auf 4 sterile Réhrchen gleichméaRig verteilt, mit un-
terschiedlichen Mengen des Induktorstoffs Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase versetzt und
wiederum in den Schuttelinkubator gestellt. Zu bestimmten Zeiten erfolgte die Entnahme von
1 ml. Diese Fraktion wurde 3 Minuten lang bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und das Pellet mit 100 pl 20% Probenpuffer (siehe Kapitel 3.2.13) versetzt. Nach
dreimindtiger Erhitzung auf 92°C wurden die Proben bis zum Auftrag auf ein Proteingel auf

Eis gelagert.

3.2.18 Isolation von GST-Fusionsproteinen aus Bakterien

Zur lIsolation von GST-Fusionsproteinen aus transformierten Escherichia coli JM109 wurde
eine Bakterienkolonie von einer ampicillinhaltigen LB-Agar-Kulturschale in 5 ml ampicillin-
haltiges LB-Medium Uberfiihrt. Nach einer Vermehrung Uber 12 Stunden in einem 37°C
Schittelinkubator wurde je 1 ml der Bakteriensuspension zu jeweils 100 ml ampicillinhalti-
gem LB-Medium in Erlenmeyerkolben gegeben. Diese wurden in dem Inkubator solange ge-
schuttelt, bis die halbstiindliche photometrische Messung der Bakteriensuspensionen eine
optische Dichte zwischen 0,5 und 0,8 ergab. Die Bakterien wurden dann in einer Beckmann
J2HC 5 Minuten lang bei 5000 rpm abzentrifugiert und pro Pellet in 2 ml PBS inkl. PIC
(1000:1) resuspendiert. Die folgende Solubilisierung der Bakterienzellwande vollzog sich in 2
Schritten: Zuerst wurden die Bakterien 3 x 10 Sekunden lang bei 60 Watt sonifiziert. Um eine
zu starke Warmeentwicklung zu verhindern, waren die Bakterien von Eis umgeben und zwi-
schen den einzelnen Behandlungsschritten wurde jeweils 1 Minute gewartet. Als zweites
wurden jeweils 250 pl 10% Triton X-100 zu jeder Bakteriensuspension gegeben und eine
halbe Stunde bei 4°C in einem End-iber-End-Schittler bewegt. Die Trennung von Zellprotei-
nen und Zellwandfragmenten wurde nach Umfillung in Reaktionsgefalie durch zehnminutige
Zentrifugation in einer Hettich-Zentrifuge bei 4°C erreicht. Der proteinhaltige Uberstand
wurde anschlieBend in neue Reaktionsgefale berfihrt.

Fur die weiteren Arbeitsschritte wurden pro 1,5 ml Proteinlésung 300 pl Glutathion-
Sepharose 4B-PBS-Suspension benétigt. Dazu wurden 200 pl in Ethanol befindlichem
Glutathion-Sepharose 4B aus der Herstellerflasche in ein Reaktionsgefal? Gberfuhrt und fir 5
Minuten bei 2600 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des Ethanoliberstands wurde mit 1 ml

PBS inkl. PIC gewaschen und wieder fir 5 Minuten bei 2600 rpm zentrifugiert. Der Uber-
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stand wurde verworfen und die Glutathion Sepharose 4B in 200 ul PBS inkl. PIC aufgenom-
men, was durch das Eigenvolumen der Sepharose zu 300 pl VVolumen fihrte.

Pro 1,5 ml bakterieller Proteinlésung wurden 300 pl Glutathion Sepharose 4B-PBS zugege-
ben und die Mischung 30 Minuten bei 4°C End-iber-End gerollt. Die nicht an die Sepharose
gebundenen Proteine wurden durch Zentrifugation tiber 5 Minuten bei 2600 rpm in den Uber-
stand gebracht und verworfen. Zur vollstdndigen Entfernung aller nichtgebundenen Proteine
wurde die Sepharose noch dreimal mit 500 pl PBS inkl. PIC gewaschen und der Uberstand
nach Zentrifugation Gber 5 Minuten bei 2600 rpm verworfen. Zum Pellet wurden dann 150 pl
Elutionspuffer gegeben. Dieser bestand aus 10 mM Glutathion in 50 mMol Tris (pH 8.0). Die
Elution wurde 10 Minuten lang bei Raumtemperatur durchgefuhrt, wobei die Reaktionsgefale
alle 2 Minuten leicht bewegt wurden. Eine flinfminltige Zentrifugation ergab einen GST-
Fusionsprotein-haltigen Uberstand, der abgenommen und in neue Reaktionsgefale Uberfiihrt
wurde. Die Konzentration der GST-Fusionsproteine wurde tilber Coomassie- oder Silbergele

abgeschétzt, auf denen zusétzlich Albumin in bekannten Konzentrationen aufgetragen waren.

3.2.19 Bindungsversuche mit GST-Fusionsproteinen

In Bindungsversuchen wurden zuerst die GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose 4B
gekoppelt. Dazu wurden &quimolare Mengen der unterschiedlichen GST-Fusionsproteine in
ReaktionsgeféaRe Gberfuhrt, 50 pl Glutathion-Sepharose 4B und zur Denaturierung 100 mM
Dithioerythritol zugegeben. Der Ansatz wurde mit PBS auf 1000 pl Volumen aufgefullt und
uber 2 Stunden bei 4°C im End-iber-End-Schdittler gerollt. Eine 5 Minuten lange Zentrifuga-
tion in der Biofuge 13 bei 3500 rpm fiuhrte zu einem aus Glutathion-Sepharose 4B-
bestehenden Pellet. Der Uberstand wurde verworfen und die Sepharose dreimal mit 1000 pl
Lysispuffer gewaschen. Zu dem Sepharosepellet wurden anschlielend 300-800 pg CHO-
Proteinextrakte gegeben und wiederum uber 2 Stunden bei 4°C in einem End-iber-End-
Schiittler gerollt. Die Zentrifugation Gber 5 Minuten bei 3500 rpm ergab die Trennung von
nichtbindenden Proteinen im Uberstand und den GST-Fusionsproteinen mit gebundenen Pro-
teinen im Sepharosepellet. Der Uberstand wurde abgenommen und in anderen Reaktionsgefa-
Ren aufbewahrt. Das Sepharosepellet wurde noch dreimal mit 1000 pl PBS gewaschen und
dabei kurz gevortext. Zur Abldsung der gebundenen Proteine von den GST-Fusionsproteinen
wurden 25 pl 10% SDS zur Sepharose gegeben und die Mischung fur 3 Minuten bei 92°C
inkubiert. Die Abtrennung der Sepharose wurde durch kurze Zentrifugation bei 13000 rpm
erreicht. Ein Aliquot des Uberstands sowie der Lésung mit nichtgebundenden Proteinen wur-

de im SDS-PAGE und Western Blot mit Immundetektion analysiert.

44



Material und Methoden

3.2.20 Isolierung von humanen LDL

Die Isolierung und Prdparation von humanen Low Density Lipoproteinen wurden nach der
Methode von Havel et al. (1953) durchgefihrt. Nichthyperlipdmischen Spendern wurden ins-
gesamt 2000 ml Blut abgenommen. Nach Zugabe von 500 pl Benzamidin geronn dieses flr
45 Minuten bei Raumtemperatur in einem Glasréhrchen. Der Serumanteil wurde durch Zen-
trifugation bei maximaler Umdrehungszahl in einer Heraeus-Christ-Laborzentrifuge abge-
trennt und volumenbestimmt. Zu 1000 ml Serum wurden nun 5 ml 4% EDTA-L6sung (pH
7.4) gegeben, um kalziumabhéngige Proteasen zu inhibieren. Die Addition von je 5 ml 2%
Gentamycin-Sulfat-Lésung und 4% Natriumazid-Losung (pH 7.4) bewirkte Keimfreiheit.
Drei aufeinanderfolgende Ultrazentrifugationen im Kaliumbromidgradienten fiihrten an-
schliessend zur Separation des LDL. Dazu wurde die Eigendichte des Serums von 1,006 g/ml
durch Zugabe von 27,75 g Kaliumbromid pro 1000 ml auf 1,025 g/ml gesteigert. Das Ge-
misch wurde in Quick-seal-Réhrchen in einem 60 Ti-Rotor 20 Stunden bei 38000 rpm ultra-
zentrifugiert und anschlieBend von dem IDL- und VLDL-haltigen Uberstand separiert. Die
Bodenfraktion, bestehend aus LDL und HDL wurde auf Eis gelagert und erneut volumenbe-
stimmt. Mit Hilfe von 36,932 g Kaliumbromid pro 1000 ml Serum wurde die Dichte von
1,025 g/ml auf 1,050 g/ml erhoht und das Gemisch flr weitere 20 Stunden bei 38000 rpm
ultrazentrifugiert. Der LDL-reiche Uberstand mit einer Dichte von 1,050 g/ml wurde von der
HDL-haltigen Bodenfraktion getrennt und einer weiteren Aufreinigung unterzogen. Diese
bestand aus einer weiteren zwanzigstundigen Ultrazentrifugation bei 38000 rpm. Der LDL-

reiche Uberstand wurde gegen PBS dialysiert und bei 4°C gelagert.

3.2.21 Radioaktive Markierung von LDL

LDL wurde nach der lodmonochlorid-Methode von McFarlane (1958) mit **°lod radioaktiv
markiert. Dazu wurden 800 pl einer 1 M Glycin-Lésung (pH 10.0) zu 1 ml LDL einer Kon-
zentration von 5 mg/ml gegeben. Es folgte die Addition von 6 pl einer *?°I-Stocklésung zu
200 pl Glycin-Losung, was der LDL-Glycin-Lésung beigefiigt wurde. Die *#I-Stocklésung
hatte eine Aktivitat von 3,7 MBqg/ul. Der Ansatz wurde mit 40 pl lodmonochlorid-Ldsung,
bestehend aus 0,1% lodmonochlorid in 10 ml 0,1 M HCI, 2 M NaCl tber 90 ml Chloroform,
versetzt und 3 Minuten auf einem Schiittler bei geringer Frequenz inkubiert. Auf eine mit
PBS equilibrierte PD 10-Sdule wurden 2 ml markiertes LDL, dann 1 ml und dann noch mal 2
ml PBS gegeben. Das erste Eluat, bestehend aus 1 ml PBS, wurde verworfen, das zweite
Eluat aus 2 ml gereinigtem **®I-LDL wurde aufgefangen. Ein zweiter Durchlauf dieses Volu-

mens durch eine PD-10-Séaule bewirkte die Entfernung restlicher freier Radioaktivitat. Unter-
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schiedliche Praparationen lieferten in der Regel ***I-LDL einer Proteinkonzentration zwischen
0,5-0,7 mg/ml und einer spezifischen Radioaktivitat von 180-300 cpm/ng. Ungefahr 95% des
iodierten LDL waren mit Trichloressigsaure ausfallbar.

3.2.22 Aufnahme von **°I-LDL

Radioktive Aufnahmeexperimente mit **I-LDL wurden 24 Stunden nach transientem Gen-
transfer an 3-4 x 10°> CHO-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden vom Nahrmedium befreit,
mit PBS gewaschen und 30 Minuten mit 1% BSA in F12-Medium bei 37°C vorinkubiert.
Dies reduzierte die Anzahl unspezifischer Bindungsstellen. Nach Transfer auf Eis wurden die
Zellen mit **1-LDL uberschichtet, wobei pro 3-4 x 10° Zellen eine Aktivitat von einer Million
counts pro Minute zur Anwendung kamen. Als Medium fur den radioaktiven Liganden wurde
gekuhltes F12 mit 1% BSA benutzt. Die Aufnahme wurde in einem doppelten Versuchsansatz
ermittelt, wahrend ein dritter Ansatz der Bestimmung der unspezifischen Aufnahme diente.
Dazu wurde zusétzlich zum markierten noch unmarkiertes LDL in fiinfzigfachem Uberschuss
zugegeben. Es folgte die Internalisation des LDL wahrend einer sechsstiindigen Inkubation
bei 37°C. Die CHO-Zellen wurden schlieBlich vom Medium befreit und dreimal mit eisge-
kithltem PBS gewaschen. Zur Abldsung oberflachengebundenen *#*I-LDL wurden sie ferner
einmal fir 5 Minuten mit Heparin in PBS gewaschen, dessen Konzentration 20 Einheiten/ml
betrug. Vor der Uberfiihrung in Zahlréhrchen wurden die Zellen mit 1 ml 1 N NaOH inner-
halb von 30 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Mit Hilfe eines Gamma Counters wurde die
aufgenommene Radioaktivitat bestimmt, wobei die Werte anschlieRend entsprechend der
Zellproteinkonzentration korrigiert wurden. Dazu wurde ein Aliquot von 100 pl aus dem Ly-
sat entnommen und einer Lowry-Proteinbestimmung unterzogen. Die rezeptorvermittelte In-
ternalisation war das rechnerische Resultat der Mittelung der Doppelwerte und Subtraktion

des Wertes fir die unspezifische Aufnahme.

3.2.23 Degradation von **|-LDL

Die Degradation von LDL wurde nach der sechsstiindigen Inkubation der Zellen bei 37°C
anhand von 100 pl Medium bestimmt. Das Aliquot wurde mit 100 ul 2% BSA in 1 ml eisge-
kiihlte 3 M Trichloressigsaure gegeben und ausgiebig bei hoher Frequenz gevortext. Wéhrend
der folgenden 10 Minuten Inkubation auf Eis prézipitierten die Proteine. Mit Hilfe von 250 pl
einer 0,7 M Silbernitratlésung wurde freies *?°I-LDL gebunden, was durch eine darauffolgen-
de funfmin(tige Zentrifugation in einer Heraeus-Zentrifuge bei 13000 rpm mitsamt den ge-

fallten Proteinen pelletiert wurde. 1 ml des Uberstands wurde in Zahlréhrchen tberfiihrt und
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die Radioaktivitat im Gamma Counter ermittelt. Die Proteinkonzentration des Zelllysats

fuhrte zu einem Korrekturfaktor, mit dem der Degradationswert berechnet werden konnte.

47



Ergebnisse

4. Ergebnisse

Die Rolle des Annexin VI bei der rezeptorvermittelten Endozytose wurde im Rahmen die-
ser Arbeit auf zwei verschiedenen Ebenen untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Aufnahme und Degradation von radioaktiv markiertem
LDL in Zellen mit transienter und stabiler Annexin V1-Uberexpression analysiert.

Die Identifikation mdglicher intrazellulérer Interaktionspartner des Annexin VI hatte der
zweite Teil der Arbeit zum Inhalt. Als Versuchssystem wurden hierfir GST-Annexin VI-
Fusionsproteine benutzt. Nach der Isolation aus induzierten Bakterienkulturen dienten sie
der Etablierung von Proteinbindungsversuchen. Magliche Annexin VI-bindende Proteine
wurden mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern in Western Blots mit Immundetektion

identifiziert.

4.1 Nachweis der Uberexpression von Annexin VI und einiger Annexin VI1-Mutanten
Der folgende Versuch diente dem Nachweis der Uberexprimierbarkeit von Annexin VI
und den Annexin VI-Mutanten del 8-15, del 1-175 und aaTyr - Ala, deren Strukturen in
Abbildung 6 skizziert sind, in CHO-Zellen.

Abb. 6: Strukturlibersicht von Annexin VI-Wildtyp und Annexin VI-Mutanten

Wiami N —

cig1s N -

aalyr-Ala —
(633/ kd) N

del 1-175 N C N  Neminus
C C-Terminus
=== Ca -Bindungsstelle
X

OO0

Verbindungssegment
Aminosaurenaustausch

Dazu wurden CHO-Zellen in 6-well-Mehrfachkulturschalen ausplattiert und jedes well mit
2 ug DNA transfiziert. Als Negativkontrolle wurden CHO-Zellen auf gleiche Weise mit -
Galactosidase-DNA transfiziert. Die Zellproteine wurden mit Hilfe von Solubilitatspuffer
gewonnen, einer Konzentrationsbestimmung unterzogen und anschliefend per Western
Blot-Verfahren und Immundetektion auf die Expression der Proteine hin untersucht (Abb.
7).
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kd
Abb. 7: Uberexpression von Annexin
VI und Annexin VI-Mutanten 165
Pro Spur wurden 60 pg Zellprotein in
reduziertem Zustand auf ein 12% Po- 105
lyacrylamidgel aufgetragen. Als Pro-
teingréRenmarker wurde ein biotiny- 76

lierter Proteinmarker, als Positivkon-

trolle Bovines Annexin VI und als
Negativkontrolle Proteinextrakte aus 57
[B-Galactosidase-transfizierten ~ Zellen
benutzt. Nach Transfer auf eine Ni-
trocellulosemembran wurden die Blots
mit dem Kaninchen-Anti-Annexin VI-
Antikorper inkubiert. Zu sehen ist die
ECL-Detektion.
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Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker
2: Annexin VI

3: del 8-15

4: del 1-175

5: 1 pug Bovines Annexin VI

6: aaTyr - Ala

7: B-Galactosidase

28

21

14

. .

Sowohl Annexin VI-Wildtyp (68 kd) und Annexin VI-del 8-15 (67 kd) als auch Annexin-
VI-del 1-175 (18 kd) sind in den jeweiligen Spuren als deutliche Signale zu erkennen. Da
es in der Negativkontrolle nicht zu dhnlichen Signalen in den jeweiligen ProteingréRen-
ordnungen kommt, ist die Uberexpression gezeigt. Allein die Mutante aaTyr — Ala (68 kd)

Iasst sich nicht nachweisen.

4.2 Nachweis der dosisabhangigen Uberexpression von Annexin VI im Western Blot

Mit nachfolgendem Versuch sollte festgestellt werden, ob steigende Mengen transfizierter
Annexin VI-Wildtyp-DNA auch zu einer gesteigerten Annexin VI-Wildtyp-Expression in
CHO-Zellen fuhrt. Es wurden CHO-Zellen in 6-well-Mehrfachkulturschalen ausplattiert
und mit bis zu 2,4 ug DNA transfiziert. Die Zellproteine wurden mit Hilfe von Solubili-

tatspuffer gewonnen, einer Konzentrationshestimmung unterzogen und anschliefend per
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Western Blot-Verfahren und Immundetektion auf die Expression des Proteins hin unter-
sucht (Abb. 8).

Abb. 8: Dosisabhangige Uberexpression von Annexin VI in CHO-Zellen

L me— — —

kd

76

Pro Spur wurden 10 pg Zellprotein in reduziertem Zustand auf ein 10% Polyacrylamidgel
aufgetragen. Als ProteingrofRenmarker wurde ein biotinylierter Proteinmarker und als Posi-
tivkontrolle Bovines Annexin VI verwendet. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
wurden die Blots mit dem Schaf-Anti-Annexin VI-Antikorper inkubiert. Zu sehen ist die

ECL-Detektion.

Spuren:
keine transifizierte DNA

1:
: 0.2 ug Annexin VI-DNA + 1.8 pg B-Galactosidase-DNA
: 0.8 ug Annexin VI-DNA + 1.2 pg B-Galactosidase-DNA
: 1.2 ug Annexin VI-DNA + 0.8 pg B-Galactosidase-DNA
: 1.8 ug Annexin VI-DNA + 0.2 pg B-Galactosidase-DNA
: 2.4 ug Annexin VI-DNA

: 1 ug Bovines Annexin VI-Protein

: Biotinylierter Proteinmarker

O~NOoO OB WwWN

Wie in der Abbildung zu sehen, kommt es in der erwarteten Laufhohe von 68 kd zu einem

starker werdenden Signal in den Spuren 1 bis 4 und danach zu einem ungefahr gleichblei-

bend starken Signal (Spuren 5 und 6). Zur Objektivierung wurde der Rontgenfilm einer

computergestitzten densitometrischen Analyse zugefthrt und die mittlere optische Dichte

bestimmt (Tab. 4).

Tab. 4: Quantifizierung der Annexin VI-Expression in transfizierten CHO-Zellen

Annexin VI-DNA [ug] Mittlere optische Dichte Relativ
0 0.056 1.0
0.2 0.110 1.96
0.8 0.197 3.52
1.2 0.234 4.18
1.8 0.203 3.62
24 0.210 3.75
Bovines Annexin VI-DNA [ug] Mittlere optische Dichte
1 0.279
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Die graphische Darstellung verdeutlicht die Steigerung der Expression des Annexin VI

(Abb. 9).

Annexin VI - Proteinexpression [relative Einheiten]

0 T T T T T T 1
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Transfizierte Menge Annexin VI - DNA [ug]

Abb. 9: Dosisabhangige Steigerung der Expression des Annexin VI
Als Bezugswert fiir die relative Darstellung diente der Wert fir die Trans-
fektionsmenge 0 pg Annexin VI-DNA, welcher gleich 1 gesetzt wurde.

Es kommt anfangs zu einem anndhernd linearen Anstieg, bis dann im Bereich hoherer

Transfektionsmengen das Expressionsniveau ungefahr gleich bleibt.

4.3 Aufnahme und Degradation von '?I-LDL in Annexin VI-iiberexprimierenden

Chinesischen Hamsterovarzellen (CHO)

Die mdglichen Konsequenzen der Annexin VI-Uberexpression auf die rezeptorvermittelte

Endozytose wurden mit Hilfe der Aufnahme und Degradation von **°I-LDL in Zellen stu-

diert. Es wurden CHO-Zellen benutzt, die Annexin VI entweder transient oder stabil

uberexprimierten.
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4.3.1 Experimente mit CHO-Zellen mit transienter Annexin VI-Uberexpression

4.3.1.1 Dosisabhangige Internalisation und Degradation von **1-LDL in Annexin VI-
Uberexprimierenden Zellen

Zur Analyse des Einflusses des Annexin VI auf die Endozytose wurden CHO-Zellen mit
steigenden Mengen Annexin VI sowie einer konstanten Menge LDL-Rezeptor-DNA trans-
fiziert und einem sechsstiindigen Aufnahme- und Degradationsexperiment unterzogen. Die
LDL-Rezeptoruberexpression war nach den Erfahrungen der Arbeitsgruppe Grewal not-

wendig, um die Anderungen im Zellstoffwechsel sichtbar zu machen. Abbildung 10 zeigt,

50000
45000 -
40000 - .
Degradation

35000

30000

Internalisation
25000 -

20000 -+

15000 +

10000 -

12).LDL Aufnahme und Degradation
[cpm/ mg Zellprotein]

5000

O T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Transfizierte Menge Annexin VI - DNA [ug]

Abb. 10: Dosisabhdngige Internalisation und Degradation von '#I-LDL in Annexin VI-
uberexprimierenden CHO-Zellen

1 x 10° CHO-Zellen/well wurden in Mehrfachkulturschalen ausplattiert und mit insgesamt 1 pg
DNA transfiziert. Die DNA setzte sich zusammen aus:

Ansatz 1: 0.1 pg LDL-Rezeptor + 0.9 ug -Galactosidase

Ansatz 2: 0.1 pg LDL-Rezeptor + 0.5 pg B-Galactosidase + 0.4 ug Annexin VI

Ansatz 3: 0.1 ug LDL-Rezeptor + 0.3 ug B-Galactosidase + 0.6 ug Annexin VI

Ansatz 4: 0.1 pg LDL-Rezeptor + 0.9 pug Annexin VI

Die Zellen wurden fiir das sechsstiindige Aufnahme- und Degradationsexperiment mit **I-LDL
einer Aktivitat von 1 x 10%well iiberschichtet. Die Abbildung stellt die Mittelwerte und Standar-
dabweichungen der Doppelbestimmungen dar.
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dass es sowohl bei der Aufnahme wie auch bei der Degradation von *?*I-LDL zu einer an-
néhernd linearen Steigerung kommt. Der Versuch konnte noch zweimal mit fast identi-
schen Ergebnissen wie der oben gezeigte reproduziert werden. Die Mittelung der relativen
Werte beziiglich der Aufnahme- und Degradation von *?°I-LDL aller 3 Versuche zeigt Ab-
bildung 11.
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E 2,75 H
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o 2,50
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= Internalisation

A 2,00 -

= Degradation

& 1,75

c

g 1,50 A

c

2 1,25

©

e]

o 1,00

(o))

(3]
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e 0,25 +

£

Z 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Transfizierte Menge Annexin VI-DNA [ug]

Abb. 11: Dosisabhangige Internalisation und Degradation von '*°I-LDL in Annexin VI-
Uberexprimierenden CHO-Zellen — Mittelung aus 3 Versuchen

Aus 3 voneinander unabhéngig durchgefiihrten Versuchen wurden die Aufnahme- und Degrada-
tionswerte in relativen Einheiten dargestellt. Als Bezugswert diente dabei der Aufnahme- bzw. De-
gradationswert bei 0 pg transfizierter Menge Annexin VI-DNA, welcher gleich 1 gesetzt wurde.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aller 3 Versuche.

Zu sehen ist ein fast identischer, linear ansteigender Kurvenverlauf der Aufnahme und De-
gradation von '®I-LDL. Bei einer transfizierten Menge von 0.6 pg Annexin VI-DNA hat
die Aufnahme bzw. Degradation von **I-LDL um ca. 50% zugenommen und bei 0.9 pg
Annexin VI-DNA haben sich die beiden Werte jeweils ungefahr verdoppelt. Dieses weist
auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Annexin VI und der Auf-

nahme- und Degradationsfahigkeit von LDL durch CHO-Zellen hin.
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4.3.1.2 Relative Aufnahme- und Degradationssteigerung von **°I-LDL in Annexin VI-
Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu nicht-Uberexprimierenden Zellen

Als nachstes sollte herausgefunden werden wie sich ein steigendes Substratangebot an *#°1-
LDL auf die Aufnahme und Degradation auswirkt, je nachdem ob Annexin VI berexpri-
miert wird oder nicht. CHO-Zellen wurden mit Annexin VI-DNA transfiziert und mit stei-
genden Mengen **I-LDL in einem sechsstiindigen Aufnahme- und Degradationsexperi-
ment inkubiert. Als Vergleich wurden CHO-Zellen verwendet, die Annexin VI nicht

Uberexprimierten (Abb. 12).

0.1 pg LDL-R + 0.9 pg AnxVI

0.1 pg LDL-R + 0.9 pg B-gal

Aufnahme von 1291-LpL [Relative Einheiten]

O T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

1251 pL [ug]

Abb. 12: Relative Aufnahmesteigerung von ®I-LDL in Annexin VI-iiberexprimierenden
CHO-Zellen

100000 CHO-Zellen/well wurden in Mehrfachkulturschalen ausplattiert und mit 1 pg
DNA/well transfiziert. Der Versuchsansatz 1 wurde mit 0.1 pg LDL-Rezeptor-DNA + 0.9
pg Annexin VI-DNA transfiziert, Versuchsansatz 2 mit 0.1 pg LDL-Rezeptor-DNA + 0.9
ug B-Galactosidase-DNA. Im sechsstiindigen Aufnahme- und Degradationsversuch wurden
die Zellen dann mit 10 pg, 20 pg, 30 ug und 40 pg **I-LDL inkubiert. Zu sehen ist die
Aufnahme von '®I-LDL in Abhangigkeit von der Menge des angebotenen '®I-LDL als
Substrat. Als Bezugswert fur die Beschreibung in relativen Einheiten diente der Aufnah-
mewert bei 10 pg, welcher gleich 1 gesetzt wurde. Alle Werte ergaben sich aus der Mitte-
lung von Doppelwerten, die Standardabweichungen waren so gering, dass sie nicht darge-
stellt werden.

Die Annexin VI-Uberexprimierenden CHO-Zellen zeigen eine starke Steigerung der Auf-
nahme von *?°I-LDL, je mehr *?*|-LDL ihnen angeboten wird. Bei 40 ug **I-LDL, also der

vierfachen Substratmenge beziglich des Ausgangswerts, beldauft sich die Aufnahme auf
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ungeféahr ein sechsfaches des Ausgangswerts. Hingegen steigert sich die Aufnahme in den
CHO-Zellen, die Annexin VI nicht uberexprimieren, nur um ca. das zweifache. Die Degra-
dation lieferte dhnliche Verhaltnisse, weswegen auf die Darstellung verzichtet wird. Uber-
raschenderweise war die absolute Aufnahme und Degradation fir die ersten beiden Sub-
stratmengen in den Annexin VI-Uberexprimierenden Zellen geringer als in den CHO-
Zellen, die Annexin VI nicht Gberexprimierten. Da als mogliche Ursache eine verminderte
LDL-Rezeptorexpression aufgrund der DNA-Kotransfektion gelten konnte, sollte die

LDL-Rezeptorexpression per Western Blot Gberpruft werden.

4.3.1.3 Nachweis des LDL-Rezeptor-Expressionslevels in kotransfizierten Zellen

Zur Uberpriifung der LDL-Rezeptorexpression bei Kotransfektion von CHO-Zellen mit
dem LDL-Rezeptor und Annexin VI wurden CHO-Zellen mit insgesamt 1 ug DNA/well
transfiziert. Mit Hilfe des Solubilitatspuffers wurde eine Proteinextraktion durchgefihrt,
wovon ein Aliquot per Proteingelelektrophorese und anschlieBendem Western Blot mit
Immundetektion analysiert wurde (Abb. 13).

kd

165
m*‘-wm«

105  m—— 2

Abb. 13: LDL-Rezeptorexpression bei Kotransfektion

Pro Spur wurde ein 10 pl Aliquot in reduziertem Zustand auf ein 10% Polyacrylamidgel
aufgetragen. Als Proteingrofenmarker wurde ein biotinylierter Proteinmarker benutzt.
Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurden die Blots mit dem Kaninchen-Anti-
LDL-Rezeptor-Antikdrper inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion.

Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker

: 0.1 ug LDL-Rezeptor-DNA + 0.4 pg Annexin-VI-DNA + 0.5 pg B-Galactosidase-DNA

: 0.2 ug LDL-Rezeptor-DNA + 0.4 ug Annexin-VI-DNA + 0.4 ug B-Galactosidase-DNA

: 0.4 ug LDL-Rezeptor-DNA + 0.4 ug Annexin-VI-DNA + 0.2 ug B-Galactosidase-DNA
: 0.6 ug LDL-Rezeptor-DNA + 0.4 pg Annexin-VI-DNA

: 0.1 ug LDL-Rezeptor-DNA + 0.9 ug B-Galactosidase-DNA

: 0.1 pg LDL-Rezeptor-DNA + 0.9 pg Annexin VI-DNA

~NOo o wWwiN

Offensichtlich kommt es bei steigenden Mengen transfizierter LDL-Rezeptor-DNA auch
zu einer verstarkten Expression des Rezeptors (Spuren 2-5). Dabei scheint die Anwesen-
heit anderer gleichzeitig transfizierter DNA’s keine Rolle zu spielen. Auch in den Spuren 6
und 7, in denen die Verhaltnisse des in Kapitel 3.3.1.2 beschriebenen Versuchs widergege-

ben sind, kommt es zu keinem deutlichen Unterschied im Expressionsniveau des LDL-
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Rezeptors. Somit ist die absolut gesehen niedrigere *?*I-LDL-Aufnahme in Annexin VI-
iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zu Zellen ohne Annexin VI-Uberexpression nicht

auf ein geringeres Expressionsniveau des LDL-Rezeptors zurtickzufuhren.

4.3.2 Experiment mit CHO-Zellen mit stabiler Annexin VI-Uberexpression

Bisher wurde die Steigerung der Aufnahme des **I-LDL bei Annexin VI-Uberexpression
nur in CHO-Zellen nachgewiesen, in denen das Annexin VI transient tberexprimiert wur-
de. Um festzustellen, ob der gleiche Effekt auch an Zellen zu belegen ist, in denen Annexin
VI stabil Gberexprimiert wird, wurde ein CHO-Annexin VI-Zellklon der Arbeitsgruppe

Grewal fir ein radioaktives Aufnahmeexperiment benutzt.

4.3.2.1 Gesteigerte Aufnahme von **1-LDL im CHO-Annexin VI-Zellklon
Annexin-VI-CHO-Zellen sowie Wildtyp-CHO-Zellen wurden ausplattiert und mit steigen-
den Mengen LDL-Rezeptor-DNA transfiziert. Das Ergebnis des radioaktiven Aufnahme-
versuchs zeigt Abbildung 14.

90000 -
80000 - Annexin VI - CHO
70000 -
Wildtyp-CHO

60000 -

50000 -

Aufnahme von 125 pL [cpm/ mg Zellprotein]

40000 T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12

Transfizierte Menge LDL-Rezeptor [ug]

Abb. 14: Gesteigerte Aufnahme von *®1-LDL im CHO-Annexin VI-Zellklon

100000 CHO-Zellen/well wurden in Mehrfachkulturschalen ausplattiert und mit insgesamt 1 g
DNA transfiziert. 3-Galactosidase-DNA stellte den an 1 pg fehlenden Anteil dar. Die Zellen wur-
den fir das sechsstiindige Aufnahmeexperiment mit **°I-LDL einer Aktivitat von 1 x 10%well
uberschichtet. Die Abbildung stellt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Doppelbe-
stimmungen dar.
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Verglichen mit den Wildtyp-CHO-Zellen zeigen die Annexin VI-CHO-Zellen eine bis zu
40%ige Steigerung der Aufnahme von *#I-LDL. Somit ist die gesteigerte Aufnahme von
125|.LDL sowohl in CHO-Zellen nachgewiesen, die Annexin VI transient iiberexprimieren
wie auch in CHO-Zellen, die Annexin VI stabil zur Uberexpression bringen. AuBerdem
scheint die absolut gesehen geringere **I-LDL-Aufnahme des in Kapitel 4.3.1.2 beschrie-
benen Versuchs doch durch die Kotransfektion bedingt zu sein, auch wenn der genaue Me-

chanismus nicht bekannt ist.
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4.4 ldentifikation von Annexin-VI-bindenden Proteinen mit Hilfe von GST-

Fusionsproteinen

Zum weiteren Verstandnis der Rolle des Annexin VI im Rahmen der rezeptorvermittelten
Endozytose ist es wichtig, die intrazellularen Interaktionspartner des Proteins zu kennen.
Durch Proteinbindungsstudien mit Hilfe von GST-Annexin-VI-Fusionsproteinen sollen

mogliche Bindungspartner identifiziert werden.

4.4.1 Klonierungen

Die Plasmide fur die GST-Fusionsproteine wurden mit dem pGEX-KG-Vektor der Firma
Pharmacia erzeugt:

pGEX-KG-Annexin VI:

Die pcDNAanx6 wurde Ncol- und Xbal-verdaut und das Annexin VI-Fragment isoliert.
Ein Ncol-Xbal-geschnittener pGEX-KG-Vektor wurde mit dem Annexin VI-Fragment
ligiert und lieferte pGEX-KG-Annexin VI. (Abb. 15)

Ncol Xbal
O nexin Vi-cpy,
Sl iy, K019 bpy
(}\1&{’ : "%}@% Nco | Xbal
& 27

& GEX-KG

0O p

& § \ 5.0 KB pcDNAanx6

/Oe/
Thrombin I
Bam HI
Abb. 15: Vereinfachtes Schema Bam HI
der Erzeugung des pGEX-KG- e Annexj, '//c/
: X Ll “CO
Annexin VI-Vektors O\&fa;‘ée\o% o~z Xba|
<

Zu sehen sind oben die beiden 5 ’ Bam Hi
Ausgangsplasmide und unten . 94
das Klonierungprodukt. Bei den éf 50 {
Ausgangsplasmiden sind nur g pGEX-KG-AnxVI ?«}%
die  Restriktionsschnittstellen g%
dargestellt, die fur die Klonie- 4952+2019 bp =5

rung benutzt wurden. Beim

pGEX-KG-AnxVI sind eben-

falls nur die Schnittstellen dar-

gestellt, die im Rahmen der )
Arbeit verwendet wurden. g
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PGEX-KG-del 1-175:

Zur Konstruktion dieses Plasmids wurde die pcDNAanx6 erst Aspl-verdaut und dann, nach
Behandlung mit der Klenow-Polymerase, HindllI-verdaut, was ein 530 bp Hd[Aspl]-del 1-
175-Fragment ergab. Der pGEX-KG-Vektor wurde Xbal-verdaut, mit der Klenow-
Polymerase behandelt und dann mit Ncol nachgeschnitten. Das entstandene Ncol-[Xbal]-
Fragment wurde mit dem del 1-175-Fragment religiert, dieses ergab pGEX-KG-del 1-175.
pGEX-KG-del 8-15:

Diese Klonierung erfolgte identisch dem Wildtyp, es fehlten lediglich die Aminosauren 8-
15.

4.4.2 Induktion von GST-Fusionsproteinen in transformierten Escherichia coli
Kompetente E. coli-Bakterien sollten mit den pGEX-KG-Plasmiden transformiert werden,

um per Induktion groRe Mengen GST-Fusionsproteine zu erhalten.

4.4.2.1 Transformation von kompetenten JM109-Escherichia coli-Bakterien

Mit ca. 100 ng der jeweiligen Ligationsprodukte wurden 25 pl-Aliquots des E. coli-
JM109-Bakterienstamms transformiert. LB-Agar-Bakterienkulturschalen wurden mit den
jeweiligen transformierten Bakterien beimpft, so dass einzeln stehende Bakterienkulturen
entstanden. Von diesen wurden einzelne gepickt, vermehrt und dann einer DNA-
Minipraparation unterzogen. Nach Verdau der extrahierten Plasmide wurden die Frag-

mente in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. (Abb. 16 und 17).

Abb. 16: BamHI-Kontrollverdau
von pGEX-KG und pGEX-KG-
Annexin VI

Zu sehen ist ein 1% Agarosegel.
Spuren 1-3: pPGEX-KG-
Verdauprodukte

Spuren 4-7: pGEX-KG-Annexin
VI-Verdauprodukte

Spur 8: Lambda DNA-HindllI-
Marker
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Beim pGEX-KG-Plasmid wurden Fragmente der Grof3e 4,8 kb und 160 bp erwartet. In den
Spuren 1-3 ist das grofiere Fragment gut zu erkennen, das kleinere Fragment befindet sich
unterhalb der Nachweisgrenze.

Der Verdau des pGEX-KG-Annexin VI-Plasmids sollte Fragmente der Grofie 4,9 kb, 1,5
kb und 0,6 kb ergeben. Zumindest in den Spuren 5-7 sind diese zu erkennen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
=N =S, T T Y ] T S WL E T —

Abb. 17: BamHI-Kontrollverdau von pGEX-KG-del 8-15 und pGEX-KG-del 1-175
Zu sehen ist ein 1% Agarosegel.

Spuren 1 und 3-9: pGEX-KG-del 8-15

Spuren 11-19: pGEX-KG-del 1-175

Spuren 2 und 20: Lambda DNA-Hindlll-Marker

Bei pGEX-KG-del 8-15 wurden Fragmente der GroRie 4,9 kb, 1,5 kb und 0,6 kb erwartet.
In den Spuren 1, 3-5 und 8-10 sind diese zu sehen. Hingegen sollte der Verdau von pGEX-
KG-del 175 2 Fragmente der Gréf3en 4,9 kb und 0,6 kb ergeben, wozu das Bild der Spuren
11, 15-17 und 19 paft.

4.4.2.2 Induktionskinetik mit GST-transformierten JM109-Escherichia coli-Bakterien
Die Induzierbarkeit der pGEX-KG-Plasmide mit Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase (IPTG)
wurde ausgenutzt, um eine verstarkte Expression der GST-Fusionsproteine zu erzielen. Mit
Hilfe von Induktionskinetiken sollte herausgefunden werden, wo die idealen Bedingungen
liegen, um eine moglichst hohe Ausbeute an GST-Fusionsproteinen zu erreichen.

Dazu wurden zuerst die GST-transformierten Bakterien in einer Induktionskinetik hin-
sichtlich der optimalen Induktionsdauer und IPTG-Konzentration untersucht (Abb. 18).
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h Induktion

Abb. 18: Induktionskinetik mit GST-transformierten E.coli-Bakterien

Pro Spur wurden 60 pl Aliquots der in 100 ul Probenpuffer lysierten Bakteri-
enpellets aufgetragen. Zu sehen ist ein coomassiegefarbtes 10% SDS-PAGE.
Als ProteingroRenmarker wurde (&uRRerst rechts zu sehen) ein Rainbow Colou-
red Protein Weight Marker verwendet. In der unter dem Bild befindlichen
Beschriftungszeile sind die Induktionszeitrdume [h] mit den IPTG-
Konzentrationen [mM] beschrieben.

In allen Spuren, deren Proben aus IPTG-versetzten Kulturen stammen, ist eine verstarkte
Bande unterhalb der 30 kd-Marke zu erkennen, welche das 26 kd-groRe GST vertreten
sollte. Die relativ starkste Bandenintensitat besteht in den Spuren, deren Proben fir 4
Stunden induziert wurden. Daraus folgt, dass das Optimum der Induktion von GST nach
einer Induktionsdauer von ca. 4 Stunden erreicht ist. Gleichzeitig scheinen die hier ge-
wahlten IPTG-Konzentrationen keinen unterschiedlichen Einflul auf die Induktionsstérke
zu haben, weswegen in nachfolgenden Versuchen IPTG in Konzentrationen von héchstens

1 mM benutzt wurden.

4.4.2.3 Induktionskinetik mit GST-Annexin VI-transformierten JM109-Escherichia
coli-Bakterien

Auch das 94 kd groRe GST-Annexin VI sollte hinsichtlich seiner Induzierbarkeit getestet
und gleichzeitig per Western Blot mit Immundetektion spezifisch nachgewiesen werden.
GST-Annexin VI-transformierte Bakterienkulturen wurden deshalb mit 0,5 mM und 1 mM
IPTG Uber 2, 4 und 6 Stunden induziert (Abb. 19).
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Abb. 19: Induktionskinetik von GST-Annexin VI

Pro Spur wurden 10 pl Aliquots der in 100 ul Probenpuffer lysierten Bakterienpellets in ein 10% SDS-
PAGE aufgetragen. Als ProteingréRenmarker wurde ein biotinylierter Proteinmarker und als Negativkon-
trolle eine GST-Induktionsprobe benutzt. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurden die Blots
mit dem Schaf-Anti-Annexin VI-Antikdrper inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion.

Spuren:

: Biotinylierter Proteinmarker

: GST ohne Induktion

: GST-Annexin VI ohne Induktion

: GST-Annexin VI mit 0.5 mM IPTG nach 2 Stunden Induktion

: GST-Annexin VI mit 1 mM IPTG nach 2 Stunden Induktion

: GST-Annexin VI mit 0.5 mM IPTG nach 4 Stunden Induktion

: GST-Annexin VI mit 1 mM IPTG nach 4 Stunden Induktion

: GST-Annexin VI mit 0.5 mM IPTG nach 6 Stunden Induktion

: GST-Annexin VI mit 1 mM IPTG nach 6 Stunden Induktion

O OoO~NOOITPS,WNBE

In allen GST-Annexin VI-Spuren ist ein Signal in Hohe von ca. 90 kd zu sehen, welches in
der Negativkontrolle nicht vorkommt. Dies bedeutet, dass das GST-Annexin VI-
Fusionsprotein tatsachlich exprimiert wird und der Schaf-Anti-Annexin VI-Antikérper das
Fusionsprotein erkennt. Allerdings kommt es noch zu vielen weiteren Signalen, was auf
mehreren Gegebenheiten beruhen kann: Bei den Signalen oberhalb vom GST-Annexin-VI-
Signal konnte es sich um Komplexbildungen des Proteins handeln, bei den Signalen dar-
unter um Teilprodukte des Proteins, die durch Syntheseabbriiche zustandegekommen sind.
Genauso konnten bakterielle Proteine, die vom Antikdrper in Kreuzreaktionen erkannt
werden, die Signale hervorrufen. Die starkste Induktion kommt offenkundig nach 2 Stun-
den Induktion mit 1 mM IPTG zustande.
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4.4.2.4 Induktionskinetik mit GST-Anexin VI, GST-del 8-15, GST-del 1-175
GleichermaRen wurden die GST-Annexin VI-Mutanten einer Induktionskinetik zugefihrt.
Die Bakterien wurden 2, 4 und 6 Stunden mit 0,5 mM IPTG induziert (Abb. 20).
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Abb. 20: Induktionskinetik mit GST-AnxVI, GST-del 1-175 und GST-del 8-15
In jede Spur wurden Aliquots der in 100 ul Probenpuffer lysierten Bakterien-
pellets aufgetragen. Zu sehen ist ein Coomassie-gefarbtes 10% SDS-PAGE. Als
ProteingroBenmarker wurde ein Rainbow Coloured Protein Weight Marker
verwendet (duRerst links).

GST-Annexin VI und GST-del 8-15 haben eine Grolie von ca. 94 kd und GST-del 1-175
hat eine GroRe von ca. 46 kd. In den Spuren mit den 2-Stunden-Induktionsproben sind
deutlich verstarkte Banden in den angegebenen GroRenordnungen zu erkennen.

Um zu beweisen, dass es sich tatsachlich um die genannten Proteine handelte, wurden die
2-Stunden-Induktionsproben noch einmal fiir einen Western Blot mit Immundetektion be-
nutzt (Abb. 21).
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Abb. 21: Nachweis der GST-Annexin VI-Mutanten im Immuno-Blot

Pro Spur wurden 10 pl Aliquots der in 100 pl Probenpuffer lysierten Bakterienpellets in ein
10% SDS-PAGE aufgetragen. Als ProteingroRenmarker wurde ein biotinylierter Protein-
marker und als Positivkontrolle Bovines Annexin VI benutzt. Nach Transfer auf eine Ni-
trocellulosemembran wurden die Blots mit dem Kaninchen-Anti-Annexin VI-Antikorper
inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion.

Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker

2: GST-Annexin VI ohne Induktion

3: GST-Annexin VI nach 2 Stunden Induktion mit 0,5 mM IPTG

4: GST-del 1-175 ohne Induktion

5: GST-del 1-175 nach 2 Stunden Induktion mit 0,5 mM IPTG

6: GST-del 8-15 ohne Induktion

7: GST-del 8-15 nach 2 Stunden Induktion mit 0,5 MM IPTG

8: 1 ug Bovines Annexin VI (wurde nach langerer Entwicklung sichtbar)

Alle 3 Proteine sind in den 2-Stunden-Induktionsproben als deutliche Signale zu identifi-
zieren, wobei wiederum eventuelle Komplexbildungen und partielle Syntheseprodukte
bzw. kreuzreagierende bakterielle Proteine zusatzliche Signale zu bewirken scheinen.

Somit lielen sich auch die beiden GST-Annexin VI-Mutanten induzieren, wobei die opti-

malen Bedingungen bei einer 2-Stunden-Induktion mit 0,5 mM IPTG angetroffen wurden.

4.4.3 Isolation von GST-Fusionsproteinen

Da nach den Induktionen der Bakterien nicht nur die GST-Fusionsproteine, sondern auch
viele andere Proteine extrahiert wurden, mussten die GST-Fusionsproteine isoliert werden.
Dies geschah mit Hilfe von Glutathion-Sepharose-beads. Diese beads setzten sich zusam-
men aus Glutathion, das die Bindung des GST ermdglichte, und einem Sepharoseanteil,
der Uber seine grof3e Dichte eine Abzentrifugation in ReaktionsgefaRen erlaubte (Abb. 22).
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Abb. 22: Schema der Isolierung von GST-Fusionsproteinen mit Hilfe von Glutathion-Sepharose-beads.
Schema A gibt die Verhaltnisse vor der Zentrifugation wieder, Schema B danach.

4.4.3.1 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine am Beispiel des GST-del 1-175

Die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine liel3 sich in mehrere wichtige Teilschritte auf-
gliedern. Die wichtigsten waren: 1. Lyse der Bakterien per Sonifikation, 2. Lyse der Bakte-
rien per Triton X-100, 3. Separation der bakteriellen Proteinfraktion per Zentrifugation, 4.
Separation der GST-Fusionsproteine per beads und 5. Abldsung der GST-Fusionsproteine
von den beads mit Hilfe des Elutionspuffers. Die Aufreinigung von GST-del 1-175 soll

hier reprasentativ flr alle GST-Fusionsproteine dokumentiert werden (Abb. 23).

Abb. 23: Aufreinigung von GST-del 1-175 12«210
Pro Spur wurden Aliquots der jeweiligen
Aufreinigungsschritte in reduziertem Zustand
auf ein 10% Polyacryamidgel aufgetragen. Zu 97
sehen ist eine Silberfarbung. Als Proteingro-
Renmarker wurde ein Rainbow Coloured Pro- 66
tein Weight Marker verwendet.
Spuren:
1: 10 ul Aliquot des Sonifikationslysats 46
2: 10 pl Aliguot des Tritonlysats
3: 5 ul Aliquot der bakt. Proteinfraktion
4: 10 pl Aliquot der bakt. Proteinfraktion nach
beads-Zugabe und Zentrifugation 30
5: Rainbow Coloured Protein Weight Marker
6: 12 pl Aliquot des von den beads abgeldsten
Materials
21
14
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Wie im Polyacrylamid-Gel von links nach rechts zu sehen kommt es zu einem sich klarer
herausstrukturierenden Bandenmuster, was den Fortgang der Aufreinigung widerspiegelt.
In den Spuren 4 und 6 ist dann deutlich der spezifische Isolierungseffekt der Glutathion-
Sepharose-beads zu erkennen: Wéhrend sich in Spur 4 der nicht an die beads gebundene,
durch die Zentrifugation in den Uberstand geratene Proteinanteil zu sehen ist, findet sich in
Spur 6 der spezifisch an die beads gebundene Proteinanteil, der nur von einer Bande ver-
treten wird. Die Laufhohe dieser Bande liegt im Bereich von 46 kd, wie fir GST-del 1-175

erwartet.

4.4.3.2 Nachweis der GST-Fusionsproteine im Western Blot
Zum spezifischen Nachweis wurden isolierte GST-Fusionsproteine auf ein Polyacrylamid-
Gel aufgetragen, das mit Silber geféarbt wurde und die gleichen Proben wurden dann noch

flr einen Western Blot mit Immundetektion verwendet (Abb. 24 und 25).

d 1 2 3 4 d 1 2 3 4 5
220
97
165
105
66 76
57
46 46
30 30
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Abb. 24: Nachweis der isolierten GST-  Abb. 25: Nachweis der isolierten GST-Fusionsproteine
Fusionsproteine

Pro Spur wurden Aliquots der aufgereinigten GST-
Pro Spur wurden Aliquots der aufgereinigten GST-  Fusionsproteinldsungen in reduziertem Zustand auf ein
Fusionsproteinlésungen in reduziertem Zustand auf ~ 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Als ProteingréfRen-
ein 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Zu sehen  marker wurde ein biotinylierter Proteinmarker benutzt.

ist das silbergeférbte Gel. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurden
Spuren: die Blots mit dem Schaf-Anti-Annexin VI-Antikorper
1: Rainbow coloured Protein Weight Marker inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion.

2: GST-Annexin VI Spuren:

3: GST-del 1-175 1: Biotinylierter Proteinmarker

4: GST-del 8-15 2: Rainbow Coloured Protein Weight Marker

3: GST-Annexin VI
4: GST-del 1-175
5: GST-del 8-15
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In dem silbergeféarbten Proteingel ist in den Spuren 3-5 jeweils eine einzige Bande zu er-
kennen, die in ihrer Laufhohe den erwarteten GrolRen der GST-Fusionsproteine entspre-
chen. Im Immunoblot lassen sich hingegen nur das GST-Annexin VI und das GST-del 1-
175 spezifisch nachweisen. Das Fehlen des GST-del 8-15 ist auf die mangelnde Affinitat
des Schaf-Anti-Annexin VI-Antikorpers zum del 8-15 zurtickzuftihren, was sich mit friihe-
ren Erfahrungen der Arbeitsgruppe Grewal deckt.

Mit diesem Versuch konnte somit gezeigt werden, dass die Isolierung aller GST-

Fusionsproteine mit den Glutathion-Sepharose-beads spezifisch mdglich ist.

4.4.3.3 Isolierte GST-Fusionsproteine und Proteinkonzentrationsabschatzung im Pro-
teingel

Die Proteinkonzentrationen der isolierten GST-Fusionsproteine wurden mit Hilfe von
Proteingelen abgeschétzt, auf denen gleichzeitig Albumin in bekannten Konzentrationen

aufgetragen wurde (Abb. 26).

Abb. 26: Konzentrationsabschét- kd p—

zung der GST-Fusionsproteine auf

einem Proteingel. 220

Pro Spur wurden Aliquots der

aufgereinigten GST-

Fusionsproteinlésungen und Bo- 97 <«
vines-Serum-Albumin-L&sungen —-—

bekannter Konzentrationen in redu-

ziertem Zustand auf ein 10% Po- oo - - v
lyacrylamidgel aufgetragen. Zu

sehen ist die Coomassie-Farbung 46

des Gels.

Spuren: — <+
1: Rainbow Coloured Protein

Weight Marker

2: GST 30

3: GST-Annexin VI

4: GST-del 1-175 —

5: GST-del 8-15 «
7:4 ug BSA 20

8: 8 ug BSA 14 .

9:12 ug BSA

Die aufgetragenen Proteinmengen von GST-Annexin VI, GST-del 1-175 und GST-del 8-
15 liegen in diesem Beispiel bei ca. 4 ug, die von GST bei ca. 2 ug.

4.4.4 Proteinbindungsversuche
Nach Isolation ausreichender Mengen der verschiedenen GST-Fusionsproteine wurde mit

der Etablierung von Proteinbindungsversuchen begonnen.
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4.4.4.1 Etablierung

Die Methode der Proteinbindungsversuche lie sich in mehrere Schritte aufteilen:

1. Kopplung der GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose-beads, 2. Inkubation der
gekoppelten GST-Fusionsproteine mit Proteinextrakten, 3. Separation der gekoppelten
GST-Fusionsproteine einschliellich gebundener Proteine von nichtbindenden Proteinen, 4.
Abldsung der gebundenen Proteine von GST-Fusionsproteinen. Die Etablierung soll hier
anhand der Dokumentation der Teilschritte eines Proteinbindungsversuchs mit GST und
GST-Annexin VI gezeigt werden (Abb. 27). Eingesetzt wurden entsprechend den molaren
Massen 75 pug GST und 250 pg GST-Annexin VI sowie 390 pg Proteinextrakte.
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Abb. 27: Etablierung der Proteinbindungsversuche
Pro Spur wurden 10 ul Aliquots in reduziertem Zustand auf ein 10% Polyacrylamidgel
aufgetragen. Zu sehen ist das silbergefarbte Proteingel.
Spuren:
1: Rainbow Coloured Protein Weight Marker —
2: Uberstand mit Fusionsproteinen, die nicht an beads gekoppelt wurden
3: Wascheluate mit nicht an beads gekoppelten Fusionsproteinen L »  GST-Annexin VI
4: Nichtbindende Proteine
5: Wascheluate mit nichtbindenden Proteinen
6: Bindende Proteine —
7: Uberstand mit Fusionsproteinen, die nicht an beads gekoppelt wurden
8: Nichtbindende Proteine —»  GST
9
1

: Wascheluate mit nichtbindenden Proteinen
0: Bindende Proteine —

Die Analyse der einzelnen Spuren ergibt folgendes: In Spur 2 ist als einziges eine Bande
etwas unterhalb der 97 kd Marke sichtbar, was nicht an die beads gekoppeltes GST-

Annexin VI darstellen dirfte. Die Spuren 3, 5 und 9 zeigen keine Banden, die jeweiligen
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Waschschritte scheinen also zur Entfernung des jeweiligen Proteinmaterials gefiihrt zu
haben. In der Spur 7 ist ebenfalls keine Bande zu erkennen, die Kopplung des GST an die
beads scheint somit vollstandig gewesen zu sein. Die reichhaltigen Bandenmuster in den
Spuren 4 und 8 spiegeln das nichtgebundene Material wider, wohingegen die Spuren 6 und
10 die an GST-Annexin VI bzw. an GST gebundenen Proteine zeigen. Wichtig flr die
weitere Interpretation sind die beiden letztgenannten Spuren, deren Bandenmuster dartiber
Aufschluss gibt, ob sich tatsachlich Proteine an das Annexin VI gebunden haben. Die Spur
10 mit dem bindenden Proteinmaterial des GST stellt dabei die an die Sepharose oder an
das GST bindenden Proteine dar, die theoretisch bei allen an beads gekoppelten GST-
Fusionsproteinen vorkommen sollten. Durch Subtraktion dieser Banden aus dem Banden-
muster der Spur 6 bleiben Banden von den Proteinen ubrig, die in diesem Versuch an das
Annexin VI gebunden haben. Die Negativbande etwas unterhalb der 97 kd Marke (mit
Pfeil markiert) sollte das eingesetzte GST-Annexin VI vertreten, hingegen gibt es eine
starke Bande im Bereich der 66 kd Marke (mit Pfeil markiert), die in Spur 10 nicht zu er-
kennen ist. Im Bereich von 25 kd gibt es sowohl in Spur 6 wie in Spur 10 eine verstarkte
Bande (mit Pfeil markiert). Allerdings scheint die Bande in Spur 10 etwas hoher zu laufen
und da genau in diesem Bereich das GST zu erwarten ist, konnte es sich bei der Bande in
Spur 6 ebenfalls um ein spezifisch an das GST-Annexin VI gebundenes Protein handeln.

So lasst sich noch tber ein paar weitere Banden spekulieren, ob sie Annexin VI-bindende
Proteine darstellen. Zur weiteren Untersuchung wurden deshalb spezifische Antikdrper

eingesetzt, um bindende Proteine zu identifizieren.

4.4.4.2 Bindung von endogenem Annexin VI an GST-Fusionsproteine

Mit folgendem Bindungsversuch sollte herausgefunden werden, ob Annexin VI an das
GST-Annexin VI-Fusionsprotein bindet. Bei gleichzeitig fehlender Bindung an GST ware
dies ein Hinweis darauf, dass Annexin VI intrazelluldar Oligomere bildet. Auch die GST-
Annexin VI-Mutanten wurden eingesetzt, um eventuelle Unterschiede zum Wildtyp fest-
stellen zu konnen (Abb. 28). 30 pg GST, 100 pug GST-Annexin VI bzw. GST-del 8-15 und
49 pug GST-del 1-175 sowie 780 g Proteinextrakte wurden fiir diesen Versuch verwendet.
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kd
Abb. 28: Bindung von endogenem Annexin i
VI an GST-Fusionsproteine 165
Pro Spur wurden 4,5 pl Aliquots des
bindenden Proteinmaterials der einzelnen 105 ik
Ansétze in reduziertem Zustand auf ein 10%

Polyacrylamidgel aufgetragen. Als 76 -
ProteingroRenmarker wurde ein biotinylierter
Proteinmarker benutzt. Nach Transfer auf eine 57 '
Nitrocellulosemembran wurden die Blots mit
dem  Schaf-Anti-Annexin  VI-Antikorper 46 -
inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion
Spuren:
1: Biotinylierter Proteinmarker 37
2: GST-Ansatz
3: GST-Annexin VI-Ansatz
4: GST-del 8-15-Ansatz 28 .
5: GST-del 1-175-Ansatz
B
6

Signale sind in Spur 3 unterhalb der 105 kd-Marke zu sehen und in Spur 5 auf Hohe der 46
kd-Marke. Dabei sollte es sich um die eingesetzten GST-Fusionsproteine GST-Annexin VI
bzw. GST-del 1-175 handeln. Dass es in Spur 4 nicht zu einem dquivalenten Signal wie in
Spur 3 kommt, liegt wieder an der fehlenden Affinitat des Schaf-Anti-Annexin VI-
Antikorpers zum del 8-15. Ansonsten sind keine Signale zu sehen, vor allem nicht in Hohe
von 68 kd, was gegen eine Bindung von endogenem Annexin VI an die GST-

Fusionsproteine spricht.

4.4.4.3 Titration mit Proteinextrakten

Durch eine Inkubation des GST-Annexin VI mit steigenden Mengen an Proteinextrakten
sollte  herausgefunden  werden, ob die Bindung einiger Proteine auf
Konzentrationsabhangigkeiten beruht. Eingesetzt wurden dazu 4 pg GST und jeweils 14
pg GST-Annexin VI. An Proteinextrakten wurden 390 pg, 780 ug, 1950 pg und 3900 pg
verwendet (Abb. 29).
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Abb. 29: Titration des GST-Annexin VI mit Proteinextrakten

Pro Spur wurden 12 pl

Aliquots in reduziertem Zustand auf ein 10%

Polyacrylamidgel aufgetragen. Zu sehen ist das coomassiegefarbte Proteingel.
Spuren:
1 + 4: Rainbow Coloured Protein Weight Marker

2:
: Nichtbindende Proteine, 390 pg Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 390 pg Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 780 g Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 1950 pg Proteinextrakte
: Nichtbindende Proteine, 3900 g Proteinextrakte
: Bindendende Proteine, 390 ug Proteinextrakte

O 00 ~NO O1TWw

Bindende Proteine, 390 g Proteinextrakte

10: Bindendende Proteine, 780 g Proteinextrakte
11: Bindendende Proteine, 1950 pg Proteinextrakte
12: Bindendende Proteine, 3900 pg Proteinextrakte

—» GST

¥ GST- Annexin VI

Soweit erkennbar scheint es nicht zu einem zuséatzlichen Auftreten von Proteinbanden mit

hoéheren Mengen Proteinextrakten im GST-Annexin VI-bindenden Proteinmaterial zu

kommen. Viel mehr verstdrken sich alle Proteinbanden, aufler einer unterhalb von 97 kd,

was GST-Annexin VI darstellen durfte, proportional der eingesetzten Proteinextrakte.

Offensichtlich kommt es nicht zu konzentrationsabhangigen Bindungsphanomenen.

4.4.4.4 Bindung von Spektrin an GST-Annexin VI
Die Eluate mit bindenden und nichtbindenden Proteinen aus dem Titrationsversuch mit

GST-Annexin VI wurden verwendet, um herauszufinden, ob Spektrin an GST-Annexin VI
bindet (Abb. 30).
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kd

165 i

Abb. 30: Bindung von Spektrin an GST-Annexin VI

Pro Spur wurden 5 pl Aliquots in reduziertem Zustand auf ein 10% Polyacrylamidgel aufgetragen.
Als ProteingroRenmarker wurde ein biotinylierter Proteinmarker benutzt. Nach Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran wurden die Blots mit dem Kaninchen-Anti-Spektrin-Antikorper inkubiert.
Zu sehen ist die ECL-Detektion

Spuren:

: Biotinylierter Proteinmarker

: Nichtbindende Proteine, 390 pg Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 780 g Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 1950 pg Proteinextrakte

: Nichtbindende Proteine, 3900 g Proteinextrakte

: Bindende Proteine, 390ug Proteinextrakte

: Bindende Proteine, 780 ug Proteinextrakte

: Bindende Proteine, 1950 ug Proteinextrakte

: Bindende Proteine, 3900 ug Proteinextrakte

OO ~NOOOITDS, WN PR

In den Spuren 7, 8 und 9 kommt es oberhalb der 165 kd-Marke zu einer Doppelbande, die
mit zunehmender Proteinextraktmenge an Starke gewinnt. Da Spektrin aus 2 Polypeptiden
mit 280 und 246 kd besteht, kdnnte es sich bei dieser Doppelbande um Spektrin handeln.
Ob es sich jedoch um eine spezifische Bindung an den Annexin VI-Teil des GST-Annexin
VI handelt, ist, wegen des Fehlens der Negativkontrolle GST, nicht mit Sicherheit zu

sagen.

4.4.4.5 Bindung von Dynamin an GST-Annexin VI
In einem weiteren Proteinbindungsversuch wurden 30 pg GST sowie 100 pug GST-

Annexin VI eingesetzt und beides mit je 800 ug Proteinextrakten inkubiert (Abb. 31).
kd 4 5
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Abb. 31: Bindung von Dynamin an GST-Annexin VI

Pro Spur wurden 10 pl Aliquots in reduziertem Zustand auf ein 10% Polyacrylamidgel aufgetragen.
Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurden die Blots mit dem Maus-Anti-Dynamin-
Antikorper inkubiert. Zu sehen ist die ECL-Detektion

Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker

2: Nichtbindende Proteine von GST

3: Nichtbindende Proteine von GST-Annexin VI

4: Bindende Proteine von GST

5: Bindende Proteine von GST-Annexin VI

it

In allen Spuren sind Doppelbanden in Héhe der 105 kd-Marke zu sehen, was fiir Dynamin

zu erwarten war. Die Spuren 2 und 3 zeigen im Verhaltnis zu den Spuren 3 und 4
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jeweils ein deutliches Signal. Dies lasst darauf schlieRen, dass der groRere Teil der
Dynaminmolekiile aus den Proteinextrakten nicht an die GST-Fusionsproteine gebunden
hat. Das relativ schwache Signal in Spur 4 spricht flr eine relativ geringe Bindung an GST,
wohingegen das weitaus starkere Signal in Spur 5 eine spezifische Interaktion mit dem

Annexin VI-Teil des GST-Annexin VI-Fusionsproteins bedeutet.

4.4.4.6 Bindung von Caveolin an GST-Annexin VI

Durch nachfolgenden Proteinbindungsversuch sollte herausgefunden werden, ob Caveolin
mit GST-Annexin VI interagiert. Dazu wurden 30 pg GST und 100 pg GST-Annexin VI
mit jeweils 800 pg Proteinextrakten inkubiert (Abb. 32).

1 2 3 4 5
kd
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Abb. 32: Bindung von Caveolin an GST-Annexin VI

Pro Spur wurden 10 pl Aliquots in reduziertem Zustand auf ein 10%
Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
wurden die Blots mit dem Kaninchen-Anti-Caveolin-Antikérper inkubiert. Zu sehen
ist die ECL-Detektion.

Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker

2: Nichtbindende Proteine :|_> GST

- - -

3: Bindende Proteine

4: Nichtbindende Proteine .
5: Bindende Proteine » GST-Annexin VI

In allen Spuren, in denen Versuchsproben aufgetragen sind, kommt es zu einem Signal
oberhalb der 21 kd-Marke, was mit der erwarteten Laufhohe des Caveolin tGbereinstimmt.

In den Spuren 2 und 4 sind sehr starke Signale zu erkennen, das bedeutet, dass ein Grof3teil
des Caveolins der Proteinextrakte nicht mit den GST-Konstrukten interagiert. Das
bindende Proteinmaterial des GST-Annexin in der Spur 5 zeigt ein mindestens doppelt so
starkes Signal wie das des GST in Spur 3. Somit ist es zu einer Assoziation des Caveolin

mit dem Annexin VI-Teil des GST-Annexin VI gekommen.

4.4.4.7 Thrombinverdau von GST-Fusionsproteinen
Die GST-Fusionsproteine lassen sich mit Hilfe von Thrombin zwischen dem GST und dem
nachfolgenden Protein zerschneiden (siehe auch Abb. 15). Das an das Glutathion-

Sepharose-bead gebundene GST kann dann per Zentrifugation von dem zu untersuchenden
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Protein mitsamt gebundenem Proteinmaterial separiert werden. Dadurch ist es moglich, die
bei den Nachweisen bindender Proteine storende unspezifische Bindung an das GST bzw.
an die Sepharose auszuschalten. Zur Etablierung dieser Methode wurde ein
Proteinbindungsversuch durchgefihrt mit 30 pug GST, 49 pg GST-del 1-175, 100 ug GST-
Annexin VI und 100 pg GST-del 8-15. Alle GST-Fusionsproteine wurden mit jeweils 800
Hg Proteinextrakten inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die Sepharose-bead-Pellets zur
Ablosung der gebundenen Proteine jedoch nicht in SDS aufgekocht, sondern mit 3 pl
Thrombin, das in 50 pl PBS aufgenommen worden war, tber Nacht auf einem Schttler
inkubiert. Die Sepharose-beads mit dem daran gebundenen GST wurden abzentrifugiert
und Aliquots des Uberstands im SDS-PAGE analysiert (Abb. 33).

1 2 3 4 5

Abb. 33: Proteinbindungsversuch  kd

mit Thrombinverdau 220 -
Pro Spur wurden 10 pl Aliquots der
bindenden Proteine in reduziertem =
Zustand auf ein 10% 97 ‘.
Polyacrylamidgel aufgetragen. Zu

sehen ist das coomassiegefarbte
Proteingel. 66 — «
Spuren:
1: Rainbow Coloured Protein
Weight Marker 46
2: GST
3: GST-Annexin VI
4: GST-del 1-175
5: GST-del 8-15 ==
30 -
21 - <
14 -

In dem GST-Ansatz konnte es wegen der fehlenden Schnittstelle nicht zum
Thrombinverdau kommen, so dass alle Proteine, die unspezifisch an das GST oder an die
Glutathion-Sepharose-beads gebunden hatten, im Pellet geblieben sein sollten.
Erwartungsgemal sind in Spur 2 keine Proteinbanden zu erkennen. Die starke Bande in
Spur 3 durfte auf Annexin V1 zurtickgehen, welches durch den Thrombinverdau aus dem
GST-Annexin VI freigesetzt worden ist. Bei den anderen schwach erkennbaren Banden
konnte es sich um gebundene Proteine zu handeln. In Spur 4 sind 2 Banden in H6he der 21
kd- und der 46 kd-Marke zu sehen. Die obere schwéchere Bande konnte unverdautes GST-
del 1-175 darstellen, die untere starkere Bande hingegen freigesetztes del 1-175. Die Spur
4 weist 2 Banden in Hohe der 66 kd-Marke und der 46 kd-Marke auf. Freigesetztes del 8-
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15 konnte durch die obere stirkere Bande vertreten werden, ein bindendes Protein durch
die schwéchere untere.

Der Verdau von GST-Fusionsproteinen im Rahmen von Proteinbindungsversuchen konnte
eine Erfolg versprechende Methode sein, um Probleme der unspezifischen Bindung zu
beseitigen. Leider konnte diese Methode im Rahmen der Arbeit nicht weiter verfolgt

werden.

4.5 Herstellung einer stabilen Zelllinie

Zur weiteren Untersuchung einer mdglichen Interaktion zwischen Annexin VI und
Caveolin sollten drei Zelllinien hergestellt werden, die Caveoline stabil Gberexprimierten.
Dazu wurden CHO-Zellen ausplattiert und ein Ansatz mit 10 pg DNA des Caveolin-1, ein
zweiter Ansatz mit 10 pg DNA des Caveolin-3 und ein dritter Ansatz mit 10 ug DNA der
Caveolin-3-Mutante CAV3(DGV)™ transfiziert. Mit Hilfe von Geneticin G-418 wurden
die Zellen selektioniert, die die Fremd-DNA aufgenommen hatten. Einzelne Zellklone
wurden gezuchtet und auf die Expression des transfizierten Gens hin tberprift. Lediglich

die Caveolin-3-Mutante konnte als stabile Zelllinie etabliert werden.

4.5.1 Nachweis der Uberexpression der Caveolin-Mutante CAV3(DGV) im Western
Blot

Proteinextrakte aus Zellklonen wurden per Western Blot mit Immundetektion auf
Expression der Caveolin-Mutante CAV3(DGV) untersucht (Abb. 34).

Abb. 34: Nachweis der Uberexpression kd ! 2 3 4
von CAV3(DGV) im Western Blot 28 .

In 2 Ansédtzen wurden pro Spur 10 pl 20 * <+
14 ; .
1

Aliquots in reduziertem Zustand auf ein
10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
wurde der eine Ansatz mit dem
Kaninchen-Anti-Caveolin-Antikdrper kd o
(oben) und der andere mit dem Ratte-Anti- 2g m

H&magglutinin-Antikdrper inkubiert
(unten). Zu sehen ist die ECL-Detektion.
Spuren:

1: Biotinylierter Proteinmarker 20 ”
2: Proteinextrakte aus CHO-Wildtypzellen

3: Proteinextrakte aus Klon Nr. 13

4: Proteinextrakte aus Klon Nr. 14

Alle Signale erscheinen oberhalb der 20 kd-Marke auf gleicher Hohe, was fir die

Caveolin-Mutante zu erwarten war. Die Signale der Spuren 3 und 4 des mit dem Anti-
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Caveolin-Antikorper behandelten Blots sind stérker ausgepragt, als das Signal in Spur 2.
Das heil3t, dass die Expression von Caveolinen in den Klonen mit den Nummern 13 und 14
erhoht sein muss. Der spezifische Nachweis gelingt in dem Blot, der mit dem Anti-
Hamagglutinin-Antikorper ~ behandelt wurde, da CAV3(DGV)"™ (ber einen
Hé&magglutinin-tag verfligt, an das dieser Antikorper spezifisch bindet. Wahrend in Spur 2,
also bei den CHO-Wildtyp-Proteinextrakten, kein Signal sichtbar ist, kommt es in den
Spuren 3 und 4 zu deutlichen Signalen. Der Klon Nr. 13 wurde wegen der offensichtlich
hoheren Expression fiir spatere Versuche weiter kultiviert, konnte aber im Rahmen dieser

Arbeit nicht mehr genutzt werden.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung des Annexin VI in der rezeptorvermittelten Endozytose

Die rezeptorvermittelte Endozytose ist ein hochkomplexer biologischer Vorgang, bei dem
eine Vielzahl von Molekilen auf geregelte Art und Weise miteinander interagieren, um Stoffe
aus dem Extrazellularraum in das Innere der Zelle zu transportieren. Zwar wurden in den
letzten Jahren groRe Fortschritte bei der Aufklarung der wichtigsten Mechanismen und Kom-
ponenten dieses Internalisationsweges gemacht, viele Faktoren sind aber weiterhin unbekannt
oder nur unzureichend charakterisiert. Zu letzteren gehdren auch einige Mitglieder der Anne-
xinfamilie, denen in verschiedenen Studien Rollen im intrazellularen Membranverkehr zuge-
ordnet wurden. Besonders das Annexin VI wurde wiederholt im Zusammenhang mit der re-
zeptorvermittelten Endozytose untersucht. Da die Datenlage Uber die genaue Aufgabe des
Proteins in diesem biologischen Prozess jedoch immer noch relativ dirftig ist, sollte es in die-
ser Arbeit mit Hilfe zweier verschiedener Versuchssysteme weiter studiert werden: Einerseits
dienten Aufnahme- und Degradationsexperimente mit radioaktiv markiertem LDL in Annexin
VI-Uberexprimierenden CHO-Zellen der Analyse eines eventuell quantifizierbaren Einflusses
auf die rezeptorvermittelte Endozytose. Andererseits wurden Proteinbindungsversuche mit

GST-Fusionsproteinen benutzt, um intrazellulare Interaktionspartner identifizieren zu kénnen.

5.1.1 Dosisabhangige Stimulation der Aufnahme und Degradation von **1-LDL durch
Annexin VI

Der Uiberwiegende Teil des Wissens uber das Annexin VI stammt aus Studien, in denen die
biochemischen Eigenschaften des Proteins erkundet oder die intrazellulare Lokalisation be-
stimmt wurden. Wenige Experimente hatten zum Ziel, funktionelle Daten tber den Einfluss
des Proteins auf den zelluldren Stoffwechsel zu gewinnen und noch weniger Erkenntnisse
resultieren aus in-vivo Versuchen. In dieser Arbeit sollten deshalb ein Transfektionssystem
sowie stabil Annexin VI-Uberexprimierende Zellen (ber die Effekte des Proteins auf die re-
zeptorvermittelte Endozytose Aufschluss geben.

Die Fahigkeit zur Uberexpression des Annexin VI-Wildtyps und einiger Annexin VI-
Mutanten mit dem gewéhlten Transfektionssystem wurde per Western Blot-Analyse eines
CHO-Zelllysats tGberprift (Abb. 7). Bis auf eine Mutante lieRen sich alle Proteine erfolgreich
uberexprimieren. Dass es sich dabei um spezifische Phanomene handelte, zeigte sich im Feh-
len eines korrespondierenden Signals in der Spur des Lysats aus [-Galactosidase-

transfizierten CHO-Zellen. Das relativ starke Annexin VI-Signal, z.B. verglichen mit dem
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relativ schwachen Signal, das aus der Spur mit 1 pg Bovines Annexin VI entstammte, lie}
darauf schlieRen, dass die Uberexpression ziemlich effizient funktioniert hatte oder aber der
Antikorper zu diesem Protein eine besonders hohe Affinitat besafl. Um das Potential zur
Uberexpression auszutesten, wurden CHO-Zellen mit steigenden Mengen Annexin VI-
Wildtyp transfiziert und das Zelllysat wiederum im Western Blot analysiert (Abb. 8). Es
zeigte sich im niedrigen Dosisbereich eine positive Korrelation zwischen der eingesetzten
Menge transfizierter DNA und dem AusmaB der Uberexpression. In hoheren Dosisbereichen
blieb das Annexin VI-Signal ungefahr gleich stark, d.h. es kam zu einem Sattigungseffekt
beziglich der Exprimierbarkeit.

Eine densitometrische Analyse erlaubte die Objektivierung und Quantifizierung des Ergebnis-
ses: Die Proteinexpression konnte durch die Transfektion um mehr als das Vierfache gestei-
gert werden (Abb. 9). Unter der Annahme, dass die Transfektionseffizienz bei ca. 10-20% lag,
d.h., dass nur 10-20% aller ausplattierten Zellen tatséchlich transfiziert wurden (Daten Ar-
beitsgruppe Grewal) und die Uberexpressionssignale des Annexin VI mit dem Signal des Bo-
vinen Annexin VI in Beziehung setzt, so l&sst sich errechnen, dass innerhalb der 24 Stunden
nach Transfektion bis zu ca. 4,9 x 10° Molekiile Annexin VI pro transfizierter Zelle syntheti-
siert wurden. Dies entsprache immerhin ca. 50% der gesamten durchschnittlichen Protein-
synthesemenge einer Zelle innerhalb von 24 Stunden.

Der Sattigungseffekt Iasst mehrere Erklarungsmoglichkeiten zu: Entweder es kommt bei sehr
hohen intrazelluldaren Annexin VI-Konzentrationen zu zytotoxischen Auswirkungen auf den
Zellmetabolismus, so dass transfizierte Zellen zu Grunde gehen und nicht weiter zur Protein-
synthese beitragen konnen. Hieriliber ware eine Untersuchung der Zellteilungsaktivitat auf-
schlussreich gewesen. Oder es kommt zu einem Mangel an Faktoren auf Transkriptions- oder
Translationsebene, weshalb die Annexin VI-Synthese nicht mehr weiter zunehmen kann.
Aber auch eine verringerte Halbwertszeit des Proteins bei noch weiter gesteigerter Synthese
liee sich als Grund fir die in etwa gleichstarken Signale in der Western Blot-Analyse im
Bereich hoher Transfektionsmengen heranziehen.

Das Transfektionssystem wurde nun genutzt, um den Einfluss des Annexin VI auf die rezep-
torvermittelte Endozytose zu untersuchen. CHO-Zellen wurden auf die gleiche Art und Weise
mit steigenden Mengen Annexin VI-DNA transfiziert. Da nach den Erfahrungen der Arbeits-
gruppe Grewal die endogene LDL-Rezeptorexpression dieser Zellen einen limitierenden
Faktor dargestellt hatte, wurden sie parallel mit konstanten Mengen LDL-Rezeptor kotransfi-
ziert. Eine ahnliche Vorgehensweise hatten 1992 auch Bucci et al. gewahlt. Sie mussten Rab5

zusammen mit dem Transferrinrezeptor exprimieren, um zu demonstrieren, dass Rab5 die
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Internalisation von Transferrin induziert. Es ergab sich eine der transfizierten Annexin VI-
DNA-Menge proportionale Steigerung der Internalisation und Degradation des Lipoproteins
(Abb. 10). Bei der hdchsten transfizierten Annexin VI-Menge hatte sich die Aufnahme und
Degradation des LDL nahezu verdoppelt, so dass von einer stimulierenden Rolle des Annexin
VI fur die rezeptorvermittelte Endozytose des Lipoproteins gesprochen werden kann. Interes-
santerweise ist auch im Bereich héherer Mengen transfizierter Annexin VI-DNA noch kein
Sattigungseffekt bezlglich der Aufnahme und Degradation des LDL zu sehen. Dieser Sach-
verhalt legt die Vermutung nahe, dass noch keine zytotoxischen Wirkungen von den hohen
Annexin VI-Konzentrationen und den sich daraus ergebenden intrazellularen Stoffwechsel-
vorgéangen aufgetreten sein durften. Andererseits l&sst sich aus diesen Ergebnissen schliel3en,
dass das Protein eine stimulatorische Rolle in der Internalisation und Degradation des Lipo-
proteins zu spielen scheint. Denn entweder bewerkstelligt es alleine die verstarkte Endozytose
des LDL oder es werden durch seine Anwesenheit auch andere Faktoren vermehrt zur Expres-
sion gebracht, die fir die Aufnahme und intrazellulare Verstoffwechselung des Lipoproteins
benotigt werden. Es bleibt festzuhalten, dass offensichtlich sowohl die Aufnahme als auch die
Degradation stimuliert werden. Es ware genauso gut denkbar gewesen, dass das Annexin VI
lediglich die Internalisation gefordert hétte, nicht aber die weitere Metabolisierung. Allerdings
hatte dieses wahrscheinlich zu zytotoxischen Effekten gefiihrt, da das aufgenommene LDL in
der Zelle akkumuliert ware. Das bedeutet, dass das Protein wohl nicht nur an der Zelloberfla-
che, sondern auch bei Vorgéangen, die weiter intrazellulér stattfinden, eine Rolle spielt.

Der Vergleich der substratabhédngigen Aufnahme und Degradation von LDL in Annexin VI-
tiberexprimierenden CHO-Zellen mit CHO-Zellen ohne Annexin VI-Uberexpression lieferte
ein leicht widerspruchliches Bild zum Ergebnis der dosisabhéngigen Aufnahme und Degra-
dation. Zwar kam es in den Annexin VI-tberexprimierenden Zellen zu einer sehr viel starke-
ren Steigerung der Aufnahme und Degradation des Lipoproteins, je mehr LDL den Zellen
angeboten wurde (Abb. 12). Jedoch lag die absolute LDL-Aufnahme und -Degradation in den
Annexin VI-Uberexprimierenden Zellen niedriger als in den Vergleichszellen. Da eventuell
eine niedrigere LDL-Rezeptorexpression in den Annexin VI-lberexprimierenden Zellen als
Ursache fir dieses Ergebnis gelten konnte und somit mdglicherweise ein Problem der
Kotransfektion mit der Annexin VI-DNA vorlag, wurde die LDL-Rezeptorexpression uber-
pruft. Hierbei ergab sich einerseits, dass der LDL-Rezeptor trotz kotransfizierter Annexin VI-
DNA dosisabhangig Uberexprimierbar war. Andererseits wurde deutlich, dass das Ex-
pressionsniveau in Zellen, die mit Annexin VI-DNA kotransfiziert worden waren, genauso

hoch war wie in Zellen, die mit 3-Galactosidase-DNA-kotransfiziert worden waren (Abb. 13).
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Somit scheidet eine verringerte LDL-Rezeptorexpression als Ursache aus. Weil die Transfek-
tion von DNA einen &ul3erst komplexen Vorgang darstellt und immer viele Faktoren, wie z.B.
Gute der Zellen, Transfektionseffizienz und Distribution der DNA auf die Zielzellen einen
entscheidenden Einfluss auf das Resultat ausiiben, konnte ein Problem der Transfektion trotz-
dem nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Um dieser Unsicherheit aus dem Wege zu gehen, wurde ein stabil Annexin VI-
uberexprimierender Zellklon der Arbeitsgruppe Grewal mit steigenden LDL-Rezeptormengen
transfiziert. Im Vergleich zu Wildtyp-CHO-Zellen konnte eine bis zu 40%-gesteigerte LDL-
Aufnahme verzeichnet werden (Abb. 14). Somit wurde auf der einen Seite gezeigt, dass die
LDL-Aufnahmesteigerungen nicht nur in transient Annexin VI-tUberexprimierenden Zellen
stattfinden, sondern auch in Zellen, die das Protein permanent in erhdhten Malien exprimie-
ren. Es ware in diesem Zusammenhang auch maoglich gewesen, dass der stabile Zellklon
durch gegenregulatorische Mechanismen einen messbaren Einfluss des Annexin VI auf die
Endozytose nur kurzfristig hatte in Erscheinung treten lassen. Offensichtlich liegt in diesen
Zellen aber eine zumindest potentiell erhdhte Fahigkeit zur rezeptorvermittelten Endozytose
vor. Auf der anderen Seite lasst sich in dem WVersuch der substratabhangigen LDL-
Internalisation die verringerte absolute Aufnahme in den Annexin VI-kotransfizierten CHO-
Zellen mit grolRer Wahrscheinlichkeit auf ein Problem der Kotransfektion zurlckfihren.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Annexin VI einen stimulatorischen Einfluss so-
wohl auf die LDL-Internalisation wie auch die LDL-Degradation austibt. Diese Beobachtung
steht in Einklang mit den Ergebnissen von Kamal et al. (1998), bei denen eine in Zellen mi-
kroinjizierte dominant-negative Annexin VI-Mutante, der die letzten 6 Annexin-
Wiederholungen fehlte, zu einer verminderten LDL-Aufnahme fiihrte. Auf welche Art und
Weise es dieses moglicherweise bewirkt, dariiber sollten Proteinbindungsstudien Aufschluss

geben, mit denen Interaktionspartner des Proteins identifiziert werden konnten.

5.1.2 Bindung von Annexin VI an Dynamin

Um den stimulatorischen Effekt auf die rezeptorvermittelte Endozytose des LDL ausiiben zu
kdnnen, muss das Annexin VI mit bestimmten intrazelluldren oder zelloberflachenstéandigen
Strukturen interagieren. Die Identifikation dieser Strukturen ist deshalb von grofiter Wichtig-
keit in Hinsicht auf die weitere Charakterisierung der physiologischen Funktion des Proteins.
Da die rezeptorvermittelte Internalisation von Liganden eine Abfolge von physikalischen Er-
eignissen darstellt, lag es nahe, bei den Annexin VI-Bindungspartnern nach Proteinen zu su-

chen, die bei derartigen Vorgéngen bekanntermalien eine Rolle spielen.
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Dynamin ist eine 100 kd-groRe GTPase, die bei der Abtrennung der klathrinummantelten Ve-
sikel von der Plasmamembran eine wichtige Funktion tbernimmt (De Camilli et al., 1995).
Eine derartige Rolle wurde zum ersten Mal bei der Untersuchung der paralytischen Shibire-
mutante von Drosophila melanogaster (Grigliatti et al., 1973) festgestellt. Diese Mutante rea-
gierte auf Temperatursenkung mit einer generalisierten Lahmung, was auf eine temperatur-
sensitive Mutation in der GTP-bindenden Domane des Fliegendynamins zurickgefuhrt wurde
(Chen et al., 1991). Ultrastrukturelle Analysen ergaben, dass bei erniedrigter Temperatur die
Nervenendigungen fast keine synaptischen Vesikel aufwiesen und stattdessen an der Plasma-
membran klathrinlose Einschniirungen akkumulierten, die Coated Pits dhnelten (Koenig et al.,
1989). Auch neuere Studien, in denen gezeigt wurde, dass bestimmte Dynaminmutanten die
klathrinvermittelte Endozytose blockieren, bestatigten die zentrale Stellung des Proteins bei
diesem biologischen Prozess (Herskovitz et al., 1993; van der Bliek et al., 1993). Inzwischen
sind 3 verschiedene Dynamin-Gene identifiziert worden: Dynamin | wird ausschlieBlich in
Neuronen exprimiert (Obar et al., 1990), Dynamin Il kommt in allen Geweben vor (Cook et
al., 1994; Sonntag et al., 1994) und Dynamin Il beschrénkt sich auf Hoden, Gehirn, Lunge
und Herz (Cook et al., 1996; Nakata et al., 1993). Jedes Dynamin-Gen codiert fiir mindestens
4 alternativ gespleilte Isoformen (Robinson et al., 1994; Urrutai et al., 1997), so dass alle
Zellen wenigstens 4 Dynamin Il-Isoformen koexprimieren und z.B. Neurone 12 oder mehr
Isoformen aufweisen konnen. AuRerdem ist es moglich, dass noch weitere Dynamin-
Familienmitglieder existieren. Zur Zeit ist noch unklar, ob die verschiedenen Dynamin-
Genprodukte die gleichen Aufgaben ausfiihren oder ob sie in unterschiedlichen endozytoti-
schen Prozessen wirken. Auch der genaue Mechanismus, mit dem Dynamin die Losldsung
von Vesikeln bewirkt, ist noch nicht genau charakterisiert. In-vitro formt das Protein Ringe
und Schlduche (Carr et al., 1997; Hinshaw et al., 1995), was zu der Annahme gefiihrt hat, dass
es wie eine Schlinge die Verbindung zwischen dem sich ablésenden Vesikel und seiner Ur-
sprungsmembran verengt. Jedoch gibt es an der GTPase Molekilabschnitte, die zur Rekrutie-
rung anderer Proteine fihren kdnnen, so dass es eventuell deren eigentliche Aufgabe ist, die
Loslosung des Vesikels zu bewirken (Kirchhausen et al., 1999; Sever et al., 1999). Auch die
Interaktion mit einigen Phosphatidylinositolen bedarf noch der weiteren Aufklarung hinsicht-
lich einer Rolle im Abtrennungsprozess der Vesikel von der Plasmamembran (Artalejo et al.,
1997; Lee et al., 1999; Salim et al., 1996).

1997 demonstrierten Turpin et al. bei Studien an klathrinummantelten Vesikeln die Ko-
Immunprazipation von Annexin VI mit Dynamin und boten damit einen plausiblen Erkla-

rungsansatz fir eine eventuelle Annexin VI-Abhangigkeit der rezeptorvermittelten Endozyto-
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se (Lin et al., 1992). Sie schlugen vor, dass das Annexin VI ein wichtiger Faktor fiir die Sta-
bilisierung von Dynamin-Membraninteraktionen sein konnte, bevor es zur Ablésung des
Coated Vesikels kommt.

Fur die Proteinbindungsstudien im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmide fur GST-Annexin
VI-Fusionsproteine erzeugt (Abb. 16 u. 17). Kompetente E. coli-Bakterien wurden mit diesen
Plasmiden transformiert und deren Induzierbarkeit mit Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase aus-
genutzt, um im hohen Male Fusionsproteine zu gewinnen (Abb. 18-26). Die GST-Annexin
VI-Fusionsproteine wurden nun zur Etablierung von Proteinbindungsexperimenten verwen-
det, deren Ablauf wie folgt aussah: Wahrend der Inkubation mit Zellextrakten hatten Proteine
die Mdglichkeit, an das GST-Annexin VI zu binden und anschlieBend durch Zentrifugationen
von nichtbindenden Proteinen getrennt zu werden (Abb. 27). Nach Auftrennung der binden-
den Proteine per Gelelektrophorese wurde versucht, bestimmte Proteine durch spezifische
Antikorper zu identifizieren (Abb. 30-32). Da dieses Versuchssystem erst auf seine Zuverlas-
sigkeit hin Oberpruft werden musste, wurde sich zunédchst darauf beschrankt, schon in der Li-
teratur beschriebene mdgliche Interaktionspartner des Annexin VI auch mit diesem System zu
identifizieren. Dynamin ist eines dieser bekannten potenziellen Interaktionspartner. Es lief3
sich eindeutig im Annexin VI-bindenden Material nachweisen (Abb. 31) und kdnnte somit
tatséchlich zu den mit Annexin VI in Wechselwirkung tretenden Molekulen in der Zelle geho-

ren.

5.1.3 Interaktion von Annexin VI mit Spektrin

Ein anderer bekannter Assoziationspartner des Annexin V1 ist das Spektrin (Watanabe et al.,
1994). Dieses Zytoskelettprotein besteht aus zwei a- und zwei [3-Untereinheiten und bekleidet
mit Aktin und anderen Molekilen netzwerkartig die innere Oberflache vieler Zellen (Bennet,
1990). Die Formerhaltung der Zelle beruht ganz wesentlich auf den Eigenschaften dieses stab-
formigen Heterotetramers, denn Mutationen bewirken, z.B. in Erythrozyten, forminstabile
Zellen, deren Lebenszeit deutlich verkurzt ist (Tse et al., 1999). Aus einigen Studien resul-
tierte bereits die Vermutung, dass ein Umbau des Spektrin-Aktin-Netzwerks erfolgt, bevor
Coated Pits sich abknospen kénnen. Nach der Entdeckung der Bindung des Annexin VI an
die NH2-terminale 28-kd Doméne des (B-Spektrin (Watanabe et al., 1994) gelang es Kamal
und Mitarbeitern (1998) zu demonstrieren, dass es an Plasmamembranen, von denen sich
Coated Pits abtrennen, zu einem signifikanten Annexin VI-abhangigen Verlust von Spektrin
kommt. Sie machten daftir eine Calpain-dhnliche Cysteinprotease verantwortlich, die, ihren

Modellvorstellungen entsprechend, von Annexin VI aktiviert und zielgenau an die Membran-
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regionen gebracht wird, die vom Zytoskelett befreit werden mussen. Dieser Vorgang ermdgli-
che dann erst den Abtrennungsprozess des Vesikels.
Auch Spektrin wurde mit dem in dieser Arbeit verwendeten Proteinbindungssystem im bin-

denden Proteinmaterial gefunden (Abb. 30).

5.1.4 Assoziation von Caveolin mit Annexin VI

Das 21-24 kd-grofRe Caveolin ist das wichtigste Markerprotein fur Caveolae. Es stellt eines
der integralen Membranproteine des caveolaren Uberzugs dar und besitzt essentielle Bedeu-
tung fur die Ausbildung dieser Membranstrukturen (Tang et al., 1996; Rothberg et al., 1992;
Fra et al., 1995). Vier Caveolingenprodukte sind in S&ugetieren bis jetzt gefunden worden:
Caveolin-1a und -1 (Glenney et al., 1992; Kurzchalia et al., 1992; Scherer et al., 1995), -2
(Scherer et al., 1996) und -3 (Tang et al., 1996). Jedes enthalt eine 33 Aminosauren lange
hydrophobe Domane, durch die das Protein in der Membran verankert wird, wahrend sowohl
das Amino- wie auch das Carboxylende frei ins Zytoplasma reichen (Kurzchalia et al., 1994).
Leicht differierende Aminsosaurensequenzen und eventuell gewebsspezifische Expressions-
muster lassen vermuten, dass die verschiedenen Caveoline nur bis zu einem gewissen Grade
die gleichen Aufgaben erfullen (Dietzen et al., 1995; Tang et al., 1996).

Das weitaus am h&ufigsten untersuchte Caveolin ist das Caveolin-1. Es kann uber eine kon-
servierte Domane, die Caveolingeriistdomane genannt wird (Couet et al., 1997), direkt mit
verschiedenen Signalmolekilen (Okamoto et al., 1998), wie z.B. der endothelialen Stick-
stoffmonoxidsynthase (Feron et al., 1998), interagieren. Deswegen wird dem Protein eine
wesentliche Rolle in der Modulation verschiedener Signaltransduktionswege nachgesagt
(Shaul et al., 1998). Eine ebenfalls sehr wichtige Rolle spielt das Caveolin-1 in der Kontrolle
der Cholesterinhomd@ostase. Es gehort zu den cholesterinbindenden Proteinen (Murata et al.,
1995) und seine Expression wird auf Transkriptionsebene durch Cholesterin reguliert (Fiel-
ding et al., 1997; Hailstones et al., 1998). Da die Transfektion von Caveolin-1 zu einem er-
hohten Cholesterintransport vom endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran fiihrte
(Smart et al., 1996; Uittenbogaard et al., 1998), wurde das Protein als Teil eines intrazellula-
ren Cholesterintransportsystems vorgeschlagen.

Die Mechanismen der caveolédren Internalisation von Molekdlen sind weitgehend ungeklart.
Es gibt aber einige Studien, die eine weitgehende Parallelitat mit dem klathrinvermittelten
Weg nahelegen: 1. Es bedarf in gleicher Weise wie im klathrinvermittelten Weg einer Reor-
ganisation des Aktinzytoskeletts, bevor es zur Internalisation von Molekilen kommt (Kellie et

al., 1983). 2. Dynamin wurde bei der Untersuchung von Epithelzellen per Immunfluoreszenz
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in Caveolae lokalisiert und auch biochemisch-funktionell als essentieller Faktor flr caveolére
Endozytose nachgewiesen (Henley et al., 1998). Somit scheint es in Caveolae ebenfalls einen
dynaminvermittelten Abtrennungsprozess eines Membranabschnittes vom Plasmalemma zu
geben. 3. In endothelialen Caveolae wurden alle diejenigen Molekiile gefunden, die fir Vesi-
kelknospung, -andockung und —fusion nétig sind. Dazu gehéren VAMP, NSF, SNAP, GTPa-
sen sowie die Annexine Il und VI (Schnitzer et al., 1995).

In dieser Arbeit wurde bei Proteinbindungsstudien zum ersten Mal gezeigt, dass es zu einer
zumindest indirekten Interaktion zwischen dem in der rezeptorvermittelten Endozytose impli-
zierten Annexin VI und dem caveoldaren Markerprotein Caveolin kommt. Bei der Analyse der
Western-Blot-Signale von Proben eines Proteinbindungsversuchs zeigte sich der spezifisch
bindende Caveolinanteil mit einem ungeféhr doppelt so starken Signal wie der unspezifisch
bindende Anteil (Abb. 32). Gleichzeitig waren die Signale des nichtbindenden Caveolinan-
teils relativ stark. Dieses kann bedeuten, dass die Assoziation zwischen den beiden Proteinen
nicht sehr ausgepragt ist und deswegen die meisten Caveolinmolekiile nicht an das Annexin
VI gebunden haben. Es ist aber auch mdglich, dass die Interaktion nur zwischen einer be-
stimmten Caveolinisoform und dem Annexin VI stattfindet, so dass sich die anderen Caveoli-
nisoformen im nichtbindenden Material befinden. Ob diese Wechselwirkung tatsachlich phy-
siologische Relevanz besitzt, missen weitere Studien zeigen. Ergebnisse aus Versuchen an
Rattenleberendosomen durch Pol et al. (1999) weisen aber in diese Richtung: Sie zeigten, dass
Frihe Endosomen Caveolin enthalten und das Frihe Sortierende Endozytotische Komparti-
ment eventuell als eine Durchgangsstation im intrazellularen Stoffwechselweg des Caveolin
fungiert. Da das Annexin VI schon friher als Markerprotein flir Rattenleberendosomen nach-
gewiesen wurde (Jackle et al., 1994), ist die Uberschneidung der intrazellularen Stoffwech-

selwege der beiden Proteine offensichtlich.

5.1.5 Funktion und Lokalisation des Annexin VI beim Endozytosevorgang

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Annexin VI eine stimulatorische Rolle auf die re-
zeptorvermittelte Endozytose des Low Density Lipoprotein austibt. Dabei liel sich nachwei-
sen, dass durch die Uberexpression des Annexin VI nicht nur die an der Zelloberflache statt-
findende Internalisation des LDL gefordert wurde, sondern auch dessen weiter intrazellulér
gelegene Degradation.

Dass das Annexin VI einen wichtigen Teil seiner physiologischen Funktion an der Zellober-
flache wahrnimmt, dafur sprechen die vielen Studien, die das Protein an der Zellmembran

lokalisiert haben sowie die Fahigkeit zur Membranbindung und die Interaktion mit einigen
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zellmembranassoziierten Proteinen. Die bisher wichtigsten Studien legten eine Aufgabe in-
nerhalb der Abtrennung von klathrinummantelten Vesikeln vom Plasmalemma nahe, also
dem Vorgang, durch den extrazellulare Molekule nach Bindung an einen Rezeptor ins Zellin-
nere beférdert werden. Darauf hin deuten die Ca®*-abhangige Fahigkeit zur Bindung von
Membranen und die beschriebenen Interaktionen mit Proteinen wie Dynamin, das als ein
Schlisselelement fir die Abtrennung von Klathrinvesikeln gilt, oder Zytoskelettkomponen-
ten, wie Aktin oder Spektrin, deren Netzwerk vor einer Vesikelloslésung wohl erst umgebaut
werden muss.

Auf der anderen Seite haben sich besonders in den letzten Jahren Hinweise gehéuft, dass das
Annexin VI auch in zellkernndheren Kompartimenten noch wichtige Rollen im Rahmen der
rezeptorvermittelten Endozytose spielen konnte: Bei der Blockade des Abknospens von Coa-
ted Pits durch einen Cysteinproteaseninhibitor wurde nach initialem Stopp eine vollstandige
Wiederaufnahme der Internalisation von LDL verzeichnet. Die LDL-Aufnahme besal3 dabei
die gleiche Kinetik wie vorher. Jedoch wanderte das unter diesen Bedingungen aufgenomme-
ne LDL nicht mehr Richtung Zellzentrum und wurde auch nicht mehr degradiert. Das Vor-
handensein von doppelt so vielen Coated Pits und zweimal so viel Membranklathrin veran-
lasste die Autoren zu der Annahme, dass ein neuer Typ von Coated Pits entstanden war. Aus
diesen entstiinden Endosomen, die wegen des Fehlens von Annexin VI nicht mehr in der Lage
seien, LDL zum korrekten Bestimmungsort innerhalb der Zelle zu bringen. Die genaue Auf-
gabe des Annexin VI wurde darin gesehen, dass es an der Plasmamembran die Aktivitét einer
Calpain-dhnlichen Protease steuere. Die durch dieses Enzym erzielte Umstrukturierung des
Spektrin-Aktin-Zytoskeletts fiihre zu Spektrin-freien Zonen, von denen sich der neue Vesikel
nun ablosen kdnne. Anschliefend fungiere das Annexin VI als eine Art Addressmolekil far
den endosomalen Transport (Kamal et al., 1998). In einer neueren Studie wurde die Internali-
sation von LDL studiert und herausgefunden, dass Annexin VI mit LDL-haltigen endozytoti-
schen Vesikeln assoziiert und zwar einschlieBlich bis zu deren Eintritt in das pralysosomale
Kompartiment. Als Nachweis dienten Succrosegradienten von fraktionierten CHO-Zellen, die
uber 5 bzw. Giber 120 Minuten mit radioaktiv markiertem LDL inkubiert worden waren. Nach
5 Minuten war das Annexin VI vor allem mit Frihen Endosomen, nach 120 Minuten mit
Spéten Endosomen assoziiert. Dieser Shift in der Lokalisation, der tbrigens auch immunfluo-
reszenztechnisch bestatigt werden konnte, wurde mit der moglichen Funktion des Proteins
begriindet, endozytierte Liganden an ihr intrazelluléres Ziel zu geleiten. Komponenten des

Zytoskeletts stellten dabei die potenziellen Interaktionspartner dar (Grewal et al., 2000).
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In NRK-Zellen wurde das Annexin VI sogar berwiegend im pralysosomalen Kompartiment
gefunden (Pons et al., 2000) und zwar in partieller Kolokalisation mit Spektrin. Es wurde an-
genommen, dass Spektrin ebenfalls im prélysosomalen Kompartiment vorkommt und dass es
hier, analog zum Modell von Kamal und Mitarbeitern, zu einer Interaktion mit Annexin VI
kommt. Tatsachlich liel’ sich der spatendosomale Verkehr durch den Einsatz eines Calpainin-
hibitors storen, denn die beobachteten LDL-haltigen Vesikel waren vergrof3ert und die Degra-
dation von *?I-LDL wurde beeintrachtigt. Weil die gleichen Ergebnisse erzielt wurden, nach-
dem die pcDNA einer dominant-negativen Annexin VI-Mutante in den Zellkern mikroinji-
ziert wurde, scheint die Implikation des Annexin VI auch im spaten endozytotischen Kom-
partiment offensichtlich (Pons et al., 2001).

Angesichts dieser Ergebnisse ist es vorstellbar, dass das Annexin VI zyklusartig zwischen
dem Zytosol, der Plasmamembran, den Frithen und Spéaten Endosomen und wiederum dem
Zytosol verkehrt, um seine spezifischen Aufgaben bei der rezeptorvermittelten Endozytose zu
erfiillen. An glatten Muskelzellen wurde bereits gezeigt, dass das Annexin VI Ca?*-abhangig
eine Relokalisation vom Zytosol zur Plasmamembran erfahren kann (Babiychuk et al., 1999).
Es konnte also durch ein intrazellulares Signal, das z.B. durch die Bildung eines Coated Pit
nach Konzentration einer gewissen Anzahl bestimmter Liganden innerhalb eines Mem-
branabschnitts verursacht wird, zur Rekrutierung von Annexin VI an die Plasmamembran
kommen, was direkt oder indirekt zur Abtrennung des neuen Vesikels flihrt. Das Annexin VI
begleitet dieses Transportorganell dann zielgerichtet in stdndiger Wechselwirkung mit Ele-
menten intrazellulérer Zytoskelettstralen an seinen Bestimmungsort. Der Ligand wird ver-
stoffwechselt und das Annexin VI dissoziiert von dem Transportorganell ab. Es gelangt somit
wieder als freies Molekdl ins Zytosol, wo es fir einen neuen Zyklus zur Verfugung steht.

Eine Mutation im Annexin VI-Gen kdnnte somit entweder zum Erliegen der Aufnahme von
Liganden fuhren, die per rezeptorvermittelter Endozytose in die Zelle gelangen oder der
Transport zum vorgesehenen intrazelluléren Ziel kénnte misslingen. Eventuell liegt genau an
dieser Stelle eine der pathophysiologischen Ursachen fir die Erkrankung einiger Menschen an
familiarer Hypercholesterindmie, bei denen nachweislich kein Defekt am LDL-Rezeptor oder
am ApoBigo vorliegt. Denn bei immerhin 15% aller Patienten mit der klinischen Diagnose
"Heterozygote Familidre Hypercholesterindmie™ sind der LDL-Rezeptor wie auch sein Li-
gand, das ApoBiq, vollkommen intakt (Sun et al., 1997). Norman et al. (1999) stellten in die-
sem Zusammenhang zwei Patienten mit phénotypisch homozygoter familiarer Hypercholeste-
rindmie vor, bei denen ebenfalls kein Defekt am LDL-Rezeptor- oder ApoBig-Gen gefunden

werden konnte. Sie konnten zeigen, dass die Zellen dieser Patienten offensichtlich nicht mehr
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in der Lage waren, den LDL-Rezeptor mitsamt gebundenem Liganden zu internalisieren.
Hingegen spielte sich die rezeptorvermittelte Endozytose von Transferrin weiterhin im phy-
siologischen Malle ab, so dass ein Defekt an einer spezifisch fur den LDL-
Internalisationsmechanismus zustandigen Komponente vorliegen muss. Hierfur stellen Endo-
zytose-regulierende Proteine wie das Annexin V1 aussichtsreiche Kandidaten dar.

Die Tatsache, dass das Annexin VI moglicherweise mit dem caveoldaren Markerprotein Ca-
veolin interagiert, wirft neue Fragen tber die Aufgaben des Proteins auf. Da es schon mit an-
deren Proteinen, die zusammen als molekulare Transportmaschinerie fiir Vesikelabknospun-
gen zusammengefasst wurden, in endothelialen Caveolae lokalisiert wurde (Schnitzer et al.,
1995), ist denkbar, dass das Protein an diesen spezialisierten Membranabschnitten &hnliche
Funktionen austibt wie in der rezeptorvermittelten Endozytose. Dafr spricht ferner, dass die
Internalisation von extrazellularen Molekdilen durch Caveolae wahrscheinlich ebenfalls durch
die GTPase Dynamin, welches wahrscheinlich zu den Annexin VI-bindenden Proteinen ge-
hort, vermittelt wird (Henley et al., 1998).

Gleichwohl konnte das Annexin VI in Caveolae ebenso an einem ganz anderen zellbiologi-
schen Prozess teilhaben, namlich der Signaltransduktion. Ras-GTPasen regulieren wichtige
molekulare Schlisselwege, die fiir das Wachstum und die Differenzierung von Zellen von
grof3er Bedeutung sind (Downward, 1997). Mutierte Ras-Proteine fiihren zur Zelltransforma-
tion und kdnnen in vielen verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden (Joneson et al.,
1997; Bos, 1989). Caveolin wurde als Ras-bindendes Protein identifiziert (Song et al., 1996),
was einen der Grunde darstellt, weshalb Caveolae als wichtige Integationszentren der Signal-
transduktion angesehen werden (Anderson, 1998). Ein wichtiger Regulator der Ras-Aktivitat
ist das p120°*", welches von Davis und Mitarbeitern (1996) wiederum als Annexin VI-
bindendes Protein identifiziert wurde. p120®*" und Annexin VI scheinen auerdem mit Fyn
und Pyk2, zwei Tyrosinkinasen, die ebenfalls mit der Regulation von Ras assoziiert sind, ei-
nen Proteinkomplex zu bilden, dessen genaue Rolle noch nicht definiert wurde (Chow et al.,
2000). Nicht auszuschlieBen ist, dass das Annexin VI in diesem Komplex mit Hilfe seiner
Lipidbindungsfahigkeit eine Uberbriickungsfunktion tibernimmt, um die Molekiile an die
Plasmamembran zu rekrutieren und so eine Interaktion mit Ras in Caveolae zu erméglichen.
Auf der anderen Seite haben Pol et al. (1999) Caveolin-1 auch in Friihen Sortierenden Endo-
somen gefunden und damit eine Uberschneidung der intrazellularen Routen von rezeptorver-
mittelter und caveoldrer Endozytose in den Raum gestellt. Sie mutmaliten, dass es verschie-
dene Subpopulationen von Caveolae geben konnte, die daran beteiligt seien, Molekile tUber

verschiedene Wege an ihre intrazelluléren Ziele zu transportieren. Zumindest das Cholerato-
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xin B konnte zu den Molekiilen gehdren, die einen solchen bis jetzt unbekannten Weg be-
schreiten. Kurz nach der Aufnahme durch Caveolae konnte es ndmlich in einem tubulovesi-
kuldren Kompartiment, was wohl das fruhe endosomale Kompartiment darstellte, und in
Multivesikularen Kérpern nachgewiesen werden. (Tran et al., 1987). Da das Caveolin flr den
intrazellularen Cholesterintransport verantwortlich gemacht wurde, ist denkbar, dass es auch
anderen zu transportierenden Molekdlen als Vehikel dient. Beim Transport bestimmter Mole-
kile in endosomale Kompartimente kommt es moéglicherweise zur Interaktion mit Annexin
VI, welches dann fiir das weitere Schicksal des Molekils zumindest mitverantwortlich sein

konnte. Es bedarf weiterer Studien, um derartige Sachverhalte aufzuklaren.

5.2 Ausblick

Mit dieser Arbeit wurden weitere Beweise dafuir geliefert, dass das Annexin VI eine spezifi-
sche Rolle innerhalb der rezeptorvermittelten Endozytose des LDL Ubernimmt. Trotzdem
bleiben aber weiterhin viele Fragen offen. Zwar sind mittlerweile einige Interaktionspartner
des Proteins bekannt, in wieweit sie aber auch im physiologischen Rahmen eine Rolle spielen
bzw. wie der genaue Ablauf derartiger Wechselwirkungen aussieht, bleibt unklar. Insbesonde-
re fur die Aufklarung eines eventuell vorhandenen Mechanismus zur Steuerung von Liganden
wie dem LDL an ihr intrazelluléres Ziel bedarf es in zukinftigen Untersuchungen weiterer
Anstrengung.

Auch die diskutierte Rolle des Annexin VI innerhalb der caveolaren Endozytose sollte weiter
erkundet werden. In welchem zelluldaren Kompartiment es zu der entdeckten Assoziation mit
Caveolin kommt, kdnnte genauso Gegenstand baldiger Forschungsbemiihungen sein, wie eine
Analyse der caveoldren Endozytose im Rahmen einer Annexin VI-Uberexpression. Dazu
konnten Zelllinien, die stabil Caveolin-Isoformen oder Caveolinmutanten tberexprimieren
oder auch Transfektionssysteme mit Annexin VI-Mutanten einen wichtigen Beitrag leisten.
Mit der Etablierung einer Zelllinie, die stabil eine Caveolin-3-Mutante Uberexprimiert, ist in
dieser Arbeit schon der erste Schritt getan worden. Als Parameter fiir die caveolare Endozyto-
se bote sich idealerweise das Choleratoxin an, da es, wie oben berichtet, offensichtlich sowohl
den Mechanismus der caveoldaren Endozytose wie auch den intrazelluldaren Transport inner-

halb von Endosomen benutzt.
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6. Zusammenfassung

Die Annexine bilden eine Familie hochkonservierter Proteine, die charakterisiert sind durch
ihre Ca**-abhangige Fahigkeit zur Phospholipidbindung. Sie lassen sich in verschiedenen
polarisierten und nicht-polarisierten Zellen nachweisen, in denen sie an einer Vielzahl von
Membran-Membran-Interaktionen teilhaben. Das Annexin VI wurde besonders im
Zusammenhang mit der rezeptorvermittelten Endozytose untersucht. Es wird vermutet, dass
es an der Zellmembranoberflache durch eine Umorganisation des Spektrin-Aktin-Zytoskeletts
und eventuell Gber eine Interaktion mit Dynamin das Abknospen von Coated Pits erleichtert.
Eine dominant-negative Annexin VI-Mutante wurde als hemmend fiir die Internalisation von
LDL beschrieben. Zusétzlich scheint das Annexin VI auch weiter intrazellular noch Aufgaben
zu Ubernehmen, da Endozytosevesikel, die sich ohne das Protein von der Plasmamembran
abgetrennt hatten, nicht mehr Richtung Zellzentrum wanderten und darin enthaltenes LDL
nicht mehr degradiert wurde.

Da relativ wenig Ergebnisse aus Experimenten vorliegen, die den direkten Einfluss des
Proteins auf den Zellstoffwechsel ergrinden wollten, wurden fur diese Arbeit Annexin VI-
(iberexprimierende Zellen verwendet, an denen die Aufnahme und Degradation von I-
markiertem LDL als Parameter fur die rezeptorvermittelte Endozytose studiert werden
konnten. Sowohl an transient wie auch an permanent Annexin VI-uberexprimierenden Zellen
lie} sich zeigen, dass das Protein einen stimulatorischen Einfluss auf die Internalisation und
Degradation des LDL austibt.

Wegen der weitgehenden Unklarheit dartiber, wie das Annexin VI genau an dem Vorgang der
rezeptorvermittelten Endozytose Dbeteiligt ist, wurden im zweiten Teil der Arbeit
Proteinbindungsstudien mit Hilfe von GST-Annexin VI-Fusionsproteinen etabliert. Diese
Fusionsproteine wurden mit Zellextrakten inkubiert, damit mogliche Interaktionspartner des
Proteins daran binden konnten. Spektrin, Dynamin und Caveolin wurden als
Assoziationspartner entdeckt. Auf die potenzielle Bedeutung von Interaktionen des Annexin
VI mit diesen Proteinen wurde eingegangen und ein Modell entwickelt, das die Funktion des
Proteins bei der rezeptorvermittelten Endozytose spezifiziert. Zusatzlich wurde eine mogliche

Rolle des Annexin VI im Rahmen der caveoldren Endozytose diskutiert.
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8. Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

AP Adapter Protein

Apo Apolipoprotein

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

COP Coatomer-Proteine

CHO Chinese Hamster Ovary

CPM Counts Per Minute

ECL Enhanced Chemiluminiscence
ECV Endozytotische Carriervesikel
EEAL Early Endosome Antigen-1

EGF Epidermal Growth Factor

FCS Fetal Calf Serum

GP330 Glykoprotein 330

GST Glutathion-S-transferase

GTP Guanosintriphosphat

HDL High Density Lipoprotein

IDL Intermediate Density Protein

IPTG Isopropyl--D-Thiogalactosidase
kd Kilodalton

kb Kilobasenpaare

LAMP Lysosomen-assoziiertes Membranprotein
lgp Lysosomales Membranglykoprotein
LDL Low Density Lipoprotein

LRP LDL-Rezeptor Related Protein
MVB Multivesicular Bodies

NSF N-ethyl-maleimid-sensitive Fusion Protein
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PKCa Proteinkinase Ca

SNAP Synaptosome-associated Protein
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SNARE
SDS
SR-B1
TBE
VAMP
VLDL

Sobluble NSF Attachment Protein Receptor
Sodiumdodecylsulfat
Scavenger-Rezeptor-B1
Trisboratethylendiamintetraacetat
Vesikel-assoziiertes Membranprotein

Very Low Density Lipoprotein
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