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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Epitheliale Zellesind charakterisiert durch eine morphologische und funktionelle Unterteilung
ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterleméne, welchedurch einen hoch
spezifischen, polarisierten Sortiervorgang von Lipiden und Protein&echterhalten wid. Im
apikalen Transporkann dieVielzahl verschiedener Transportwege aufgrund der Affinitat der
darin transportierten Proteine zdipid rafts in einen raft-abh&ngigen und einemraft-
unabhangigenTransport untergliedert werdenDie Trennung der beiden Transportweipe
einem PosiGolgiKompartiment beruht auf der Ausbildung hochmolekularer Cluster,
vermittelt durch das galdosebindende Lectin Galect®

Die Bedeutung von Galect®in der apikalen Sortierung von Niglaift-Glykoproteinen ist ei@
anerkannte Tatsachend auch die molekularen Mechanismen, die zu diesem Prozess fuhren,
werden zunehmend entt&elt. Die Identitdt des Sortierkompartimentgedoch ist weiterhin
schleierhaft Basierend auf der Hypothese, dass endozytiertes Galdctir Plasmamembran
zurlcktransportiert wird und wahrend dieses Prozesses hdchstwahrscheinlich auch das
Sortierkompartiment durchquert, wurde die Aufnahme von Gtite8 in MDCK {Zellen
studiert. Hierbei handelt es sicim einen glykanabhdngigen Prozester zu Anreicherung
dieses Lectins in angesauerten Kompartimenten fuhrt. Durch Kolokalisationsstudien mit
fluoreszenzmarkiertem Dextramnd Rabl1, einem Marker ffidas apikale Recyclingendosom
wurde nachgewiesen, dass Galeediindchstwahrscheinlich in einen Recyclingweg und nicht in
einen degadativen Weg einsortiert wirdDie Ergebnisse der Analyse der Endozytose von
Galectin3 stimmen zudem mit Beobachtungen iiba, dass dieses Lectin in GB&len in
angesauerten, Rab@FPpositiven Strukturen zu finden ist, sowie in MDBZHMlen mit
verschiedenen endosomalen Markerproteinen kolokalisiert.

Neben dem intrazellularen Transport von Gale@inist auch dessen unkonventionelle
Sekretion Thema ausfiihrlicher Diskussionen. In der hier vorgestellten Dissertation konnte
gezeigt werden, dass Galecinzwar in der exosomalen, nicht aber in der mikrokegren
Fraktion des Zellkulturiiberstandes von MB&Hlen zu finden ist. In dieser Fraktion ist
Galectin3 mit Strukturen assoziiert, dereorphologie und Dichte sowiedie Arreicherung

von Markerproteinenfur ihre ldentitat als Exosomesprechen. Mit Hfe von Proteinas k
Protektionsversuchen konnteudem eine Lokalisation vabalectin3 im Lumen der Exosomen
gezeigtwerden und weiterhin, dass das Auseinanderbrechen und die anschlieRende Frei
setzung des Inhalts dieser Strukturen nicht auf eine instablibtur der Vesikeper se
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Zusammenfassung

zuruickzufuhren ist, sondern vielmehr zellulare Faktoren vorauszusetzen scheint. Obwonhl
Galectin3 mit verschiedenen Komponenten der ESCRiidosomal sorting complex required

for transpor) in COS-Zellen kolokalisiert, scheinlie exosomale Freisetzung von Gale&im
MDCK Hellen ein ESCRihabhangiger Prozess zu sein. Hinweise hierfir fanden sich in
Studien mit der dominanbegativen Mutante des ESCRiBsassemblierungsfaktors Vps4a und
RNAiExperimenten zurmknock downder ESCRIFKomponente Tsgl01. Zusatzlich konnten
Einflisse der Mikrovesikelbildung und der Autophagie auf die exosomale Sekretion von
Galectin3 ausgeschlossen werdenAls mdgliches Signal zur Sortierung in diesen
unkonventionellen Sekretionsweg konnta siico eine mutmalliche late domain zur
Interaktion mit der ESCR¥Komponente Tsgl0lin der Aminosauresequenz identifiziert
werden, die eine essentielle Rolle in der Sekretion einer acylierten Form von G8leuim
CO%Zzellen spielt. Die Bedeutung died@omane fir die exosomale Lokalisation von Galegtin
wurde getestet, die entsprechenden Experimente fihrten jedoch zu keinem eindeutigen
ErgebnisEine Beteiligung ddate domainin der Sekretion von Galecthkannallerdingsauch

nicht ausgeschlossen wden.

Schlussendlich konnte auch die molekulare ldentitat des in MDEIEn endogen exprimierten
Sialoglykoproteins gpl14 als canines Homolog von CEACAM1 bestatigt werden, da beide
Proteine in Bezugud Antikdrperdetektion, apikaleokalisierung und Glykglierung identische

Charakteristika aufweisen.
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Zusammenfassung

1T Summary

Epithelial cells are characterized by a morphologieald afunctional partitioning of their
membranes into an apicalnd a basolateral domain whigh maintained by a highly specific
polarized sorting of lipids and proteins. For the apical transpedriety of different pathways

are assumedto exist whichcan be subdivided by the affinity of the transported proteins to
lipid rafts. Sorting of nomaft associated from rafassociated glycoproteins is thought to occur
in a postGolgi compartmentthrough the formation ofhigh molecular weight clusters
mediated by the galactoskinding lectin galecti3.

The importance of galectii in the apical sortig of ron-raft glycoproteins is a empirically
established and also the molecular mechanisms leading to this process are beginning to be
unraveled. However, the molecular identity of the sorting compartmergmains to be
explored The present work addressdtis question by investigating the uptake of galeein

by MDCK cells with the underlying hypothesis thatlocytosed galecti8 is recy@d back to

the plasma membrane and ought to traverse the sorting compartment during this proltess
was found that tle endocytosis of galectd is a glycamlependent process leading to the
accumulation of this lectin in an acidified compartment. Endocytosed gal@asmmost likely
sorted into a recyclingnstead ofa degradative pathway as assessed by colocalizatialies

with fluorescently labeled Dextran. The finding that gale@imolocalizes with the apical
recycling endosome marker Rabll after the start of the endocytosis further backs this
assumption. In line with tseresults are the observations that undsteady state conditions
galectin3 is found in acidified, RabBaFPpositive structures in COS cells as well as colocalized
with miscellaneous endosomal marker proteins in MDCK cells.

Besides the intracellular trafficking of galec8rthe unconventionalecretion pathway of this
protein is under extensive debatdn the present work it could be shown that galectii is
found in the exosomal but nahe microvesicular fraction of the cell culture supernatant of
MDCK cells. In this fraction galecBrassoates with structures that share characteristics such
as morphology, density andhe presence of marker proteins with exosomebsing
proteinaseK protection assay# could be shown that galectis accumulates in the lumen of
these exosomesand, moreover,that the breakdown ofthese structures and subsequent
release of their content is notue to an unstable nature of theesicleger sebut rather seems

to involve cellular factors. Although galecBn colocalizes with various components of

endosomal sorting complexes required for transport (ESCRTS) in COS 7 cells, the exosomal
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Zusammenfassung

release of galecti® from MDCK Il cells seems to ben &SCRihdependent process as
assessed by studies with a dominarggative mutant of the ESCRT disassembly factor Vps4a
and RNAdependent depletion of theESCRT component Tsg101. In addition, influences of
membrane blebbing or autophagy otie exosomal secretiowof galectin3 were ruled out.
Moreover, mssible signal sequences amlde mechanisms that target this lectin into an
unconventional secretion pathwagemain to be uncovered. In this contexa putative late
domain for interaction with Tsg101 could be iddied byin silicomethods in the amino acid
motif known to be essential for secretion of an acylated form of galetin COS cells. The
importance of this domain for exosomal localizatioh galectin3 was tested butlead to
ambiguous results. Still, #@amot be ruled out that theputative late domain might play a role

in the secretion of galecti.

Finally, the molecular identity of the endogenous MDCK sialoglycoprotein gp114 as the canine
homologue of CEACAM1 could be confirmed as both proteins dliaeesame characteristics

in terms of antibody detection, apical localization and glycosylation.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Epithel

In multizellularen Organismeiildet das Epithel die Grenzschickwischen deminneren des
einzelnenOrganismus und seiner UmwekEpithelzellen bedecken die gesamte duR&terflache,

aber auch samtliche inneneKdrperhdhlen und sorgemurch ihren Aufbaufir einen dichten
Abschluss des Korpers. Dies erflllt verschiedene Funktioneneman stellen die verschiedenen
Epithelien die erste und wichtigste Barriere des Organismus gegen eindringende Pathogene wie Viren
und Bakterien dar, sind gleichzeitig aber auch fir die Erhaltung der Kérperhoméostase unerlasslich.
So sorgn sie z.B.fir eine geregelte und selektive Aufnahme vadYdhrstoffen und anderen
Molekulen im Darm und sind weiterhinflr die Retention wertvoller Substanzen und die
Ausscheidung von Abfallnd Giftstoffenin der Niere verantwortlich.

aAOKI St | & wHsiobhgygaQaktNiliiad > A K @ad 9 LA GKSt ASYy yI OK
aufgebaut sind. Zunéchstnd die Zellen des Epithels sehr eng benachbart und bilden mit Hilfe von
Adhasionsmolekilen starke Z&klFKontakte ausAulerdemsind sie Uber ihre basale @tlache

mit einer zellfreien, protein/polysaccharittichen Schicht, der Basalmembran, verbunden.
Schlief3lich (und fiir die vorliegende Arbeit am wichtigsten) zeigen Epithetienfunktionelle wie

auch morphologische Polaritat, die sich im unterschiedlichefbau und den unterschiedlichen
Furktionen ihrer Membrandoménen werspiegelt. Man unterscheidet hier zwischen der apikalen
Domaéne, die die freie Oberflache des Epithels darssdiyieder lateralen und basalen Domariger
Unterschied zwischen lateralemd basaler Doméane igedoch nicht so stark ausgeagt wie der
Unterschied debeiden Domanen zur apikalen Doméardgher werden sieneist zur basolateralen
Doméne zusammengefag®toss und Pawlina 2007)

Damit die Epithelzedh ihre Barrierefunktion erfullen kdnnen, mussen sie sehr stark miteinander und
mit der Basallamina vernetzt seimuf Ubersicht siehébb. 2-1). Man unterscheidet hieadhasive
Strukturen wie die Desmosomen, Hemidesmosomen oder domula adherens die die Zellen
miteinander verbinden und auf der Basalmembran verankeam verschi&Renden Strukturemwie

der Zonula occludens(engl. tight junctiong, die fiir die Dichtigkeit des Epithelverbandes
verantwortlich sind.Die verankernden Strukturen unterscheiden siohtereinanderzwar in den
beteiligten Proteinenfolgen grundsétzlich abedem gleichenAufbauschema. So finden sich in all
diesen Strukturen Adhasionsproteine, die entweder mit ahnlichen Proteinen der benachbarten Zelle
oder mit Protein@ der Basallamina interagiereDa dieAnkeistrukturen auf der anderen Seite der
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Einleitung

Membran mit Zytoskelettelementen (Aktin oder Intermediarfilamente) verbunden sind, wird eine
hohe mechanische Steifigkeit slggesamten Epithelsrreicht Obwohl aich die Zonula occludens
Proteine beinhaltet, die eine Verbindung zu desgntsprechendenZonula occludenBroteinen ar
Nachbarzelle herstellenst sie nur in sehr geringem MafRam Zusammenhalbenachbarter Zellen
beteiligt, sondern fungiert vielmehr als verschlieRende VerbindDies wird tberwiegendurch die
Wirkung von Occludin und Claudin erreicht, dizsammen ein querverzweigtes Netzwerkn
Proteinstrangenin der Néhe der apikalen Doméane ausbilden und so dén Verschluss des
Intrazellularraums sorgen. Je na€higankann diedaraus resultierende Abdichtusgirkungdurch

die Zonula occludengdochmehr oder weniger stark ausgepragt s@iross und Pawlina 2007)

Zonula Zonula
occludens adherens

Desmosomen fokale Hemi-

Adhisions- desmosomen
plagues

Abb.2-1 Aufbau einer Epithelzelle

PM ¢ Plasmamembran; z.o¢ Zonula occludens; z.a; Zonula adherens; [
Desmosomen. Elektronenmikroskopische Aufnahme freundlicherweise von
Horst Kern zur Verfligurggstellt.

Neben der Abdichtung des Intrazellularraums erfillt A@nula occludengdoch noch eine zweite
Aufgabe dasie die Membran der Epithelzelle in einenladen (d.h. dem Lumen zugewaed} und
einen basolateralen (d.h. benachbarten Zeltew. der Basalmembran zugewaad} Anteil trennt.
Aufgrund der Trennung durch di#onula occludensnterscheiden siclilie Menmbrandoménensehr
stark in ihrer Lipid und Proteinkomposition. Wéhrend sich z.B. die apikale Membran durch eine

Anreicherung von Sphingolipiden und Cholesterin auszeichnet, ist das Hauptlipid der basolateralen
Seite]| 6
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Einleitung

Membran Phosphatidylcholifvan Meer und Simons 1988Als Konsequenz dieser asymmetrischen
Lipidverteilung werden auch Proteine, die mit sphingolipidind cholesterinreichen
Membranmikrodoméanen, denlipid rafts assoziieren, Uberwiegend zur apikalen Membran
transportiert (Simons und Ikonen 199 Als Beispiel seien hier die Glycosylphosphatidylinositol{GPI)
verankerten Proteine genannt, eine groBeoteinguppe, die mittels eines Lipidankers mit deafts
assoziiert sindDie funktionelle Untertdung der beiden Membrandomanespiegelt sib auch stark

in der Proteinverteilung wiedeiSo finden sich Verdauurggzzyme, wie die Saccharasmmaltase

(SI) oder die LactadehlorizinHydrolase (LPH) in Enterozytesbensowie Aquaporin2 in den
Hauptzellen der renalen Sammelrohrehezuausschlielictapikal(Bedfordet al. 2003; Hauret al.
1985) Demgegentiber sind Proteine, die der Zelladhasion dienen, Wi¢ R K S NA-Zateirk &NJ i
der basolateralen Membran angereichdttock undStow 2005) Um eine korrekte Verteilung von
Lipiden und Proteinen an ihre jeweilige Zielmembran zu erméglichen, nutzen Epithelzellen einen sehr
zuverlassigen und hochspezifischen Prozess, der auch als polarisierter Transport bezeichnet wird
(siehe2.2Polarisierter Proteintransport

Neben derUnterteilung ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterale Domane, zeigen
Epithelzellemoch eine zweite Besonderheit, die Auswirkungen aufdesikefransporthat. So sind

die Mikrotubuli (MT) in Epithelzellennders als in nichpolarisierten Z#en, nicht mit ihrem Minus
Ende am Zentrosom verankemm von dort radial zum Zellkortex auszustrahlen, sondern sind
stattdessen in der apikbasalen Achse parallel zueinander angeordnet. Das-Htide der MT
befindet sich hierbei auf der basalen Seitr dellen, das MinuEnde auf der apikalen SeifBacallao

et al 1989) Als direkte Konsequenz dams ist es Epithelzellen mdglickchon durch die Auswahl
plusende oder minws-ende-gerichteter Motorproteine einen Transport zur basolateralen oder
apikalen Membran zu bewerkstelligéMusch 2004)In nichtpolarisierten Zellen wéare ein Transport

zur Plasmamembran nur mit Hilfe von Motorproteinen mdglich, die zumBhde der MT wandern.

2.2 Polarisierter Proteintransport

221 Historie

Die Erforschung der Mechanismettie zurPolarisierung von Zellefilhren und damit indirekt auch
die Erforschung des polarisierten Proteintransportéegann Ende der 1970er Jahre mit der
Entdeckung, dasMadin-Darby canine kidneyMDCKXellen ein elektrisch dichteginschichtiges
Epithel ausbiden, wenn sie auf semipermeablen Substraten ausgesat weidereijidoet al. 1978)

Spéater konnte gezeigt werden, dass in infizierten MZ€lkendie Fresetzung verschiedener Viren
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Einleitung

polarisiert erfolgt. So findet die Abknospung defluenzaVirusan der apikalen Seitder Zellestatt,
wahrend dassesicular stomatitis virue/SVVon der basolateralen Membran gbschniirt wird Der
Ort der Abknospug wird hierbei durch die polarisrte Verteilung defjeweiligenHiullglykoproteine
Hamagglutinin (HA) und VSMykdprotein (VSMG) vorgegebenRodriguez und Sabatini 1978)
Wichtige Erkenntnisséber denpolariserten Transport konnten mit Hilfderartig infizierter MDCK
Zellen erlangt werdenso konnte z.B. das Tra@olgiNetzwerk (TGN) als Ort der Sortierung von
apikalem HA und basolateralem \\SMdentifiziert werder{RodriguezBoulanet al. 2005) Da Viren
jedoch oft sehr stark in di@blaufeder Wirtszelle eingreifeind diese zu ihren Gunsten vedarn,
haben Ekenntnisse die auf diese Art und Weise yennen wurden, immer denpotentiellen
Nachteil, dass siaicht die endogenen Vorgange der Zelle abbilden. Dajieg manin den
darauffolgenden Jahren mehr und mehr dazu (l#asVerhalten von Rezepten und Enzymen zu
studieren, die entweder endogen exprimiert werd@mB. gpl135/Podocalyxin oder gplCEACAM1)
oder, wie p75' R oder plgRexogen eingebracht erden (Weisz und RodrigueBoulan 2009) Auf
diese Weise gelang es zunéchst in den 1980er Jattien verschiedenen Transportwege zur
Plasmamembranzu identifizieren um dann im weiteren Verlauf, insbesondere durch die
Identifikation apikaler und basolateraler Sortiersignale, erste Einblicke in die Mechanismen des
polarisierten Proteintransports zu erlangéMatter und Mellman 1994)Jedoch sind auch heute

noch sehr viele Fragdseziiglich_okalisatiorund Mechanismusler Sortierprozessengeklart.

2.2.2  Basolateraler Transpor¢ Signale und Mechanismen

In friheren Jahremging man davon aus, dass Proteine, die keine (apikalen) Sortiersignale enthielten,
standardmaRig zur basolateralen Membran transportiert wurd@imons und Wandingédess
1990) Arbeiten von Mostov bzw. Mellman und ihren Mitarbeitern konnten jedoch zeigen, dass
basolaterale Sortiersignale existieren umdeist dominant gegeniber apikalen Signalen sind
(Casanovat al. 1991; Hunzikeet al. 1991; Simons und lkonen 199l Laufe der folgenden Jahre
konnte eine garnz Reihe verschiedener basolateraleBortiersignaleidentifiziert werden; hierbei
handelt es sich meist um kurzenfkosauresequenzen, die sich imtaplasmatischen Anteil des
Polypeptids befinden. Man unterscheidet NPXMotive, tyrosinbasierte Motive und
dihydrophobischeMotive, wobei tyrosinbasierte Motive meist durch die Sequenz.YK¥rosin,
gefolgt von zwei beligigen Aminosdune und einer grofRen hydrophobischen Aminosaure)
charakterisiert sind, wahrend dihydrophobische Motive durch die Kombination von zwei
hydrophobischen Aminoséduren (meist LL oder 1) gebildet wer(2uifield et al 2008) Bei
genauerer Betrachtung der Sortiersignale stellt man fest, dass viele dieser Motive mit

Endozytosemotiven Ubemestimmen. So sorgt das NRKMtiv in den meisten Proteinen
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Universitdt
Marburg

Philipps




Einleitung

Uberwiegend fir eine Steigerung der Endozytose und dient nur in einigen Fallen als tatsachliches
basolaterales Sortiersignal. Ahnlich kénnen auch dihydrophobische Motive auf der einen Seite als
Emdozytosesignal dienerauf der anderen Seitbewerkstelligen sie den Transport des jeweiligen
Proteins zur basolateralen Membr@uffieldet al. 2008)

Die Erkennung basolateraler Sortiersignale erfolgt &hnlich wie die Erkennung von Endozytosesignalen
durch Adaptorproteinkomplexe oder die funktionell verwandten GG3aldi a & 2 O AddapthR = ¢
ear containing, Arbinding proteing, die ihrerseitgneist Clathrin rekrutieren und zur Ausbildung von
Stachelsaumblaschewgléthrin-coated vesiclgsfiihren. So konnte z.Bh AP1Bfreien LLGPK1Zellen
gezeigt werden, dass basolaterale Proteini derLDL und der Transferrinrezeptodie in diesen

Zellen irrtimlicherweise zur apikalen Membran transportiert werddurch die Expression von AP1B
korrekt zur basolateralen Membran sortiert werdéRolschet al. 1999) Man geht davon aus, dass

die hier beschriebenen Sortiergigle je nach genauer Zusammensetzung und je nach umgebendem
Proteinkontext mit unterschiedlichen Adaptorkomplexen interagieren konnten und dadurch die
unterschiedlichen Effekte bezlglich ihres Transportes ausgeltst weieffield et al. 2008) Es

sollte hierbei jedoch angemerkt werden, dass bisher nur die Beteiligung voB ARd AP4 am

basolatealen Transport beschrieben wur@Eolschet al. 1999; Simmeset al. 2002)

2.2.3  Apikaler Transport; Signale und Mechanismen

Wahrend sichdie Sortiersignale ibasolatera¢én Proteinenweitestgehend auf Aminosauresequenzen
im zytoplasmatischen Teil beschrankesind apikaleProteine durch eineviel hdhere Vielfalt in der
Art und Lokalisation ihrer Signadekennzeichnet. So befinden sich die Signale in diesen Proteinen
nicht nur im zytoplasmatischenAnteil, sondernh&ufiger auch in der Transmembramund in der
exoplasmatischen Domarfe/eisz und Rodriguegoulan 2009)Die apikalen Sortiersignale konnen
zwei Hauptgrupen eingeteilt werden:in der einen Gruppe fuhren die Signale letztlich zu einer
Assoziation mitipid rafts die andereGruppeberuht aufModifikation derProteine durch Noder G
Glykane Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Uberschneidungen zwischen den beiggrenicht
ausgeschlossen sind.

Unter lipid rafts versteht man Membranmikrodoméanen, die aufgrund ihrer Anreicherung mit
Cholesterin und Sphingolipiden in der Membeaeneaggregeren und damit fl@artige Strukturen
(engl.rafts) bilden. Dise Aggregatiotitihrt schliel3lich zutJnléslichkeitder rafts in nichtionischen
Detergenzien bei geringer Temperat{glaher werden & auch als detergenesistente Membranen
(DRMs) bezeichnetund zu einer geringen beobachteten Dichte in der Dichtegradienten
zentrifugation(Hooper 199). Urspringlich wurde i@ lipid raftsHypothese 1988 von Kai Simons und

Gerrit van Meer aufgrund der hier beschriebenen Eigenschaftamie der Beobachtung, dass die
Seite] 9

Universitdt
Marburg

Philipps




Einleitung

apikale Membran mit Cholesterin und Sphingolipiden angereichert ist, entwickeltie Sortierung

von apikalen Proteinen in Epithelzellen zu erklaesin Meer und Simons 1988n derdamaligen
Theorie fuhrt die Assoziation eines Proteins mit dafits zur Segregation von anderen Proteinen und
der anschlieBendenuinahme in apikale TransportvesikBlestéatigung fur diese Hypothese fand sich

im Verhalten der vermutlich grof3ten und bekanntesten Grupgié-assoziierter Proteine, den GPI
verankerten Proteinen.Diese Proteine besitzen kein@ransmembrandomane, sondereine
Erkennungssequenz, die nach Translokation des Proteins in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums zu einer Ubertragung des Polypeptids auf einen sogenannten Glycosylphosphatidyl
inositol GPDAnNnker fuhrt dieser wiederum fihrt zur Assoziation d&soteins mitlipid rafts Es
konnte gezeigt werden, dasa MDCKZellensamtliche endogenen GiProteine, sowie Proteine, die
kunstlich mit einem GPAnker versehen wurden, an der apikalen Membran lokalisiert @irghntiet

al. 1989a; Lisantet al. 1989b) und weiterhin, dass GfHroteine im Bereich des Golgpparates in
DRMs aufgenommen werde(Brown und Rose 1992Neben der Modifikation mit GPAnkern
kénnen jedoch auch intrinsische Signale die Assoziation von Proteindipichitafts bewirken. So
finden sich die apikal sortierten Proteinacgharasdsomaltaseund Himagglutininin DRMgAlfalah

et al. 1999; Simons und lkonen 199R)jr HA konnteweiterhin gezeigt werden, dassowohlifur die
RaftAssoziation als auchiir den Transport zur apikalen Membran die Transmembrandomane eine
entscheidende Rolle spie(tin et al. 1998; Scheiffeleet al. 1997) Wie sich mittleweile jedoch
herausgestellt hat, scheint die Assoziation fipid rafts weder eine obligate Voraussetzumgch

eine zwingende Konsequerfdr den apikalen Transport zu sein, da sowdli# Existenzraft-
unabhéngige, apikal sortierte Proteine, wie z.B. de Neurotrophinrezeptos p75''~ oder der
LactasePhlorizirHydrolasg(Delacouret al. 2006; Guerrierat al. 2008) alsauch der Transponaft-
assoziierter Proteine zur basolateralen Membran, hier am Beispiel desve@kerten
Prionenproteirs PrpC in MDGRellen(Sarnatarcet al. 2002) beschrieben wurde

In der zweiten Hauptgruppepikaler Sortiersignale spiettie posttranslationale Modifikationvon
Proteinen durch Zuckerketten einengéscheidende Rolle. Man unterscheidet hierbei zwischenord
O-Glykoslierung, abhéngig davon, ob die Kohlenhydratgruppen uber die freie Saureamidgruppe
eines AsparaginrestedN{Glykosylierung) oder die Hydroxygruppe eines Seriter Threoninrestes
(O-Glykosylierung) gebunden sind. Schon friih fanden sich Hinweise, dass diese Zuckerketten eine
Funktion in der Sortierung apikaler Proteine erfiillen konnten, da esuiterten MDCKZelllinien, die

sich in ihrem jeweiligenGlykosylierungsmusterunterscheiden zur Fehlsortierung apikaler
Glykoproteine kommi(Le Bivicet al. 1993; Parczyk und Ko@&lrandt 1991) Weiterhin stellte sich
heraus, dass das Einfigen zweldiGlykosylieungsstellen in die Seenz des normalerweise
unglykosylierten und unpolar sekretierten Wachstumshormons der Ratte (rGH) zu einer starken
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apikalen Sekretion dieses Proteins fuh@cheiffeleet al 1995) Aufgrund wenig definierter
Konsensussequenzewar es zunachst schwierig eine Bétgring von GGlykanen am apikalen
Transport nachzuweisen, jedoch konnte durch Arbeiten von Yeanah gezeigt werden, dass die
Deletion der stark @lykosylierten Stabregion von p¥5zu einer basolateralen Sortierung dieses
normalerweise apikal lokalierten Proteins fuhr{Yeamaret al. 1997) Ahnlich flhrte der Transfer
der Transmembrandomane der S| zusammen mitelgenfalls stark @lykosylierten Stabregioauf
rGH zu einer Uberwiegend apikalen Lokalisation des Wachstumshor(Bposisberget al. 2001)
Eire Ubergreifenc Systematikbezogen auf Lage oder Modifikation der Kohlenhydratreste hat sich
bisher jedoch nicht herauskristallisi€iveisz und RodrigueBoulan 2009)

Nicht nurArt und Lokalisation deSignalefiir den apikalen Transposind von Interessesondern
auch die Frage, durch wele Mechanismen diese Signale erkannt werden und wiareschlieRend
zur Trennung von Cargomolekiilmit unterschiedlichem Ziel kommidehrere Hinweisealer letzten
Jahrelassen auf ein Ubergreifendes Motiv schlieBen, welchesdifAbhangigkeit des apilem
Transports von der Ausbildung hochmolekularer Clugielt. Fir GRVerankerte Proteine konnten
Hannan und Kollegen bereits 1993 zeigen, diissein GncanavalirA resistenten MDCi#ellen
nicht mehr korrekt zur pikalen Membran sortiert wurdenDies fihrten die Autoren af die
Beobachtung zuriigkdass GHProteine in diesen Zellen im Gegensatz zu WilditypCKkZellen nicht
zur Clusterbildung fahig sin#lannanet al. 1993) Neuere Studien von Wissenschaftlenm Zurzolo
konnten die Annahme, dass die Oligomerisierung zu fmclekularenClustern eine Vorbedingung
des apikalen Transports von Gferankerten Proteinen darstellt, bestatig€Raladinoet al. 2004;
Paladincet al. 2007) Mit Galectin3 und Galectist konnen vor kurzem zwebalectine, einer Familie
galactosebindender Lectine, identifiziert werden, die die Ausbildung dieser hdekataren Cluster
im raft-unabhdngigen bzw. inraft-abhéngigen Transport bewerkstelligen kénnteBo wurde
Galectin3 aus LPHssoziierten Vesikeln isoliert und es konmteiterhin gezeigt werden, dass ein
knock dowrnbzw.knock outdieses Lectins zur Febiierung nicht-raft-assoziierter apikateProteine

in MDCKZellen undEnterozyten des Intestinums der Maus fukitelacouret al. 2006; Delacouet

al. 2008) Unter gleichen Bedingungen kommt es weiterhin in MEX&en zur verminderten
Clusterbildungvon p75'™® (Delacouret al. 2007) was darauf hindeutet, dass die Ausbildung
hochmolekularer Cluster durch Galee8n eine Vorbedingung des apikalen Traorsp raft-
unabhé&ngiger Glykoproteine darstelthnlich wie bei GalectiB fiihrt einknock downvon Galectird

in Enterozyten zu Einschrankungen im apikalen Transport, jedoch kommt es hier nicht zu einer
Fehlsortierung vomaft-abhéngig transportierten Pteinen, sondern vielmehr zu einer Akkumulation

derselbenm einem PosGolgiKompartiment(Delacouret al. 2005; Stechlgt al. 2009)
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Abb.2-2 Modell der Sortierungn einem PostGolgiKompartiment

Ein Modell des Sortiermechanismus istinb. 2-2 gezeigt. DeProzess der Sortierung beruht hierbei
auf der Eigenschaft der Galectine auf der einen Seite spezifisch und mit hoher Affinitat
Oligosaccharide zu bindennd damit auf der anderenSeite fur die Kreuzvernetzungder
Glykoproteinezu sorgen. Als Liganden wurddir Galectird Glykoproteine und Glycolipide (im
speziellen Sudtide), fur GalectirB nur Glykoproteine beschrieben. Die Kreuzvernetzung der
Liganden bewirkt schlie3lich die Ausbildung hochmolekularer Cluster undekdantit direkt oder

indirekt zur Menbrankrimmung und zur Abschniirung apikaler Transportvesikel fihren.

2.2.4  Lokalisation des Sortierprozesséesn apikalen Transport

Im Gegensatz zuneinfach verstandlicherTransport von Prainen zur basolateralen Membran

zeichnet sich der apikale Transport durgine hohe Komplexitéh den verwendeten Mechanismen

Signalenund Wegendza @ {2 SEAAGASNI yAOKG oaRSNI SAySa 283

kdnnen Uber eine Viedhl von verschiedenen Wegen an ihr Zjelangen Es kdnnen hierbeilrei

Hauptwe@ vom TGN zur apikalen Plasmamembran unterschiesiden, dieals Ubersicht irAbb.

2-3 dargestellt sind.

Im ersten der hier beschriebenen Transportwegge der Abbildung Punkt hyerden die Proteine

nach Verlassen des TGNs direkt, d.h. ohne Umwege Uber andere Kompartimente, zur apikalen

Membran transportiert Trotz @r scheinbarern 9 A Y T OK K S A (i iebéhdifekieSRBeweis& 3 S & >

fur dessen tatsachliche Existenz lange aus. Erst in den letzten Jahren konnte durch Arbeiten von

Keller und Kollegen sowie Hua und Kollegen gezeigt werden, dass ein direkter Transport-von GPI
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verankerten Variantemlesgreen fluoresent protein(GFPyom TGN zur Plasmamembran tatsachlich
stattfindet (Huaet al. 2006; Kelleet al. 2001) Im Gegensatz dazu fanden sich schon frih Hinweise
fur einen altenativen Transportweg, in dem die Proteine indirekt zur apikalen Membran
transportiert werden (sieheAbb.2-3, Punkt 2) In diesem B Transzytoseezeichneten Wegverden

die apikalen Proteine erst zur basolateralen Membran transportiert, von dort endozytieraufhin
danndie Sortierung zur apikalen Membran erfolgt. Das klassische Beispiel fur diesen Transportweg
ist der polymerische IgRezeptor (pIlgR), dessen Transzytose MDCKZellen bereits frih
nachgewiesen wurdéMostov 1994)In spéateren Studien konntgezeigtwerden, dass der pIgR durch

ein basolaterales Sortiersignahoglicherweise Uber das frilhe basolaterale Endosom (BEIE)
basolateralerMembran dirigiert wird(Orzechet al. 2000) Geleitet von einem zweiten, spezifisch fur

die Transzytose gedachten Signal, wird der plgR dann Uber das gemeine R&ngdsum (CRE)

und das apikale Recycliigdosom (ARE) zur apikalen Membran transport{@town et al. 2000;
Lutonet al. 2009) Endosomen spielen jedoch nicht nur in der Transzytose, sondern auch im letzten
der hier beschriebenen Wege eine entscheidende Rolle (gihe2-3, Punkt 3. Im Unterschied zur
Transzytose gelangen die apikalen Protdémdiesem Wegpicht Gber den Umweg der basolateralen
Membran zum endosomalen System und von dort aus zur apikalen Membran, sondern werden direkt
vom TGN zu érschiedenen) Endosomen transportiert. Die Nutzung dieses dritten Whegeke fur
mehrereapikale Proteine beschriebeks ist z.B. bekannt, dass die apikalen Markerproteine LPH und
S| auf ihrem Weg zur Plasmamembran endosomale Strukturen durchquereRabig-8 und -11

positiv sind (CrammBehrens et al. 2008) Weiterhin konnte sowohl fir dasaft-unabhéngig
transportierte Endolynals auch fur dagaft-abhangige MUCZEine Beteiligung des AREs gezeigt
werden, dadie Expressiominer dominantnegativen Mutante von Myosin Vpdes Motorproteins

das fir den Transport von ARE zur Plasmamembran verantwortlich ist, zur Inhibition des apikalen
Transports der beiden Proteine fluHitapierreet al. 2001; Mattilaet al. 2009) Endolyn kolokalisiert

in MDCKZellen zudem mit Rabl1la, einem Markerprotein fir das @R&vnet al. 2000) Es sollte
angemerkt werden, dass die hier beschriebenen Transportrouten der Epithelzelle eine Vereinfachung
der tatséchlichen Situation darstelletnsbesondere der Transport Uber Endosomen scheint eine
weitaus héhere als die hier gezesgomplexitéat zuoesitzen, insofern, dass je nach untersuchtem
Protein eine unterschiedliche Abhangigkeit von den verschiedenen Endosomentypen beobachtet
werden kann Weiterhin kénnen die einbgen Wege meist zusatzlich Bezug auf ihre Abhangigkeit

von lipid rafts unterteilt werden. Rir detailliertere Informationen hierzu sei jedochder
Ubersichtsartikel von Weisz und RarézBoulan von 2009 empfohlefWeisz und Rodriguez
Boulan 2009)
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Abb.2-3 Transportwege in der epithelialen Zelle

1 ¢ Direkter Transport: apikale Proteineevden direkt vom TGN zur apikalen Membran transport
2 ¢ Transzytose: apikale Proteine werden vom TGN zundchst zur basolateralen und dann
apikalen Membran transportiert; 8 Transport Uber Endosomen: apikale Proteine werden vom T¢
Endosome transportiert, dort mdglicherweise sortiert, um schliel3lich an die apikale Membr:
gelangen. AEEfrihes apikales Endosomagiical early endosomeARE, apikales RecyclinGndoson
BEE; friihes basolaterales Endosoivesolateral early endosonieCRE, gemeines RecycliAgndoson
(common recycling endosgnTGNc TransGolgiNetzwerk; z.o¢ Zonula occludens

Aufgrund der zentralen Rolle, die dem Tr&bslgiNetzwerk als Ausgangspunkt aller hier
beschriebenen Transportwege zukommging man friher dawn aus, dass dieses Kompartiment die
zentrak Sortierstation fir den polaierten Proteintransport bildetBeweise fir diese Hypothese
stammen aus Experimenten mit £kind MDCKZellen, in denen beobachtet wurde, dass basolateral
sortiertes VSVG und apilal sortiertes GRPGL-GFP das TGN bereits in separaten Vesikeln verlassen
(Hua et al 2006; Kelleret al 2001) Aufgrund der zunehmend erforschten Bedeutung der
Endosomen ir den apikalenTransportgeht man in der letzten Zeit jedoch davon aus, dass
zumindest ein Teil des Sortierprozesses in einem oder mehreren endosomalen Kompartimenten
stattfindet. In Bezug auf die Sortierung veaft-abhéngigen und raft-unabh&ngigen Transport
wurden starke Hinweise fur die Richtigkeit dieser Aussage gefunden, ntid Hilfe von

fluoreszenzmikroskopischen Experimenten in lebenden ZelieriTrennung vomaft-abhangiger Sl
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und raft-unabhéngiger LPH in einem P@&ulgiKompartiment, anzunemenderweise einem
Endosom, beobachtetverden konnte (Jacob und Naim 2001Als mdgliche Kandidaten fir ein
solches endosomales Sortierkompartiment werden vor alldas ARE und das CRE gehandelt
(Delacour und Jacob 2006; Weisz und Rodrigaedan 2009)

2.2.5 Endozytose

Proteine, die die Plasmamembran erreicht haben, erwartet im Wesentlicheas ewon zwei
maoglichen Schicksalen. Einige Proteine werden durch Interaktion mit dem Zytoskelett oder mit
zytoskelettassoziierten Proteinen an der Membran verankert, die meisterden jedoch mehr oder
weniger rasch wieder in die Zelle aufgenommBieserals Endozytose bezeichnete Vorgang kann
Uber mindestens zwei morphologisch  unterscheidbare  Strukturen ablaufen, den
Stachelsaumgriibchen (englathrin coated pitsCCP) und den Caveol@auffieldet al. 2008) Wie

die englische Ubersetzung schon vermuten lasst, handelt es sich bei den Stachelsaumgriilbchen um
vesikulare Strukturen, die durch die Wirkung des Mantelproteins Clathrin entstehen. Wahrend man
frher davon ausging, dass Stachelsaumgribchen erst diechntéraktion von Cargoproteinen mit
dem Adapterprotein AR und der daraus resultierenden Rekrutierung von Clathrin entstehen
(Duffieldet al. 2008) ist heutzutage bekannt, dass diese Strukturen auch spontan entstehen kdnnen
und erst durch Interaktion mit den Cargoproteinen stabilisiert werdEhrlichet al. 2004) Die
Signale, die zur Segregation eines Proteins in die Stachagsébchen fiuhren, sind hierbei recht
ahnlich zu basolateralen Sortiersignalen (verglei@h2.2 Basolateraler Transporg Signale und
Mechanismei Ahnlich zu den CCPs werden auch die Caveolae durch die Wirkung von
Mantelproteinen geschaffertier ging man friher davon aus, dass diesek®iren alein durch die
Zusammenlagerung verschiedener Isoformen der Caveoline, integraler Membranproteine, die
Cholesterin binden, entstehen kdnnenedoch ist heute bekannt, dass Caveolae auch durch die
Wirkung der Mantelproteine Flotillid und-2 entstehen(Fricket al. 2007; Gleboet al. 2006) Trotz

ihrer morphologischen Ahnlichkeitscheinen beide Mantelproteine jedochuntersdiedliche
Endozytosewege zu definieréHansen und Nichols 2009)

Erster Zielort apikal aufgenommenen Materials scheint jedoch unabh&ngig vom gewahlten
Endozytosemechanismus das AEE zu @&rgleiche auclbb.2-3), das u.a. durch die Anwesenheit

der Markerproteine EEA1 und Rab4 definiert wiibdiffieldet al. 2008) In diesem Kompartiment fallt
auch die Entscheidung, ob ein Protein den Weg zur Degradation einschlagt, d.H.yzasom
transportiert wird, oder ob es letztendlich zur Plasmamembran zuriicktransportiert wird. Im zweiten
Fall gelangen die Proteine entweder direkt Uber das Radukltive apikale Recycliflsndosom zur

Plasmamembran, oder werden alternativ erst zum Clie, dann Uber das ARE zur Membran
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transportiert (Perret et al. 2005) Vergleicht man das Recycling apikaler Proteine mit deren
biosynthetischem Transport, so benke man, dass in beiden Wegen oft dhnliche endosomale
Kompartimente, wie z.B. das ARE oder CRE, durchquert werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass

die Sortierprozesse in beiden Wegen die gleichen sind.

2.3 UnkonventionelleSekretion

2.3.1 Mechanismen

Die Produktiorsamtlicher sekretorischdProteine startet im Zytosol durch die Translation der mRNA
durch die Ribosomen. In der klassischen Sekretion stigtSyntheseeiner Nterminalen oder
internen Signalsequenz anschlieBend fur den Arrest der Tramslaind den Transport des
translatorischen Komplexes zum endoplasmatischen Retikularch die Wirkug der
Signalsequenz kommt egur Translokation ds Proteiis Uber die Membran, respektive bei
Membranproteinenzur Insertion in die MembrarfRoss und Pawlina 200%om endoplasmatischen
Retikulum gelangen die sekretorischen Proteine dann Uber den -Gpjgirat letztendlich an die
Plasmamembran oder in das extrazellulare Medium. Neben dieser Gruppe klassisch sekretierter
Protene existiert jedoch noch eine zweite Gruppe an sekretierten Proteinen, die sich durch zwei
Charakteristika auszeichnen. Zum einen besitzen sie entweder keine oder zunkiethesklassische
Signalsequenzfur ihre Sekretion, zum anderen erfolgt ihre Selorti unabhéngig von
endoplasmatischem Retikulum und Gefgiparat. Zur Abgrenzung von der klassischen Sekretion
gSNRSY t NRT S&d4S> FdzF RAS RASAS / KIuNkorjvént®neRea G A 1 |
{SINBlA2ya 1 (Mcke2d18)y 3STE aad

Wie schonim vorherigen Absatz angedeutet, zeichnet sich die unkonventionelle Sekretion nicht
durch einen gemeinsamen Mechanismus aus, sondern idmeghr die Zusammenfassung von
mindestens funf verschiedenen Transportwegen (dargesteliib. 2-4). Grundsatzlich kann bei der
unkonventionellen Sekretion zwischen vesikelabhangigen und vesikelunabhangigen Prozessen
unterschieden werdenDie vesikelunabhangige Se#on basiert auf der direkten Translokation der
sekretierten Proteine Uber die MembraAlfb.2-4, Punkt 1); klassische Vertreter dieser Gruppe sind

der fibroblastische Wachstumsfaktor FGF2 und das Hefeprotaiting factor a Wahrend jedoch fir

den mating factor a gezeigt wurde, dass die Translokation dieses Proteins durch den
membranstandigen ABTransporter Ste6p erfolg{McGrath und Varshavsky 1989%ind die
Bedingungen fur den Export von FGF2 zwar weitestgehend bekannt, der genaue Mechanismus ist

jedoch bisher nicht aufgeklarDas zur Zeit existierende Modell geht davon aus, dass FGF2 Uber
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Phosphatidylinosbl-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P an die Membran rekrutiert wird, daraufhin
oligomerisiert und in die Membran inserieferart wird die Translokation von FGF2 in gefalteter
Konformation tber die Membran bewerkstelligtdie treibende Kraft fur diesen Prozesgrd

vermutlich dirch die hochaffine Bindungan extrazellulare Heparansulf®roteoglykaneals FGF2

Ligand beremestellt(Nickel 201Q)

Ein weiterer Exportweg ist geng@nommen als eine Misclung aus vesikelunabh&ngigemad
vesikelabhéangigerSekretion anzuseherfAbb. 2-4, Punkt 2. Dieser Weg, am besten fir das
Interleukin Iklmi 6 SAOKNRA S0 Sy > &S (sdkigtierierh BrotedNidbsf dié Rembrénk 2y R
spezialisierter Lysosomen, den sekretorischen

. . . [
Lysosomen, voraus. Diese fusionieren Ty 4

anschlieRend mit der Plasmamembran, was / : o

schlieBlich zur Freisetzung vonML AY R

—

Extrazellularraum fihr{Andreiet al. 1999) I )

Lysosom
’ N

Beteiligte Faktoren, inklusive des

mutmaflichen Transporters, sind bisher

jedochkeinebekannt.

()

(O,

Autophagosom

Die Abschniurung von Mikrovesikeln von der
Plasmamembran (aucimembrane blebbing
genannt;Abb.2-4, Punkt 3 und die Exozytose

von dann als Exosomen bezeichneten

' ' Transporter

j Sekretiertes
Protein

intraluminalen Vesikeln (ILV) multivesikularer

Korperchen(Abb. 2-4, Punkt 4, stdlen zwei Abb.2-4 Mechanisma der unkonventionellel

weitere mechanistisch verwarid Wege der sekretion

unkonventionellen Sekretiodar. Beide Wege 1 ¢ direkte Translokation tber die Membran;2Expor
Uber sekretorische Lysosomen; @ Abschnirung vc
Mikrovesikeln an der Plasmamembrang4ntegration ir
Membrankrimmung, die letztlich  zur Lvs dann Sekretion als Exosomeng Export iibe
Ausbildung vesikularer Strukturen fuhrt; inAutophagosenen. MVKc multivesikulares Korperchen

beruhen auf der Induktion negativel

Fall desmembrane blebbingdgindet diese Induktion an derl&mamembran statt, im Fall der
Exosomen an speziellen Endosomen, die aufgrund ihres spéateren Aussehens auch als multivesikulére
Kdrperchen bezeichnet werdgiNickel und Rabouille 200Beispiele fir diese Exportwege sind das
t NA2YSYLINRGSAY tNLY Ffa SE2a2Yl f (BariereryaR2004f mi | f
MacKenzie et al 2001) Da als Endprodukt beider Wege vesikulare Strukturen in den
Extrazellularraum abgegeben werden, ist es wichtigvischen Mikrovesikeln und Exosomen
unterscheiden zu kdnnen. Dies ist zum eiridrer ihre Morphologie moglich Mikrovesikel stellen
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eine heterogene Population von 14®00nm groRen Vesikeln dar, wahrend Exosomen
typischerweise eia GroRe von 5@0nm aufweisen zum anderen Uber ihre unterschiedie
Sedimentation im Schwerefeldhier pelletierenMikrovesikel bereits bei 10.00§) Exosomererst bei
100.000g (MuralidharanChariet al. 2010) Weitgehend offen istn beiden Falleraber immer noch
die Frage, wie die sekretierten Proteine die Mikrovesikel bzw. die Exosonwéndes Freisetzung
wieder verlassen. Nach Studien von Tian bzw. Taraboletti und Kollegen ware jedoch ein Modell
denkbar, in dem diese vesikuldren Struktureach ihrer Freisetzung von dgteichen oderden
umliegenden Zellen wieder aufgenommen wuirden und es dann aufgrund des sauren pHs in
Endosomen zum Zerfall der Vesikel wgminit zurFreisetzung der darin enthaltenen Proteine kame
(Tarabolettiet al. 2006; Tiaret al. 2010)
Vor kurzemkonnte ein weiterer bis dahin unbekannter Sekretionsmechanismus identifiziert werden
(Abb.2-4, Punkt 5. Wie Untersuchungen der Sekretion degtyoselium discoideunProteins AcbA
bzw. seinesPichia pastorigdiomologs Acbl zeigen konnten, beruht dieser Mechanismus auf der
Ausbildung von Autophagosomen und der an&fldnden Fusion dieser oder daraus
hervorgegangener Strukturen mit der Plasmamembf@nranet al. 2010; Manjithayaet al. 2010)
Spatere Versuche konnten weiterhin zeigen, dass auch das S&ugerhomolog von AcbA, das von
Astrozyten produzierte ACBP, uber einen ahnlichen Weg sekretiert(boamiset al. 2010) Neben
ihrer Abhangigkeit vorerschiedenen Aufohagieproteinen ist die Sekretion véxtbA/Acblauf das
GRASPomolog GrpAansonsten notwendidiir die Organisation der Got§itapel) sowie, zumindest
in P. pastorisauf peroxisomale Funktionen angewies@wfgrund der Inhibition der Acb8ekretion
durch Deletionder Gene furdie ESCR{endosomal sorting complex required for transpéttoteine
Vps23 und Vps4 gingen die Autorgaiterhinvon einer Beteiligung multivesikularer Kérperchaars,
jedoch i$ dieser Effekt vermutlich besser durch die direkte Abhéngigkeit der
Autophagosomenbildung von der ES@RaBchinerie zu erklareHurley und Hanson 2010)
Eine weitgehend offene Frage in der Erforschung der unkonventionellen Sekretion ist weiterhin,
warum mantie zytoplasmatische Proteine nicht tber den klassischen Weg sekretiert werden
sondern stattdessen einen unkonventionellen Mechanismus wahlen. Zur Zeit existieren zur Erklarung
dieser Frage zwei Modell®as erste Modell geht davon gudass ein Exportia ER und Golgi
Apparat und den damit einhergehenden Unterschieden in der Faltung und der posttranslationalen
Modifikation zu inaktiven Proteinen filhren wirde. Hinweise fir die Richtigkeit dieses Modells
stammen aus der Beobachtung, dass durch die Fusiar diterminalen ERSignalsequenz an FGF2
dessen biologische Aktivitat im Extrazellul&arraum verloren ¢érggehingekt al. 2008) Umgekehrt
kénnte aber auch i@ Anwesenheit unkorentionell sekretierter Proteine in ER und Golgi zur
vorzeitigen Bindungan ihre jeweiligen Liganden fuhren, was wiederum deren Aggregation oder
Seite] 18
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Missfaltung auslosen konnte. Dies ist ein Modell, dass insbesondere fir die Sortierung der Galectine

in die unkawventiorelle Sekretion entwickelt wurd@Nickel und Rabouille 20Q9)

2.3.2 ExosomerBiogenese

Da die Hypothese, dass die unkonventionelle Sekretion von Gakatittels Exosomen stattfindet,
einen zentralen Teil der vorliegenden Arbeit darstellird in diesem Kapitel noch einmal detailliert
auf die Biogenese dieser Strukturen eingegangen.

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, werden als Exosomen die intraluminalen Vesilgpl (ILV
multivesikularer Korperchen (MVKach deren Freisetzung in den Extrazellularraum bezeiclidiet
genannten MVKs wiederum entstehen durch die Abknospung kleirgk&len dasnnere spezieller
Endosomen. Im Gegensatz zu Abknospunigerintrazellularen Transpaoriz.B.die durch Clathrin
vermittelten, ist die Abtrennung detLVs jedoch nicht mit Hilfe zytosolischeaktoren mdglich, die
sich um den Vesikelhals legespndern muss aufgrund der Topologie dieser Strukturen von der
Innenseite des Halses aus geschehen. Um dieses Ziel zu erydiaben sich vier Proteinkomplexe
entwickelt, die zusammengenommen als ES@Rdocomal sorting complex required for transport
bezeichnet werdenDie Entstehung intraluminaler Vesikel beginnt mit der Erkennung und dem
Clustern der Cargoproteine durch den ESGR¥estehend aus den Proteinen HRS 8AdAMWollert

und Hurley 2010) Der ESCRI rekrutiert wiederum denheterotetrameren ESCRT der aus den
Proteinen TsglD, Vps28, Vps37 und Mvb12 aufgebaut ist, tiber die Interaktion des-MoNS in

HRS mit Tsg10Die Rekrutierungles ebenfalls heterotetrameren ESAR{Vps22, Vps36, 2x Vps25)
erfolgt Uber die Bindung von Vps36 an eine hervorstehentiEr@inale Helix gn Vps28, die sich auf
der gegenuberliegenden Seite der Interaktion mit ESCR&findet(Hurley und Hanson 2010pie
genaue Funktion von ESCGRINd-II in der Biogenese von ILVs war lange Zeit unbekanmicexbigt

eine neuere Studiedass diese beiden Komplexe fiir die eigentliche Induktion der negativen
Membrankrimmung und die Sortierung der Cargomolekile in digkglsospen verantwortlich
sind; eine Funktionalsq die zuvoreher dem ESCRIT zugeschrieben wurd@Vollert und Hurley
2010) Dieser Komplex, der ein dynamisches Polymer aus den vier Kernkomponenten CHMP2,
CHMP3, CHMP4 und CHMP6 und weiteren regulatitermponenten darstellt, und durch die
Interaktion mit Vps25 zum Vesikelhals rekrutiert wird, sch@dbch vielmehr fir den eigentlichen
Vorgang des Abschnirens verantwortlich zu g®follert et al. 2009; Wollert und Hurley 2010)
Zudem sorgt der ESCRITiur die Rekrutierung von Vps4, eifeAAATPase, die fur die Trennung der
ESCRTSs nach erfolgreicher Abschnirung eines ILVs verantwor{ktlrisy und Hanson 2010)

Bisher wird nur die Ubiquitinylierung von Proteinen als endogenes SignaiefiBadtierung in ILVs

gehandelt(Raiborg und Stenmark 200%doch ist von vielen umnmaelten Viren, wie z.B. dem Hi
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oder dem Ebol¥/irus, bekannt, dasdiesealslate domainbezeichnete P(S/T)ARotive nutzen um
die ESCRTs an die Membran zu rekrutieren und damit ihre Knospung zu bewerk<i€ligerund
Lamb 2008) Dies lassteine Nutzungdes P(S/T)ARIotivs auch durch zellulare Prow moglich

erscheinen.

2.4 Zentrale Proteine

241 Galectin3

Bei den Galectinen handelt es sich um eine Familie I8slicher Lectine mittekularen Masse von
14-39kDa, dignach der urspriinglichen Definition von Barondes und Kollegigrch ihre Afinitat zu

i -Galactosiden und derPrasenz einer konservierten Zuckerbindedoméane, dearbohydrate
recognition domain (CRD), charakterisiert

werden (Barondeset al. 1994) Anhand der o
Anzahl undOrganisation der CRDs kdnnen die *

Galectine in verschiedene Untergruppen

eingeordnet werden(sieheAbb. 2-5). Zunachst

Prototyp Chimarer Typ Tandem repeat
sei hierbei die Gruppe der prototypisafn  Galectini,-2.-5,-7, Galecting -Typ

-11,-13,-14,-15 Galectin-4, -6,
Galectine genannt, die jeweils nur aus einer 89,12

CRDaufgebaut sind. Manche Proteine diesépny 2.5 Familie der Galectine

Gruppe besitzen jedoch zusatzlich noch c¢CRD¢ hellgrau; dunkelgraug CRD mit verandert
Feinspezifitat; mittelgrawg N-terminale Doméane bz\

Linkersequenz
Kreuzvernetzung von Proteinen fihren. Ande:s

Fahigkeit zur Dimerisierung und kdénnen so z

als die prototypischen Galectine besitzen GalectineTdasdem repeallyps nicht e sondern zwei
CRDanit leicht unterschiedlichenBindungspezifititen, die lber eine Linkersequenz miteinander
verbunden sind. Galectine des chiméaren Typs, dessen einzggeeter Galectin3 ist, sind wiederum

nur aus einer CRD aufgebaut, besitzen igéhsatz zu den Prototy@alectineraber zusatzlich noch

eine lange Nerminale Domane, die u.a. der Multimerisierung dient

5AS /w5 RSNJ DI f-SaddiichstGiktud das in fdénes&iisi/-Strange (S1S6) die
12y11F @S &yaRge fN5) die konvexe Seite bilden (beispielhaft gezeigt durch die CRD von
Galectin3 in Abb. 2-6, A). Die Zuckdiindungdasche der Galectine befindet sich auf der konkaven
Seite ist in etwa gro3 genugein lineares Tetrasaccharid aufzunehm@bb. 2-6, B und lann
dementsprechend in die Bindungsstellen A bis D unterteilt werdarsatzlich existiert noch eine

funfte Bindungsstelle (E), die jedoch weniger stdtkch ihre Struktur definiert is{Leffler et al.

Seite] 20

Philipps \ Universitit

Marburg




Einleitung

2004) Stelle C ist hierbei die galectthS T A y A SSdlBci6deBindungsstelle und gleichzeitig die
einzige Stelle, die eine messbare Affinitdt zu einem Monosaccharid aufweist. In humanem Galectin
wird die Stelle C durch die Aminoséauren His158, Asnl160, 6&rgAsnl74, Trpl81 und Glul84
gebildet (in Abb. 2-6 B orange markiert). Die A
Stellen A,B und D,¥erstarken durch die Bindung
weiterer Zuckerreste die fAnitdt zu komplexen
Glykanen,sind jedoch weniger starkkonserviert

und daher der Grund fir die unterschiedliche

Feinspezifitdt der verschiedenen Galectiheffler

et al. 2004) Galectin3 zeichnet sichin dieser
Beziehung durch einen auBergewdhnlichen
Facettereichtum in derAffinitéat zu verschiedenen
Liganden aus, widie Arbeit vonSalomonsson und
Kollegerzeigt(Salomonssoet al. 2010)

Neben der CRIt Galectin3 weiterhin durch die

Prasenz einer weitgehend ungeordnetenaber

hochkonservierten N-terminalen Domaéane

charakterisiert die durch 714 Wiederholungen Abb.2-6 Struktur der Galectir3 CRD

(A) Galectin3 CRD. Lactose als beispielhe
[A3FYyR A&l |t a {-Gtasgydn
orange dargestellt. N und C geben die jeweili
nachgewiesen werden, dass diese Doméane wickTermini an. (B) Oberflaichenmodell der CRD |
d Blick auf die Bindungstasche. Orange darge
sind die Aminosauren, die flir die Bindung in de
Stelle wichtig sind. Die BuchstaberEAbezeichne
immobilizierte Ligandencluster zei@lassaet al. die Bindestekn, Lactose ist als Stabmot
1993; Mehulet al. 1994) dargestellt.

Gezeigt ist jeweils die CRD des humanen Gal8
(PDBID 1kjl), dargestellt mit Hilfe von PyMOL 1.

einer prolin, tyrosin und glycinreichen Sequen:

gebildet wird (Dumic et al. 2006) Es konnte

ist fir die Multimerisierung von Galect® un

postive Kooperativitat bei der Lectinbindung ai

Obwohl Galectir8B Aufgaben im klassischer
Sekretionsweg erfillt (siehe 2.2.3 Apikaler
Transport¢ Signale und Mechanismgnbesitzt es selbst keine klassische Signalsequsamdern
scheint unkonventionell sekretiert zu werden. Entsprechende Hinweise ergeben sich aus der Studie
von Lindseédt und Kollegen, die zeigen konnten, dass Monensin und Brefeldireies Inhibitoren

der klassischen Sekretiorkeinen Effekt auf die Sekretion von Gale@imus MDCKellen haben
(Lindstedtet al. 1993) Im Gegensatz dazu konnte die Sekretion durch Inkubation der Zellen b&i 20
und Zerstdrung des Mikrotubulizytoskeletts durchdddazol inhibiert werdenWeitere Ergebnisse
dieser Studie waren, dass Galeedinvorzugsweise apikal sekretiert wird und slagder ABE
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Transporterlnhibitor Verapamil diese Sekretion nicht beeinfluBasierend auf Experimenten in
COS7-Zellen mit einer Ipidverankerten (und daher starker sekretierten) chimaren Form von
Galectin3, wurde durch Wissenschaftler um R. Colin Hughes spéter ein Modell postuliert, dass von
einer Sekretion viamembrane blebbingausgeht (Mehul und Hughes 1997)Die selben
Wissenschaftler konnten auch zeigen, ddas Motiv YPSAPGAY in deteNninalen Doméne von
Galectin3 essentiell, aber alleinaicht ausreichend fir dessen Sekretion (8enon und Hughes
1999) Im Gegensatz dazu wurde Galeedirmit Hilfe proteomischer Analysen in den Exosomen
dendritischer Zellen gefunde(Theryet al. 2001) wahrend in einerin vitro Studie sogar gezeigt
wurde, dass dieses Lectper semit Lipiden der Membran interagieund diese Uberqueren kann
(Lukyanovet al. 2005) AbschlieBendasst sich festhaltendass kein einheitliches Bildber die
unkonventionelle Seaetion von Galectis8 vorliegt.Ganz im Gegenteil, manche Ergedse scheinen

sich sogar zu wersprechen.

24.2 Gpll4/CEACAM1

Neben der Untersuchung des Verhaltens exogener Proteine wie z.BTimtfer der Saccharase
Isomaltase stitzt sich die Erforschung des polarisierten Proteintransports in -MEIEK sehr stark

auf endogene Proteine.Ein Beispiel dafir ist pd14, das zugleichauch eines der
Hauptsialoglykoproteinegn MDCKZellendarstellt(Le Biviet al. 1990) Hierbei handelt es sich um ein
stark Nglykosyliertes Protein mit einer molekularen Massen 114kDa das vektorial, d.h. nicht
durch Trangytose uber die basolaterale Membran, zur apikalen Membran transportiert {ugdBivic

et al 1990; Le Biviet al. 1993) Gleichzeitigbefindet sichgp114 inRicinus communidgglutinin
insensitiven MDGCRellen (MDCIRCA), einer Zelllinie, in der die Glykosylierung tges ist,
vorwiegend an der basolateert Membran Dies lasstauf die Existeneines basolateralen Signals
schlieBen, dass jedoch rezessiv gegenlber dem apikalen Signal zu sein scheint. Weiterhin konnte in
MDCKRCA ein reger tramszytotischer Transport vomgpll4 zwischen apikaler und basolateraler
Membran beobachtet werden. Nesynthetisiertes gp114 wurde jedoch auch in diesen Zellen direkt
sowohl zur apikalen als auch zur basolateralen Membran transpor{Bréndliet al. 1990; Le Bivic

et al 1993) Sicher scheint jedoch, dass die apikale Sortierung von gpl14 entscheidend von der
Modifikation mit Glykanen abhangt. Entsprechend konnte in aktuellen Studien aus unserem Labor
gezeigt werden, dass gpl14 zum einen mit dem gasmtiindenden Lectin GalectBinteragiert und
dadurch in hochmolekulare Cluster rekrutiesird und zum anderen dass einknock downvon
Galectin3 zur Fehlsortierung dieses Glykoproteins zur basolateralen Membran(flibidcouret al.

2006; Delacouet al. 2007)
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Trotz der Wichtigkeit von gpl114 in der Untersuchuleg polarisierten @teintransports war lange

Zeit die molekulare Identitat dieses Proteins ungeklart. Erst 2006 fanden Filkkalglurch eine
massenspektrometrische Studie heraus, dass es sich bei gpll4 um das canine Homolog eines
Proteins der CEACANamilie ¢arcinoentyronic antigen cell adhesion molecduyledchst vermutlich
CEACAM1, handelt. Eine Bestatigung dieser Hypothese durch andere Verfahren dikeBetoren

jedoch schuldigFullekruget al. 2006)

Bei den CEACAMSs handelt es sich um eine Gruppe von zwdélf Proteinen (humax)) digch die
Anwesenheit einer variablelmmunglobulin (Ig\fghnlichen Nterminalen Domane und bigu sechs
Wiederholungen einer konstanteimmunglobulin (IgGiahnlichen Doméaneauszeichnen. Von
CEACAML1 existieren im Hund sechs verschiedene Isoformen, die jeweils durch alternatives Splei3en
entstehen(Kammereret al. 2007) Diese unterscheiden sich zum einen durch die Anwesenheit einer
langen (L) oder kurzen (S) cytoplasmatischen Domane, zum anderen durch die Anzahl der Ig
ahnlichen Doméanen (4 eine IgV, drei IgC; 2 eine IgV, eine IgC; 4 eine IgV).Aufgrund der
beobachtetenGroRRe von gpl14 in der SPAGE im Vergleich zur Gridker CEACAMIsoformenist

davon auszugehen, dass es sich bei gp114 um die Isoform CEACAIddelt.

2.5 Fragestellung dieser Arbeit

Nach bisherigen Erkenntnissernt idas Lectin Galectis. entscheidend an der Sortierungft-
unabhangiger Proteine im apikalen Transport beteiligt. Mit giglectin3-vermittelten Rekrutierung

der Liganderin hochmolekulare Clustexxistiert bereitsein sehr gutes Modell des Mechanismdsr
diesem Prozeszugrunde liegt. Weiterhin offen ist jedoch die Frage, was der Ausldser des
Sortiervorganges ist, odesinders gesagt, was dafir sorgt, dass es in einem@aolgfiKompartiment

zur Sortierung der Liganden kommt, gleichzeitig aber verhindiass sich dieser Vorgang an der
Membran wiederholt.Ebenfallsunbekannt ist zum jetzigen Zeitpunkt die genaue Lokalisation des
Sortiervorganges. Durch die biochemische und fluoreszenzmikroskopisciersuchung der
Endozytose von Galect soll die vdiegende Arbeit direkt oder indirekt Antworten auf diese
Fragen finden.

Weiterhin soll der Frage nachgegangen werden, Uber welchen unkonventionellen Sekretionsweg
Galectin3 in den Extrazellularraumand damitan den Ort der Sortierungelangt.Die zudieser Frage
existierenden Studien widersprechen sich teilweise in ihren Aussagen, daher swetirlitgende
Arbeit mittels zellbiologischer Fraktionierungen, fluoreszamm elektronenmikroskopischer, sowie
biochemischer Untersuchungen helferdiese Wigrspriche aufzuldsen und den konkreten

Sekretionsmechanismus fur Galee@ininsbesonderen MDCKZellen,zufinden.
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In einem weiteren Teilprojekt, das nicht in direktem Zusammenhang mit den anderen beiden
Projekten steht, soll die Frage nach einer mogchdentitat von gp114 und CEACAM1 mit Hilfe
fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen und der biochemischen Charakterisierung von

CEACAMSGFP durch Prazipitationsnd Deglykosylierungsversuche geklart werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate Chemikalienund Materialien

3.1.1 Geréate

Tab.3-1 Gerate

Gerat ‘ Bezugsquelle

Inkubatoren

Inkubator far Zellkultur (Cibegast) New Brunswick ScientifiEdison (USA)
Galaxy B

Inkubator furBakterienkultur Memmert, Schwabach
_Schuttellnkubator fur Bakterienkultur New Brunswick Scientific, Edison (USA)
innova 4300

Sterilbanke

Sterilbank fur Bakterienkultur Faster B8, | Thermo Fisher Scientific, WalthamSA)
Sterilbank fur ZellkultuHeraSafe Kendro, Langenselbold

Zentrifugen

Tischzentrifuge BioFuge pico Heraeus

Kuhlzentrifuge BioFuge fresco Heraeus

Kihlzentrifuge Avantid0 XP BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Allegra X22R BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Rotofix 32X Hettich, Tuttlingen

Ultrazentrifugen

Optima LEBOK BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Combi Plus Sorvall

Optima TL BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Rotoren

JA 2550 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
JLA 1&50 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
JLA 8.1000 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
JA 12 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Q0650 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
C1015 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
FX3015 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
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SX4250 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
SwW41l BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
TH641 Sorvall

TLAA45 BeckmarCoulter, Fullerton (USA)
Heizgerate

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Heizblock UBD

Grant

Heizblock MBLO2

Bioer, Hangzhou (China)

KontrollgeratTempcontrol 372 digital
(fur Mikroskop DMI6000B)

Leica Microsystems, Wetzlar

Schuttler

Schuttler KS10

Edmund Buhler, Tlbingen

Uberkopfschiittler REAX2

Heidolph, Kelheim

PCRGerate

Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

SDSGelelektrophorese

tfFGGSYysS a{ L)l OSNx =

Hoefer, San Francisco (USA)

GielRvorrichtung

Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammaeavlighty Small 1l

Hoefer, San Francisco (USA)

ElektrophoresekammeaminiVE

Hoefer, San Francisco (USA)

ElektrophoresekammeBE600 Ruby

Hoefer, San Francis¢odSA)

Netzgerat EPS 301

Amersham, Piscataway (USA)

Netzgerat EPS 501

Amersham, Piscataway (USA)

NetzgeratPowerPac Basic

Biorad, Hercules (USA)

AgaroseGelelektrophorese

Giel3vorrichtung, Elektrophoresekammer

Peqlab, Erlangen

Netzgerat PowerPdsasic

Biorad, Hercules (USA)

Mikroskope

Konfokales LaseBcanningMikroskop
(KLSM) TCS SP2 montiert auf Stativ DM |

LeicaMicrosystems, Wetzlar

Inverses Epifluoreszenzmikroskop
DMI6B000B, zusatzlich ausgestattet mit Lei
AM TIRF MC Modul

LeicaMicrosystems, Wetzlar

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 10

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Philipps
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Elektronenmikroskop EM 109

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Sonstige optische Geréate

Chemiluximager

Intas, Gottingen

Spektralphotometer Specord S300 UV

AnalytikJena, Jena

Fluoreszenzspektrometer FG300

Jasco, Easton (USA)

Gelscanner GS800 Calibrated Densitomet

Biorad, Hercules (USA)

Sonstige Gerate

CyberScan pH 510

Eutech Instruments, Nijkerk (Niederlande)

Gradientenmischer Econo Gradient Pump

Biorad,Hercules (USA)

Analysewaage SBC 22

ScalTec Instrument, Goéttingen

Prazisionswaag8t114

Denver Instrument, Gottingen

ReinstwasseBystem Clear

SG Wasseraufbereitung und Regeneration,
Hamburg

Ultraschallgerat Labsonic U

B. Braun, Melsungen

Software

Volocity 5 Improvision, Lexington (USA)

Prism5 GraphPad, La Jolla (USA)

Labimage Intas, Gottingen

Photoshop CS5 Adobe, San Jose (USA)

Office 2007 Microsoft, Redmond (USA)
3.1.2  Chemikalienund Materialien

Tab.3-2 Chemikalien und Materialien

Chemikalie/Material ‘ Bezugsquelle

Acrylamid Roth, Karlsruhe

Agarose Roth, Karlsruhe

Ampicillin Boehringer, Mannheim

APS Merck, Darmstadt

Chloroquin Serva, Heidelberg
Cryoréhrchen Greiner,Kremsmdinster
DEABDextran Amersham, Piscataway (USA)

Deckglaser (4thm x 0,17mm)

P. Saur, Reutlingen

Deckglaser (18m)

Menzel Glaser, Braunschweig

DMSO

Roth, Karlsruhe

DTT

SigmaAldrich, St. Louis (USA)
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ECLReagenz SuperSignal Westr®
ExtendedDuration Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

FKS PAA Laboratories, Pasching (Ostereich)
L-Glutamin (10X) PAA Laboratories, Pasching (Ostereich)
HEPES Serva, Heidelberg

Kanamycin SigmaAldrich, St. Loui@JSA)

Lipofectamir2000 und RNAimax

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Magermilchpulver

Serva, Heidelberg

Molekulargewichtsstandard flr Agarosege
QuicklLoad 100bp und 1kb DNadder

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Molekulargewichtsstandard fur SBP2Gele
PageRuler

FermentasSt. LeorRot

Mowiol 4-88 Merck, Darmstadt
NitrocelluloseMembran Protran Schleicher & Schilll, Dassel
NP40 Merck, Darmstadt

Nycodenz Axis Shield, Oslo (Norwegen)

Penicillin/Streptomycin (10X)

PAA Laboratories, Pasching (Ostereich)

Pipettenspitzen (1@, 200pl, 1000pl)

Greiner, Kremsmiinster (Osterreich)

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, 1
ml, 50 ml)

Sarstedt, Nirnbrecht

Spritzen, Kanilen

Sarsedt, Nurnbrecht

TEMED Roth, Karlsruhe
Triton X100 SigmaAldrich, St. Loui@JSA)
Tris Roth, Karlsruhe

Zellkulturplatten

WillCq Amsterdam(Niederlandg und
Sarsedt, Nurnbrecht

Weitere, hier nicht aufgefihrte, aber allgemein gebrauchliche Chemikalien sind mindestens

von p.a-Qualitéat und wurden von Sigma, Roth, RiedeHaen, Fluka, Merck, Serva oder ICN

bezogen.

3.2 Allgemeine Puffer

Im Fdgenden werden héaufig verwendete

Puffer aufgefuhrt. Alle Losungen wurden mit

sterilem, doppeltdestilliertemWVasser angesetzt.
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PBS

140mM NaCl
2,5mM KCI
6,5 mM Na.PQ
1,5mM K:HPQ
pH 7,35

PBS++

PBS zusatzlich mit

1mM Cad
1mM MgC}
TE

10mM Tris
1mM EDTA

pH 8,0 (mit HCI)

3.3 Zellkultur

331 VerwendeteZelllinien

cosr

Bei diesen Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere der Grinen Meerkatze
(Cercopithecusethiopy. COS-Zellen wachsen adhéarent mit fibroblastischer Morphologie.
Hervorgegangen sind sie aus-G¥ellen durch Infektion mit einer replikationsdefizienten
SV40VirusMutante (Gluzman 1981)CO&/-Zellen tragen das SV4éte antigenund sind

daher weiterhin permissiv fur Infektion mit S\A@en.

5dzNOK A KNB T formiy& Mdatphalogid dlhdSaaf§riing ded sehr starken Expression
transient tansfizierter Plasmidesind COS-Zellen sehr gut fur fluoreszenzmikroskopische

Lokalisationsund Kolokalisationsstudien geeignet.

MDCK Typ Il (Madibarby Canin&idney)
Bei MDCKzellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere des Haushu@Gdess (

familiaris genauer: Cockerspaniel). Entstanden ist diese Zelllinie nach Isoldgon
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Nierenzellendurch wiederholte Selektion mit TrypsiferseneLésung. MDCRellen wachsen
adharent und bilden nach Erreichen von Konfluenz ein einschichtiges, zyliedrigpithel.
Dieser Vorgang der Polarisation beginnt etwa 2 Tage nach Ausplattieren und ist etwa nach
weiteren 4 Tagen abgeschlossen. Aufgrund der Tatsache, dass-ZHDE€IKeine ausgepragte
Zonula occludengtight junctiong ausbilden und damit eine diffenzierte Plasmamembran
entwickeln (unterteilt in apikal = dem Lumen zugewandt und basolateral = der Basalmembran
zugewandt), eignen sie sich ideal als Modell fiir den polarisierten Proteintran@paaltiguez
Boulanet al. 2005)

3.3.2  Medien und Lésungen

Samtliche fur die Zellkultur verwendete Medien und Losungeib Ausnahme von Zeogidass
von hvitrogen, Carlsbad (USA) bezogen wumsigjden gebrauchsfertig von PAA Laboratories,
Pasching (Osterreich), bezogen. Fir die entsprechenden Zelllinien wurden folgende Medien

verwendet:

Cosr
DMEM (low glucos@mit
10%(v/v) FKS

1%(v/iv) 100X Penicillin/Streptomycin
1%(v/v) 100X LGlutamin

MDCKII

MEM mit

5% (v/v) FKS

1%(v/iv) 100X Penicillin/Streptomycin
1%(v/v) 100X L=Glutamin

In Medien stabiler Zelllinien wurdefakultativ zusatfich noch folgende Zusatze verwendet
(siehe aucl8.3.11Auflistung stabiler Zelllinign

0,2mg/ml Zeocin

0,5 mg/ml G418

0,2 mg/ml Hygromycin
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3.3.3  Kultivierung

Die Kultivierung sowohl der C&Sals auch der MDCK TygzRBlllinie fandbei 37 °C, 5 % GO
und hoher Luftfeuchtigkeiauf Plastikkulturschalen (Durchmesser 3, 6 odeci)oder in 6,

24- oder 96 LochSchalen satt.Um eine selektive Erreichbarkeit der apikalen bzw.
basolateralen Membran zu exdglichen aber auchweil die Zellerunter diesen Bedingungen
starker polarisieren, wuten die MDC¥ellen bei Bedarauf PETFilternim 6- oder 24Loch
Format ausgesat (siehe dazu aushb. 3-1). In der Regel wurde alle zwei bis drei Tage das
Medium gewechseltDie jeweils verwendeten Medien finden sich untB.2 Medien und

Losungen
[ apikal |

- Filter

basolateral

Abb.3-1 Kultivierung von MDCH-Zellen auf PEFiltern

Auf PETFiltern ausgesate MDCKZellen bilden eine geschlossene Zellschicht aus, die sich u.a.
hohe elektrische Dichtigkeit und verstarkte Polarisation auszeictiviethodisch bietet die Kultur vc
MDCK Hzellen auf Filten einige Vorteile. So kdnnen z.B. Proteine an der apikalen bzw. basola
Membran spezifisch durch Antikérper, Biotinylierungsreagenzeahé€3.7.6 Oberflachenbiotinylierun)
0.a4. modifiziert werden. Weiterhin ist u.a. auch die Bestimmung des transepithelialen Widerstar
Malf fur die [xhtigkeit des Epithels, moglich (aBedriguezBoulanet al. 2005 modifiziert)

3.3.4 Passage

Beide Zelllinien wurden in der Regel etwa am zweiten oder dritten Tag nach Ausplattieren auf
neue Kulturplatten passagiert. Dazu wurden die Zellen zunachst zweifach mit PBS gewaschen
und anschliel3end bei 37°C neiner Trypsin/EDTA0sung (0,086 TrypsinP,02% EDTA in-D

PBS) von der Platte abgeltst. Das Trypsin sorgt hierbei fur die Spaltung von zur Adh&sion
wichtigen Oberflachenproteinen, wahrend EDTA Caldmen chelatiert, die ebenfalls fir die
Zelladhasion wichtig sind. Nach Ablésen der Zellen evdid Trypsinierung durch Zugates
jeweiligen Kulturmediumin etwa fiinffachem Volumen gestoppt. Anschliel3end wurden die
Zellen 5min bei 800rpm zentrifugiert und nach Abnahme des Uberstehenden Mediums im

Verhaltnis 1:4 bis 1:8 ausgesat (je nach weit&erwendung der Zellen).
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3.35 Einfrieren und Auftauen

Um nicht alle Zelllinien standig in Kultur halten zu muissen, wurden einzelne Aliquots in
flussigem Stickstoff gelagert. Zum Einfrieren wurden dazu Zellen einer konfluentem 10
Kulturplatte wie beim Pasggferen durch Trypsin von der Platte abgelogt 1 ml
Einfriermedium aufgenommen urid Cryoréhrchen tberfuhrtNach Zwischenlagerung flithl
bei-20°C undca. 18h bei-80 °C wurden die Réhrchen in flissigen Stickstoff Uberfihrt.

Zum Auftauen wurden digellen ausiem Cryordéhrchen zunachst mitmdl Medium verdinnt

und anschlieBend fir Bnin bei 800rpm zentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde
abgenommen, die Zellen in Medium resuspendiert und vollstandig auf eicenXulturplatte

ausgesat.

Einfriermedium
Dem Zelltyp entsprechendes Medium mit 10 % FKS und 10 %.DMSO

3.3.6 Transfektion von CO%-Zellenmit DEA=Dextran

Die DEABextranTransfektionsmethode stellt eine einfach@diglinstige Methode daum
COs7-Zellen transient zu transfiziereah. exogene DNA in die Zelle einzubringem damit

die Expression eines gewiinschten Proteins zu erreidhen Transfektion mit DEABextran
beruht auf dem Prinzip, dass negativ geladene DNA an positiv geladenes Diethylaminoethanol
(DEAE) bindet und, daedies wiederum kovalent an Dextran gebunden ist, von der Zelle
endazytiert wird. In der Zelle gelangen die Plasmide auf bisher noch ungeklartseWeden
Zellkern, wo egur Expression der auf den Plasmiden kodierten Gene kommt. Die Methode sei
hier beispelhaft an der Transfektion von In Kulturplatten erklart. Es wurden jedoch auch
Transfektionen mit 3 oder ém Platten durchgefuhrt.

Zur Vorbereitung der Transfektion wurde am jevggih Vortag eine konfluente COSlatte

im Verhaltnis 1:5 auf eine 10m Kulturplatte ausgesat. Am nachsten Tag wurdanachst
10pg DNA (bei Doppeltransfektionen jewetits ug beider Plasmide) mit DEABextran
(300ug/ml Medium) und 3nl DMEM (ohne Zusatze) gemischt und fimis bei RT inkubiert.
Wahrenddessen wurden di€ellen zweifach mit PBS gewaschen. Das -DEAEDextran
Gemisch wurde nun auf die Zellen gegeben und fir cah béi 37°C im Inkubator inkubiert.
AnschlieRend wurde das Gemisch abgesaugt und duroh\ollmedium mit Chloroquin als
Zusatz (6Qug/ml Medum, verhindert die Ansduerung der Endosomesrsetzt. Nach einer

weiteren Inkubation von -3 h wurde auch dieses Medium wieder abgenommen und durch
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10ml Vollmediumersetzt. Nach 402 h Inkubation im Inkubator wurden die Zellen nun
entweder fur biochemigdwe Methoden oder Lebendzellbeobachtung verwendet, oder aber flr

die Fluoreszenzmikroskopie fixiert.

3.3.7  Transfektion von MDCHRYyp IFZellenmit Lipofectamin

Die Transfektion von Zellen unter Zuhilfenahme von Lipofectaminhbexuf einem &hnlichen
Prinzipwie die Transfektion mit DEABextran. Bei Lipofectamin handelt es sich um eine
Ldsungvon positiv geladenen Lipidedje wiederum die negativ geladene DNA binden und
dadurch DNALipidKomplexe bilden, die vermutlich per Ermmltose in die Zelle aufgenommen
werden. Diese gelangen le&tdlich in den Zellkern, in dendie Expression der
entsprechenden Genstartet.

Analog zur Transfektion mit DERExtran wurden am Vortag der Transfektion die MDEK I
Zellen im Verhdltnis 1:4 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgésétnéchsten Tag wurden dann
5ug DNA mit 1,5 ml Kulturedium ©hne Zusatzesowie 10pl fertige Lipofectamifdsung
ebenfalls mit 1,5ml des gleichen Mediumgemischt Beide Losungen wurdenrfin bei RT
inkubiert, dann gemischt und weitere 30in bei RT inkubierDie Zellen wurdemun zweifach

mit PBS gewaschen und schlieBlich das -DigéfectaminGemisch auf die Kulturplatte
gegeben.Die MDCKezellen wurdendann fir 58 h bei 37°C im Brutschrank inkubiertlas
Gemisch wurdeanschlieRendabgerommen und durchVollmedium ersetzt Nach ca. 48
Inkubation bei 37°C im Brutschrankurden die Zeller(z.B. fiir die Fluoreszenzmikroskopie)
weiterverarbeitet.

Alternativ zur oben beschriebenen Methodén Seziellen um frilher nach der Transfektion
polarisierte Zellen zu erhalten, wurde am Tag der Transfektion eine konfluente Platte von
MDCKTyp iZellen im Verhdltnis 1:1,5 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesat. Unmittelbar nach
Absetzen deZellen (ca. 1,5 nach Aussaatjurden diese danrmit dem DNALipofectamin

Gemisch inkubiertDie weiteren Schritteler Transfektion waregleich.

3.3.8 RNAlInterferenz

Die RNAInterferenz (RNAI) ist ein in Zellen natirlich vorkommender Mechanismus, mit dem
Ziel die Expressn eigener, aber auch fremdeProteine spezifisckiu unterbinden. Sie beruht

auf der Interaktion eines kurzen komplementaren RA@schitts mit der jeweiligen Ziel
MRNA und des daraus resultierenden Abbaus derselben durch Fdoteptexe. In der

biomedizinischen Forschung ist die RNtferferenz ein etabértes Instrument um die
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Expression verschiedener Proteine auszuschaltehdadurch Rickschlisse auf ihre Funktion
zu ziehen. Man spricht hier von eindmock downim Gegensatzumknock out bei dem die
Expression eines Proteins bereits auf EBRb&ne uterbunden wird. Es existieren verschiedene
Mdglichkeiten einerknock dowrtechnisch durchzufihrenn der vorliegenden Arbeit wurden
hierfir sogenannte siRNAshprt interferingRNAs) verwendet. Bei den siRNAs handelt es sich
um kurze doppelstrangigeund zur Sequenz des Zielgens homologe fiA&ke mit einer
Lange von 2R3 bpdzy R  « 6 SNK Ny 3 Sy -Ehd¥ voR jSweils 8. Digs8 dsRNAY
Stréange werden in Zellen transfiziert, dort durch Proteine der ArgeRautilie erkannt und in

den als RIS®RNAinduced silencing complekezeichnéen Proteinkomplex eingebaut. IRISC
verbleibt nur einer der beiden RN&inzelstrange und leitet diesen (im Fall des sogenannten
SenseStranges) zur gewlnschten ZieRNA, deren Degradation der RISC schlief3lich
bewerksteligt.

Die Transfektion der siRNA& den knock downvon TsglOZrfolgte mit Hilfe von RNAIimax
(Invitrogen, Carlsbad (USA)). Hierzu wurden prar@ulturschale 2@ RNAimax und je
200pmol der unten aufgefiihrten siRNAs mit jeml MEM (ohne Zusétze) gemischt,
anschlieend zusammengegeben und furn# bei RT inkubiert. Die fUr die Transfektion
verwendeten Zellen wurden am Vortag im Verhaltnis 1:6 gesplittet und kurz vor der
Transfektion dreifach mit PBS gewaschen. Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem
SIRNARNAImaxGemisch fir % bei 37°C, wahrendderer die Zellen alle 3tnin kurz
geschwenktwurden, um das Gemisch zu verteilen. Anschlielend an diese Inkubation wurde
der Transfektionsansatz abgenommen und durch Kulturmedium (mit allen Zusétzen) ersetzt.
Die Transfektion wurde am nachsten Tag wiederhdth einen effizientenknock downzu
erreichen liel3 man die Zellen nun fir zwei Tage ruhen.

Tab.3-3 Verwendete siRNAs

Bezeichnung ‘ SenseStrango p W Ih o Wou Zielsequenz
Tsgl01 siRNA 1 | GUACAAAUACAGAGACCUAUU xm_542525, ab Position 142

Tsgl01siRNA 2 | AUGGGAAGAUAUAUCUUCCUU | xm_542525, ab Position 417

3.3.9  Generierung stabiler Zelllinien

Nach transienter Transfektion von MDCE@llen findet sich aufgrund der allgemein niedrigen
Transfektionseffizienz dieser Zelllinie oft nur in einem kleinen deil Zellpopulationdas
gewlnschte Plasmid (nach Transfektion mit Lipofectailicherweisenur in 20 ¢ 40 %der
Zellen. Insbesondere fiir proteinbiochemische Methoden ist es jedoch wiinschenswert, dass

alle, oder zumindest nahezu alle, Zellen das gewiesémbtein exprimieren, da durch die
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somit erreichte Einheitlichkeit der Zellen sicherere Aussagen Uber die Wirkung des exogenen
Proteins mdglich sind. Des Weiteren erleichtert eine hdhere Transfektionsrate auch die
Detektion des gewlnschten Proteins, da natlrlich groRere Mengen desselben zur
Verfugung stehen. EenMdglichkeit dies zu erreichestellt die stabile Integration der Plasmid
DNA in das Wirtsgenom datierzu tragen die verwendeten Plasmide jeweils zusatzlich zum
eigentlichen Gen noch ein weies Gen unter eukaryotischem Promoter, das Resistenz gegen
ein verwendetes Antibiotikum bewirkt. Dadurch ist eine Selektion von Zellpopulationen
moglich, die das gewtinschte Plasmid inG@enom integriert haben

Die Transfektion der DNA zur Generierungbséa Zelllinien verlief analog zur transienten
Transfektion mit Lipofectamin (sieh&.3.7 Transfektion von MDCRyp HZellen mit
Lipofectamir), mit dem einzigen Unterschied, dass am Tag nach der ersten Transfektion diese
noch einmal wiederholt wurdeZudem wurdedarauf geachtet, dass nur Zellen mit geringer
Passagenzahl fur die Generierung stabiler Zelllinien verwendet wugieei. Tagenach der
letzten Trasfektion wurden die Zellepassagiert und in hohen Verhaltnissen (i. d. R. 1:10,
1:25 und 1:50) auf neuen Kurplatten ausgeséat. Von nun an wurde dem Medium zusatzlich zu
den bekannten Zusatzen das jeweils benétigte Antibiotikum zur Selektion zugegeben (fur
AntibiotikarKonzentration siehe3.3.2 Medien und LdsungénBis zum Auftauchen klonaler
Zellhauferwurde alle 23 Tage das Medium gewechselt. Nasteimalgem Waschen mit PBS
wurden auf diese Zellhaufen mit Trypsin/EDgétrankte, gelochte WhatmaRapiere gelegt

und fur ca. 20 min bei 37 °C im Inkubator inkubiert. Schliel3lich wurden die Whétapere

in mit friskhem Medium vorbereitete 24 ochKulturschalen tberfuhrt und dort fir-2 Tage
inkubiert, um den Zellen Zeit zu gebesich auf dem Schalenboden abzusetzen. Im weiteren
Verlauf wurden die Zellklone dann jeweils bei Erreichen von Konfluenz komplett auf die
nachstgroRere KulturplattengroR3pasagiert. Wahrenddessen wurden die einzelnen Klone
mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Rate erfolgreich transfizierter Zellen und mittels
Western Blot und wiederum Fluoreszenzmikroskopie auf die Expression des korrekten Proteins
und dessen Expressionsdtéar kontrolliert. Fir weiterfihrende Versuche wurden Zellklone
gewahlt, die eine Rate transfizierter Zellen von mindestens 80 %griRRegel aber 3300 %
erreichten und (gleichzeitig eine Expressionsstirke tmgig die ausreichend fir
proteinbiochemische wd fluoreszenzmikroskopische Untersuchungesar, ansonsten zur

Vermeidung von Uberexpressionseffekten aber méglichst niewig
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3.3.10 Induzierbare Zelllinie MDOKwVps4aE228QGFP

Zur Uberpriifung der Exosomenhypothese wurde im Verlauf dieser Arbeit einéestatilinie
generiert, die die induzierbare Expression einer dominsgativen ESCRIT Mutante, Vps4a
E228QGFP, erlaubt. Diese Zelllinie basiert auf dem GeneS@igstem der Firma Invitrogen
(CarlsbadUSA). In diesem Systelinduziert einregulatives Hybridprotein bestehend ausler
S.cerevisiaeGAL4ADNABIndedomaéne einer verkirzten Ligandenbindedomane des humanen
Progesteronrezeptorgdie den EffektoMifepriston bindet) und der Aktivierungsdoméne des
humanen NF B-Proteins Uber die Bindungn die GAL4#Lromoterregiondie Transkriptiondes

gewlnschten GengumgenauenMechanismus siehabb.3-2).

GeneSwitch® System for Regulated Gene Expression

Promoter GeneSwitch® Gene
Steroid Inducer
4‘;,9

.‘,l

rl

Activated — Inert
Monomer Complex
. \\”u\ \,\/ \)\/ \:\/
At‘:tive GALd TATA

Dimer Sites

DNA-Bound, Active Dimer

mRNA
” RNA P
AN "v\ X ‘Wu\//\,\}ra

GAL4 TATA +1
Sites Box

Protein Product Induced Transcription Complex

Abb.3-2 Mechanismus des GeneSwitch Systems

In Abwesenheit vorMifepriston findet eine geringe basale Expression des regulativen Proteins durch
Aktivierung dedHerpes simpleXhymidinkinasd’romoters statt, das gebildete Protein liggdoch nur

in inaktiver Form vor. Nach Zugabe vdfifepriston bindet dieses mit hoher Affinitdt an die
Ligandenbindedoméne des Progesteronrezeptors und fuhrt zur Aktivierung des Hybridproteins, was
wiederum dessen Dimerisierung erlaubt. Als aktives Dinreded das Hybridprotein nun zum einen an

die GAL4romoterregion des eigenen Gens, was zu einer positiven Verstarkung der Induktion fihrt,
zum anderen |6st ediber Bindung an den GAIRtomoter des gewunschten Proteins dessen
Transkription augQuelle: wwwgeneswitch.com)
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Als Grundlage fiir die Erstellung der induzierbaren MBGK/ps4aE228QGFPZelllinie wurde

die MDCKpwitchZelllinie verwendet (freundlicherweise zur Verfliigung gestellt v@erd
Zimmer, Hannovér die bereits das Regulatorplasmid pSwisthbil in ihr Genom integriert
tragt. Diese wurde dann stabil mit dem induzierbafexpressionsplasmid pSwips4aE228Q

GFP transfiziert (sieh&3.9 Generierung stabiler ZelllinijerDa die anschlieBend untersuchten
Klone nur sehr niedrige Transfektionsraten zeigten, wurde der Klon mit der héchsten Rate in
zwei Durchlaufen vereinzelum einen Klomit ausreichender Trasfektionsrate zu erhalten.

Zur Vereinzelung wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturplatte gelost, durch
Zugabe von genugend FK&8tigem Medium wurde die Trypsinreaktiongestoppt.
AnschlieBend wurde die Zgdhl mit Hilfe einer Neubauetdhkammer bestimmt und die
Zellenin 96LochKulturschalen so ausgesdtass eine statistische Zahl von 0,5 Zellenljrch
erreicht wurde. Sobald die einzelnen Klone Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert
und zu gleichen Teilen auf zwei BéchSclalen aufgeteilt, wovon eine zur Analyse der Klone
verwendet wurde. Der Klon mit der hochsten Transfektionsrate wurde fur die zweite Runde
der Vereinzelung ausgewahlt.

Zur Induktion der Expression von VpdZ228QGFP wurde das Kulturmedium von den Zellen
abgesaugt und durch Mediumit zusatzlich 1@M Mifepristonersetzt und fur 24 h bei 37°C

inkubiert.

3.3.11 Auflistung stabiler Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden im Rahmen dieser Dissertation verwendet oder ersteBofErn
nicht anders angegeben wurddas in 3.3.2 Medien und Ldsungeriir MDCK {Eellen

beschriebenévledium mit entsprechenden Antibiotika verwendet

Tab.3-4 Auflistung stabiler Zelllinien

Zelllinie ExprimiertesProtein I?/Ieesd?Srierhelten
*MDCK|CEACAM1 | Canines CEACAML (gp114) fusioniert f'\l"(')zz' E‘;Eggmcosﬁ
GFP mit GFP 1%

*MDCK|Gal3DsRed | Humanes Galectif3 fusioniert mit DsRed | + Zeocin
DMEM high glucosg

MDCK|Gal3YFP Humanes Galectifd fusioniert mit YFP + 10 % FKS
+ G418
*MDCK|Gal3v5 Humanes Galectif fusioniert mit VeTag | + Zeocin
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Humanes Galecti3 mit Mutation in der
*MDCK|Gal2ASAAVS | mutmalilicherlate domainot { ! t Y + Zeocin
fusioniert mit V5Tag
*MDCK|GalaR186S | Humanes Galectis mit Mutation in CRD, + Zeocin
V5 fusioniert mit V5Tag
DMEM high glucosg
MDCK|p75GFP Humanes P75 fusioniert mit GFP +10 % FKS
+ G418
DMEM high glucosg
*MDCK|p75 Humanes p7% ~fusioniert mit GFP und | + 10 % FKS
GFP/Gal®sRed Galectin3 fusioniert mit DsRed + G418
+ Zeocin
MDCK|Switch GeneSwitckHRegulatorprotein + Zeocin
*MDCK|Sw/psda Dominantnegative M_uta_nte von + Zeocin
E228GGFP _huma_nem Vps4a fusioniert mit GFP + Hygromygin
induzierbar
3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 PolymeraseKetten-Reaktion (PCR)

Konnten DNAFragmente im Laufe deDissertationnicht mittels Restriktionsendonuklease
behandlung aus ihrem jeweiligen Vektor geschnitten werden, beziehungsweise mussten fir
eine weitere Verarbeitung der Fragmente spezieBehnittstellen flr Restriktionsenzyme

angebracht werden, so geschah dies unter Zuhilfenahme der PolymiéedsanReaktion

(PCRMulliset al. 1989.

Fur die PCR wurdeach folgendem Pipettierschema vorgegangen:

0,1ug Vorlage (DNACDNA

10ul Reaktionspuffergx PhusiorHFPuffer
1pl 10mM dNTR

5ul je Primer (1QuM)

0,5ul PhusiorPolymerase

Auffullen auf 5Qul mit ddHO

Philipps \ Universitit
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Der Ansatz wurde griindlich gemischt und anschlieBend imG®ER inkubiert. Das PEReréat

wurde dabei auf folgenden Ablauf programmiert:

initiale. 455 bei 98°C
Denaturierung

Denaturierung 15s bei 98°C
Anlagerung de

. o 30
Primer 30s bei 56°C Wiederholungen

Verlangerung 15s bei 72°C
AbschlieRende

Verlangerung

* Als Anlagerungstemperatur wurde in der RegeP&6gewahlt. Bei sehr viel héheren und sehr
viel niedrigeren Schmelztemperaturen der Primarrde entsprechend nach oben oder unten
korrigiert.

3min bei 72°C

Nach der PCR wurden pbdes Ansatzes mit | 30%(v/v) Glyceringemischtund mittels
AgaroseGelelektrophorese analysiert 1,5% (w/v) Agarose in TAB,7ul/50 ml SYBR Safe
DNAFarbeldsung (Invitrogen, Carlsbad (USA); Stock 10;00@xAuswahl der Prozentigkeit
erfolgte nach GroRRe des zu erwartenden Fragments; die Herstellung des Gels wurde nach
Molecular CloningSambroolket al. 2001)durchgefihrt). Fragmente geeigneterdRe wurden

' dzZi RSY DSt | dza 3 Sa GRWBASH IS Q @k S SINEIASYEX RG a6 & A S
Gelextraktion von DNANJ I Y SYWINES 1 8 a§)0REid) defyéréirtyten Fragmente
wurden dann in den Vektor pCR 2.1 TOGROvon Invitrogen Carlsbad (USAligiert. Die
Ligation erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

Jeweils 7,511 der so ersteten Konstrukte wurden zur Transformation chemigcmpetenter
Bakterien eingesetzt (sieh®.4.6 Transformation chemisekompetenter E.coliBakterien
mittels Hitzeschock, mit denen nun eine Plasmidisaiing im kleinen MaR3stab durchgefiihrt
werden konnte (sieh&.4.7 Plasmidisoliring im kleinen Maf3stab (Minippd). Die erhaltenen
Plasmide konnteraels Grundlage fur eine Restriktionsendonukleasebehandlung (seh8
Restriktionsendonukleasebehandlymienen.

PhusiorPolymerase und Reaktionspuffer fidie PCR wurden von New England Biolabs,

Ipswich (USA), dNTPs earmentasSt.LeorRot,bezogen.

TAE (Laufpuffer fiir Agaroséelelektrophorese)

40mM Tris/Base
20mM Essigsaure
1mM EDTA
pH8,0
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Tab.3-5 Verwendete Primer

Bezeichnung ‘ {SljdzSyT 6pW I o W Verwendet fir Klonierug

Gal3 aus pGal3FP C1 furgw

Gal3Vs;
GAATTCTATGGCAGACAATTTTTC| Gal3R186S aus pGaR186S

Gawt fw EcoR| GFP C1 firgwGal3R1855V5;

Flankierender Primer fir

t { ! ¢ M-Mutation

Gal3p b | dzan AYIBACHL o

pWY DIt 6/ GAATTCTATGCTGATTGTGCCTTA fiir pSwGal3n b5

Gal3 aus pGal3FP C1 fur pSw

Gal3V5;

Gal3R186S aus pGaR186S
T GFP C1 fir pS®al3R1869V5;

G3 V5 revNotl GCTTCATATACCATGATAGCGGC( GaBn b | dzn HYEROL o

fur pSwGal3n bvs5;

Flankierender Primer fiir

t { ! ¢ M+-Mutation

G3R Kpnl GATACCGGATCCACCGTGAGGTA Gal3DsRed aus pGal3sRed C1
fur pGal3DsRed (Zeo)
G3R #Aflll CTTAAGATGGACAACACCGAGGA( Gal3DsRed aus pGal3sRed C1

fur pGal3DsRed (Zeo)

Tsgl0f EcoRl | GAATTCAATGGCGGTGTCGGAGA 159101 aus pTsgI@FP C2 in
pECFP C1, pEYFP C1, pDsRe

Tsg10T Kpnl GGTACCGTATCAGAGAAGTCAGT, 759101 aus pTsgI@FP C2 in
pECFP C1, pEYFP C1, pDsRe

Vps4aE228QGFP aus pVps4a
GFPRPC1 fKpnl GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGA E228QGFRC1fir pSwVpsda

E228QGFFC1

Vps4aE228QGFP aus pVps4a
Vpsda BamHI GGATCCTTAACTCTCTTGCCCAAA E228QGFRC1fir pSwVpsda

E228QGFFC1

3.4.2  Overlap extensioPCRQEPCR

Die overlap extensiof?CR (OBCR) ist eine Sonderform der im letzten Kapitel beschriebenen
StandardPCR. Sinn der GER ist es Mutationen (z.B. Insertionen, Deletionen oder auch
Punktmutationen) in ein Gen einzufiihreder aber auch zwei Gene zu fusionieren. Im Falle
der Eirtihrung einer Punktmutation, wie sie im Verlauf dieser Dissertation zur Herstellung der
Galectin3-ASAAMutante durchgefihrt wurdelauft wie folgt ab Zunachst wrden in zwei
getrennten PCR y & NG T S-+ydzy RS NIgefbigene Wnteil des Geramnplifiziert jeweils

unter Verwendung eines flankierenden Primers und eines internen Primers (verghdithe
3-3). Das besorete an den internen Primern istdass sie zum einen weitestgehend
komplementar zur Zielsequenz sind, d.h. immer noch mit dieser hybridisieren kénnen, zum

anderen aber in ihrer Segnz Mutationen tragen, die zum gewilnschten
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Aminosaureaustausch fuhren. Weiterhin sind die beiden internen Primer komplementar zu
einancer, was in einer anschlieRendeACRReaktion dazu fihrt, dass die beiden zuvor
amplifizierten Fragmente miteinander hybisieren unddie Polymerase die entstehenden
Licken aufflllt. Die entstandene mutierte DiIS&quenz wird in der gleichen Reaktion unter
Verwendung der ebenfalls zugegebenen flankierenden Primer amplifiziert und steht fir

weitere Verwendungen zur Verfligung.

5 3
(e 2 = =
iP1 fP2
fP1 iP2
—D = . =
3 5
+fP1 +fP2
PCRL l +iP1 LERZ l +iP2
5 o= 3’
3 = 5
5 gy 3
3 ee 5
+fP1
OE-PCR l +P2
5 ®®m 3 — - — = — — = —
S i 3 = 5
5¢ 3
fP1

3"

4
®
3]

Abb.3-3 OEPCR
fP ¢ flankierender Primer; iR; interner Primer, tragt mutiert
Sequenzen (rote Punkte)

Die beiden ersten PCRs der -BER wurden identisch zur Stand®@R (siehe3.4.1
PolymeraseéKettentReaktion (PCR)durchgefilhrt. Die entstanden Proben wurden mittels
AgaroseGelelektrophorese aufgetrennt. Banden, die der erwarteten GroRe entsprachen,
gdzNRSY | dza3Sa OK@WNBES 5 Qalzp) & h3seaBddRtrakiion von DNA
CN} IYSYNBSFI 8 ay)auig§reis®yS T S
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Unter Verwendung der aufgereinigten Fragmente als Vorlag&® wurde eine weitere PCR

mit folgendem Pipettierschema durchgefihrt:

5ul je aufgereinigtes Amplifikat (Fragment+12)
10ul Reaktionspuffer§x PhusiorHFPuffer

1l 10mM dNTR

5ul je flankierendemPrimer (10uM)

0,5ul PhusiorPolymerase

Auffillen auf 5Qul mit ddHO

Die Programmierung des PGRrats war auch fur diese PCR mit 8¢éandardPCRdentisch

Das ehaltene Produkt wurde erneuper AgaroseGelelektrophorese aufgetrennt und mittels

dF NBST SQy Q& §z7Z3SNSAyAIAGd aArAd RSY FdzZFASNBAyAIGSy
Produkten der StandarBCR verfahren (siel®4.1PolymeraséettenReaktion (PCR)

Tab.3-6 Verwendete Mutageneseprimer

Bezeichnung ‘ {Sljdz2Sy1T opW¥W b o W Verwendet furMutation
Gal3! { ! ! p| GGACAGgCaAGTgCCGCCGGAGC| Galectin3, P95A + T98A (ASAA

Gal3! { ! ! 0 GCTCCGGCGGCACTIGCCTGTCC | Galectin3, P95A + T98A (ASAA
Mutierte Nukleotide sind in Kleinbuchstabeargestellt.

3.4.3 Restriktionsendonukleasebehandlung

In der Vorbereitung zur Ligation mussten sowohl Ausgards auch Zielvektor einer
Restriktionsendonukleasebehandlung unterzogen werden. Dazu wurde nach folgendem

Pipettierschema vorgegangen:

10ug VektorDNA

5ul Reaktionspuffer (L0RastDigesPuffer)
1,5ul FastDigesRestriktionsendonuklease A
(a,5pl FastDigesRestriktionsendonuklease B)

Auffallen auf 50ul mit ddO

Der Ansatz wurde gut gemischt und dann BEt5min bei 37°Cinkubiert. Jeweils 2§l des
Ansatzes wurden (wie weiter oben beschrieben) mittels Agafesielektrophorese analysiert,
die restlichen 2%l bei-20°C gelagertDNAFragmente, deren GroRemit den Erwartungen

Ubereinstimmten, wurden aus dem Gel ausgesthn und wiederum mittels
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of NBST SQ& Q& lj diF JISHEBstDigksHizyne und  Reaktionspuffer  fiir

Restriktionsendonukleasebehandlungen wurden von Fermentas, St:R@atdmezogen.

3.44  Gelextraktionvon DNACNJ IYSYNB $T 8¢ ®alj dzSST S

Zur Aufreinigung der DNAFragmente wurden diese zunadchst mit Hilfe von Agarose
Gelelektrophorese aufgetrennt (480 min bei 80100V). Diegefarbten Agarosegele wurden
dann im ChemiLukmager unter Verwendung von kiMcht betrachtet und die Grol3e der
entstandenen Fragmentalurch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandajd filach
erwarteter Grol3e des Fragments Qulakad 100bp odeQuickLoadlkb DNA ladder von New
England Biolabs, Ipswich (UpBégstimmt. Fragmente der erwarteten Gré3e wurden mit Hilfe
eines sterilen SMpells aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Readgefal Gberfihrt.
Dieses wurdein flissigem Stickstoff schockgefroremie Gelstiicke dann zwischen
doppellagigem Parafilm mit Hilfe eines Objekttragers vorsichtig ausgequetscht. Die freigesetzte
Flussigeit wurde mit einer Pipette abgesaugt und in ein sauberes Reaktionsgefal? Gberfuhrt.
AnschlieRend erfolgte die Fallung der darin enthaltenen DNA durch Zugabe Wbn 3
Natriumacetat (1/10 Volumen der DNAsung) und 96€oc Ethanol (zweifaches Volumen) bei
4°Cfur 10min. Die so gefallte DNA wurde durch Zentrifugation (13@®®/15 min/4 °C)
pelletiert, das entstandene Pellet mit A Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert
(13000rpm/15 min/4 °C). AnschlieRend wurde der Uberstehende Alkohol abgesaugtdasd
Pellet getrocknet. Das Pellet wurde in 20ddHO aufgenommen und konnte so fir die

Ligationoder andere Anwendungegingesetzt werden.

3.4.5 Ligation

Fur die Ligation von Insert und Zielvektor wurde zundchst dereniw&entration tUber die
vor der Aufremigung durchgefiihrte AgaroseGelelektrophorese durch Vergleich der
Bandenstarken abgeschéatddie aufgereinigten Fragmente wurden im ungefahren Verhéltnis

Vektor: Insert=1:5 eingesetzt. Es wurde dabei nach folgendem Pipettierschema

vorgegangen:
Xul Vektor

Yul Insert

2ul Reaktionspuffer (10x)
1pl T4 DNALigase

Auffullen auf 2Qul mit ddHO
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Dieser Ligationsansatz wurde zunachst grindlich gemischt und dadrhfbei RT inkubiert.
Bis zur Transformation in kompetente Bakterien wurde der ligieviektor bei -20°C

aufbewabhrt.

3.4.6  Transformation chemiscikompetenter E.coli-Bakterien mittels Hitze

schock

¢ NI ya7F2N)A S NIBakteridzNEr Slig Arbplifigation von Plasmiden und BB2Ar
Bakterien, die zur Produktion von rekombinanten Proteinen geswitwerden konnte (siehe
3.7.1 Herstellung von rekombinantem Galee8 Bei den Bakterien handelt es sich um
verschiedenetransformationskompetenteEscherichia cefftamme, die in beiden Falleron

New England Biolabs, Ipswich (USA), bezogen wurden.

Nach Auftaen der kompetenten Bakterien wurden etwa 1Q0eines Bakterienaliquots mit
7,5ul des Ligationsansatzes gemischt und famin auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte
durch Inkubation fir30s bei 42C der sogenannte Hitzeschock, auf den wiederum eine
Inkubation von 3nin auf Eis folgte. Zur Regeneration der Bakterien wurden diese miul400
SO&Medium gemischt und fid5min bei 37°C schittelnd inkubiert. Die angewachsenen
Bakterien wurden fur in bei 5000pm zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 300
abgenommen und das Pellet im Restuberstand resuspendiert. Die Losung wurde jetzt auf eine
LBAgarplatte ausgestrichen und bei 3Z Uber Nacht inkubiert. Es wurde hierbei darauf
geachtet, dass die Kulturplatten das Antibiotikum (Kanamycin oder Arnmpieiithielten, das
jeweils zur Selektion des entsprechenden Konstrukts nétig war.

Am darauffolgenden Tag konnten gewachsene Kolonien (die mutmafilich das entsprechende
Plasmid enthielten) zur Animpfung fur Di®A&dparationen im groRen oder kleinen Mal3stab

genutzt werden.

SOC

2 % (wiv) BactoTrypton
0,5%(w/v) Bactoyeastextract
0,5%(w/v) NacCl

2,5mM KCI

pH7,0 (mit NaOH)

Nach dem Autoklaviereplus20 mM Glucose (sterilfiltriert)
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LB

1% (w/v)
0,5% (w/v)  Bactoyeastextract
1% (w/v) NacCl

Bacto Trypton

LBAgar
LB- Medium mit zusatzlich:

1,5% (w/v)  BactoAgar

Je nach Bedarf wurden noch Antibiotika zugegeben (Kanamycin2k Y §

100>3k Yf aSRAdzYO

3.4.7  Plasmidisolieung im kleinen Mafl3stab (Miniprg)

aSRAdZYT

Zur Plasmidisolierungm kleinen Mal3stab wurden Kolonien mit Hilfeines sterilen

Zahnstochers von degntsprechenderKulturplatte gepickt und zum Animpfen v@ml LB

Medium eingesetzt. Dieses Kulturmedium enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des

jeweiligen Plasmids enggachen. Didiber Nacht bei 37Cim Schuttelinkubator gewachsene

Kultur wurde vollstandigfiir 1 min bei 5000rpm in der Tischzentrifuge pelletiert. Mit dem

Pellet wurde eine Plasmidisolierung im kleinen MaR3stab durch alkaliysleerach Molecular

Cloning(Sanbrooket al. 2001)durchgefiihrt.Das resultierende Pellet wurde in BOTEPuffer

resuspendiert und be0 °C gelagert.

Zur Analyse der erhaltenen Plasmide wurdbese einer erneuten Restriktionsendonuklease

behandlung unterzogen. Verwendet wurdemftr entweder die bereits zuvor eingesetzten

oder andere als geeignet erscheinende Restriktionsenzyme. Die Proben wurden wie bereits

beschrieben lUber Agarog@elelektrophorese aufgetrennt und das entstehende Bandenmuster

wurde mit den theoretisch zu erwahden Bandengrof3en verglichen. Eine Klonierung wurde

zunachstals erfolgreich bezeichnet, wenn die Bandengrof3en den theoretisch zu erwartenden

GroRRen entsprachenUm die fehlerfreie Klonierung zu bestéatigemurde zudem noch eine

Sequenzierung des enthatten Gens durchgefihrt (sieh®.4.9 Sequenzierurjg Dies war

insbesondere dann nétig, wenn die Klonierung auch einen-$$IRt enthielt, da DNA

Polymerasa eine gewisse Fehlerwahrscheinlichkeit besitzen und daher ungewollt Mutationen

in das Gen einfihren kdnnen.
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Fur die alkalische Lyse verwendelt&sungen:

LOosung 1

50mM Glucose
10mM EDTA
25mM Tris

pH 8,0 (mitHCI)
Ldsung 2

200mM NaOH

1% (whv)  SDS

Losung 3
3M KAc
pH4,8

3.4.8  Plasmidisolierung im grof3en Mal3stab (Max)

Um Plasmide erfolgreicher Klonierungen in gré3erer Menge zu produzieren, wurden zunachst
mit positiven Kolonien von der Kulturplatt&wischenkulturen (Il LBMedium mit
entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und Uberl8h bei 37°C im Schuttelinkubator
wachsengdassen. Mit Hilfe dieser Zwischenkulturen wurden wiederum 0@ BMedium
angeimpft und Uber Nacht bei 3T im Schittelkubator inkubiert. Auch dieses Medium
enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des entsprechenden Plasmids entsprachen. Aus den
gewachsenen Kulturen wurde 50 Bakteriensuspension entnommen und mit 500Glycerin
vermischt. Diese Suspension wurde B80°C gelagert und diente als Reserve fir spatere
Bakterienkulturen.Mit dem restlichen Volumen wurde eine Plasmidisolierung im grofRen
Malstab durch alkalische Hiplyse nach Molecular CloningSambrook et al. 2001)
durchgefihrt.
Alternativ wurde ein komrarziellesKit (JetStar 2.0, Genomed, L6hne) zur Aufreinigung der
Plasmide eingesetzHierbei wurde nach Anweisung des Herstellers vorgegangen.
Konzentration sowie Reinheit der erhaltenen DRwparation wurden photometrisch
bestimmt. Die Konzentration dddNAkann dabei aus der Absorption der Losung bei 280
nach Molecular Clonin¢Sambrooket al. 2001)berechnet werden. Uber den Quotienten aus
der Absorption bei 266m durch die Absorption bei 28tm kann wiederum die Reinheit der
Probe bestimmt werdenEin Quotient von 1,751,95 gilt dabei als sehr reine Probe, wahrend
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ein Quotient Uber 1,95 auf eine RNArunreinigung und ein Quotient unter 1,75 auf eine

Verunreinigung mit Proteinen und/oder Phenol hinweist.

Fur alkalische Lyse verwendete LosungemesB.4.7 Plasmidisolijung im kleinen Mal3stab

(Miniprap).

3.4.9 Sequenzierung

Um ungewollte Mutationen in den klonierten Genen auszuschlieBen, wurde deren Sequenz
mittels Sequenzierung festgestellt. Dazu wurden Proben des jeweiligen Plasmids zusammen
mit spezifischen Sequenzierprimern an die Firma &@®qlGottingen, geschickt, die die
Sequenzierung durchfihrteZur Vorbereitung der Proben wurde nach Anweisung der Firma

vorgegangen.

Tab.3-7 Verwendete Sequenzierprimer

Bezeichnung { SljdzSy1T o6pW b oY Sequenzierung von Vektor

OCR3.1BGHrev | TAGAAGGCACAGTCGAGG PCDNA4 Myc/His A, pGene
' V5/His A

DsRed C1 for GGCTCCCAGTCCGGACTCAG pDsRed(Monomer) C1

DsRed N1 rev GTACTGGAACTGGGGGGACAG | pDsRed(Monomer) N1

pPEGFR1 for GATCACTCTCGGCATGGA pECFP C1, pEGFPHEXFP C1

pDsRed(Monomer) C1, pECFP|
C1, pEGFP C1, pEYFP C1

pPEGFP C1 rev CATTTTATGTTTCAGGTGCAG

GTCGTAACAACTCCG pDsRed(Monomer) N1, pECFP|
PEGFP N1 for N1, pEGFP N1, pEYFP N1
PEGFP N1 rev GTCCAGCTCGACCAGGAT PECFP N1, pEGFP N1, pEYFR
M13 Forward(-20) GTAAAACGACGGCCAG pngA4 Myc/His A, pCR2.1
TOP
M13Rewverse CAGGAAACAGCTATGAC pCR2.1 TOPO

3.4.10 Auflistung erwendeter Plasmide

Tab.3-8 Verwendete Plasmide

Bezeichnung Vektorhintergrund  Kurzbeschreibung

CFPKonstrukte
CHMPACESCRT Homponente, durch Fusion
mit CFP dominantegativ;freundlicherweise zur

CHMPA@FP PECFP Verfligung gestellt vo Dr. Thomas Strecker,
Institut fir Virologie, Philipp8niversitat Marburg
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Mutante von Galectifr8, N Terminus bis A$14

*
Gal3n bCFP pECFP C1 deletiert
Rab4CFP pECFP C1 Rab4, GTPase, Marker fir dathe Endosom
*Rab13CFP pPECFP C1 Rabl13, GTPase, kkar fur RecyclingeEndosom
*Tsgl01CFP pECFP C1 Tsgl01l, ESCRKdmponente
GFPKonstrukte
CEACAMAL, Zelladhasionsmolekiil, vermutete
CEACAMGFP PEGFP N1 Identitat mit MDCKProtein gpl114
*Gal3n bGFP PEGFP C1 Mutapte von Galectif8, NTerminus bis A$14
deletiert
TR : - _
P7RRGEP DEGFP N1 p75 ,__Negrotrophlnrezeptor, Marker fimaft
unabhéangigerapikalen Transport
*Rab13GFP pPEGFP C1 Rab13, GTPase, Marker fur Recyekmglosom
SwVps4aE228Q . DominantnegativeMutante von Vps4a, Mutatior|
GFP pGene V5/His A in der ATPas®omane; induzierbares Plasmid
Tsgl01, ESCRKdmponentefreundlicherweise
Tsgl0iGFP pEGFP C2 zur Verfligung gestellt vaArof. BongYoon Kim,
YonseiUniversitat, Seoul (Stdkorea)
Vpsda, ESCRIFKomponente, sorgt flr
Disassemblierung des ESCiRlundlicherweise
Vps4aGFP PEGFP C1 zur Verfligung gestie von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)
DominantnegativeMutante von Vps4a, Mutatior|
in der ATPas®omanejfreundlicherweise zur
Vps4aE228QGFP | pEGFP C1 Verfligung gestellt von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)
DominantnegativeMutante von Vps4a, Mutatior|
in der ATPas®omanejfreundlicherweise zur
Vps4aK173QGFP | pEGFP C1 Verfligung gestellt von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)
YFPKonstrukte
CHMP3ESCRT-Komponente, durch Fusion mit
YFP dominannegativ;freundlicherweise zur
CHMP3YFP PEYFP Verfligung gestellt von Dr. Thomas Strecker,
Institut fur Virologie, Philipp&/niversitat Marburg
Gal3YEP EYFP C1 Galectin3, gala(?toseblndendes Lectin,
vermuteter Sortierrezeptor
*Gal3n BYFP EYFP C1 Mutapte von Galectir3, NTerminus bis A$14
deletiert
*Rabl13YFP PEYFP C1 Rabl13, GTPase, Marker fur Recyelimglosom
*Tsgl01YFP PEYFP C1 Tsg101, ESCRKdmponente
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DsReeKonstrukte
CHMP4B, ESCRIKibmponente, durch Fusion
mit DsRed dominantegativ;freundlicherweise
CHMP4EDsRed pDsRed zur Verfigung gestellt von Dr. Thomas Strecke
Institut fur Virologie, Philipp&/niversitat Marburg
Gal3DsRed pDsRed C1 Galectin3, galactosebindendes Lectin,

vermuteter Sortierrezeptor

*Gal3-DsRed (Zeo)

pCDNA4 Myc/His A

Galectin3, galactosebindendes Lectin,
vermuteter Sortierrezeptor, umkloniert fur
ZeocinResistenz

Mutante von Galectifr8, N Terminus biAS114

*
Gal3n bDsRed | pDsRed C1 deletiert
Mito-DsRed - DsRed mit mitochondrialer Targeti®pquenz
TR - -
«p75VRDsRed pDsRed N1 P78 ,"Negrotrophlnrezeptor, Marker finaft
unabhangigen apikalen Transport
*Rab13DsRed pDsRed C1 Rabl13, GTPase, Marker fur Recyelimglosom
*Tsgl01DsRed pDsRed C1 Tsgl01, ESCRKomponente
Sonstige
*Gal3V5 0CDNA4 Myc/His A Galectin3, galaqtoseblndendes Lectin,
vermuteter Sortierrezeptor
. . A Mutante von Galecti¥8, Mutation in moglicher
Gal3-ASAAVS pPCDNA4 Myc/His A late domainé t { | t M ! {110
*Gal3n bV5 0CDNA4 Myc/His A (I;/Iuta_nte von Galecti¥8, NTerminus bis A$14
eletiert
*Gal3R186SV5 DCDNA4 Myc/His A Mutante-von GalgcturB, Mutation in der
Zuckerbindedoméne
Switch - Regulatorplasmid des GeneSwiiBkistems
Galectin3, galactosebindendes Lectin,
*Sw- Gal3Vv5 pGene V5/His A | vermuteter Sortierrezeptor, induzierbares
Plasmid
*Sw- Gal3p bV5 pGene V5/His A Mutante von Galectifr8, NTerminus bis A$14

deletiert; induzierbares Plasmid

*Sw-Gal3R186S
V5

pGene V5/His A

Mutante von Galecti¥8, Mutationin der
Zuckerbindedomane; induzierbares Plasmid

Mit (*) markierte Plasmide wurden im
+ SNB A Y Tl OK dzy Hir RaseNdz 8 .pGRIBGFRia dédBezeichnungweils weggelassen.

3.5

3.51

Endozytose von Galecti

Rahmen dieser Arbeit kloniertw. subkloniert Zur

ZellbiologischeMethoden

Die Feststellung der Endozytosebedingungen eines Protainsmit Hilfe des endogenen

Proteins ist meist nueingeschrankiméglich, da dazu der Anteil der Proteinpopulation, der
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sich zum Start des Experiments nicht an Bembran befindet, vom Versuch ausgeschlossen
werden muss. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen stellt die exogene Zugabe von
meist in Bakterien hergestelltem, rekombinantem Protein dar.

Zur Herstellung von rekombinantem GaleeBiriir diesen Versuckiehe3.7.1Herstellung von
rekombinantem Galectif3.

Fur diesen Versuch wurden MDZ#llen verwendet, die fir @ auf 6cm Kulturschalen (fur
biochemische Versuche) oder auf 2dchFiltern (fir Fluoreszenzmikroskopie) Kkultiviert
wurden. Diese wurden zunéchst zweimal fur jeweilsr30 bei37 °C mit MEM (ohne Zuséatze)
inkubiert, um stérendes FKS zu entfernen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden die
Zellen dann bei 4C fur 30min mit rekombinantem Galecti3 (1pM in PBS++) inkubiert.
Dieser £CSchritt sollte eine Anlagerung des Ryinis ohne gleichzeitige Endozytose bewirken

um eine synchronisierte Aufnahme des rekombinanten Proteins zu errei€hereigentliche
Aufnahme wurde dann fir 0 bis ®&in bei 37°C durchgefiihrt, wobei zu beachten ist, dass das
rekombinante Galecti3 nachl1l0min von der Kulturplatte abgesaugt wurde ufid den Rest

des Versucheslurch vorgewarmtes PBS++ ersetzt wurdie. manchen Versuchen wurde
zusatzlich zum rekombinanten Protein zudem noch ndgdml DextranAlexa647 als
Flissigphasenmarker zugegeben.

Die so behandelten Zellen konnten fir fluoreszenzmikroskopische oder biochemische

Untersuchungen verwendet werden.

3.5.2 Exosomenpraparation

Bei Exosomen handelt es sich um vesikulare Strukturen, die von verschiedenen Zelltypen
sezerniert werden (fur ndhere Inforrianen siehe2.3 UnkonventionelleSekretion). Mittels
differentieller Zentrifugation kbnnen Exosomen aus dem Zellkulturiiberstand isoliert und fur
weitere Untersuchungen verwendet werden. Das hier verwendete Protokoll wurde erstmals
von Raposo und Kollegen beschrieb@aposoet al. 1996) jedoch im weiteren Verlauf
modifiziert und fir die eigenen Belange optimiert.
Fur die Praparation von Exosomen aus dem Kulturiberstand von MBIEK wurden meist
vier 10cm-Kulturplatten verwendet, fur die Pr&paration von apikalen und basolateralen
Exosomen jedoch insgesamt zwolLd&chFilter. Nach @l in Kultur wurden diese Zellen
dreifach mit PBS gewaschen und schliellich fi6 4 bei 37°C h MEM (mit allen Zusétzen)
inkubiert. Um Artefakte durch mdglicherweise iKalbeserum vorhandene Exosomen zu
verhindern, wurde das fur diese Inkubation verwendete FKS zuvor bei 1G§.G001h
zentrifugiert, der Uberstand dann abgenommand sterilfiltiert. Im Anschluss an die 3G
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Inkubation wurde das Medium abgenommen, in eindi0FalcorGefal Gberfihrt und der hier
aufgelisteten differentiellen Zentrifugation unterzoggaamtliche Schritte wurden bei °€
durchgefihrt)
1. Zentrifugation: 300g fur 6min in 50ml FalcorGefal3
(Entfernung verbliebener Zellen)
2. Zentrifugation: 5.000g fur 30min in 50ml FalcorGefal
(Entfernung von Zelkbrig
3. Zentrifugation: 20.000g fur 30min in 2ml Reaktionsgefalen
(Entfernung von Mikrovesikeln)
4. Zentrifugation: 4500rpm in Amicon Ultrel5 100K, Millipore, Billerica (USA)
(zur Konzentration auf unter 1y8l)
Nach Ankorentrieren des Medienuberstandesvurde dieser in ein 1,0l Polyallomer
Reaktionsgefald Uberfuhrt, falls nétig auf inb mit PBS++ aufgefillind schlielich wurden
durch Zentrifugatiorfir 1h bei 100.00Q) und 4°Cdie Exosomermpelletiet. Nach Abnahme
des Uberstandes und Waschen deallet mit 1,5ml PBS++ wurdedie Exosomen ein zweites
Mal zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde verworfen, das Pellet je nach
weiterer Verwendung durch Vortexen in B0 PBS++ oder 3@ 1x SD®robenpuffer

resuspendiert.

3.5.3  Mikrovesikepraparation

Mikrovesikel sind den Exosomen ahnliche Strukturen, die jedoch morphologische und
funktionelle Unterschiede aufweisen (sieh2.3 Unkonventionelle Sekretion). Zusétzlich
unterscheiden sich beide Strukturen auch in ihren Zentrifugationseigenschaften. Wahrend
Exosomen, wie im vorherigeKapitel beschrieben, erst durch Zentrifugieren bei 100900
pelletierbar werden, koénnen Mikrovesikel bereits mit 10.@00 pelletiert werden
(MuralidharanChariet al. 2009)
Die Praparation von Mikrovesikeln wurde bis zur 3. Zentrifugation identisch zur
Exosomenpréparation durchgefithAnschlieRend wurde der Zellkulturiiberstand jedoch nicht
bei 20.000y, sondern nur bei 10.009 fur 30min bei 4°C zentrifugiert. Zudem wurde der
Medieniuberstand nicht auf &l Reaktionsgefalie verteilt, sondern gesammelt in einermb0
FalconGefal} zenifugiert. Das ergtandenePellet wurde dann mit 2 ml PBS++ gewaschen und
erneut fir 30min bei 10.00@ und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Pellet je nach weiterer Verwendung in |[BOPBS++ oder 31 1x SD®robenpuffer
resuspadiert.
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354 Flotation von Exosomen

Zur Uberprifung der Hypothese, ob es sich bei den isolierten Exosomen tatséchlich um
vesikulare Strukturen handelt, wurden diese einem Flotationstest unterzogen. Hierzu wurden
die isolierten Exosomen statt in PBS++ ml®60% (w/v) Nycodenz aufgenommen und mit
Hilfe des Gradientenmischers Econo Gradient Pumpemé@m linearerNycodenzGradienten
(405% Nycodenz Stock: 60% (w/v) Nycodenz; verdinnt in HOM Hepes, pH 74
Uberschichtet. Die Gradienten wurdeffiir 16h bei 100.000g und 4°C im SWi1-Rotor
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der GradientLiml Fraktionen von unten nach
oben abgenommen und die Fraktionen anschlieBend TCgeféllt (siehe 3.6.4

Trichloressigsaurgallung.

3.6 Allgemeine poteinbiochemische Methoden

3.6.1  Herstellung vonZelllysaten

Als Kontrolle zur Uberprufung der Expression eines ProtginSaugeZellen durch das
Western BlotVerfahren oder auch als Ausgangspurfkir weitergehende Versuchewar es
mitunter notig, Zellen zu lysieren. Dazu wurden diegeeifach mit PB& gewaschen.
AnschlieBend wurde auf di&ulturplatte ein Lysispuffer, meisStandardlysispufferund
ProteaselnhibitorenMix (PI) pipettiert. Die konkreten Volumina dafir waren jeweils
versuchsabhangig, meist wurden jedoch %00Lysispuffer und 2Ql PI fir eine 10cm-
Kulturschaleverwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers von der Schale
abgel6st und mit der Pipette in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt. Bis hier wurden alle Schritte auf
Eis durchgefiihrt. Zur eigentlichenyse wurden die Zellenfur ca. 30min auf dem
Uberkopfschittler bei 4C inkubiert und anschlieBend bei 1300 und 4°C fir 10min in

der Kuhlzentrifuge zentrifugiert. Détberstandwurde in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt
und auf diese Weisgon unléslichemZelldebris ggennt. Die Proben wurden nun entweder

direkt durch SD®AGE aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung2ieiC aufbewahrt.
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Standardlysispuffer ColRLysisPuffer)

25mM Tris
1mM EDTA
1mM EGTA
100mM NaCl

1% (viv) Triton X100
0,5% (v/v) NP40
pH7,5(mit HCI)

Proteinaselnhibitoren-Mix (PI)
Losung 1:

PMSF 3,4 mg/ml (in DMSOQO)

Ldsung 2 (fir 20ml in PBS):

20> f Pepstatin Img/ml (in DMSO)

20> f l'YOGALI AY wmY3IkuHnn>ft O0AY 5a{ho

20> € [ SdzLISLIGAY mMY3IkuHnn>t O0AYy t. {0

20> f Aprotinin 1mg/ml (in PBS)

20> f Trypsin/Chymotrypsi. Y KA 6 A G2 NI wpY3Ikpnn>t O6AY t. {0

Vor Gebrauch wurden 28 Losung 1 mit 50Ql Losung 2 gemischt.

3.6.2  Immunprazipitation

Manche Versuche machen es ngtigin bestimmtes Protein aus dem Lysat spezifisch zu
isolieren um anschlieRend weitere Versuche, z.B. die Uberprufung des Glykosylierungsstatus
(3.7.7 Glykosidas@ehandlung, durchihren zu kénnen. Zudem verbessert die Isolation aus
dem Lysat oft die anschlie3ende Detektion im Western Blot. Hierzu fiihrt man eine sogenannte
Immunprazipitation(IP) durch, in der zunachdlie spezifische Bindungines Antikdrpersan
sein Antigen genutzt wird um das Antigein einem zweiten Schritt Gber Bindundes
Antikérpers an ProteirA-Sepharose(PAS)oder ProteinG-Sepharose(PGS)pelletierbar zu
machen.
Zellen iir die Immunpréazipitation wurden wie unteB.6.1 Herstellung vonZelllysata
beschriebenzunachst mit IR.ysispuffer lysiert Nach Uberfilhren des PNS in ein neues
Reaktionsgefald wurde zader Probe 5@ PAS bzw. PGfegebenund 1h bei 4°C aufdem
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Uberkopfschiittler inkubiert um Proteing die unspezifisch an Protein A/G oder Sepharose
binden, durch einen Zentrifugationsschritt B800rpm fur 2min bei 4°Czu entfernen. Der
Uberstand dieser Zentrifugation wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt mihd
spezifischem Antikorpefsiehe unten)wiederum fiir 1h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Nach Zugabe von 50 PAS bzw. PGS erfolgte eine Inkubation tGber Nacht t@i 4
auf dem Uberkopfschiittler, anschlieBend wurden dieBHads in Mobicols (MoBiTec,
Gottingen) Uberfuhrt und jeweimal mit IPWaschpuffer 1 und Haschpuffer 2 gewaschen.
Zur Entfernung der Lésung wurden die Mobicols vor und wahdoaelWaschengeweils fiir
20s bei6000rpm zentrifugiert, der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Um die Proteine von
den Beads zaluieren wurden die Mobicols unten mit einer Kappe verschlossen, dann wurden
die Beads in 5Ql 1x SD®robenpuffer aufgenommen und firrbin bei 95°C inkubiert. Die
Kappe wurde jetzt wieder entfernt und die Proteinldsung durch Zentrifugation bei G000

fir 20s aus den Mobicols eluiert.

IP-Lysispuffer
25 mM Tris
50 mM NacCl

0,5 % (w/v)  Natriumdesoxycholat
0,5% (v/v)  Triton %100
pH 8,0(mit HCI)

IP-Waschpuffer 1

PBS mit zuséatzlich

0,05 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,5% (v/v)  Triton X100

IP-Waschpuffer 2
125 mM Tris
500 mM NacCl
10 mM EDTA

0,5 % (v/v)  Triton %100
pH 8,0 (mit HCI)
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Tab.3-9 Verwendete Antikérper (IP)

Antigen Klon Spezies m Hersteller Verdinnung
. Santa Cruz Biotechnolog| 5 pl/500 pl
Galectin3 | 3/38 Ratte mk Santa Cruz (USA) Lysat PGS
. Clontech, Mountain View| 2 pl/500 pl
GFP (FL) Kaninchen | pk (USA) Lysat PAS
) : Santa Cruz Biotechnolog| 5 pl/500 pl
Tsgl01l (M-19) | Ziege pk Santa Cruz (USA) Lysat PGS

Mk ¢ monoklonal,pk ¢ polyklonal, PA§ ProteinA-Sepharose, PGSProteinG-Sepharose

3.6.3  Coimmurprazipitation

Bei der Coimmuopréazipitation CdP) handelt es sich um eine Abwandlung der Immun
prézipitation. Wahrend bei dieser jedoch rein bestimmtesPraein isoliert werden soll zielt

die CdP darauf abneben dem Antigen auch Proteine zu isolieren, die an das Antigen
gebunden haben. Damit ist eine Identifikation oder auch Uberpriifung moglicher
Interaktionspartner maéglich.

Vom methodischen Ablauf war die @ identisch zurlmmunprézipitation (siehe3.6.2
Immunprazipitation. Es wurden lediglich weniger stringente Puffer verwendet, d.h. Puffer, die
auch schwachere Proteinwechselwirkungen nicht aufibsils Lysispuffer wurde der Po
Lysispuffer verwendet (sieh#& 6.1 Herstellung vorZelllysata), gewaschen wurde je zweimal
mit PBS + 0,%(v/v) NP40 undPBS.

3.6.4  Trichloressigsauré-allung

Manche Versuche produzieren Proteinlésungen, deren Proteinkonzentration zu niedrig ist, um
sie direkt mittels SDBAGE zu analysieretdm eine gentgend hohe Konzentration zu
erreichen, konnen die Proteine jedoch mittels lladg durch Trichloressigsaure (TCA)
pelletierbar gemacht werdenum sie schlie3lich in einem geringeren Volumen wieder
aufzunehmen.

Zur Durchfihrung der T&Allung wurden die Proben 2:1 mit 3® TCA gemischt
(Endkonzentration: 1@6), gevortext und dann fin bei RT auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 8(n bei RTwurden die Proteine durch
Zentrifugation bei 1300@pm fur 10min bei 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde nun
abgenommen und die Pellets insgesamt zweimal Ageton gewaschen. Zum Waschen
wurden jeweils 50l Aceton auf die Pellets gegeben, dann wurden diese gevortext,rfiin 5
bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert und schlieRlich bei 188®0fiir 5min bei 4°C
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zentrifugiert. Nach dem Waschen wurderdUberstand wieder abgenommen und das Pellet

getrocknet Das Pellet wurde nun in MO ul 1x SDProbenpuffer aufgenommen.

3.6.5 SDSPolyacrylamidgelelektrophorese (SEFSAGE)

Zur Auftrennung der Proteine wurde das diskontinuierliche System nach L{taelinmli
1970) eingesetzt. In diesem System werden die Proteine zunédchst in einem Sammelgel
fokussiert um dann in einem Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu werden.
Dies gelingdurch die Wirkung von Natriumlaurylsulfat (SDS), das sich in gro3er Zahl an die
Proteine anlagert und durch seine negative Ladung etwaige Ladungen des Proteins vollstandig
ausgleicht. Zudermsorgtes in seiner Wirkung als Detergenz fir die EntfaltungRieteine, so

dass auch Unterschiede im Laufverhalten, hervorgerufen durch etwaige ¥eaiikar
Quartarstrikturen, keinen Einflussmehr besitzen Dem in dieser Arbeit verwendeten
Probenpufferwar zudem noch reduzierenddsithiothreitol OTT zugesetzt, was zur Spaltung
von Disulfidbindungen innerhalb der deeine fuhrt und damit disulfidstabilisierte
Quartarstrukturen aufléstDie Auftrennung der Proteine im Trenngel findet damit lediglich in
Abhangigkeit des Molekulargewichts durch den Malaksiebeffekt statt.

Zur Vorbereitung fir die SEFSAGE wurdedie Proben mit 3>8DSProbenpuffer versehenso

dass dieser zu 1Ruffer verdiinnt wurdeund 5min bei 95°C inkubiert. AnschlieRend wurden

die Proben fir Inin bei 13000pm zentrifugiert, derdaraus resultierende Uberstand wurde

auf ein SD®olyacrylamidgejieladen. DidPolyacrylamiesele wurden nach Molecular Cloning
(Sambrooket al. 2001)hergestellt ihre Prozentigkeit lag zwischen 8 und %5Zusatzlich zu

den Proben wurde auf die Gele noem Molekulargewichtsstandard (PageRuler, Fermentas)
geladen. Die Elektrophorese wurde zunéchst fir etwan8 mit 80V durchgefiihrt bis die
Bromphenolblaulauffront das Trenngel erreicht hatte. Nun wurde fur da.ethe Spannung

von 180200V angelegt bis die Lauffront aus dem Trenngékrausgelaufen war. Die
Gelelektrophorese wurde nun gestoppt und das-®&#l aus den Gl A LJX | §GSYy a6 SFNBA

entweder einer Farbung unterzogen oder fur den Western Biobereitet

3x Probenpuffer fir SDAGE
0,15mM Tris
30% (viv) Glycerin
6 % (w/v) SDS
0,02% (w/v) Bromphenolblau
Vor Gebrauch wurdefh ml 3x Probenpuffer mit@7ul 1M DTT gemischt.
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Laufpuffer fur SDSAGE
25mM Tris
190mM Glycin

0,1% (w/v)  SDS

3.6.6 Western Blot Verfahren

Im Anschluss an die SPSGE wurden die im F&el enthaltenen Proteine mittels degmidry
Western BlotVerfahrens (Burnette 1981) auf eine Nitrocellulosélembran transferiert
(Durchfuhrung nach Molecular Clonif§ambrooket al. 2001). Der Schichtaufbau fand dabei
wie in Abb.3-4 dargestellt statt, mit dem Unterschied, dass statt zwei Filterpapieren oben und
unten jeweils nur ein dickes verwendet wurde.

Fur den Transfewurde eine Spannung von 32bei maximal 40hA fur 45¢ 60 min angelegt.

Die geblotteten Nitrocellulosemembranen

wurden  anschlieBend in  Blocklésung

/

(5% (w/v) Magermilchpulver in PBS) flrhl / o
bei RT inkubiertum freie Bindungsstellen der / E
Membran fir Progine abzuséttigen und damit i E
unspezifischemindungen des Priméund des l :_‘.-’/PolyaCMamidgel E
Sekundarantikérpers mit der Membran //Nitroce||u|osemembran /’ =
vorzubeugen. Im Anschluss an das Blocken Whatman-Papier

®

wurden die Membranen viermal fur fein mit
PBS gewaschen, zusammen mit defipP-34 AufbauWestern Blot
Primarantikorper(siehe untenjn Folie eingeschweil3t urfdr 1 h odertuber Nacht bei 4C auf
dem Uberkopfschiittler inkubierDanachwurden die Membranenviederum viermal fiir 3nin

mit PBS gewaschen und anschlieRBendHifitiPkonjugiertemSekundarantikérpefsiehe unten)

in Folie eingeshweilt. Wiederum auf dem Uberkopfschittlarurden die Membranen fiir
60min bei RT inkubiert und abermals vierfach 5imin mit PBS gewaschen. Metektion der
markierten Proteineerfolgte mit Hilfe R S &SuperSignal West Dura Extended Duration
{ dzo & (Kitd viors Ehermo Fisher Scientific, Waltham (US/&) Gebrauch wurdejeweils
200p! von Lésung 1 mit 208 von Losung 2ind 200ul PBS gemischt und auf delembran

verteilt. Die Detektion des Chemiluminiszenzsignals erfolgte mit Hilf€HdemiLuxXmagers.
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Erfolgte eine densitometrische Quantifizierung der Western-Bighale, so wurde diese mit
Hilfe des Programms Lablmage 1D durchgefihrt. Bei der Auswaldudprantifizieenden
Blots wurde darauf geachtet, dass keines der gemesseiggral8die Sattigung der Kamera

erreicht hatte.

Transferpuffer fir WesterrBlot
25mM Tris

190mM Glycin

20% (viv) Methanol

Tab.3-10 Verwendete Antikorper (Western Blot)

Antigen Spezies Hersteller VELETIYTE

Erstantikorper

h Tubulin YL1/2 | Maus mk g:g:z gﬂ; (BL'JOStish”O'OQV 1:500
Alix H270 | Kaninchen | pk g:g:z gﬂ; (BL'JOStish”O'OQV 1:200
Flotillin-1 18 Maus mk E;)keB('Ssscp'jnces’ Franklin 1:500
Galectin3 (169) | Kaninchen | pk I\P/Ig)rfb::gp Elsasser, 1:2000

Clontech, Mountain View )
GFP Ji-8 Maus mk (USA) ~ | 1:500
gpll4 - Kaninchen | pk (PFrrg;.n,lA(.rléirl?)lvaarsellle 1:4000
PDI 34 Maus mk E;)keB'é’jgf)”ces’ Franklin 1:250
. Santa Cruz Biotechnolo

Tsg101 (M-19) | Ziege Pk | anta Crus (USA) M 1100
V5 - Maus mk | Invitrogen, Carlsbad (USA 1:4000
Zweitantikorper

MauslgG - Ziege pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000
KanincheAgG | - Ziege pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000
ZiegelgG - Kaninchen | pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000

Zweitantikorper waren jeweils mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert; +mkonoklonal, pk
polyklonal
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3.7 Spezielle proteinbiochemische Methoden

3.7.1  Herstellung von rekombinantem Galect8

Zur Untersuchung der Endginsebedingungen von Galecthsowie fur die Aufreinigung von
p75 "RGFP (ber eine GalectBhAffinitatssaule(siehe 3.5.1 Endozytose von Galectthund
3.7.4PHabhéngige Aufreinigung von pRI RGFP Uber eine GaleclrAffinitatssaulg, war es

notig rekombinantes Galecti® herzustellen Zur Produktiondieses Prteins wurden BL

21 (DE3)Bakterien (New England Biolabpswich (USA)) verwendet. Hierbei handelt es sich
um einenE. coliStamm, in dessei€hromosomdas Gen fir diel7 DNAPolymerase unter
Kontrolle eineslacPromoters integriert ist.Diese wiederum sotgnach Induktion durch
Isopropy# -D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) fur die Expressies gewilnschten Proteins, das
nach Aufschluss der Bakterien aufgereinigt werden kann. Weiterhin zeichnen s2ah(BE3)
Bakterien durch das Fehlen déon- und der ompTProtease aus, was einer ungewollten
Degradatiordes Proteinsn der Bakterienzelle vorbeugt.

Als erster Schritt der Produktion von rekombinantem Gale8tiwurden bereits mit pET3c

Gal3 transformierte BR1 (DE3Bakterien (freundlicherweise zur Verfugumgstellt von
Hakon Leffler, Lund (Schweden)) aus einem Tiefklihistock auf einégdeBlatte (+
Ampicillin) ausgestrichenMit Hilfe eines Zahnstochers wurde eine der auf dieser Platte
gewachsenen Kolonien genutzim 200ml LBMedium (+ Ampicillin) anionpfen. Nach
Inkubation bei 37C im Schuttelinkubator Uber Nacht wurde die Expression des
rekombinanten Galecti#3 durch Zugabe von 1@Q0 1M IPTG induziert. B nach Induktion
wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 60@@ fur 15min im JLA 165D-Rotor
pelletiert und anschlieBend in I@I MEPBS resuspendiertDie Zellen wurden durch
Ultraschallbehandlung fur 01 min auf Eis aufgeschlossen, dann auhlZReaktionsgefalie
verteilt und zur Entfernung von Zelldebris furr@@h bei 13.000pm und4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand dieser Reaktion wurde dann auf vorbereitete Lactosylsepharosebeadd &&ds

5x mit10ml MEPBS gewascheBeads von E Y Laboratories, San Mateo (USA)) gegeben und
uber Nacht bei 4C auf dem Uberkopfschittlenkubiert, um eine spezifische Bindung von
Galectin3 an die Lactosylsepharosebeads zu ermoglichen. Am néachsten Tag wurden die Beads
zweimal mit 5ml MEPBSgewaschen (Zentrifugation jeweils 40Q8n fur 2min bei 4°C im
SX425@Rotor). Nachder letzten Zatrifugation wurde nachAbsaugen des Ubemstdesdas
rekombinante Galecti3 durch Inkubation in t2nl MEPBS + 0,1B! Lactose fur 45nin bei 4°C

auf dem Uberkopfschiittler von den Beads eluiert. Der Uberstand der Reaktion wurde nun

nach Anleitung des Heudters Uber eine PID-Saule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) in
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PBS umgepuffert. AnschlieRend erfolgte eine Konzentrierung der Proteinlésung aufnkta. 1
durch Zentrifugation der Losung in Amicon Ultra 10k (Millipore, Billerica (USA)) beipf®00
Eswurde nun die Absorption der Losung gemessen und anhand folgender Formel die
Proteinkonzentration bestimmt:

lyy bt SNRNya/xdzig B" r‘rj Y 3
R Rt
*1 q Ohne Multiplikation mit MW ergibt sich c[M]

*2 q Der Absorptionskoeffizient wurde durch Eingater Sequenz bei ProtParam

(www.expasy.orybestimmt. Fur Galecti ist¥=35870.

ME-PBS
PBS mit zusatzlichr@M EDTA und ¥ a -Mercaptoethanol

3.7.2  Fluoreszenzmarkierung von rekombinantem Galec8n

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung deroBrtdse von Galectii war es
wichtig, die Aufnahme des rekombinanten Proteins verfolgen zu kdnnen ohne jedoch
gleichzeitig stérende Signale durch das endogene Gal@ctin detektieren. Ein Einsatz von
Antikérpern zur Immunfluoreszenzfarbung war demengsirend nicht mdoglich, da die
verwendeten Antikérper sowohl das rekombinante als auch das endogene Ga&lemtidrben
wirden. Desweiteren ware eine Immunfluoreszenzfarbung auch nur bedingt mit
Lebendzellbeobachtung der Zellen kombinierbar. Daher wurde zasr rekombinant
hergestellte Galectd® mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppalim dessen Aufnahme
mikroskopisch beobachten zu kénnen. Als Farbstoffe wurden Alexa633 und pHrodo,-ein pH
sensitiver Farbstoff, verwendet (beide von Invitrogen, Carlsbad)jUSA

Die Durchfuhrung der Konjugation erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit der
Modifikation, dass Trennung von unkonjugiertem Farbstoff und markiertem Protein statt mit
der mitgelieferten S&aule mit einer PDBaule (GE Healthcare, Little Chalfont )jUK
durchgefuhrt wurde. Das markierte Protein wurde anschlie3end mittels eines Amicon Ultra
10K (Millipore, Billerica (USA)) auf SB@Oul ankonzentriert. Schlie3lichwurden sowohl

Proteinkonzentration als auch Markierungseffizienz anhand folgender Fobmedthnet:

ProteinkonzentratiorGal3A633
!HyUﬂZD ﬁ!cogl'i'éNﬁNyy'dzy'aé_:Fr 1 i 2 NJ

B

Oa T
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Proteinkonzentration GalpHroda
LuyTpy Cix SNRNYyYdzy3aTh { G2NJ

B

Oa T

mit
| C!HydiNfSAéNI)CI- ND & G 2 §

oy FNBASNUCH ND & G20

Fur pHroddoetrugder Korrekturf&tor CF0,217 bei pH 7,5

Markierungseffizienz:

. v it SNRN dzy 3a ¥l 1 G2 NJ
az?f crmaéuemﬁh%ﬁﬁfflx—y !
M ndn ni@a 6

3.7.3  Herstellung einer Affinitatssaule mit rekombinantem Galectih

Im Laufe dieser Arbeit sollte auch die Affinitat glykosylierter Liganden zect®&a in
Abhangigkeit vom phlVert untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine Affinitatssaule
hergestellt, in der rekombinantes GalecBndurch unspezifische Bindung an CldBiivierte
Sepharosebeads immobilisiesturde, um damit p75"RGFP au<Zelllysaten aufzureinigen
(siehe3.7.4PHabhangige Aufreinigung von pRFRGFP Uber eine Galeci®Affinitatssaulg.

Zur Herstellung dieser Saule wurde zunachst rekombinantes Prot&idin@/ml) mittels einer
PD10Saule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) imB &opplungspuffeumgepuffert. Dieser
Vorgang wurde nach Ankonzentrierung des Eluats aufn2 it Hilfe eines Amicon Ultra 10K
(Millipore, Billerica (USA)) nochneaial wiederholt. Parallel wurde ein Aufquellen vOrbg
CNBraktivierter Sepharosedurch 15mindtige Inkubaibn in 3ml HCI (InM) erreicht Es
wurde dabei darauf geachtet, dass die Sepharstets gut durchmischt und mit Flussigke
bedeckt war. Die gequoller@elmasse wurde anschlie3end in eine von der Matrix befreite und
gesauberte PD18aule gefillt und mit50ml HCI (InM) gewaschenNach einem weiteren
Waschschritt mit 2nl Kopplungspuffer wurde die S&ule unten verschlossen und die
Proteinlésung auf die Sepharosebeads gegeben. Waschschritt und Zugabe sollten dabei
unmittelbar aufeinander folgen. Die Sawleirde nun auch oben verschlossen und fur i 5ei

RT quer auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die
Proteinlésung abgelassen und mit dem Durchfluss die Kopplungseffizienz bestimmt.
Wahrenddessen wurde die Saule erneut mitmb Kopplungspuffer gewaschen und
anschliel3end durch Zugabe vomé Ethanolamin (M, pH8,0) geblocktHierzuliel? mandas
Ethanolamin bis etwa @¢m Uber der Gelmasse durchlaufen, die S&ulede dann verschlossen
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und fir 2h bei RT inkubiert. Nach demoBken wurde die Saule erst mit @l 0,1M
Essigsaur®,5M NacCl, dann mit él 0,1M Trig0,5M NaCl (pH 8,0)nd schlie3lich mit 2&l
PBS gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die fertige Saule in PBS (/P

Natriumazid aufbewahrt.

Kopplurgspuffer
0,1M NaHC®@
0,5M NacCl

pH 8,3

3.7.4 PHabhangige Aufreinigung von p?3RGFP (ber eine Galect®

Affinitatssaule

Die Aufreinigung von p7%:GFP aus Zelllysaten wurde unter &hnlichen Bedingungen
durchgefiihrt wie die Coimmunoprézipitation, d.h. p7liegt noch weitestgehendin
gefalteter Konformation vor nd die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, so wie sie
auch in der Zelle ablaufen wirden, sind noch nahezu vollstandig erhalten.

Zur Durchfuhrungler Aufreinigung wurderzunéchst von MDCK|p7?6FPZellen aus je einer
10cmKultursthale Zelllysate erstellt. Diesrfolgte wie in3.6.1 Herstellung vonZelllysat@
beschrieben, jedoch mit dem Unterschied, dass €gBtspuffer mit unterschiedlichen pH
Werten verwendet wurden. Zur Vorbereitung der Aufreinigung wurde die GalBetin
Affinitatssiule nun mit 25nl ColPLysispuffer des entsprechenden ftertes aquilibriert,
anschlielend wurde das Lysatnfl) auf die Saule gegeben und fiinffach rezyklisidech
Waschen der Saule mie5ml PBS (pHWert entsprechend der Aufreinigung) erfolgte
schliddlich die Elution der gebundenen Liganden durch Zugabe vomI3PBS + 150M
Lactose wovon die ersten 0,fl jedoch verworfen wurdenAuch hier wurde darauf geachtet,
dass der pHWert des verwendeten PBS dem -p¥ert der restlichen Reagenzien entsprach.
Nach erfolgter Aufreinigung wurde die Saule mit MI0°PBS gewascheam Lactose und evitl.
verbliebene Liganden zu entfernen und konnte nun fir weitere Aufreinigungen
wiedewverwendet werden. Um systematische Fehler durch starreVWgit-Abfolgen zu
vermeiden, wurde bei nachfolgenden Aufreinigungen die Reihenfolge derWelte
fortlaufend variiert.

Die Quantifizierung der Aufreinigungerfolgte mit Hilfe des Jasco FR6300
Fluoreszenzspektrometeidurch Messung des GFPs. Als Proben wurdenl tieés Zelllysates

vor der Aufreinigung (verdinnt mit 3 ColPLysispuffer) und 3Ql des Eluats verwendet. Um
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Messungenauigkeiten durch die unterschiedlichen-WHErte auszuschlieBenwurden die
Proben mit 7Qul 1M Tris, pH 8,9 versetzDas gesamte Volumen wurde ansdiéad im
Fluoreszenzspektrometer gemessen. Die Anregung erfolgte hierbei beind8die Detektion
Uber ein Spektrum von 50860nm. Aus diesem Spektrum wurde die Wellenlange hoéchster
Intensitat bestimmt (i.d.R. bei 51@n) und gemessen.
In einem Vorversuchvurde zudemdie Aufreinigung mit Hilfe des Western BMerfahrens
tberpruft. Die entsprechenden Proben hierzu wurden nach der Aufreinigung@i@h und in
25ul 1x SD®robenpuffer aufgenommen. Als Proben wurden verwendet:

- 100pl des Durchflusses

- 100pl des ersten, zweiten und letzten Milliliters des Waschschrittes

- die ersten drei Milliliter der Elutian

3.7.5 Proteinase KBehandlung

Untersucht man die Présenz eines Proteins im Zusammenhang mit membranumschlossenen
Strukturen, sastellt sich oft dieFrage ob sich das Protein innerhalb dieser Strukturen befindet
oder nur peripher mit der Membran interagiert. Eine Mdglichkdiese Frage zbeantworten,

stellt der Proteinas&sensitivitatstest dar. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test
verwendet um die Lokalisation von Galecthan oder in Exosomen zu klaren. Der Test basiert
zum einerauf der unspezifischen DegradatioonvProteinen durch Proteinase K, zum anderen
darauf, dass Proteinase K nicht membrangadngig ist und damit Proteine innerimad e
membranumschlossenen Raums nicht degradieren kann. Fir den Test werden jeweils drei
Ansatze erstét: eine Negativkontrolle, eine Positivkontrolle und der eigentliche Testansatz.
Als Negativkontrolle verwendet man einen Ansatz, der keine Proteinasghilt. Hier sollte

keine Degradation stattfinden. Im Gegensatz dazu enthalt die Positivkontrolle neben
Proteinase K auch noch TritoAll®0, dass Membranen permeabilisiert und damit alle Proteine
fur die Proteinase K zuganglich macht. Hier sollten altgelre degradiert werden. Das
Verhalten des eigentlichen Testansatzes entscheidet nun, ob sich ein Protein innerhalb oder
aul3erhalb der Struktur befindet. Wird das Protein degradiert, befindet es sich auRerhalb, wird
es nicht degradiert, befindet es sichnerhalb der vesikularen StrukturenSollte sich das
Protein sowohl innerhalb als auch auf3erhalb befind@mdet nur eine partielle Degradation
statt.

Zur Durchfuhrung der ProteinaseB€handlung wurden Exosomen aus zwei Préjgran

(siehe3.5.2Exosomenpraparatigrgepoolt und dann jeweilsu 15 pl auf drei Poben verteilt
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Es wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen:
15ul Exosomen
1ul  Proteinase K (0,18Mg/ml)
1pl  Triton %100 (10%}Y
ad 20pl mit PBS++
1 C In Positivkontrolle und Testansatz enthalten
2 C In Positivkontrolleenthalten
Proteinase K wurde von Fermentas, St. -Bot, bezogen.
Die Proben wurden anschlieRend fur @ih bei 37°C inkubiert, die Reaktion daraufhin durch
Zugabe von 11l 0,4M PMSF gestoppt.

3.7.6  Oberflachenbiotinylierung

Zur spezifischen Isolation von kéranproteinen polarer Zellen werden vorwiegend zwei
Methoden verwendet. Zum einen die Oberflachenimmunprazipitation, deren Prinzip auf der
Bindung von Antikérpern an die Proteine vor der Solubilisierung bewgitheanschlie3end
in einem der Immunprazitation &hnlichen Prozess isoliert werden kdnn&tum anderen
findet die Oberflachenbiotinylierung breite Verwendung, hier wird SNISLCBiotin
verwendet, ein nicht membrangangiges Bielerivat, das zusatzlich eine Reaktivitat mit
primaren Aminen aufeist. Auf diese Weise ist es mdglicd@mtliche Oberflachenproteine
spezifisch mit Biotin zu markiererum sie anschlieBend unter Ausnutzung der starken
Avidin/BiotinrWechselwirkung mit Hilfe von Neutravidinbeads aus dem Lysat zu isolieren. Im
Gegensatz wr Oberflachenimmunprazipitation ist eine Kontamination durch intrazellulare
Proteine bei der Oberflachenbiotinylierung ausgeschlossen, was einen klaren Vorteil dieser
Methode darstellt.
Fur die Durchfihrung der Oberflachenbiotinylierung wurden Mi2€lkenverwendet, die fur
7d auf PEFiltern im 6LochFormat kultiviert wurden Zur Vorbereitung der Biotinylierung
wurden die Zellen dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann fimiB®ei 4°C schittelnd mit
SulfeNHSLGBIotin Pierce, Rockwell (USA),2mg/ml in PBS++, Stock: 4@@/ml in DMSO)
inkubiert, jedoch jeweils nur die apikale oder die basolaterale Seite. Die jeweils andere Seite
wurde wahrenddessen mit PBS++ inkubiert. Verbliebenes -Sifsl GBiotin wurde durch
dreimaliges Waschen mit OM Glycin {n PBS++) inaktiviert und weggewaschen. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden diso@iSchalen fiir mindestens H bei -20°C
eingefroren. Zur Lyse der Zellen wurden diese auf Eis imiCFuffer 1 (ohne BSA, vorgewarmt
auf 37°C) mit 1Qul Pl abgedwabt, in ein Reaktionsgefal® tberfuhunhd fir 30min bei 4°C auf
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dem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Zentrifugation fir it bei 13.000rpm und 4°C
wurde der Uberstandin ein neues Reaktionsgefal® uberfiihrt, H0odavon wurden als Lysat
abgenommenDer Rest des Uberstandes wurde in ein neues Reaktionsgefal® mit vorbereiteten
Neutravidinbeads gegeben (zur Vorbereitung siehe weiter unten) und tUber Nacht Geauf

dem Uberkopfschittler inkubiert. AnschlieRend wurden die Neutravidinbeads in Mobicols
(MoBiTec, Gottingen) uberfuhrt und je einmal mit Puffer 1 (mit BSA) bis 4 gewaschen. Zum

Wasch und Elutionsvorgang mit den Mobicols siehé.2Immunprazipitation

Vorbereitung der Neutravidinbeads

Pro Probe wurden 6l Neutravidinbeads (Piercepgkwell (USA) mit fnl Puffer1” gemischt
und tber Nacht bei 4C auf dem Uberkopfschuttler inkubiert. Am nachsten Morgen wurden
1ml Aliquots erstellt, die zweifach mit Puffer gewaschen wurden. Die Zentrifugation
zwischen und nach den Waschschritten erfolgte jeweils filirbei 3500y und 4°C. Nach der
letzten Zentrifugation wurden der Uberstand abgenommen und jewejls Al und 1Qul BSA

(10% (w/v) in ddKO)an den Rand des Reaktionsgefalies pipettiert.

Puffer 1

20 mM Tris
150 mM NaCl
5mM EDTA

1 % (v/Iv) Triton X100
(0,2 % (w/iv) BSA)

pH 8,0

* ergibt Puffer 1

Puffer 2

20 mM Tris
150 mM NacCl
5 mM EDTA

0,5 % (v/v)  Triton %100
0,1% (w/v) SDS

0,2% (w/v) BSA

pH 8,0
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Puffer 3

20 mM Tris

500 mM NaCl

0,5% (v/v)  Triton %100

0,2% (wiv) BSA
pH 8,0

Puffer 4
50 mM Tris
pH 8,0

3.7.7  GlykosidaseBehandlung

Manche Proteine wandern in der SP8GE langsamer als es theoretisch durch ihre
molekulare Masseu erwarten ware. Eimeder Griinde fir eine derartig verdnderte Mobilitat
stellt die Modifikation des Proteinkerns durch dtler OGlykane dar. Um festzustellen, ob ein
Protein glykosyliert wird, kann man es mit Glykosidasen behandeln und dann die
elektrophoretiscle Mobilitat mit der desunbehandelten Proteis vergleichen. Fir die
Deglykosylierung werden Glykosidasen mit unterschiedliclsgezifitditen eingesetzt. So
spaltet z.B. die MGlykosidase F (PNGase F) die Bindung zwischen Asparaghamdypen

von N-Glykanen, wahrend die Endoglykosidase H (Endawd)y auch NGlykane entfernt,
jedoch eine Spezifitat fir mannosereiche@ykane lesitzt. Desweiteren findet die Spaltung

hier zwischen den Mcetylglucosaminen an Position eins und zwei des Géykstatt.
Weiterhin eingesetzt welen die Neuraminidasg€NA) die endstandige Sialinsauren von
Glykanen abspaltet, und die EnfeN-acetytD-galactosaminidase (@lykosidase), die -O
Glykane von Proteinen trennt, diesReaktionaber nur nach vorheriger Behandlung mit
Neuramindasevollzieht

Puffer und Enzyme fur die Deglykosylierung wurden von New England Biolabs, Ipswich (USA)
bezogen. In einenersten Schritt wurden die rBteine denaturierf dazu wurdeentweder
Zelllysat mit 10x Denaturierungspuffer versetzt (Endkonzentration 1x) oder gewaschene Beads
aus einer Immunprazipitation in 1x Denaturierungspuffer aufgenommen. In beiden Fallen
wurden de Proben fur Snin bei 95°C inkibiert, anschlielBendauf neue Reaktionsgefalle

aufgeteilt und fiir h bei 37°C inkubiert.
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Dabeiwurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen

Vsl Endo H Endo E O-Glykosidase O-Glykosidase +

+ NA NA + PNGase F
Lysat 10 10 10 10 10
Puffer 2 (G7) 2 (G5) 2 (G7) 2 (G7) 2 (G7)
10 % NP40 - - 2 2 2
ddH,0 8 6 5 9
Endo H - 2 - - -
PNGase F - - 1 - 1
O-Glykosidase - - - 1
NA - - - 1

Die Zahlen geben jeweils das Volumen in pl wieder.

3.8 Fluoreszenzmikroskopische Methoden

3.8.1  Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszemarkierung

Zellen, die zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung gedacht waren, mussten entweder
auf sterilen Deckgldschen, im Falle der MEZ@HKen auch alternativ auf Filte, oder in
speziellen Glasbodenschalen kultiviert werden. Sollte keine Immunfluoreszenzfarbung
durchgefiihrt werden, so wurden diese Zellen fixiert, evtl. permeabilisiert und dann mit Hilfe
des Eindeckmediums Mowiol auf Objekttrager aufgebracht. Dazu wudée Zellen zunachst
dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann PaitaFormaldehyd4 %(w/v) in PB$fur 15min bei

RT fixiert anschlieRend wurde erneut dreimalig mit PBS++ gewaschen. Fakultativ, z.B. zur
Reduktion der zytosolischen Hintergmdfluoreszenz,wurden die Zellmembranerdurch
Behandlung mit Triton -X00 (0,2% (v/v) in PBS++) permeabilisidebenfalls fakultativ fand

eine Farbung des Kerns (genauer: der D8AEh Inkubation mit Hoechst 33258,5ug/ml

(w/iv) in PBSHtfur 5min bei RTstatt. Nad erneutem dreimaligem Waschen mit PBS++
wurden die Zellen kurz mit ddB gewaschen und mit Hilfe von Mowiol auf einem
Objekttrager aufgebracht. Nach Trocknen des Eindeckmediums (Ublicherweise Gber Nacht bei

RT) konnten die Préaparate mikroskopiert werden

3.8.2  Vorbereitung der Zellen mit Immunfluoreszenmrkierung

Die Immunfluoreszenzmarkierung stellt eine Moglichkeit dar, mit deren Hilfe die Lokalisation

von Proteinen innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden kann. Ahnlich dem Western Blot
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Verfahren nutzt ma fur die Immunfluoreszenzmarkierung die spezifische Bindung eines
Antikérpers an sein Antigen aus. Die Lokalisation dieses Primarantikorpers wird dann in einem
zweiten Schritt durch die Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrpers fur die
Mikroskopie sichtbar gemacht.

Die ersten Schritte der Immunfluoreszenzmarkierung, spriderkixgund Permeabilisierung,
waren identisch zur Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszenzmarkierung, mit dem
einzigen Unterschied, dasbe Permeabilisierung der &mbranen obligatorisch war und das
neben Triton XL0O verschiedentlich auch PBST (PBS % (v/v) Tween 20) fir dsen Schritt
eingesetzt wurde. AnschlieRend an die Permeabilisierung wurden die Zellen dreimalig mit
PBS++ gewaschen und unspezifische Bigsistellen durch Inkubation mit Ziegenserumg45

(v/v) in PBS++) fur i bei RT abgesattigt. Diese Inkubation und auch die nachfolgenden
LY GAT!I NLISNAY (1 dzok A2y SY 6dzZNRSY Ay SAYSNI a23Syly
in den Deckel der verwendetenl®chKulturschalen wurde ai befeuchtetes Tuch gelegt.
Zusatzlich woude die gesamte Schaie ein feuchtes Tuch eingeschlagen. Dies hatte den Zweck
eine mogliche Austrocknung der Bleddzw. Antikdrperlésungen zu verhinderinschlieRend

an den Blockschtiwurden die Zellen dreifach mit PBS++ gewaschen und-fin bei RT mit

der Erstantikorperlésung inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wudie Zellen

fir 45min bei RT mit dem Zweitantikdrper behandelt. Sie konnten nun, wie im vorherigen
Kapiel beschrieben, entweder mit Hoechst 33258 gefarbt werden oder gleich mit Hilfe von
Mowiol auf Objekttrager aufgebracht werden.

Es wurden sowohl Einfachls auch ZweifacMarkierungen durchgefihrt. Dabei wurde jedoch
darauf geachtet, dass die beiden vemdeten Erstantikérper aus unterschiedlichen Spezies
stammten. Zudem wurde durch Weglassen jeweils eines Erstantikbrpers aus der
Versuchsanordnung kontrolliert, ob der entsprechende Zweitantikdrper unspezifisch an den

jeweilsanderen Erstantikdrper bindet.

Tab.3-11 Verwendete Antikérper (Immunfluoreszenz)

Antigen Klon Spezies fnk/ Hersteller Verdinnung

Erstantikorper

ECadherin 36 Maus mk BD Biosciences, Franklin Lg 1:200
(USA)

Galectin3 (169) | Kaninchen | pk | Prof. H.P. Elsasser, Marburg 1:50

. Santa Cruz Biotechnology, _

Galectin3 3/38 Ratte mk Santa Cruz (USA) 1:50

LC3 - Kaninchen | pk | Abcam, Cambridge (UK) 1:500
BD Biosciences, Franklin L4 )

Rab4 7 Maus mk (USA) 1:100
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Rab8 4 Maus mk (BUDSE:Ai\c))sciences, Franklin La 1:50
Rabl1l 47 Maus mk (BUDSii)osciences, Franklin Lg 1:50
V5 - Maus mk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:200
Zweitantikdrper

'(\//IAT(:;:%SB) - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
('\Q\?gf;gf@ - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
z(:lz;n;:;;gG - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
ﬁg;n;: 46(?)96 - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
56\6;25;?3?7) - Huhn pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300

Verdunnungen wurden jeweils mit Ziegenserum (5 % (v/v) in PBS++) hergestellt.

3.8.3  Epifluoreszenzmikroskopi

Fur Lebendzellbeobachtungen und Experimente, die keine hohe Auflésung inAddise
erforderten, wurde das Leica DMI6O0OHEEpifluoreszenzmikroskoperwendet. Die Detektion
der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe fand jeweils getrennt unter Verwendung diabin
3-12 angegebenen Filterwirfel statt. WurderStapel aufgenommen, so wurdelie Daten im
Anschluss meist mit Hilfe von Improvision Volocity nachbearbeitet (Se¢h& Dekonvolution
und 3DRekonstruktioh

Tab.3-12 Eigenschaften verwendeter Filterwurfel

: . Excitationsfilter| Dichromatischer Emissionsfilter Detektierte
Filterwiirfel :
[nm] Spiegel [nm] [nm] Fluorophore

A4 360+ 20 400 470420 | Hoechst 33258
CFP 422+22 455 480+20 | CFP

GFP 490+ 10 500 525+25 | GFP, Alexa488
YFP 490+ 10 515 535+10 | YFP

DsRed 552+ 6 570 605+ 33 E;ieo% Alexa54¢
Cy5 635+5 650 720+30 | Alexa633 + 647

3.8.4  Lebendzellbeobachtung

Die Fixierung von Zellen wird aus dem Grund durchgefiihrt, dlasgellen auf diese Weisar

verschiedene Untersuchungsmethoden, wie z.B. die Immunfluoreszenzmarkierung, zuganglich
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gemacht werden. Gleichzeitig ist auch eine Lagerung der Praparate vor und nach der
mikroskopischen Untersuchung Uber einen bestimmteitrdem mdoglich. Méchte man jedoch
Prozesse, wie die Bewegung von Transportvesikeln, oder auch intrazellulare Bedingungen, wie
den pHWert gewisser Kompartimente, untersuchen, so ist dies inuder lebenden Zelle
mdglich. Man spricht hier von Lebendzellbeachtung (engl.live cell imaging. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Aufnahme von Gpidrodo und die NiCBehandlung Gal3
DsRedund Gal3YFPRrransfizierter Zellen als Lebendzellbeobachtung durchgefihrt.

Die Lebendzellbeobachtung wurde awfit PBS++ gefllltenGlasbodenschalen (Willco,
Amsterdam (Niederlande)) mit dem Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskop durchgefuhrt
Die dafiir benétigten Zellen wurden entweder auf sterilen Deckglasern (respektivieilRE)

oder direkt auf Glasbodenscleal kultiviert.

Mindestens zwei Stunden vor Start des Versuches wurde der Heizeinsatz der Klimakammer
eingeschaltetund auf 37°C vorgeheizt. Dies sollte einem mdglichen Fokusdrift, ausgeldst
durch die warmebedingte Ausdehnung des Materials, bei den spéted@fnahmen
vorbeugen Die Einstellungen der Heizeinheit wurden so gewahlt, dass sowohl Geblase als
auch Heizung auf der niedrigsten Stufe betrieben wurdetithestens nachah genannten

zwei Stunden wurden die Zellen zweifach mit PBS++ gewaschen undsahfikdoskopstativ

Uberfuhrt. Nun konnten die eigentlichen Aufnahmen durchgefuhrt werden.

3.8.5 NH,CIBehandlung

NH,CI zerfallt in wassriger Losung unter anderem in gasférmiges Ammoniak nach folgender
Reaktionsgleichung:

bl/ Bl,h T1bl,b/ Tl hP
NH," ist wie alle lonen prinzipietlicht membangéangiglm Gegensatz dazu gelangt Ammoniak
als Gas sehr einfach tber die Membran und erreicht so (saure) intrazellulare Kompartimente,
in denen es wieder protoniert witdDies hat zur Folge, dass der -@ert dieser
Kompartimente zum basischen verschoben wldeitersuchtman Proteine, die mit GFP oder
einer seiner Varianten fusioniert sindnd deren GHRAnteil sich im Lumen der Endosomen
befindet, so kann man die pHbhangige Intensitdtsanderung des Fluorophotgzan um
Ruckschlisse Uber die Lokalisation des Proteins in einem sauren Kompartiment zu ziehen.
Zur Durchfuihrung dieses Versuchegrde zunachst eine geeignete Zelle gesucht. Wurde diese
gefunden, wurde das PBS von der verwendeten Glasbodenschale abgenoomd eine 4B
Aufnahme gestartet (8 Ebenen pro Zeitpunkt, ca. 25 Zeitpunkte). Unmittelbar nach Ende des
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dritten Zeitpunkts wurde dann vorsichtig PBSiSHauf die Zellen gegeben und die Aufnahme
zu Ende gefiihrt.

PBS/ NHCI
NaCl in PBS isomolar (141) durch NHCI ersetzt

3.8.6  Konfokale LaseScanningMikroskopie

Eiren Nachteil der Epifluoreszenzmikroskopie stellt die Tatsache dar, dass nicht nur
Fluoreszenzmolekuilamnerhalb, sondern auch sehr viele auRerhalb der Fokusebageragt

und entsprechend detektiert werden koénnen. Durch diesmit-of-focusinformation
verschlechtert sich der Bildkontrast des entstehenden Bildes stark, was zu einer
entsprechenden Verringerung der realen Auflosung fuhrt. Eine Technik, mit der diese
Limitation der Epifluoreszenzmikroskopie umgangen werden kann, stellt die konfokale Laser
ScanningMikroskopie (KLSM) dar. Diese Methode sveivei entscheidende Unterschiede zur
konventionellen Mikroskopie aufaum einenbefindet sich zwischen anregendem Laser und
Objekt eine Lochblende, die zu einer punktférmigen lllumination des Objekts fiihrt. Eine
weitere, einstellbare Lochblendaifholg befindet sich zwischen Objekt und Detektor und
blendet Fluoreszenzlicht aus, das nicht aus der Fokusebene stammt. Da Anregudgs
Detektionsfokus gleich sind, spricht man yamfokalerMikroskopie.Zum anderen ergibt sich

aus dieser optischen Anordnung dedingung, dass das Objekt nur in einzelnen Bildpunkten
angeregt werden kann, also abgerastert werden muss (dghanningMikroskopie).

Die Aufnahmen im KLSM fanden mit einer Auflésung von 1024x1024 Bildpunkten statt. Zur
Verminderung des Hintergrundes wurde jede Bildzeile dahieidestensachtfach gescannt

und daraus ein Mittelwert gebildet. Zudem wurde im sequentiellen Modearbeitet, d.h. die
einzelnen Fluorophore wurden einzeln und nacheinander (anstatt parallel alle zusammen)
durch ihre Laserlinie angeregt und separat die Emission detektiert. Dies diente der
Verhinderung vorcross talkzwischen den Kanalen, d.h. dertBidion eines Fluorophors mit

den Einstellungen eines anderen.

Bei Stapelaufnahmen wurden die Daten im Anschluss an die Aufnahme meist eier 3D

Rekonstruktion unterzogen (siel3e8.7Dekonvolution und 3Rekonstruktioh
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Es wurden folgende Einstellungen fir die einzelnen Fluorophore verwendet:

Tab.3-13 Einstellungen KLSM

Fluorophor Laserlinie zur Anregung [nm] Detektion der Emission [nm]
CFP 458 460-500
GFPR Alexa488 488 495535
YFP 514 518540
DsRedAlexa546 543 560-660
Alexa633, Alexa647 633 640-700

Bei Detektion mehrerer Fluorophore wurden die Detektionsgrenzen so gewahlt, dass es zu keiner
Uberschneidung mit der Anregungswellenlange eines anderen Farbstoffes kam.

3.8.7 Dekonvolution und 3BRekonstruktion

Mit Hilfe des kommerziellen Programm¥olocity (Improvision) ist es maoglich, Bilder
verschiedener Schnittebenen einer Zelle zunachst zu dekonvoliewem daraus ein
dreidimensionales Bild zu erstellen. Dekonvolution bedeutet, dass mit Hilfe mathematischer
Algorithmen der Anteil von Streulichin den Aufnahmen der einzelnen Schichten
herausgerechnet wird und damit ein Bild mit deutlich verbessertem Sk@aaschverhaltnis
entsteht. Dies wurde insbesondere bei&ler 4DAufnahme von Epifluoreszenzmikroskopen
durchgefuhrt. Eine Dekonvolution RdKLSMAufnahmen ist zwar maoglich, aufgrund der hohen
rGumlichen Auflésung in derEbene aber nicht notwendig.

Zur Bearbeitung der erhaltenen Daten wurden diese zunéchst in Volocity importiert, in dem fur
jedes Experiment eine sogenannpeint spread funtion (PSF) berechnet wurde. Die dafir
verwendeten Wellenléangen richteten sich nach den verwendeten Fluorophoren. Mit Hilfe
dieser PSFs konnten die Aufnahmen dekonvoliert werden. Die Dekonvolution sollte von
Volocity beendet werden, wenn entweder eine Kidefiz von 100% erreicht oder 25
Wiederholungen durchgefihrt wurden.

Die dekonvolierten Daten wurden von Volocity automatisch in eineR8Konstruktion

umgewandelt.

3.8.8  Quantifizierung der Kolokalisation von vesikuléaren Strukturen

Im Laufe dieser Dissertatiowurde die Kolokalisation in vesikularen Strukturen in zwei
Experimenten bestimmt. Dies geschah auf unterschiedliche Weise. Im Falle des Experiments,
das die Kolokalisation von Rabl1l1l und rekombinantem Gai8chastimmen soll, wurde die

Kobkalisation manell ausgewertet. h Falle des Experiments, das die Kolokalisation
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aufgenommenen Dextrans und GaleeBibestimmen soll, wurde die Auswertung mit Hilfe von

Improvision Volocity durchgefthrt.

Manuelle Bestimmung

Pro Zeitpunkt wurden jeweils drei Aufnahmeaus unterschiedlichen Experimenten
ausgewertet. Jede Aufnahme wurde 16 gleich groRe QuadratélOum x 10um) unterteilt,

von denen vier Quadrate von oben links nach unten rechts ausgewertet wurden. In jedem
Quadrat wurde die Anzahgalectin3/rabll-postiver und galectin3-positiver Strukturen

bestimmt und daraus der Quotient gebildet.

Bestimmung durch Volocity

Es wurde ein Megsotokoll erstellt, dasautomatischvesikulére Strukturerinnerhalb der
Aufnahmen bestimmt. Diese sollten nicht groRer 2J§ um? und nicht kleiner al®,17 um?
sein. Fir die gefundenen Strukturen wurde dann der Pearsons Koeffegimittelt, der eine
Aussage Uber die Starke der Kolokalisation zulasst. Struktumemlenen der Pearsons
Koeffizient groRer als 0,2 war, wurden alkolokalisiert angesehen. Es wurden jeweils

mindestens zwei Aufnahmen pro Zeitpunkt aus drei unabhangigen Experimenten ausgewertet.

3.9 Elektronenmikroskopische Methoden

Die Aufdsung eines Mikroskops ist durch die Wellenlange der verwendeten Strahlurighimit
Aufgrund der Wellenlange sichtbaren Lichts betragt das Auflésungsvermégen konventioneller
Lichtmikroskope etwa 200m. Da schnelle Elektronen wiederum eine sehr viel kleinere
Wellenlange besitzen als Licht, ist es mit der Elektronenmikroskopie mogiic sehr viel
hoheres Auflosungsvermogen zu erreichen. Die technische Grenze hierfir liegt zur Zeit bei
etwa 0,1nm.

Aufgrund der spezifischen Begebenheiten der Elektronenmikroskopie missen biologische
Proben gewisse Anforderuag erfullen um mikroskiert werden zu konnen Da der
Elektronenstrahl des Mikroskops durch gasférmige Molekile abgelenkt werden kdnnte, ist es
z.B. nétig, dass die Proben fixiert und wasserfrei sind. Desweiteren bieten biologische Proben
in aller Regel nicht gentgend Kontradiir fdie Elektronenmikroskopie und missen
entsprechend kontrastiert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Mikrovesikehd Exosomenfraktionen auf ihren Inhalt

hin elektronenmikroskopisch untersucht. Dazu wurde zunachst cal Mikrovesikel bzw.
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Exosomenlosung (siet®b.2 Exosomenpraparationnd 3.5.3Mikrovesikgbraparation jeweils

in PBS++ gelgstauf ein Stick Parafilm getropftAuf den Tropfen wurde dann ein
Metallnetzchen gelegt, dasash Inkubation fur 3@ abgetropft und auf einen I8 Tropfen

2 % (viv) PhosphtWolframsiure Gberfuhrt wurde.Nach einer Inkubation von 3wurde das
Netzchen wieder abgetropft und konnte gelagert werden. Naem Trocknen des Praparates

Uber Nacht wurde es mit Hilfe des EM 109 (Zeiss, Oberkochen) untersucht.

3.10 Statistik

Um statistische Relevanz gewahrleisten wurden samtliche Versuche in der Regel mit
mindestens drei Wiederholungen durchgefiihrt. Darstellung und statistische Auswertung der
Daten erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism4. Angegeben sind jeweils di
Mittelwerte + StandardfehlerWurde nur zwei Gruppen miteinander verglichen, so erfolgte die
Testung auf statistische Signifikanz mit Hilfe eines gepaartdiests. Aufgrund der
Alphafehlerinflation ist eine statistische Testung von mehr als zwei Grugperh mehrere
t-Tests nicht zuldssig. In diesen Fallen wurde eine einfaktorielle Varianzareahadgsié of
variance ANOVJ, gefolgt von einem PodiocTest nach Tukey zum Vergleich der einzelnen
Gruppen, durchgefihrtWelcher statistische Test durchgéft wurde, ist jeweilsin den

Abbildungslegenden vermerkt.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Abschnitt
(4.1) werden die Ergebnisse vorgestellt, die sich auf Untersuchungertrdozytose von
Galectin3 beziehen. Der zweite Abschnit.2) beschaftigt sich mit der Charakterisierung des
Mechanismus und der Vorbedingungen fir die unkonventionelle Sekretion von Gd&ectin
AbschlieRend wird im dritten Abschnid.3) auf die Frage eingegangen, ob es sich bei dem

endogenen NDCKProtein gpl114 um ein canisdHomolog von CEACAM1 handelt.

4.1 Endozytose von Galectia

Durch frihere Arbeiten ist bekannt, dass Gale@®jnein galactosebindendes Lectin, ein
mutmalilicher Sortierrezeptor im apikalen Transp@ft-unabhangig transportierter Proteine
ist (Delacouret al. 2006; Delacouet al. 2008) Zudemexistieren sehr gute Modelle, die den
Sortiermechanismus beschreiben, und fur die auch bereits experimentelle Beweise gefunden
werden konnten(Delacouret al. 2007; Delacour und Jacob 200@)eiterhin offen ist jedoch
die Fragean welchem Ort der durch Galectihvermittelte Sortierprozess stattfinden konnte.
Aufgrund der Lokalisation von Galec8rau3erhalb des TGf$chneider 2007; Schneidetr al.
2010)scheint dieses Kompartiment als mogliche Sortierstation auszuscheidéipauend auf
der Hypothese, dass ein moglicher Recyclingweg von Gakbitiichstwahrscheinlich auch das
Kompartiment durchlauft, in dem Galecttseine Funktion als Satrezeptor erflillt, wurde
die Endozytose von Galecthh untersucht um daraus Rickschliisse Uber das Sortier

kompartiment und mdglicherweise auch den Sortiermechanismus zu ziehen.

4.1.1  Galectin3 findet sich in sauren, endosomalen Kompartimenten

Vor der eigenithen Untersuchug der Endozytose von GalecBnsollte in einem ersten
Schritt festgestellt werden, ob und in welchen endosomalen Strukturen dieses Lectin in
MDCKII-Zellenlokalisiert ist. Dazu wurdeMDCKZellen eine doppelten Immunfluoreszenz
markierungmit Antikbrpernunterzogen die zum einen gegen Galeenh zum anderen gegen

die endosomalen Markerproteine aR4, -8 und -11 gerichtet waren (Abb. 4-1). In
Ubereinstimmung mit Erkenntnissen, die in transient transfizierten-Z€¥gn erlangt wurden
(Schneideet al. 2010) zeigt endogenes Galectthin MDCKZelleneine zwar schwache, aber

konstante Kolokalisation mit RabAlb.4-1 A), das als Markerprotein fir das AEE angesehen
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werden kann(Duffieldet al. 2008) sowie mit Rab11Abb.4-1 C), einem Marker fir das ARE
(Markgrafet al. 2007) Ferner kolokalisert GalectBiauch mit Rab8Abb.4-1 B), einer GTPase,
die am Transport apikaler Proteine beteiligt([€rammBehrenset al. 2008)

Bereits vor dieser yeit war bekannt, dass GalectliYFP inebendenCO&Zellen in Rab€FP
positiven meist ringformigerStrukturen zu finden istAbb.4-2 A). Zu diesem Zeitpunkt wurde
auchvermutet, dass weitere Galecti+YFPhaltige Strukturen existieren, diese aber aufgrund
der starken Abhangigkeit der Y-FRioreszenz vom pWert seiner Umgebung bei pH 6,0
betragt die Fluoreszenzintensitat von YFP nur Zhntel der Intensitat bei pH 8,0 und ist
damit kaum bis gar nicht sichtbarund des sauren pMVertes in endosomalen Strukturen
nicht sichtbar sind. Tatséchlich fuhrt eiBehandlungransfizierter, lebendeCOS/-Zellen mit
NH,Clund der damit einhergeheden Verschiebung des luminalen pMertes insBasische
zum Erscheinen weiterer, zuvor nicht oder kaum sichtbarer GalectiB-YFPStrukturen, die
ebenfalls von einem RabBdFPRing umgeben sindAbb. 4-2 A, Pfeile). Die Quantifizierung
kolokalisierter Vesikel vor und nach }HBehandlungoestatigt diese Beobachtung urmigt
einen signifikanten Anstieg vdnt 1 kolokalisiertenStrukturenvor der Behandlung aufOo + 1
nach der Behandlun¢Abb. 4-2 B). Um auszuschlielBen, dass die beobachtete Steigerung der
YFPFluoreszenz auf eine NEkinduzierte Translokation von Galectnin das endosomale
System zurlickzufuhren ist, wurde das Verhalten von Gal8etiRP mit dem von Galeciia
DsRed verglichen. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass DsRed im Gegensatz zu YFP nicht
pH-sensitiv ist nd daher in jedem Fall auch bereits vor der Behandlung mjCN#etektiert
werden kann.Wie Abb. 4-2 C zeigt, verandert sich die DsREtloreszenz ilGal3YFP/Gal3
DsReddoppelttransfizierten CO%Zellen weder im Gesamten noch in einzelnen Strukturen
durch die Behandlung mit NBI. Im Gegensatz dazu fallen jedoch GalefsReehaltige
Strukturen auf (Pfeile), in denen die Behandlung mi@®lHu eier starken Zunahme des zuvor
kaum bis gar nicht sichtbaren Galee8#¥FPSignals fuhrt.

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass Galgdowohl in MDGKals auch in CGS
Zellen mit Markerproteinen des endosomalen Systems kolokalisiert. Weitédninte eine
Lokalisation von GalectB-YFP in einem sauren, Rapdsitiven Kompartiment festgestellt

werden.
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Abb.4-1 Kolokalisation von Galectit3 mit Rabs in MDCK

Fur sieben Tage auf Deckglasern kultiviertdd®K tZellen wurden fixiert, permeabilisiert u
schlie8lich einer Immunfluoreszenzmarkierung mit aGale2tir69)/Alexa546 und aRab4g, -11/
Alexa488 unterzogen. Die aufgenommenen Epifluoreszenzbilder wurden zur Verringeru
Hintergrunds dekonvoli¢. Dargestellt ist jeweils eine Ebene aus dem subapikalen Be

Kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen markiert. aRabs/Alexad@&in, aGalectirB/Alexa546¢ rot,
Kerne/Hoechst 33258 blau; Maf3stalx, 20 um.
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Abb.4-2 Lokalisation von Galecti3 in sauren, endosomalen Strukturen

(A) Auf Deckglasern kultivierte COZ &llen wurden 48 nach Transfektion mit GaBFP und RabgFI
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugabe von,@
einer dekonvolierten 4BAufnahme. Die Pfeile markiereRab4positive Endosomen, deren Ga¥FF
Signal nach Nj€FBehandlung stark zunimmt. Die Experimente dieser Abbildung stamme
Schneider 2007Maf3stabg 20 pm. (B) Quantifizierung kolokalisierter Vesikel vor und nach Zugabt
NH,Cl. Angegeben sind Mittelwert Standardfehler, die statistische Analyse erfolgte durch e
gepaarten tTest (**p<0,01).(C)Durchfihrung wie in (A), nur wurden die Zellen mitl®&YFP und de
pHinsensitiven GakbDsRed transfiziert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugat
PBS/NELCI einer dekonvolierten 4Bufnahme. Die Pfeile markieren Gd)3Red positive Strukture
deren YFHFluoreszenz nach NEFBehandlung znimmt. Mal3stabg 20 um.
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4.1.2 Die Endozytose von Galectist abhangig von der Zuckerbindung

Von Galecti8 ist bekannt, dass es von MDZ#&len Uber einen unkonventionellen
Sekretionsweg in das apikale Mediaingegeberwird (Lindstedtet al. 1993) Der umgekehrte

Weg, die Endozytose, erscheint zwar aufgrund der endosomalen Lokalisatidbalectin3 in
MDCK und COellen wahrscheinlich, wurde bisher jedoch noch nicht naher erforscht. In
einem ersten Versuch sollte durch diese Arbeit nun herausgefunden werden, ob und in
welchem Umfang die Zuckerbindedoméne (CRD) in Galgdtin desserEndozytose wichtig

ist.

Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurde die apikale Aufnahme von rekombinantem
Galectin3 in MDCK {Zellen analysiert. Dazu wurden die Zellen, die fir sieben Tage auf Filtern
kultiviert wurden, mit rekombinantem Galectin3-Alexa633in An oder Alwesenheit von
Lactose, einem kompetetiven Inhibitor der Zuckerbindung, fim80 auf Eis inkubiertum

eine synchrone Anlagerung des rekombinanten Proteins zu ermdglichen. Die eigentliche
Aufnahme wurde dann bei 3T durchgefuhrtwobei zu beachten ist, dass nach b das
rekombinante Galectit3 abgenommen und durch vorgewarmtes RBStrsetzt wurde.
AnschlieBend an die 3TClnkubation wurden die Zelleriixiert und mit Hilfe des KLSM
analysiert Die entstehenden Bilder wurden miilfe von Volocity in eine 3Darstellung
umgerechnet(Abb.4-3 A). Zellen, bei denen die Aufnahme von Gale@tim Abwesenheit von
Lactose durchgéhrt wurde Mock), zeigen zum Zeitpunktr@in sehr starke, punktférmige
Fluoreszenzsignale im Bereich der apikalen Membran. Durch die Farbung ist auch der Verlauf
der Zellgrenzen nachzuvollziehen, jedoch auch higr im oberen Bereich der Zell®ies
deutet darauf hin, dass das rekombinante Gale@idie Zonula occludensicht passiert hat.

Nach 30min Inkubation bei 37C ist die detektierte Fluoreszenz zwar schwacher als tmén,0

aber immernoch deutlich sichtbar. Der Grof3teil des aufgenommenen Galetiegt nun in
punktformigen Strukturen vor, die in d&t&he des Kerns lokalisiert siriih gewisser Anteil ist
jedoch auch als diffuse, membrannahe Farbung zu sehen (vergleichéboch3 B, WT). Im
Gegensatz dazu ist in Zellen, in denen die Aufnahme in Anwesenheit voi Q,46tose
durchgefuhrt wurde I(actos@, keinerlei Fluoreszenzsignal, weder nach 0 noch nachi3Qu
beobachten.Die Ergebnisse dieser fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung konnten auch
biochemisch bestatigt werden. Fiur diesen Versuch wurden die Zellen nach Durchfiihrung der
Aufnahme fur 0 und 3in lysiert, anschlieRend wurde die Anwesenheit von rekomufi@m
Protein im Zelllysat mittels Western Blot ermitteflkib.4-3 C). Eine Unterscheidung zwischen
endogenem, d.h. caninem GalecBnvon rekombinarem, humanem Galecti8 ist hierbei

Uber die unterschiedliche molekulare Masse der beiden Homologe sicher mdgfiatng zu
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den fluoreszenzmikroskopischen Ergebnissen zeigt sich in den unbehandelten Pikidiek (
ein starkes Signal des rekombinanten Gate8tbei Omin, sowie ein schwacheres Signal bei
30min. Die Differenz zwischen den beiden Proben ist vornehmlich durch rekombinantes
Protein zu erklaren, das unter dem Druck der hohen Konzentrationen am Anfang des
Versuches an die Membran bindet, sich Imagbnahme der Galect8-Proteinldsung nach
10min aufgrund der daraus resultierendésleichgewichtsverschiebung jedoch wieder ablést.
Diese Fraktion kann im Uberstand desn3@-Wertes nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
Ahnlichwie mockbehandelteProben verhaltersichauchProben, bei denen die Aufnahme in
Anwesenheit von 0,81 Glucose, also einem der beiden in Lactose enthaltenen
Zuckermonomere, durchgefuhrt wurd€&lucose Im Gegensatz dazu ist in den Lysaten der
lactosebehandelten Zellen wedaach 0 noch nach 3@in Signal des rekombinanten Proteins
detektierbar, folglich scheint weder eine Anlagerung noch eine Aufnahme des Proteins
stattgefunden zu habefLactosg. Fehler, die durch eine unterschiedliche Beladung des Gels
entstanden sein konein, kdnnen hier ausgeschlossen werden, da die Menge des endogenen
Galectin3 in allen Proben konstant ist.
Eine weitere Mdglichkeit, didbhéngigkeit der Galecti®Endozytose von der Zuckerbindung
zu Uberprifen, stellt die GalectB-Mutante R186S dar. Beieser Mutante wurde eine stark
konservierte Aminosaure in der-Btelle der CRDArgininl86, zu einem Serin mutiert. Dies
fuhrt zu einer dramatisch verringerten Bindung von ldslicherAddtyllactosamin und
Glykanen, in denen JRcetyllactosamin vermutlic an Stelle C und D bindébalomonssoret
al. 2010) Untersucht mardie Aufnahme von GalectB-R186S-ITC in MDCRellen mit Hilfe
des KLSNR186% so zeigt sich, dass weder hamin, noch nach 3tin Fluoreszenzsignal an
oder in den Zellen detektierbar isApb.4-3 B,R186% Im Gegensatz dazu zeigt Gale@RITC
(WT) eine ahnliche Verteilung der Fluoreszenzintensitat, wie dies auch im vorherigen Versuch
mit Galectin3-Alexa633 der Fall war. Entsprectd zeigt sich zum Start der Aufnahme von
Galectin3 eine starke Farbung der apikalen Membran und auch hier diadZellgrenzen
nachvollziehbar, jedoch wiederum nur im oberen Teil der Zdlagegenbefindet sich
Galectin3-FITC 3nin nach Start der Auihme vor allem in punktférmigen, kernnahen
Strukturen, aber auch eine diffuse Farbung in der Nahe der Membran ist zu beoba&bitém.
hier konnten die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Hilfe von
biochemischen Tests bestatigt wemrl Analog zur Aufnahme von Galeesirin Abwesenheit
von Lactose, zeigt auch der Wildty@/T) in Abb. 4-3 D zunachst ein starkes Signal zum
ZeitpunktO min, dass nach 3®in deutlich schwacher, aber dennoch gut detektierbar ist. Im
Gegensatz dazu ist bei GaleeBiR186S zum Start der Aufnahme nur ein sehr schwaches
Seite] 80

Universitdt
Marburg

Philipps




Ergebnisse

Signal des rekombinanten Proteins detektierbar, dass zudem nawtird@llig verschwuden

ist. Auch hier kdnnen Variationen durch unterschiedliche Beladung der Gele ausgeschlossen
werden, da die Intensitat der Bandeles endogenen Galect® durchgehend konstant ist.
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Endozytose von Gakagirdem

apikalen Medium in MDCERellen abhangig von der Bindung an glykosylierte Liganden ist.
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A Omin 30min C
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Abb.4-3 Zuckerabhangig&ndozytose von Galectii in MDCKZellen

MDCKII-Zellen, die fur sieben Tage auf Hfern (A,B) bzw. 6cm-Kulturschalen(C,D) kultiviert
wurden, wurden mit JuM apikal zugegebener@alectin3 fir 30 min auf Eis inkubiert, dann wurde die
Aufnahme bei 37C fir die angegebenen Zeitpunkte durchgefiihrt. Hierbei wurden verwendetAfir
Galectin3-Alexa633 in Anoder Abwesenheit von 0,18 Lactose, fur(B) Galectin3 in An oder
Abwesenheit von 0,18 Lactose bzw. 0,81 Glucose, flii(C)Galectin3-FITC bzw. &ectin3-R186S-1TC
und fur (D) Galectin3 bzw. Galectif8-R186S.Jeweils nach 1fMin wurde das rekombinante Protein
abgenommen und durch PBS++ ersetzt. AnschlieRend an die Aufnahme wurden die Zellen entweder
fixiert und fur die Fluoreszenzmikroskopie bereitet (A,B)oder lysiert und mittels Western Blanit
aGaB(169)Antikérpernanalysiert(C,D) Galectin3-FITC, GalectiB-R1869-1TC sowie GalectBtR186S
wurden freundlicherweise von Hakon Leffler, Lund, Schweden zur Verfigung gestellt. MaR6tan.
cGal3¢ canines Galecti3; hGal3; humanes Galect#3.
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4.1.3  Dextran und Galectir8 werdenin unterschiedlicre Wegesortiert

Nachdem die Frage geklart wanwiefern die Endozytose von GaleeBinvon der Fahigkeit
abhangt, Zucker zu binden, sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob
Galectin3 nach seiner Aufnahme in die Zelle in den lysosomalen, d.h. degradativen
Endozytoseweg einsortiert wird oder ob es uUber einen anderen Weg, mutmagiem
Recyclingwegransportiert wird. Hinweise auf diese Fraligfert der Vergleich des Verhaltens

von Galectifl3 mit dem von fluoreszenzgekoppelterDextran. Dextran wird von Zellen
aufgenommen, zu den Lysosomen transportiert und schlie3lich dort algebaher kann es

als Marker fiir den lysosomalen Weg angesehen ee(&llingeret al. 1998)

Abb. 4-4 zeigt die Ergebnisse eines solchen Vergleiches. Fur dieses Experiment wurden auf
PETFiltern gewachsene MDCkZillen mit rekombinantem GalectB+FITC und Dextran
Alexa647 fur 3@nin auf Eis inkubiert. Die eigentliche Aufnahme wuadschlieBendei 37°C

fur die angegebenen Zeitpunkte durchgefuhrt, die Zelaraufhin fixiert und fir die
Mikroskopie vorbereitetFir die Endozytose von Galee8+#ITC zeigt sich dabei ein ahnliches
Bild, wie es bereits aus den vorherigen Endozytoseversuchen bekannt war. Zum Start der
Aufnahme zeigtlas rekombinante Proteigine starke, punktférmige Fluoreszenzverteilung im
apikalen Bereich, gleichzeitig sind die Zellgrenzen im oberen Bereich der Zelle deutlich
nachzuvollziehenAbb.4-4 A, Omin). Nach 3nin bei 37°C hat sich die Verteilung von Galeetin
3-FITC in der Zelle nicht entscheidend geéndert, die Zellgrenzen erscheinen jedoch etwas
weniger stark akzentuiertAbb. 4-4 A, 5min). Analog zwAbb. 4-3 A und Bzeigt sich auch in
diesem Versuch, dass GaleedrITC 30nin nach Start der Aufnahme vor allem in
punktformigen Strukturen zu finden ist, die in der Nahe des Kerns lokalisiert sind. Gleichzeitig
ist auch ein diffuses GalectBiSignal in der Nahe der Membran zu erkennéil(. 4-4 A,
30min). Zum Zeitpunkt 6fin ist kein entscheidender Unterschied zum vorherigen Zeitpunkt
zu erkennen. Tendenziell befinden sich die vesikularen Strukturen von GaddiiC jetzt
etwas peripherer und die diffuse Farbung in der Nahe der Membran scheint sich verstarkt zu
haben @Abb.4-4 A, 60min). Im Gegensatz zu Gaile@&FITC sind bei Dextraéklexa647 tber

den Verlauf des Experiments keine grof3eren Veranderungen der Verteilung auszumachen
(Abb. 4-4 A, Uberlagerungund rechte Spalte). Von 0 bis 60n befindet sich Dextran in
punktformigen Strukturen, die gleichméaRig Uber die Flache der Zelle verteilt sind. Eine
Akkumulation in der Nahe der Membran oder in der Néahe des Kerns, wie es bei Galectin
nach 30min der F# ist, ist zu keinem Zeitpunkt zu beobachten. Insgesamt scheint es jedoch
so, als ob die Anzahl der dextrpositiven Vesikel im Verlauf des Endozytosevorgangs,

zumindest im hier dargestellten subapikalen Bereich, abnimMergleicht man die
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Kolokalisatio der beiden KanaleApb. 4-4A, Uberlagerung in der linken Spalte sowie
vergroRerter Ausschnitt der Uberlagerung), so zeigt sich, dass bereits zurdeStBndozytose

(0 min) etliche vesikulare Sikturen sowohl Galecti3-FITCals auch Dextralexa647Signal
aufweisen Der Grad der Kolokalisation scheint nach 5 min einen Hohepunkt zu erreichen um
schlie8lich nach 36zw. 60min deutlich abzunehmerfir Abb. 4-4 B wurde die Anzahl der
vesikularen Strukturenmit Kolokalisation quantifiziert Hierzu wurden pro Zeitpunkt
mindestens funf verschiedenBilder aus drei unabhangigen Versuchen ausgewertet. In den
Bildern wurden mit Hilfe von Volocity vesikulare Strukturen identifiziert und in diesen
Strukturen der PearsoKoeffizient bestimmt der eiren Gradmesser der Hakalisation
darstellt Als kolokaliert wurden Vesikel angesehen, wenn der in ihnen gemessene Pearson
Koeffizient groRBer als 0,2 wakVie schon zuvor vermutetist der héchste Grad der
Kolokalisation zwischen GalecBAFITC und Dextraflexa647 in diesem Experiment nach
5min erreicht.Zu diesem Zeitpunkizeigen 116t 16 Vesikel eine Kolokalisation. Die Anzahl
kolokalisierter Vesikel zum Zeitpunktmn und 10min ist mit 80+ 12 bzw. 77+ 10 zwar
niedriger als zum Zeitpunktrdin, jedoch nicht signifikant verschieden. Im weiteren Verlauf
des Experiments sinkt der Grad der Kolokalisation zwischen Galeatimad Dextran weiter,
wobei ab 20min ein signifikanter Unterschied zumn@n-Wert zu beobachten ist. Die
niedrigste Anzahl kolokalisierter Vesikel findet sich mit30bzw. 38 5 Vesikel nach 45 bzw.

60 min Inkubation bei 37 °C.

Anhand der Daten kann dementsprechend gesagt werddas Galectidl3 und der
Flussigphasenmarker Dextran zundchst zusammen aufgenommen werden, im spéateren Verlauf

der Ehdozytose aber getrennt und in unterschiedlichen Wegen transportiert werden.

Abb.4-4 Galectin3 und Dextran werden in unterschiedliehEndozytosewege sortiert

(A) Fur sieben Tage auf REiltern gewachsene MDEellen wurden fur 3@nin auf Eis mit GalectiB-
FITC und DextraA647 inkubiert. Die Aufnahme der beiden Stoffe erfolgte bei°@7flr di
angegebenen Zeitpunkte. AnschlieBendrden die Zellen fixiert und fir die Fluoreszenzmikrosk
vorbereitet. Mit Hilfe des KLSM wurden Stapelaufnahmen der Zellen erstellt, fir die Quantifi:
wurde auf eine gleichméaRige GroRRe des Bildausschnittes geachtet. Dargestellt ist jeweils emalE
dem subapikalen Bereich, aus Ubersichtsgriinden jedoch nicht von allen Zeitpunkten. Die link
zeigt eine Ubersichtsaufnahme, die drei rechten Spalten zeigen VergréRerungen des gleichen B
Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen. Bitab ¢ 20 um. (B) Quantifizierung der Aufnahmen &
(A). Mit Hilfe von Volocity wurden vesikulare Strukturen in den Aufnahmen bestimmt und in
Strukturen der PearseKoeffizient berechnet. Strukturen mit einem Koeffizienten grof3er 0,2 wurde
kolokalisiert angesehen. Angegeben sind MittelwertStandardfehler, die statistische Auswertt
erfolgte mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem TdastTest (**p<0,01
***p<0,001).
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Abb.4-4 Galectin3 und Dextran werden in unterschiedliehEndozytosewege sortiert

(Legende siehe vorheriger Seite)
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4.1.4  Endozytiertes Galectd8 lokalisiert in  sauren, rabl-positiven

Kompartimenten

Der Vergleiclder Endozytose von Galecttmit der von Dextran zdigdass Galecti#3 nicht in

den lysosomalen Weg einsortierting. Dies lasst vermutendassGalectin3 nicht degradeért,
sondern vielmehr an die apikale Membran zurtick transportiert wird. Sollte die§al sein,
dann musste endozytiertes GalecBnein saures, rablfositives Recyclingompartiment
erreichen und von dort mutmaflich zur apikalen Membran transportiert werden. Zur
Uberpriufung dieser Hypothese wurddemals der bekannte Endozytoseverbudieses Mal

mit Galectin3-Alexa633, in MDCKellen durchgefihrt. Die Aufnahme wurde fir 0 undn@@

bei 37°C durchgefluhrt, die Zellen dann fixiert, permeabilisiert und mit Antikdrpern gegen den
AREMarker Rabll gefarbtDie Analyse erfolgte wiedemit Hilfe des KLSM. Wie in den
Experimenten zuvor, befindet sich Galeesimach Gmin in punktférmigen Strukturen an der
apikalen Membran und nach 30in in eher kernnahen Strukturen sowie als diffuse Farbung in
der Nahe der MembranApb. 4-5 A, mittlere Spalt¢. Die Farbung durch aRabBhtikorper
zeigt zu beiden Zeitpunkten vesikulare Strukturen, die sich durch eine leichte Akkumulation in
der Nahe des Kerns auszeichnen (lingelt®). Hierbei handelt es sich um eine Verteilung, wie
sie fur rabl1positive AREauch schorbeschrieben wurd€Perretet al. 2005) Vergleicht man

die Lokalisabn von aufgenommenem GalectthAlexa633 mit der von aRab11/Alexa488, so
zeigt sich, dass zum Start der Endozytose nur ein sehr geringer Antbitiden Farbstoffe
kolokalisiert, dieser Anteil nach 30in jedoch sehr stark steigt. Bestatigt wird diese
Beobachtungdurch die Quantifizierung der kolokalisierten Strukturétbly. 4-5 B). Wahrend

zum Zeitpunkt Onin nur ein geringer Anteil galectBpositiver Strukturen zusatzlich rabd1l
positivist (6,9 + 1,1%), zeigen nach 3@in etwa ein Drittel aller Galecti&Strukturen eine
Kolokalisation mit Rab11 (35+12,0%) Beide Werte unterscheiden sich hierbei signifikant.

Die beobachtete Kolokalisation mit Rab11 ist bereits ein guter Hinweis auf die Lokalisation von
endozytiertem Galecti3 in apikalen Recyclingendosomen, aber kein allein giltiger Beweis
dafir. Ein Charakteristikum des endosomalen Systems ist der tendeseige pHWert im
Vergleich zu den restlichen Zellorganellen. So besitzen AEE und CRE z.B. #ifexh \aih

5,8, das ARE einen von §Perretet al. 2005) Um £stzustellen, ob Galecti@ in ein solches
saures Kompartiment aufgenommen wird, wurde ein erneuter Endozytoseversuch
durchgefuhrt. Fur diesen Versuch wurde rekombinantes Gal&ctinit pHrodo konjugiert,
einem Farbstoff, der bei neutralem pH fast keineo¢szenzintensitat zeigt, in saurem Milieu

jedoch eine starke rote Fluoreszeemittiert. In einem ersten Versuch wurde Gale€din
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Abb.4-5 Kolokalisation von afgenommenem Galecti¥r8 mit Rab11l

Fur sieben Tage auf PEiltern gewachsene MD&Zellen wurden mit UM Galectin3-Alexa633 fi
30min auf Eis inkubiert, die Aufnahme erfolgte anschlie3end b&C3flir die angegebenen Zeitpunl
Nach Fixierung und Permakilisierung der Zellen erfolgte eine Immunfluoreszenzmarkierunc
aRab11/Alexa488A) Links dargestellt sind Ubersichtsaufnahmen der verschiedenen Zeitpunkte,
die Vergrolierung eines Ausschnittes der gleichen Bilder. Kolokalisierte StruktucemmairPfeiler
markiert. MaRRstaR¢ 10 um. (B) Quantifizierung der Aufnahmen aus (A). Es wurden pro Zeit|
Aufnahmen aus drei unabhangigen Experimenten ausgewertet. Diese wurden in zwdlf glei
Quadrate (10 um x 10m) unterteilt, von denen jeweilsier von links oben nach rechts unt
ausgewertet wurden. Angegeben ist der MittelwettStandardfehler der doppeltpositiven Struktui
bezogen auf die Gesamtzahl aller gale@ipositiven Strukturen. Die statistische Auswertung erfc
durch einen gepaa&en t-Test (***p<0,001).

pHrodo zundchst zu COSZ@&llen gegeben und fir 38in bei 4°C inkubiert. Die
Internalisierung des rekombinanten Proteindadgte dann bei 37Cuber einen Zeitraum von
30min. Wie in Abb. 4-6 A dargestellt, ist zum Beginn der Endozytose keinerlei
Fluoreszenzsignal von pHrodo detektierbar, was darauf hindeutet, dass sich das rekombinante
Protein nicht in einer sauren Umgebung befindeh Gegensatz dazu kdénnen 8inh nach

Start der Endozytose starke, punktformige Strukturen im Inneren der Zelle beobachtet

werden, der Farbstoff muss also nun einem sauren pH ausgesetzt sein. Dies zeigt, dass
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Galectin3-pHrodo von der Zelle aufgenommen uimdKompartimente transportiert wiae, die

sich durch einen sauren piWert auszeichnen. Indirekt werden damit auch die Erkenntnisse
ausAbb.4-2 bestatigt.

Analog zur Aufnahme von GalecBmpHrodo in COZellen wurden auch Experimente in
MDCKZellen durchgefihrt, die Ergebnisse hierzu sindbh.4-6 B dargestellt. Auch hier zeigt
sich, dass zu Beginn der Internalisierung bei@keine oder nur sehr schwache Fluoreszenz
von Galectif3-pHrodo detektierbar ist, der Farbstoff scheint sich also in einem neutralen

Milieu zu befinden. Sehr friih, d.h. bereéb etwa 5 bis 1@in zeigen sich erste, punktférmige

A

Abb.4-6 Endozytiertes GalectiB-pHrodo gelangt in saure Kompartimente

COS 7(A) bzw. MDCK HZellen(B) wurden fur 30min bei 4°C mit 1,54M Galectin3-pHrodo inkubiert
Die Internalisierung erfotg bei 37°C auf dem Leica DMI6000B fir 30 bzwn4®, dabei wurde zu de
angegebenen Zeitpunkten eine Jfnahme der Zellen erstellt. Dargestellt ist jeweils
Maximalprojektion (kumulierte Fluoreszenz der einzelnen Ebenen). Die Zahlen in der rebletem
Ecke geben die Zeit in Minuten an, die Zellgrenzen sind durch graue Linien verdeutlicht. Mg
10um in (A), 2Qum in (B).
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Strukturen, die darauf hindeuten, daspikal zugegebene&alectin3 nun in ein saures
Kompartiment gelangt. Die Fluoreszenzintensitat nimmt in den nachsten Minuten stetig zu, bis
sie etwa nach 280min ein Maximum erreicht. Von nun an unterscheiden sich die
Intensitaten zwischen den einzelnen Zeitpunkten nicht mehr entscheidend. Auch die
Verteilung der galecti3-haltigen Strukturen in der Zelle &ndert sikhum noch ein Grol3teil

von ihnen scheint redtstabil kernnah lokalisiert zu sein.

Die hier prasentierten Daten zeigen also, dass Gal&ctiowohl in COS @ls auch in MDCK I
Zellen in saure Kompartimente aufgenommen wird, dwe in MDCKZellengezeigt Rabl11

positiv sind.

4.1.5  Abhéangigkeit der Ligadenbindung vom pHVNert

Eine sehr interessante, aber weitestgehend unerforacrage in Bezug auf GaleeBin
beschaftigt sich mit der Problematik, wie es innerhalb eines -BosgiKompartiments zur
Auslésung des Sortierprozessedsirch dieses Lectin kommekann gleichzeitig an der
Zelloberflache der analoge Prozess aber verhindert wird. Eine mdgliche Erklarung fir dieses
Phanomenkdnnte der unterschiedliche phVert zwischen extrazellularem Medium und
Endosomen liefern. Dementsprechemdire es mdglichdas die Bindung von Galectim
sauren Milieu der Endosomen gegenuber neutralem-\jgétt an der Plasmamembran
verstarkt sein konnte. Alternativ ware es auch denkbar, dass bei sauretwemH die
Multimerisierung von Galecti3 und damit indirekt die Clusteiidung gesteigerist.

Zur Ubepriifung dieser Hypothese wurdemunachst Affinitatssaulen mit rekombinantem
Galectin3 und GalectiBn b 6 D E3foBn® iNterghinale Doméne) erstellt. Diese Saulen
wurden dann genutztum p75GFP aus MDCK|p7fGFPZelllysaten bei unterschiedlichen pH
Werten aufzureinigen. Zugrundsatzlichen Uberpriifung des Erfolgs der Aufreinigung wurde
diese zunachst bei pH 7,5 durchgefiihrt, die verschiedenen Fraktismeden gesammelt,
dann TCAyefalt und schlieRlich per Western Blot analysiert. Wilib.4-7 A beispielhaftzu
sehen ist, kann von einer erfolgreichen Aufreingung von-@FP ausgmngen werden.
Wahrend im Durchfluss des Auftrags und in den ersten beiden Millilitern des Waschschrittes
(W1, W2 bei etwa 28&Da noch deutliche Signale des unglykosylierten und méglicherweise
von p75 abgespaltenen GFP zu beobachten sind, so ist diede Bas den Elutionsfraktionen
(EX3) vollstandig verschwunden. Ahnlich verhélt es sich(miiglicherweise unspezifischen
Banden bei ca. 50 und KPg die im Eluat zumindest verhaltnismaRig schwacher erscheinen
als im Lysat. Im Gegensatz ddindet sichdie gereifte Form von p#&FP (Bande bei etwa

100-110kDa, vergleicheauch Yeamanet al. 1997 nicht nur im Durchfluss und den
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Abb.4-7 PHabhangige Aufreinigung von p?3:GFP

(A + B) MDCK|p75GFPZellen wurden in Lysispuffer unterschiedlicher -Ydrte lysiert un
anschlieRend iiber eine Gal3(w(A) 6 | ¢ ® DSAdle(Bhanfgereinigt. Die Mengen an pTGFP ir
Lysat und in den eluierten Fraktionen wurden fluoreszgpekirometrisch beimmt und zueinander i
Relation gesetzt. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer einfaktoriellen ANOVA, gefi
einem TukeyPostTest (*p<0,05).(C) Kontrolle der Aufreinigung Uber die GalecBrAffinitatssaule
beispielhaft gezeigt an einerufkeinigung bei pH 7,5. Von den einzelnen Aufreinigungsschritten w
wie angegeben Proben genommen, diese wurden danngefdllt und mit Hilfe eines Western BI
mit Anti-GFPAnNtikdrpern (Ji8) analysiert. X; erster ml, 2¢ zweiter ml, 3¢ dritter ml, m ¢ letzter ml.

Waschfraktionen 1 und 2, sondern auch in angereicherter Form in den Elutionsfraktionen.
Anscheinend wird auch die Vorlauferform von g@6P (Bande bei etwa 8ba) von der
Galectin3-Saule gebunden, wenn jedoch mit geengr Affinitat. Dies ist daran zu erkennen,
dass Vorlauferform und gereifte Form im Durchfluss nagbeeém Verhaltnis 1:1 vorliegein

den Elutionsfraktinen befindet sich jedochierhaltnismafig mehr des gereiften Proteins als
vom VorlauferproteinVergkicht man nun die Bindung von pf&-P an die Gal3(wHaule bei
unterschiedlichen pHWVerten, so zeigt sich, dass 3 % des gesamten p7GFP bei pH 7,5 an

die Saule gebunden hatpb. 4-7 B), wahrend bei pH 6,6 diese Menge mit 343 % nur

geringfugig niedriger ist. Im Gegensatz dazu diektpH 6,0der Anteil gebundenen p7&FPs
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am Totallysatum etwa ein Drittel auf & 2 %. Hierbei handelt es sichmueine signifikante
Verringerung. Um sicherzustellen, dass die Bindung vorG#H®B an Galecti® in diesem
Versuch tatséchlich durch die CRD und nicht durch derminale Doméane vermittelt wurde,
wurden die Zelllysate in einem zweiten, analogen Versuder Geine Gald bSaule
aufgereinigt(Abb.4-7 O). In Ubereinstimmung mit dem vorherigen Versuch zeigt sich auch hier
kein signifikanter Unterschied der Bindung von {6sBP an die Gaf3 bSaule bei pH 6,6 im
Vergleich zu pH 7,5. Wiederutvei pH 6,0 zeigt sich jedociuch hiereine signifikante
Verringerung deMenge des gebundenen pfGFP im Vergleich zu pH 7,542 % gegeniber
14+ 3 %).

Insgesamt gesehen lasst sich also ein deutlicher Einfluss d@gepiels auf die Bindung von
p75-GFPan Galectini3 bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,5 feststellen. ddeasbasischere pH
Wert von 6,6 scheint jedoch keinen entsprechenden Effekt auszul@emem konnte ein
Einfluss der Merminalen Doméane des rekombinanten Proteins an der Bindung voli p@&&P

ausgeschlossen werden.

4.2 Unkonventionelle Sekretion von Galect®

Galectin3 besitzt, wie alle Proteine der Familie der Galectine, keine Signalsequenz fur den
Export Uber den klassischen sekretorischen Weg. Dennoch findet es sich in luminalen
Kompartimenten sowie im Extrakglarraum und erfillt dortwichtige Aufgaben; esnuss

daher auf unkonventionelle Weise sekretiert werden. Obwohl bereits einige Untersuchungen
zur Sekretion von Galect® existieren, lassen sie jedoch keine eindeutige Agessiber den
tatsachlich gewahlten Sekretionsweg zu, in manchen Fallen widersprechen sich die Ergebnisse
sogar. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, den genauen Sekretionsweg von &alagtin
bestimmen und moglichst auch neue Erkenntnisse Uber den Meaharisler Sekretion

dieses Proteins zu erlangen.

4.2.1  Galectin3 findet sich im apikalen Mediunvon MDCKZellenin exosomalen

Strukturen

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass GaBettiverschiedenen Zellen
als Teil vesikularer Strukturen das Kulturmedium abgegeben witiflehul und Hughes 1997;
Theryet al. 2001) In einem ersten Versuch sollte entsprechend geklart werden, ob lsisbK

[I-Zellen Galect#3 in vesikularen Strukturesekretieren, und wenn ja, ob es sich bei diesen
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Strukturen um Mikrovesikel oder um Exosomen handelt. Dazu wurde der Kulturiiberstand
vollstandig  polarisierter MDCRellen uler Nacht gesammelt und mehreren,
aufeinanderfolgenderZentrifugationen unterzogentierbei wurden zunachsbei 300g und
5000g lose Zellen und Zellschrott aus dem Zellkulturmedium entfernt. Weiteren
Préaparation vorExosomen wurdemnschliel3endlie Mikrovesikel bei 20.009 pelletiert. Der
Uberstand dieser Zentrifugation wurde ankonggert, die darin enthaltenen Exosomen in der
Ultrazentrifuge bei 100.009 pelletiert. Betrachtet man die so erhaltenen Fraktionen mit Hilfe
des Elektronenmikroskopsso finden sich dort membranumschlossene Strukturen mit
homogener, runder Morphologiedpb.4-8 A). Die GroRRe dieser Strukturen von etwaStnm
deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen GroRRe fur Exosqikeler et al. 2006)
Diese Fraktionen sind weiterhin positiv flr Atites aufgrund seiner nachgewiesenen Prasenz
in Exosomen (Quelle: exocarta.org) und seiner Funktion als akzessofsotein des ESCRT
(Williamsund Urbe 2007hier alsbona fideMarker flir Exosomen dienAApb.4-8 B), sowie fur
Flotillin-1 (nicht gezeig, das auch als Mker fur Exosomenahandelt wird(de Gassart Aet

al. 2003) Aufgrund derTatsache, dasdas Flotillin-1-Signal bereits im verwendeten FKS zu
finden ist @Abb.4-8 F),wurde im weiteren Verlauf jedoch weitestgehend auf die Verwendung
dieses Proteins als Exosomenmarker verzichiet.Gegensatz zu Alix und Flotdlirfindet sich
kein Signal der normalerweise &8&ndigen Proteindisulfidisomerase (PDI) in den exosomalen
Fraktionen. Die PDI dient als Kontrolle, dass die untersuchten Fraktkeira vesikularen
Strukturen enthalten, die aufgrund zellteabsoziierter Prozesse entstanden sind. Aktin,
D!t 51 dzy R h¢dzodz Ay RAS &AO0OK +ifa Tedz2az2ftiralK
wuirden, scheiden aufgrund ihrer nachgewiesenen Prasenz wsoben aus Quelle:
exocarta.org. Die Western Blefnalyse zeigtauBerdem dass auch Galect® in der
exosomalen Fraktion enthalten istAlfb. 4-8 B). Ein falsckpositives Ergebnis durch
moglicherweise bereits im FKS enthaltene Exosomen jatothausgeschlossen werden, da
weder Signale fur Alix, noch fur die PDI oder Gal&imeirer entsprechenden Praparation zu
finden sind Abb. 4-8 F). Bestatigung fiir difAnnahme dass Galect#3 Teil der exosomalen
Fraktion istkommt aus de fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der 100@B@aktion

des Zellkulturiiberstand aus MDCK|Gal3YFPZellen (Abb. 4-8 C). Galecti#8-YFP kommin
diesen Fraktionen in kleinen, vesikelartigen Strukturen vor, deren GroRe aufgrund des
begrenzten Auflésungsverméogens der Lichtmikroskopie jedoch gatdau festgestellt werden

kann.
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Abb.4-8 Galectin3 findet sich in exosomalen, nicht aber in mikrovesikularen Fraktionen

Aus dem Zellkulturiiberstand sieben Tage alter MDEBKzW. MDCK|GakYFFZellen wurden mittel
sequentieller Zentrifugation die mikrovesikula@®,E) und die exosomale Frakitio (A-C) isoliert.
(A) Western BlotAnalyse der exosomalen Fraktion unter Verwendung der angegebenen Antikérp
¢ Proteindisulfidisomerase, Gal8 Galectin3. (B) Elektronenmikroskopische Untersuchung negi
kontrastierter Exosomen, die eingeflgten|d8r zeigen VergrofRerung beispielhafter Struktt
(C)Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der exosomalen Fraktion von MDCKKFZKlen
(D)Western BlotAnalyse der mikrovesikuldaren Fraktion unter Verwendung der angegel
Antikérper. MV ¢ Mikrovesikel, PDI ¢ Proteindisulfidisomerase, Gal3¢ Galectin3.
(E)Elektronenmikroskopische Untersuchung negativkontrastierter Mikrovesikgl.l ml exosomer
freies FKS (entspricht der Menge, die im Medium fiir eine Praparation enthalten ist) wurde zweil
100.000g pelletiert, anschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet fiir eine V'
Blot-Analyse mit den angegebenen Antikdrpern vorbereitet. EkBales Kalberserum.
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Im Gegensatz zum homogenen Erscheinungsbild der Exosomen zeichmeie s&trukturen,
die sich im 10.00@-Pellet des Mediumuberstandes von MDZ#&len finden, eher durch eine
heterogene Morphologie ausApb. 4-8 D). Die GrofRe dieser Strukturen reicht von etwa
100nm bis @ 1pm und entspricht damit der beobachteten Grof¥&r Mikrovesikel
(MuralidharanChari et al. 2010) In der 10.00@-Fraktion kdnnen sowohl relativ kleine, runde
Strukturen beobachtet werden (links unten, rechts oben), als auch runde, abgeflachte (rechts
unten) sowie tubulare Struktureniiks oben). Im Gegensatz A60.000g-Fraktion finden sich
in der mutmallichen mikrovesikularen Fraktion jedoch weder der Exosomenmarker Alix, noch
Galectin3 (Abb.4-8 E). Auch fir die PDI ist kein Signal detektierbar, was daftr spricht, dass es
sich hier tatsachlich um Mikrovesikel handelt und nicht um vesikuléare Strukturen, die aufgrund
nekrotischer oder apoptotischer 8zesse entstanden sind.
Da durch die bisherigen Daten nur gezeigt werden konnte, dass die 1@pFI8@&tion sowohl
Exosomen als auch Galee8nenthalt, nicht aber, ob Galect®h tatsachlich mit diesen
Strukturen assoziiert ist, wurde in einer Reihe varsdchen nun untersucht, inwiefern dies
der Fall ist und insbesondere auch, ob Gale8tinur an die duRere Membran der Vesikel
gebunden hat, also evtl. erst nach deren Sekretion mit ihnen assoziiert, oder ob es im Lumen
der Exosomen lokalisiert ist. Dn@iglicheAssoziation von Galect® mit den Exosomen wurde
durch einen Flotationsversuch tberprifl{b. 4-9 A). Hierzu wurden Exosomen nach ihrer
Pelldierung in 60% Nycodenz resuspendiert und anschlieend mit einem linearen Nycodenz
Gradienten ubeschichtet In diesem Gradienten sollten Proteine, die mit Membranen
assoziiert sind, nach Ultrazentrifugation bei 100.90@r 16h aufgrund der geringereDichte
der Membranen in den Fraktionen geringerer Nycodenzkonzentration (higlenoberen) zu
finden sein, wahrend I6sliche Proteine in der Bodenfraktion verbleiben. Tatsachlich findet sich
Flotillin-l, dass jedoch vermutlich aus Strukturen im F&&mnt, in diesem linearen
Gradienten ausschlieBlichin den Fraktionen ® (von unten gez&dhlt), was einer
Nycodenzkonzentration von ca. -P5% und damit einer Dichte von 1,084137g/ml
entspricht. Diese Dichte stimmt mit friheren Beobachtengzur Dichte von Exosomen
Uiberein (Raposcet al. 1996) Im Gegensatz zu Flotillinist bei der Verteilung von Galecith
auch eine sehr setache Bande in der BodenfraktioB0% Nycodenzzu erkennen, was fur
einen gewissen Anteil an freiem GaleeBirspricht. Die Hauptmengan Galectin3 findet sich
allerdingsin ahnlichen Fraktionen wie Flotillith wenn auch der Héhepunkt der Verteilung
nicht in den Fraktionen 7 und 8, wie bei Flotilinsondern bei Fraktion 6 und damit leicht zu
einer hoheren Dichte verschoben vorlieges wurde auch die Verteilung von Alix im
Dichtegradienten untersucht, jedoch zeigsich in mehreren Versucheaus unb&annten
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Grinden in keiner der Fraktionen ein Signal fUr dieses Protein (nicht gePaégg)istauch der
Grund, warum auf Flotillli als Kontrolle fir einen gelungenen Flotationsversuch
zuruickgegriffen wurde, obwohl die Signale dieses Proteins vermatlisllem FKS stammen.
Um auszuschlieen, dass Gale@&indurch Ausbildung von Multimeren oder andere
immanente Eigenschaften eine geringere Dichte erhalt und damit im Dichtegradienten flotiert,
wurde rekombinantes Galecti® in 60% Nycodenz geldst und efiialls mit einem linearen
Nycodenzgradienten uberschichtéiach Ultrazentrifugation bei 100.0@0fur 16h zeigt sich,
dass Galecth3 alleine zum grofdten Teil in der Bodenfraktion bei%6MWNycodenz verbleibt
(Abb.4-9 B). Nur ein geringer Anteil des rekombinanten Proteins flotiert, erreicht dabei jedoch
nur die Fraktionen 2 und 3, also eine Dichte von etwa 1,2 g/ml (im Vergleich zuglndl¥ar
die Hauptmenge an Galectid in der exosomalen Fraktion).
Durch die Flotation im Dichtegradienten konnte gezeigt werden, dass GaBedtinden
exosomalen Fraktionen mit Membranen oder membranumschlossenen Strukturen assoziiert
ist. Unklar ist trotz dieses Vershes jedoch, ob Galectivon aul3eran exosomale Strukturen
gebunden ist, oder ob es sichm ideren Lumen befindet. Mit Hilfe eines Proteinase- K
Sensitivitatstest wurde dieser Sachverhalt untersucht Dazu wurden die aus dem
Kulturiberstand gewonnenen Esmmen nach deren Isolatiaru gleichen Teileauf mehrere
Aliguots aufgeteilt und in Aroder Abwesenheit von Triton-X¥00 mit Proteinase K behandelt
(Abb.4-9 C). Als Kontrolle diente zum einen eine Probe nur mit ProteingsarkProt. K d.h.
ohne Exosomen, um auszuschliel3en, dasdVestern BlotAntikdrper mit Proteinen aus der
ProteinaseLdsung reagieren. Desweiteren wurden Exosomen in AbwesewnteiProteinase
inkubiert, um eine Aussage Uber die Ursprungsmenge der Proteine in der exosomalen Fraktion
treffen zu konnen PB$. Wie erwartet finden sich in dieser Fraktion Signale flasd
Markerprotein Alix, aber auch, in Bestatigung der vorherigeneBnisse, fiir Galecti.
Vergleicht man dieses Ergebnis nun mit der Probe, in denen etwaige Membranen durch die
Zugabe des Detergenz Triton1B0 solubilisiert und damit samtliche Proteine fir die
Proteinase zugéanglich wurdeffrrot. K + TX100so zeigt sh, dass sowohl Alix als auch
Galectin3 vollstandig degradiert wurden. Dies spricht fiir eine vollstindige Famditat der
Proteinase Interessantewveise zeigen in Abwesenheit von TritorlG0 Prot.K) Alix und
Galectin3 jedoch eine vollstdndige Resenz gegeniber Proteinase K. Dies keasterart
gedeutet werden, dass beide Proteine komplett in einer membranumschlossenen Struktur
lokalisiert und damit vor der Degradation durch die Proteinase geschitzt sind. Es sei
angemerkt, dass auch Flotilin unter diesen Bedingungen nicht degradiert wird, jedoch ist
dies aufgrund der Beobachtungen in der tritonhaltigen Probe nicht weiter verwunderlich.
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Uber die Polaritat der Sekretion von Exosomen, im speziellen in MBI, liegen bisher
keine Erkenntnisse voin Bezug auf die Sekretion von Galeedinm Allgemeinen konnten
Lindstedt und Kollegen jedoch feststellen, dass dieses Lectin nahezu ausschlie3lich in das
apikale Medium von MDCRellen abgegeben wir(Lindstedtet al. 1993) Wirde Galectir8

uber einen exosomalen Mechanismus sekretiert, so sollte sich eine ahnliche Polaritat in der
Anwesenheit dieses Lectins in der exosomalen Fraktion zeigen. Um zu Uberpnivexfern

dies der Fall ist, wurden Exosomen aus dem basalen und apikalen Medium von -&utd?ET
gewachsenen MDGRellen isoliert und im Immunoblot analysie&lb. 4-9 D). Ahnlich wie in

den Isolationen zuvor,rfden sich weder in den apikal@och in den basolateralen Exosomen
Banden fiur die PDI, was darauf hindeutet, dass die untersuaiesomalen Strukturenicht

durch nekrotische oder apoptotische Prozesse entstanden sind. Wie erwaeigt die aus

dem apikalen Medium isolierte exosoredraktion ein starkes Signal fiir den Exosomenmarker
Alix,wahrend dieses Protein jedoch UberraschenderweisgeinbasolateralerFraktionnur in

sehr geringer Menge zu findeist. Ahnlich verhalt es sich mit Galee8n dasebenfallsin
apikalen, nicht abér in basolateralen Exosomen zu finden ist.

Es ist entsprechend anzunehmen, dass Gak&tusschlielilich in apikalen Exosomen und
nicht in Mikrovesikeln sekretiert wird. Auch befindet sich dieses Lectin im Inneren dieser

Strukturen und ist nicht nur pgrher mit ihnen assoziiert.
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Abb.4-9 Vorkommen von Galectif8 in apikal sekretierten Vesikeln

(A) Aus dem Mediumiberstand von MDC# dllen isolierte Exosomen wurden in @Nycodenz gel¢
und mit einem linearen Nycodenzgradienten Uberschichtet. Nach Ultrazentrifugation wurc
Gradient in Iml-Fraktionen abgenommen, die Fraktionen dann T@Rilt und im Immunblot mi
aGalectin3 (169} und aFlotillinl-Antikdrpern analysiert(B)Wie (A), nur wurde statt der exosoma
Fraktion die Verteilung von rekombinantem Galeeiim Dichtegradienten untersuch{C)Aus MDC}#
Zellen isolierte Exosomen wundeauf drei Aliquots aufgeteilt und wie angegeben mit oder ¢
Proteinase K in Anoder Abwesenheit von Triton-X00 inkubiert. Nur Prot. K Kontrolle ohnt
Exosomen.(D) Exosomen wurden aus dem basalen und apikalen Medium von aufFiRET
gewachsenen MCKZellen prapariert und durch das Western Bl#rfahren mit Antikdrpern gege
Alix, PDI und Galecti® (169) analysiert. Das Signal der basolateralen Exosomenfraktion ist zur b
Sichtbarkeit schwacher Banden zusatzlich verstarkt dargestellt.

Flotl ¢ Flotillin-1, Gal3¢ Galectin3, PDI¢ Proteindisulfidisomerase, Prot. & Proteinase K, TX10f
Triton X100
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4.2.2  Freisetzung von Galectii aus Exosomen

Um ihre biologische Aktivitat im Extrazellularraum bzw. im Lumen von Endosomen entfalten zu
konnen, missen Proteine, die im Lumen von Exosomen sekretiert werden, nach deren
Freisetzung aus der Zelle zun&chst die Exosomen verlassenviéli diskutierte Moglichkeit

Uber den Ablauf dieser Freisetzungt das Auseinanderbrechen ddfxosomenmembrgn
woraufhin deren Inhalt in die Umwelt abgegeben wirHlin solches Auseinanderbrechen
konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass es sich bei den Exosomen j@egsum instabile
Strukturen handelt, die sich unter physiologischen Bedingungen im Laufe der Zeit ohne
weiteres Zutun auflésen. Um diese Hypothese zu dberprifen, wurden aus dem
Zellkulturiberstand von MDQAKZellen isolierte Exosomen auf mehrere Aliquatfgeteilt, fir
unterschiedlich lang&eiten bei 37C inkubiert und dann einem Proteinasé’iotektiorstest
unterzogen AQAbb. 4-10 A). Auch hier ist eine Kontamination mit apoptotischen oder
nekrotischen Vesikeln auszuschlieen, kkin PDiSignal in deneinzelnen Aliquots zu
beobachtenist. Vergleicht man nun die Intensitaten der Alind der Galecti¥8-Banden mit

der jeweiligen unbehandelten Probelfne Prot. i so stellt man fest, dass sich diese tbeh24
nicht verringern, die Proteine scheinen iradbachteten Zeitraum also nicht zuganglich fur die
Proteinase gewesen zu sein. Eine Inagtiung der Proteinase ist dabauszuschlie3en, da
nach Zugabe des Detergenz Tritod00 zu den Proben, die 2dbei 37°C inkubiert wurden,

Alix und Galecti3 volstandig degradiert wurden.

Neben einer verlangerten Inkubation bei 32 wére es auch denkbar, dass ein niedriger pH die
Stabilitat der Exosomen negativ beeinflussen konnte. Ahnliches wurde bereits fur Mikrovesikel
von Tarabolettiet al. postuliert (Tarabolettiet al. 2006) Um zu testen, ob dieser Sachverhalt
auch auf von MDCKellen seketierte Exosomen zutrifft, wurde der Versuchsansatz vor der
Ultrazentrifugation der Exosomen auf zwei gleichméaRige Aliquots aufgeteilt und diese nach
dem Pelletieren dann in PBS++ pH 7,4 bzw. 6,0 resuspendiert und einem
Proteinaseprotektionstest unterzoge Wie inAbb. 4-10 B dargestellf scheint der pHNert
jedoch keinen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt der Exosomen zu besitzen, da sich
weder die Intensitaten der Alix noch die der Galecti8-Banden zwischen den einzelnen-pH
Werten bedeutsam unterscheiden. Auch hier ist eine Inaktivierung der Proteinase K
(insbesondere durch den sauren {ert) ausgeschlossen, wie die vollstandig degradierten

Banden nach Behandlung mit Tritorl B0 zeigen.
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A
hne 24 h
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Y prpe O 2W 280 g
e S G — — aAlix
emamTn aPDI
P .
B Exosomen
Lysat pH 7.4 pH 6,0
Prot. K Prot. K
Prot.K +TX100 Prot.K +TX100
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Abb.4-10 Freisetzung von Galectii aus Exosomen

(A) Exosomen wurden aus dem Medium von MEX&Hen isoliert, die fiur sieben Tage aufcif
Kulturschalenkultiviert wurden. Die isolierten Exosomen wurden gleichméaRig auf verschi
Aliquots verteilt und fur die angegebenen Zeiten bei°@B7 inkubiert. Anschlielend wurde
Proteinase KProtektionsversuch durchgefiihr(B) Nach dem Ankonzentrieren der Exosen wurder
diese gleichmaRig auf zwei Polyallomerreaktionsgefaf3e verteilt und bei 109.@@lletiert. Dir
Exosomen wurden dann in PBS++ pH 7,4 bzw. pH 6,0 resuspendiert und anschliel3e
Proteinasek-Behandlung unterzogen. Die exosomalen Fraktiomem Galectin3 wurden zur besser
Sichtbarkeit im Vergleich zum Lysat verstarkt dargestellt. Bei den bandenahnlichen Signalen t
und aPDI in der rechten Spur handelt es sich nicht um echte Banden, sondern um unsp
Hintergrundsignale.

Ohne Prot. K¢ Ansatz ohne Proteinase; Prot. & Proteinase K, TX10Q Triton %100, PDIc
Proteindisulfidisomerase, Gat3Galectin3
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4.2.3  Galectin3 kolokalisiert mit Komponenten des ESCRT

Mit den vorangegangean Experimenten konnte gezeigt werden, dass Galegtinnerhalb

von Strukturen in das apikale Medium von MREXCHlen sekretiert wird, deren Charakteristik
der von Exosomen entsprictBei den Exosomen handelt es sich um die intraluminalen Vesikel
(ILVs) muivesikularer Korperchen(MVKs) die durch Fusion dieser endosomalen
Kompartimente mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Da die ILVs durch die Wirkung
der verschiedenen ESCREsdosomal sorting complex required for transpoentstehen,
sollte nun Ubeprift werden inwiefern diese Proteinkomplexe an der exosomalen Sekretion
von Galectif3 beteiligt sind. Hierzu wurden in einem ersten Schritt €&8llenmit Galectin
3-DsRed und verschiedenen Konstrukten fir ES@&Kerproteine kotransfiziert und ihre
Kolokalisation studiertAbb.4-11). Betrachtet man zunachst die Lokalisatioon Tsg10iGFR

einer Komponente des ESCRT |, die Uber Interaktion mRi® Hie Rekrutierung dieses
Komplexes an die Endosomenmembran bewerksteliigt,CO&Zellen, so zeigt sich eine
erwartungsgemale Verteilung dieses Proteins Uberwiegend in punktférmigen, d.h.
mutmalfilich endosomaletrukturen, mit einem gewissen Anteil artagolisch lokalisiertem
Tsgl10iGFP. Ahnlich verhélt es sich mit Gale@tidsRed, das jedoch zusétzlich zu seiner
zytosolischen und vesikularen Verteilung noch im Kern vorzufindefilibt4-11 A). Vergleicht

man nun die Lokalisati@m von Galectif3-DsRedund Tsg10iGFPmiteinander, so zeigt sich

ein hoher Grad an Kolokalisation (Pfeile). Hierbei ist anzumerkend@asssikularen Tsgl101
GFPStruktuen in sehr hohem Mafie auch GaleeBiDsReepositiv sind, wahrend im
Gegensatz dazuler Grof3teil des vesikularen Galee8DsRed nicht mit Tsgl@3FP
kolokalisiert. Neben der Untersuchung der Kolokalisation von GalefdsRed mit ESCRT
Komponenten im ahezu unveranderten Grundzustand, wie es im Vergleich zur T<gEB1
Lokalisation geschehen ist, wurde anschlieBend analydiastiefern Galectir3-DsRedmit
multivesikularen Korperchen kolokalisiert, in denen die Biogenese von ILVs durch Block der
ESCRTsingeschréankt ist. Dies ist moglich durch die Nutzung dominagativer Mutanten

der AAAATPase Vpsda, die in der MBIKgenese essentiell fir die Trennung der einzelnen
ESCRKomponenten am Ende des Prozesses ist. Verwendet wurden hierbei die-Vps4a
Mutanten K173Q und E228Q, die defizient in der ATaseung bzw-Hydrolyse singBishop

und Woodman 2000)Abb. 4-11 B + C zeigen die Verteilung von VpsdgpztaK173Q und
Vps4aE228QGFP in CGZellen im Vergleich zu GalecBmDsRed. Fur Vps4aFP findet sich
hierbei eine Uberwiegend zytosolische Verteilung, jedoch ist dieses Protein auch in grof3en,
vesikularen Strukturen zu finden, die zusatzlich Gal&fdsReebositiv sind. Dies scheint

bereits einen leichten Phanotyp durch die Uberexpression déps4awildtyp-Proteins
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anzudeuten, daGalectin3-DsRed in einfactransfizierten Zellerselten in Strukturen dieser
GroRRe zu finden ist (vergleich&bb. 4-11 B, obere Zeile)Dieser Phénotymscheint inCOS
Zellen, die mit den Vps4dutanten transfiziert wurden, noch weit stérker ausgepragt zu sein.
Weder fir dieK173QMutante, noch fir die E228@®lutante ist zytosolische Fluoreszenz zu
erkennen, diese konzentriert sich vielmehr auf grof3e aberrante Strukturen, deren Lumen zum
Teil frei von GFP ist. Sowohl Vp$de/3QGFP als auch im Besonderen VpE228QGFP sind
hierbei in den aberranten Strukturen mit Galec8fDsRed kolokalisiert. Um diesen
Sachverhalt zu verdeutlichensind in Abb. 4-11 C vergroRerte Detiufnahmen der
Kolokalisationsstudie von GalecttiDsRed mit Vps4B228QGFP dargestellt. Hierbei ist
deutlich zu erkennen, dass Gaiee3-DsRed groRtenteils am Rande dieser Struktur und nur in
sehr geringem Maf3e im Inneren zu finden ist.Alob. 4-11 C1 sind zudem moglicherweise
Galectin3-DsReepositive ILVs zu erkennen, deren Abschnirung durch die Verwendung der
dominantnegativen Mutante inhibierist (Pfeile).

Fasst man die Ergebnisse dieser beiden Experimente zusammen, so kann man feststellen, dass
Galectin3 mit Komponenten des ESCH&jstems kolokalisiert und weiterhin, dass die

Inhibition der MVKBiogenese zu einer aberranten Verteilung @alectin3-DsRed fuhrt.

Abb.4-11 Kolokalisation von Galecti#8-DsRed mit ESCHRIomponenten

COSsr-Zellen wurden wie angegeben mit Konstrukten fir Gale8tibsRed und fiir Komponenten ¢
ESCRB®ystems transfiziert. 48 nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und fir die Mikrosk
vorbereitet. Die mikroskopische Analyse der Préaparate edofgit Hilfe des KLSMA) Kotransfektior
von Galectin3-DsRed (Gal®sRed) und Tsgl@FP. Pfeile markieren kolokalisierte Vesikel. Mal3g
20 pm. (B) Transfektion von Galecti&-DsRed (GaiBsRed) alleine oder kotransfiziert mit Vps@&F
Vps4aK173QGFP bzw. Vps4a228QGFP. Maf3stalh 20 um. (C) Detailaufnahmen der Kotransfekti
von Galectifi3-DsRed (Gal®sRed) und Vps4a228QGFP. Die in der linken Spalte markie
Bildausschnitte (1,2) sind rechts vergrof3ert dargestellt. Pfeile markieren llevsicd mutmaflich i
Prozess der Abschniirung befinden. MaRst&® um.
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Tsg101-GFP Gal3-DsRed

Abb.4-11 Kolokalisation von Galect#3-DsRed mit ESCHRIomponenten
(Legende auf vorheriger Seite)
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424 Einfluss de ESCRInhibition auf exosomales Galecti

Eine Kolokalisation, wie sie durch die Kotransfektion von Gaidatimd ESCRIomponenten
gezeigt werden konnte, ist bereits ein guter Hinweis auf eine Beteiligung der ESCRTSs in der
Sekretion von Galectis. Um gdoch nachweisen zu kdnnen, dass Gale8ttatsachlich tber
einen exosomalen Weg sekretiert wird, misste eine Verringerung der Menge an Galactin
den exosomalen Fraktionen nach Block der MBit¥genese messbar sein. Dgdlte durchdie
Inhibition desESCR®ystems entweder durch Expression von VES228QGFP(Abb. 4-12)

oder durchknock downvon TsglOl(Abb. 4-13) untersucht werden Da der Versuch eine
Vps4aE228QGFP konstitutiv exprimierende MDZKlllinie zu generieren fehlschlug
moglicherweise aufgrund einer letalen Wirkung dieses Profeirn es tber einen langeren
Zeitraum exprimiert wird; wurde eine stabile Zelllinie generiert, in der das VpE228QGFP

Gen unter der Kontrolle eines induzierbaren Promoters stand (MDCK[34aE228QGFP).
Abb. 4-12 A-C zeigtden Verlauf der Expression von Vp&228QGFP nach Induktion mit
Mifepriston. Zunachst wurde hierbei fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ab welchem
Zeitpunkt GFHFluoreszendetektierbar ist und welchen (moéglicherweise schadlichen) Einfluss
die Expression dieser dominanggativen Mutanten auf die Morphologie der MDZ#&llenhat

(Abb. 4-12 A). Hierbei zeigt sich, dass etwdn sachBeginn derinduktion erste vesikulare
Strukturen im Inneren der MDGZellen auftauchen. Die Fluoreszenzintensitat steigt zum
Zeitpunkt 8h weiterhin an, bei diesem Zeitwert sind auch zum ersten Mal gr63ere, aberrante
Strukturen zu beobachten, die in ihrer Morphologienen &hneln, wie sie iAbb.4-11in COS
Zellen beobachtet erden konnten. An diesem Zeitpunkt zeigen M®CKZellen noch ihre
typische hexaedrischeForm, im Gegensatz dazuedinnen sie 1@ nach Induktioneine
verlangerte, fibroblaster@ihnliche Form anzunehmen. Weiterhin ist vermehrt auch eine diffuse
Verteilung der GFPluoreszenz aufRerhalb der zuvor beobachteten Strukturen Uber die
gesamte Zelle veilt zu beobachten. Dieser Trend verstarkt sich zum néchsten Zeitwert noch,
so dass 24 nach Induktion ein Grof3teil der Zellen keine hexaedrische Struktur mehr, daftr
aber eine ausgepragte Verteilung von GFP Uber die gesamte Zelle aufweiterhin snd
zahlreiche Zellfragmente und/oder Membraneinschliisse sichtbar, die auf ein Absterben der
Zellen durch Nekrose oder Apoptose schlieRen lassEme Bestdtigung fir die
fluoreszenzmikroskopischeAnalysen ergibt sich aus der biochemischen Untersuchung der
Menge an Vps4&228QGFP im Lysat der stabilen Zelllinie nach Induktion mit Mifepriston
(Abb.4-12 B). Hier zeigt sich jedodiereits nach h eine sbwache Vps4&228QGFPBande,

was vermutlich auf eine hohere Sensitivitit des Western Blots ge{jber der

fluoreszenzmikroskopischefinalyse von GFRuriickzdlihren ist. Die Intensitat dieser Bande
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steigt bis 1éh nach Induktion stetig an und erreicht daitrmen Hohepunkt (vergleiche auch die
Quantifizierung inAbb. 4-12 C). 24nh nachBeginn dernduktion nimmt die Menge an Vps4a
E228QGFP wieder ab, wamdglicherweise auf den Tod und das Abldsen nekrotischer bzw.
apoptotischer Zellen zurtickzufiihren isufgrund der hier gemachten Beobachtungen wurden
die Bedingungen fir die Exosomenisolation so gewahlt, dhess Versuchszeitraum I8
maglichst nicht Ubershreitet, da nach diesem Zeitpunkt toxische Effekte durch die \Vpsda
E228QGFPEXxpressiorzu erwarten warenEntsprechend wurden die MDCK|$ps4aE228Q
GFP mit Mifepriston fur b induziert, dann gewaschen und schliel3lich mit exosomenfreiem
Medium fir 6h inkubiert um daraus die Exosomen zu isolieren. Als Kontrolle wurden-nicht
induzierte MDCK|Swps4aE228QGFPZellen verwendet. Wid\bb. 4-12 D zeigt, ist bereits
diese kurze Induktionszeit ausreichenaim eine starke Expression von Vps&R8QGFP
auszulésen §GFP. Uberraschenderweise scheint die Expression dieser domimagitiven
Vps4aMutante jedoch keinerlei negativen Effekt auf die Anwesenhest Bgosomenmarkers
Alix oder der von Galecti in den exosomalen Fraktionen zu habéiblf. 4-12 D). Vielmehr
scheintsich die relative Menge an exosohsekretiertem Galecti#8 sogar leicht zu erhdhen,
wie die Quantifizierung i\bb.4-12 E andeutet. Gleichzeitig sind die exosomalen Fraktionen
jedoch frei von der PDI, was gegen eine unspezifische Freisetzung von Proteinen in die
exosomale Fraktionen sprichWeiterhin fallt auf dassdie Menge an Alix im Lysat der
induzierten MDCK|SwWps4aE228QGFPZellen drastisch niedriger ist als in den nicht
induZerten Kontrollzellen. Eine offensichtliche Erklarung dieses Effidgs allerdings nicht

vor.

Abb.4-12 Einfluss von Vps4&228QGFP auf die exosomale Sekretion von Gale@in

(A) MDCK|SwVps4aE228QGFPRZellen wurden fir die angegebenen Zeitwerte mifepristonhaltigen
Medium inkubiert, dann fixiert und fur die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Die Analys
Praparate erfolgte mit Hilfe des KLSM, Laserintensitat und SensitivitaPlle®multiplierswurden
hierbei konstant gehalterZzahlen geben die Zeit in Stunden &alsab ¢ 20 um. (B) Inkubation wie il
(A), jedoch wurden die Zellen anschlieRend lysiertl yoer Immunoblot mit Hilfe des aGFP -8}
Antikorpers analysiert(C) Densitometrische Bestimmung der Expression in (B).MDCK|SwV/ps4a
E228QGFPZellen wurden fir h mit oder ohne 10\M Mifepriston inkubiert, anschlieBend gewascl
und fur 6h mit eosomenfreien Medium inkubiert. Exosomen wurden aus diesem Medium isolie
mittels Western Blot mit Antikérpern gegen Alix, PDI und Gal&{({h69) analysiert, als Ladekontr
diente das Lysat jeweils einer tfKulturschale der Exosomenisolatioriefes Lysat wurde gleichze
auch fur die Kontrolle der Vps4s228QGFPExpression mit Hilfe des aGFP -§3Antikodrpers
verwendet. MP¢ Mifepriston. (E) Quantifizierung von (D), dargestellt sind MittelweriStandardfehle
der relativen Galecti3-Mengein Exosomen bezogen auf das Lysat.qWHfepriston.
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Abb.4-12 Einfluss von Vps4&228QGFP auf die exosomale Sekretion von Gale@in
(Legende siehe vorherige Seite)
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Da aufgrund der gegenwartidoeschrankten Mdglichkeiteneine fehlende Sekretion von
Exosomen nachzuweisemicht sichergestellt werden konnte, dass Vp&R28QGFP
tatsachlich die in der Literatur beschriebene Wirkung als dominagative Mutante in
MDCHKZellen erfillt, sollten digergebnisse der vorangegangenen Ergebnisse mit Hilfe eines
SiRNAnock dowrExperiments uberprift werden. Als Ziel fur demock downwurde Tsg101
gewahlt, da es ein zentrales Protein des ES®Riems darstellt, gleichzeitig jedoghim
Gegensatz zu vieleanderen ESCHAroteinen¢ nur ein SaugetieHomolog eistiert. Doch
selbst durch zweifache Transfektiomt zwei verschiedenen siRNAs konnte die Proteinmenge
von Tsgl0lim Lysat TsglOisiRNAtransfizierter MDCKellen im Vergleich zu Luciferase
siRNAtransfizierter ZellenKontrolksiRNA)ediglich um 146+ 11 % reduziert werden(Abb.
4-13 A + B). Von einem effizientdamock downist entsprechend nichauszugehen. Mégliche
Fehler durch ungleichméRige Beladung der -BBGE sind hierbei auszuschlieBen, da die
aSy3asS |y h ¢ dzosiENA ynd BuyiferabaiRNmtransfizierten Zdén gleich ist.
Anzumerken ware jedoghdass sich vor Beginn der Exosorselation im Zellkulturiberstand
der Tsgl0&Knock dowrZellen sehr viele abgeloste, d.h. mutmafilich tote Zefamden,
wahrend dies bei den KontrollzellefiuciferasesiRNA)nicht der Fall war (nicht gezeigt).
Ubergreifend mit den Ergebnissen afibb. 4-12 deutet dies darauf hindass die ESCRTS in
MDCKZellen essentielle Funktionen erfillen und die Inhibition der Funktion dieser
Proteinkomplexe me letale Wirkung verursachDurch Elimination detransfizierten Zellen
durch das Waschen beim Erstellen des Lysats wirde dies zusatzlich zu einem geringeren
beobachteten knock downfuhren, alsdem tatséchlich vorliegendenUngeachtet dieser
Vermutung sheint jedoch auch der vorliegende &auRRerst mildeock downvon Tsgl01
keinerlei negativen Effekt auf die Prasenz von sowohl Alix als auch Galeitirden
exosomalen Fraktionen auszulos@bb.4-13 C) Ahnlich wie irtMDCK|Sw\V/ps4aE228GQGFP
Zellen scheint auch departielle knock downvielmehr einen leichten Anstieg der relativen
Menge an Galecti3 in der exosomalen Fraktion zu bewirk@bb.4-13 D). Die Abwesenheit
der PDI in den Exosomen zeigt wiederum an, dass eine Kontamination durch vesikulare
Strukturen, die durch nekrotische oder apoptmihe Zellen entstehen kénnten
ausgeschlossen ist.

Zusammenfassend kandementsprechendgesagt werden dass die Inhibition der ESGRT
Funktionen, entweder durch Expression der dominaagiativen Mutante Vps4&228Q oder
durch knock downvon TsglOlnicht den erwarteten negativen Effekt auf die exosomale

Sekretion von Galectii zeigt. Vielmehr ist auch unklar, ob ein Block der Exosomenbiogenese
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Uberhaupt stattfindet, da auch die Menge des exosomalen Markers Alix durch die beiden

Behandlungen nichterringert wird.

A C
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Abb.4-13 Effekt des TsglG8Knock downsauf die exosomale Sekretion von Galectih

MDCHKzZellen, in je 3 1@8m-Kulturschalen kultiviert, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tage
siRNA gegen Tsgl01 bzw. Luciferase (Kontrolle) transfiziert. Zwei Tage darauf wurden d
gewaschen und 0.N. mit exosomenfreien Medium inkubiert; aiesei wurden anschlieend
Exosomen isoliert. Zur Uberpriifung défnock dowrEffizienz sowie als Ladekontrolle fiir

Exosomenpraparation wurden die MDEHKllen in Lysispuffer abgeschabt, zusammengefihrt
anschlieRend lysiert. Exosomen und Lysatdear mittels Western Blot analysiettA) Uberpriifung de
Knock dowrEffizienz mit Hilfe von aTsgldzy R | h aikodzéri Mucg Luciferase, Tsg Tsg101
(B) Quantifizierung von (A), dargestellt sind Mittelwett Standardfehler der Proteinmengen uhen
Tsgl0iKnock dowrZellen bezogen auf die Kontrollzellen (Luciferseck dowip (C) Vergleich de
Exosomenpréparationen aus Kontrollzellen (Lucifet@seck dowh mit Tsg10d&Knock dowrZellen mi
Hilfe von Antikdérpern gegen Alix, PDI und Gale8tif169). Luci¢ Luciferase, Tsg Tsgl01.(D)
Quantifizierung von (C), dargestellt sind MittelwerStandardfehler der Galecti&Menge in Exosome
bezogen auf das Lysat.

4.2.5  Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Gale€din

Bereits die Ergebnisse ausbb. 4-8 deuten darauf hin, dass Galectnicht als Teil von
Mikrovesikeln in den Erazellularraum abgegeben wirddm diese Mdglichkeit jedoch defiini

auszuschlieBen, wurde untersucht, inwiefern die Gale8tifopulation in der exosomalen

Fraktion durch die Inhibition der Mikrovesikelbildung beeinflusst werden kann. Basierend auf

der Grundannahme, dass alle bekanntbtembrane blebbindProzesse, inkkive derer in
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Apoptose und Nekrose, auf der Umgestaltung des kortikalen Aktins beruhen und dass diese
Vorgénge entscheidend von der kleinen GTPase Rho und ihrem regulierenden Faktor,-der Rho
Kinase (Rock), abhangen, ist eine Inhibition der Mikrovesiketigldlurch Verwendung des
RockInhibitors (Rockl)-27632 moglici{Seelenmeyeret al. 2008)

MDCKZellen wurden, nachdem sie sieben Tage auf je vieentBulturschalen gewachsen
waren, gewaschen und and@fRend U.N. mit exosomenfreienMedium in An oder
Abwesenheit von90uM Rockl inkubiert. Aus diesem Medium wurden schlielich die
Exosomen isoliertWie Abb. 4-14 A zeigt, findet sich weder in den Exosomen der behandelten
noch n denen der unbehandelten Zellen PDI, was fiir die Sauberkeit der
Exosomenaufreinigung spricht. Im Gegensatz dazu enthalten beide Fraktionen jedoch das
exosomale Markerprotein Alix. Dies zeigt, dass die Behandlung mit Rockl nicht zu einem
grundsatzlichen Btk in der Ausbildung der Exosomen flihrt. Auffallenderweise unterscheidet
sich jedoch auch die Menge an Gale@im den Exosomen Rodithandelter Zellen nicht von

der in den Exosomen unbehandelter Zellen. Entsprechend zeigt auch die densitometrische
Quantifizierung der Galecti3-Menge in Exosomen bezogen auf die Gesamtexpression im
Lysat keinen signifikanten Unterschied zwischen unbehandelter und behandelter Pdolbe (
4-14 B). Von einem Einfluss der Mikrovesikelbildung auf die exosomale Sekretion von

Galectin3 kanndementsprechend nicht ausgegangen werden.

A B
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- - -
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” ' aGal3

g 0.0-
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Maock Rockl

Abb.4-14 Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Galeedin

(A) Fiur sieben Tage kultivierte MDCKZdllen wurden gewaschen und 0.N. mit exosomenfr
Medium in An oder Abwesenheitvon 90uM Rocklinkubiert. Aus diesem Medium wurden |
Exosomen isoliert und mittels Western Bldhalyse mit Antikdrpern gegen Alix, PDI und Galed
(169) auf die Anwesenheit der entsprechenden Proteine untersucht. Als Ladekontralie yeweil:
eine der verwendeten 106m-Kulturschalen lysiert und ebenfalls fir die Immunblotanalyse vorber
(B)Quantifizierung von (A), dargestellt sind MittelwettStandardfehler der Menge an Galec8nin
Exosomen bezogen auf die Menge im Lysé&. ddatistische Analyse erfolgte durch einen gepae
t-Test.
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4.2.6  Einfluss der Autophagie auf exosomales Gale€din

Durch kirzlich veréffentlichte Studien v@uran bzw. Manjithaya und Kollegen konnteRn
pastoris und D. discoideumein unkonventioneller Sekretionsmechanismus identifiziert
werden, der auf der Ausbildung von Autophagosomen be(bDhiranet al. 2010; Manjithaya

et al. 2010) Duranet al. gingen weiterhin von einer Beteiligumgultivesikularer Korperchen

an diesem Prozess aus. Da auch Gal&#me Kolokasiation mit Komponenten des ESCRT
Systems, d.h. indirekt mit MVKSs, zeigt, sollte zusatzlich Gberprift werden, ob und in welchem
Mal3e die Autophagie eine Rolle in der exosomalen Sekretion von GeBestiielt. In einem
ersten Schritt wurde hierzu zunédchsedAssoziation von GalectBiYFP mit endogenem LC3,
einem Markerprotein fur Autophagosomen, in transient transfizierten €@8llen tberpruft

(Abb. 4-15 A). Die LCFarbung erstreckt sich in diesen Zellen Uber zahlreiche kleinere
vesikulare Strukturen in der Peripherie, aber auch auf einige gréRere Strukturen, die kernnah
zu finden sind. Insbesondere in diesen Strukturen kolokalisiert endogenes tuC&ak mit
exogenem Galecti3-YFP (Pfeile). Auch in MDZ#&len befindet sich LC3 in vesikularen
Strukturen, im Gegensatz zur Verteilung in &8Ben finden sich jedoch keine gréf3eren
Strukturen Abb. 4-15 B), velmehr prasentiert sich die L&rbung als eine homogene
Population relativ kleiner Vesikel. Ahnlich verhalt es sich mit der Farbung von endogenem
Galectin3, dass jedoch auch in einigen Beien Strukturen vorzufinden ist. Der Grad der
Kolokalisation zwischen GalecBnund LC3 ist bedeutend niedriger als in &€8en, jedoch
immer nochdeutlich wahrnehmbarwie in den Detailaufnahmegezeigt(Pfeile).

Nur aufgrund der Kolokalisationsstudiezwischen LC3 und GaleeBinlasst sich eine
Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Sekretion von Gakgtioht hinreichend
nachweisen. Daher wurde der Einfluss der Inhibition bzw. Stimulation der Autophagie auf die
Menge an Galecti in der exgaomalen Fraktion untersuchfAbb.4-15 C). Hierzu wurden die
Exosomen im Zellkulturiberstand von MBBHlen G.N. in Medium mit undhne 10mM
3-Methyladenin bzw.in EBSS gesammel§-Methyladenin inhibiert hierbei die Autophagie,
EBSS sorgt durdkminoséure und Serumdeprivatiofiir eine StimulationHendilet al. 1990)

Wie zu erwartenbefindet sich in den verschiedenen exosomalen Fraktionerek&l, was fir

die Sauberkeit der Exosomenlation spricht. Auch verandert sich die Menge an Alix in den
Exosomen weder durch Inhibitior8-MA) noch durch StimulationEBSHS der Autophagie
entscheidend. Uberraschenderweise steigt jedoch die Menge an GaBatimien Exosomen
3-Methyladeninbehancelter MDCKZellen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Wie die
densitometrische Quantifizierung iAbb. 4-15 D zeigt, handelt es sich hierbei um einen

statistisch signifikantenAnstieg Erklarbar ware dieser Anstieg durch die moéglicherweise
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verringerte autophagosomal®egradation von Galecti8. Auch in EBS&handelten Zellen
scheint die Menge an Galecthin den Exosomen zuzunehmen, jedochlsgthdieser Effekt
alsstatistischnicht signifikant heraus.

Insgesamt gesehen liel3 sich eine Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Seéretion

Galectin3 nicht nachweisen.

Abb.4-15 Einfluss defAutophagie auf die exosomale Sekretion von Galeedin

(A) COSsr-Zellen wurden 4& nach Transfektion mit GalectBYFP fixiert und permeabilisie
anschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit aLC3/Alexa546 durchgefiihrt. Die Ana
Préaparate efolgte mit dem KLSM, Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen.-®BR, Galectin3-YFF
Ab46¢ Alexab546. MalRstah 20 um. (B) Immunfluoreszenzfarbung vollstandig polarisierter MEXeKer
mit alLC3/Alexa488 und aGalee8n (3/38)/Alexa647. Gal Galetin-3. Maf3stab ¢ 20pm (C
Exosomenisolation aus unbehandelten (MOCK)mM 3-Methyladenin (3MA) und EBSS (EB¢
behandelten MDCKellen. Pelletierte Exosomen und Lysat wurden jeweils fiir die WesterAB&by s
vorbereitet und mit Antikdrpern gegen i) PDI und Galecti analysiert(D) Quantifizierung von (C
dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte anhand
einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem TuRnstTest (*p<0,05).
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Abb. 4-15 Einfluss defAutophagie auf die exosomale Sekretion von Galeedin
(Legende siehe vorherige Seite)
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4.2.7 Die late domain in Galectin3 ist nicht essentiell fir die exosomale

Sekretion

Neben der Frage, Uber welchen unkonventionellen Sekretionsweg Gabeelurs der Zelle
ausgeschleust wird, ist es auch sehr interessant herauszufinden, welche Signale fur diesen
Export verantwortlich sind und auf wile Weise sie diesen Prozess bewerkstelligen. Zu dieser
Problematik konnte eine in C&Zellen durchgefiihrte Studieu derErkenntnis beitragen, dass
eine Sequenz aus acht Aminosauren ifTéMminus von Galectil essentiell, aber nicht
ausreichend fur die Sekretion einer chiméaren, lipidverankerten Form von Hafatectin3

ist (Mehul und Hughes 1997Fihrt man nun einen Abgleich der Aminosauresequenz von
HamsterGalectin3 mit den Sequenzen aldensch, Hund, KanincheRatte und Mausmit

Hilfe des Programms ClustalW@urch und tragt nach der Identifikation der oben
beschriebenen Sequenz in den verschiedenen Organismen diese mit Hilfe des Programms
GENIO/Igo auf (Abb. 4-16 A), so erkennt man zunéchst, dass dieser Sequenzabschnitt
zwischen den einzelnen Organismsehr stark konserviert isuffallend isinsbesondere das
Motiv PSAP, da es mit der dée domainbezeichneten Sequenz P(S/T)ARlen Proteinen
verschiedener ummantelter Viren ubereinstimmt, von denen bekannt ist, das ihre
Abschniirung ESCRIbhangig verlauft. In diesen Viren ist déde domain fir die Interaktion

mit Tsg101 und damit fir die Rekrutierung der ESCRTs verantw@@lhem und Lamb 2008)

Die Existenz einer solchéate doman in der Sequengon Galectir3 wiirde sehstark fiir eine
ESCRa&bhangige Sekretion von Galecti sprechen. In diesem Fall wirde Gale&in
vermutlich direkt mit Tsg101 interagieren und auf diese Weise in die intraluminalen Vesikel der
MVKs einsortiert waden. Tatsachlich coprazipitiert Tsgl01 aber weder mit GalSctaus
MDCHKzZellen, wenn dieses mit aGalee8rAntikérpern prazipitiert wurdegGal3, noch wenn

die Prazipitation mit Lactosylsepharosebeads, d.h. Uber die Zuckerbindung erfagi:; fer
N-Terminus entsprechend fur Interaktionen vollstandig zur Verfligung stehen misbte (
4-16 B). Umgekehrt scheint Galectthzwar mit Tsg101 zu cogigitieren @Tsg, jedoch stellt

sich im Vergleich zur Negativkontroliehe), der kein Antikbrper zugegeben wurde, heraus,
dass es sich hierbei vermutlich nur um eine unspezifische Bindung von Galeutirdie
verwendeten ProteimA-Sepharosebeads handel Zur Uberpriifung derBedeutung der
mutmalllichenlate domainfir die Sekretion von Galect® wurde mit Hilfe derOverlap
extensioAPCR die Aminosauresequenz PSAT in humanem GaeniidSAA mutiert (PSAT ist
eine natirlich vorkommende Variation der FS®equenz in humanem Galec) und mit

einem V5Motiv fusioniert um die spezifische Detektion mit aMmtikorpern zu ermdglichen.
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In einem ersten Schritt wurde dieses Konstrukt, ebenso wie Galggiit)-V5, GalectirB-
R186Sv5 und Galecti#3-n bV5 (Dettion des gesamten Nerminus) mit TsglODsRedin
CO&Zellencatransfiziert und nach anschlielender Immunfarbung gegen V5 die Kolokalisation
mit diesem ESCHProtein untersucht Abb. 4-16 C). Hierist zunachst festzuhalten, dass sich

die verschiedenen Mutanten, mit Ausnahme von Gale8tn bV5 (siehe auclAbb. 4-17),

nicht essentiell in ihrer subzellularen Lokalisation unterscheiden. In jedem Fall zeigt sich eine
Farbung der Proteine im Kern sowie in vesikularen Strukturen unterschiedlicher GréRRe. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aAlsb. 4-11 zeigt GalectirB(wt)-V5 eine sehr starke
Kolokalisation mit Tsg1l0Gal3(wt) Pfeile). Uberraschenderweise ist dies jedoch auch fiir die
ASAAMutante (Gal3ASAA und die Nterminaldeletierte Mutante Gal3n b der Fall (Pfeile).
Erwartungsgemal andert auch die Mutation der Zuckerbindedoméane die Kolokalisation mit
Tsgl0iDsRedicht (Gal3R186SPfeile). Zur Galecti®-a dzii I y (isBanzurberken, dass die
Transfektionseffizienz dieses Proteins weitaus niedriger war, als die des Wildtyps und der
Ubrigen Mutanten, ahnlich verhielt es sich mit der Expressionsstarke in den transfizierten
Zellen. Zudem war die iAbb.4-16 C gezeigte Verteilung von GaleeBm bV5 in COZellen

eher die Ausnahme, viel Ofter zeigch eine Verteilung dieses Proteinms langlichen,
fadenformigen Strukturerdie sehr stark aeine mitochondriale Lokalisation denkeefl (Abb.

4-17 A, mittlere Spalte). Tatsachlich zeigt ein Vergleich mit mitochontbiadlisiertem DsRed
(Mito-DsRed}ine fast vollstandige Uberlappung in diesen Struktu(Brfeile) Analysiert man

die Sequenzenles Wildtyps von Galect® und von Galecti3n b YA G | At ¥S RSa
TargetP so zeigt sich, dass der Wildtyp nur mit sehr geringer WahrscHagitliaine
mitochondriale (mTH oder eine ERSignalsequentSP enthalt (Abb. 4-17 B). Im Gegensatz
dazu ist die Wahrscheinlichkeit fur die Existenz einer mitochondrialen Signalsequenz in
Galectin3Bnb RSdzif AOK KI KSNJ 6nXoon 1Tdz nXatyouo
Vorhandensein einer ERignalsequenz ist erhdht, jedoch nicht gieichen Mal3e (0,187 zu

0,066) wie fur eine mitochondriale Signalsequenz.
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Abb.4-16 Analyse deldate domainin Galectin3
(Legende siehe naste Seite)
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