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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Epitheliale Zellen sind charakterisiert durch eine morphologische und funktionelle Unterteilung
ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterale Domane, welche durch einen hoch-
spezifischen, polarisierten Sortiervorgang von Lipiden und Proteinen aufrechterhalten wird. Im
apikalen Transport kann die Vielzahl verschiedener Transportwege aufgrund der Affinitat der
darin transportierten Proteine zu lipid rafts in einen raft-abhangigen und einen raft-
unabhéangigen Transport untergliedert werden. Die Trennung der beiden Transportwege in
einem Post-Golgi-Kompartiment beruht auf der Ausbildung hochmolekularer Cluster,
vermittelt durch das galactosebindende Lectin Galectin-3.

Die Bedeutung von Galectin-3 in der apikalen Sortierung von Nicht-raft-Glykoproteinen ist eine
anerkannte Tatsache und auch die molekularen Mechanismen, die zu diesem Prozess fiihren,
werden zunehmend entratselt. Die Identitdt des Sortierkompartiments jedoch ist weiterhin
schleierhaft. Basierend auf der Hypothese, dass endozytiertes Galectin-3 zur Plasmamembran
zuriicktransportiert wird und wahrend dieses Prozesses hochstwahrscheinlich auch das
Sortierkompartiment durchquert, wurde die Aufnahme von Galectin-3 in MDCK Il-Zellen
studiert. Hierbei handelt es sich um einen glykanabhangigen Prozess, der zur Anreicherung
dieses Lectins in angesduerten Kompartimenten fihrt. Durch Kolokalisationsstudien mit
fluoreszenzmarkiertem Dextran und Rabl1l, einem Marker flir das apikale Recyclingendosom
wurde nachgewiesen, dass Galectin-3 hdchstwahrscheinlich in einen Recyclingweg und nicht in
einen degradativen Weg einsortiert wird. Die Ergebnisse der Analyse der Endozytose von
Galectin-3 stimmen zudem mit Beobachtungen Uberein, dass dieses Lectin in COS-Zellen in
angesduerten, Rab4-CFP-positiven Strukturen zu finden ist, sowie in MDCK-Zellen mit
verschiedenen endosomalen Markerproteinen kolokalisiert.

Neben dem intrazellularen Transport von Galectin-3 ist auch dessen unkonventionelle
Sekretion Thema ausfiihrlicher Diskussionen. In der hier vorgestellten Dissertation konnte
gezeigt werden, dass Galectin-3 zwar in der exosomalen, nicht aber in der mikrovesikuldaren
Fraktion des Zellkulturiberstandes von MDCK-Zellen zu finden ist. In dieser Fraktion ist
Galectin-3 mit Strukturen assoziiert, deren Morphologie und Dichte sowie die Anreicherung
von Markerproteinen fir ihre Identitat als Exosomen sprechen. Mit Hilfe von Proteinase K-
Protektionsversuchen konnte zudem eine Lokalisation von Galectin-3 im Lumen der Exosomen
gezeigt werden und weiterhin, dass das Auseinanderbrechen und die anschlieBende Frei-
setzung des Inhalts dieser Strukturen nicht auf eine instabile Natur der Vesikel per se
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Zusammenfassung

zurtickzufihren ist, sondern vielmehr zelluldre Faktoren vorauszusetzen scheint. Obwohl
Galectin-3 mit verschiedenen Komponenten der ESCRTs (endosomal sorting complex required
for transport) in COS 7-Zellen kolokalisiert, scheint die exosomale Freisetzung von Galectin-3 in
MDCK II-Zellen ein ESCRT-unabhidngiger Prozess zu sein. Hinweise hierflir fanden sich in
Studien mit der dominant-negativen Mutante des ESCRT-Dissassemblierungsfaktors Vps4a und
RNAi-Experimenten zum knock down der ESCRT-lI-Komponente Tsgl01. Zusatzlich konnten
Einflisse der Mikrovesikelbildung und der Autophagie auf die exosomale Sekretion von
Galectin-3 ausgeschlossen werden. Als mogliches Signal zur Sortierung in diesen
unkonventionellen Sekretionsweg konnte in silico eine mutmaRliche late domain zur
Interaktion mit der ESCRT-I-Komponente Tsgl01l in der Aminosauresequenz identifiziert
werden, die eine essentielle Rolle in der Sekretion einer acylierten Form von Galectin-3 aus
COS-Zellen spielt. Die Bedeutung dieser Domane fiir die exosomale Lokalisation von Galectin-3
wurde getestet, die entsprechenden Experimente fihrten jedoch zu keinem eindeutigen
Ergebnis. Eine Beteiligung der late domain in der Sekretion von Galectin-3 kann allerdings auch
nicht ausgeschlossen werden.

Schlussendlich konnte auch die molekulare Identitat des in MDCK-Zellen endogen exprimierten
Sialoglykoproteins gp114 als canines Homolog von CEACAM1 bestdtigt werden, da beide
Proteine in Bezug auf Antikdrperdetektion, apikale Lokalisierung und Glykosylierung identische

Charakteristika aufweisen.
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1T Summary

Epithelial cells are characterized by a morphological and a functional partitioning of their
membranes into an apical and a basolateral domain which is maintained by a highly specific
polarized sorting of lipids and proteins. For the apical transport a variety of different pathways
are assumed to exist which can be subdivided by the affinity of the transported proteins to
lipid rafts. Sorting of non-raft associated from raft-associated glycoproteins is thought to occur
in a post-Golgi compartment through the formation of high molecular weight clusters
mediated by the galactose-binding lectin galectin-3.

The importance of galectin-3 in the apical sorting of non-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 compartment remains to be
explored. The present work addressed this question by investigating the uptake of galectin-3
by MDCK cells with the underlying hypothesis that endocytosed galectin-3 is recycled back to
the plasma membrane and ought to traverse the sorting compartment during this process. It
was found that the endocytosis of galectin-3 is a glycan-dependent process leading to the
accumulation of this lectin in an acidified compartment. Endocytosed galectin-3 is most likely
sorted into a recycling instead of a degradative pathway as assessed by colocalization studies
with fluorescently labeled Dextran. The finding that galectin-3 colocalizes with the apical
recycling endosome marker Rabll after the start of the endocytosis further backs this
assumption. In line with these results are the observations that under steady state conditions
galectin-3 is found in acidified, Rab4-CFP-positive structures in COS cells as well as colocalized
with miscellaneous endosomal marker proteins in MDCK cells.

Besides the intracellular trafficking of galectin-3 the unconventional secretion pathway of this
protein is under extensive debate. In the present work it could be shown that galectin-3 is
found in the exosomal but not the microvesicular fraction of the cell culture supernatant of
MDCK cells. In this fraction galectin-3 associates with structures that share characteristics such
as morphology, density and the presence of marker proteins with exosomes. Using
proteinase K protection assays, it could be shown that galectin-3 accumulates in the lumen of
these exosomes and, moreover, that the breakdown of these structures and subsequent
release of their content is not due to an unstable nature of the vesicles per se but rather seems
to involve cellular factors. Although galectin-3 colocalizes with various components of

endosomal sorting complexes required for transport (ESCRTs) in COS 7 cells, the exosomal
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release of galectin-3 from MDCK Il cells seems to be an ESCRT-independent process as
assessed by studies with a dominant-negative mutant of the ESCRT disassembly factor Vps4a
and RNAi dependent depletion of the ESCRT-I component Tsgl01. In addition, influences of
membrane blebbing or autophagy on the exosomal secretion of galectin-3 were ruled out.
Moreover, possible signal sequences and the mechanisms that target this lectin into an
unconventional secretion pathway remain to be uncovered. In this context, a putative late
domain for interaction with Tsg101 could be identified by in silico methods in the amino acid
motif known to be essential for secretion of an acylated form of galectin-3 in COS cells. The
importance of this domain for exosomal localization of galectin-3 was tested but lead to
ambiguous results. Still, it cannot be ruled out that the putative late domain might play a role
in the secretion of galectin-3.

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

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

2 Einleitung

2.1 Das Epithel

In multizellularen Organismen bildet das Epithel die Grenzschicht zwischen dem Inneren des
einzelnen Organismus und seiner Umwelt. Epithelzellen bedecken die gesamte dulRere Oberflache,
aber auch samtliche inneren Koérperhohlen und sorgen durch ihren Aufbau fir einen dichten
Abschluss des Korpers. Dies erflillt verschiedene Funktionen: zum einen stellen die verschiedenen
Epithelien die erste und wichtigste Barriere des Organismus gegen eindringende Pathogene wie Viren
und Bakterien dar, sind gleichzeitig aber auch fiir die Erhaltung der Kérperhomdostase unerlasslich.
So sorgen sie z.B. fiir eine geregelte und selektive Aufnahme von Nahrstoffen und anderen
Molekilen im Darm und sind weiterhin fir die Retention wertvoller Substanzen und die
Ausscheidung von Abfall- und Giftstoffen in der Niere verantwortlich.

Michael H. Ross schreibt in , Histology — a text and atlas“, dass Epithelien nach drei Grundprinzipien
aufgebaut sind. Zunachst sind die Zellen des Epithels sehr eng benachbart und bilden mit Hilfe von
Adhéasionsmolekilen starke Zell-Zell-Kontakte aus. AuBerdem sind sie liber ihre basale Oberflache
mit einer zellfreien, protein/polysaccharid-reichen Schicht, der Basalmembran, verbunden.
SchlieBlich (und fur die vorliegende Arbeit am wichtigsten) zeigen Epithelien eine funktionelle wie
auch morphologische Polaritdt, die sich im unterschiedlichen Aufbau und den unterschiedlichen
Funktionen ihrer Membrandoméanen widerspiegelt. Man unterscheidet hier zwischen der apikalen
Domane, die die freie Oberflache des Epithels darstellt, sowie der lateralen und basalen Doméane. Der
Unterschied zwischen lateraler und basaler Domane ist jedoch nicht so stark ausgepragt wie der
Unterschied der beiden Domanen zur apikalen Doméane, daher werden sie meist zur basolateralen
Domane zusammengefasst (Ross und Pawlina 2007).

Damit die Epithelzellen ihre Barrierefunktion erfiillen kénnen, miissen sie sehr stark miteinander und
mit der Basallamina vernetzt sein (zur Ubersicht siehe Abb. 2-1). Man unterscheidet hier adhasive
Strukturen wie die Desmosomen, Hemidesmosomen oder die Zonula adherens, die die Zellen
miteinander verbinden und auf der Basalmembran verankern, von verschlieRenden Strukturen wie
der Zonula occludens (engl. tight junctions), die fur die Dichtigkeit des Epithelverbandes
verantwortlich sind. Die verankernden Strukturen unterscheiden sich untereinander zwar in den
beteiligten Proteinen, folgen grundsatzlich aber dem gleichen Aufbauschema. So finden sich in all
diesen Strukturen Adhasionsproteine, die entweder mit dhnlichen Proteinen der benachbarten Zelle

oder mit Proteinen der Basallamina interagieren. Da die Ankerstrukturen auf der anderen Seite der
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Membran mit Zytoskelettelementen (Aktin oder Intermediarfilamente) verbunden sind, wird eine
hohe mechanische Steifigkeit des gesamten Epithels erreicht. Obwohl auch die Zonula occludens
Proteine beinhaltet, die eine Verbindung zu den entsprechenden Zonula occludens-Proteinen der
Nachbarzelle herstellen, ist sie nur in sehr geringem MalRe am Zusammenhalt benachbarter Zellen
beteiligt, sondern fungiert vielmehr als verschlieRende Verbindung. Dies wird Giberwiegend durch die
Wirkung von Occludin und Claudin erreicht, die zusammen ein querverzweigtes Netzwerk von
Proteinstrangen in der N&dhe der apikalen Doméne ausbilden und so fir den Verschluss des
Intrazellularraums sorgen. Je nach Organ kann die daraus resultierende Abdichtungswirkung durch

die Zonula occludens jedoch mehr oder weniger stark ausgepragt sein (Ross und Pawlina 2007).

Zonula Zonula
occludens adherens

Desmosomen fokale Hemi-

Adhisions- desmosomen
plagues

Abb. 2-1 Aufbau einer Epithelzelle

PM — Plasmamembran; z.0. — Zonula occludens; z.a. — Zonula adherens; D —
Desmosomen. Elektronenmikroskopische Aufnahme freundlicherweise von Prof.
Horst Kern zur Verfligung gestellt.

Neben der Abdichtung des Intrazellularraums erfillt die Zonula occludens jedoch noch eine zweite
Aufgabe, da sie die Membran der Epithelzelle in einen apikalen (d.h. dem Lumen zugewandten) und
einen basolateralen (d.h. benachbarten Zellen bzw. der Basalmembran zugewandten) Anteil trennt.
Aufgrund der Trennung durch die Zonula occludens unterscheiden sich die Membrandomanen sehr
stark in ihrer Lipid- und Proteinkomposition. Wahrend sich z.B. die apikale Membran durch eine

Anreicherung von Sphingolipiden und Cholesterin auszeichnet, ist das Hauptlipid der basolateralen
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Membran Phosphatidylcholin (van Meer und Simons 1988). Als Konsequenz dieser asymmetrischen
Lipidverteilung werden auch Proteine, die mit sphingolipid- und cholesterinreichen
Membranmikrodomanen, den lipid rafts, assoziieren, {(iberwiegend zur apikalen Membran
transportiert (Simons und lkonen 1997). Als Beispiel seien hier die Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankerten Proteine genannt, eine groRe Proteingruppe, die mittels eines Lipidankers mit den rafts
assoziiert sind. Die funktionelle Unterteilung der beiden Membrandomanen spiegelt sich auch stark
in der Proteinverteilung wieder. So finden sich Verdauungsenzyme, wie die Saccharase-Isomaltase
(SI) oder die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) in Enterozyten, ebenso wie Aquaporin-2 in den
Hauptzellen der renalen Sammelrohre, nahezu ausschlielRlich apikal (Bedford et al. 2003; Hauri et al.
1985). Demgegeniber sind Proteine, die der Zelladh&sion dienen, wie E-Cadherin oder B-Catenin, an
der basolateralen Membran angereichert (Lock und Stow 2005). Um eine korrekte Verteilung von
Lipiden und Proteinen an ihre jeweilige Zielmembran zu ermdoglichen, nutzen Epithelzellen einen sehr
zuverldssigen und hochspezifischen Prozess, der auch als polarisierter Transport bezeichnet wird
(siehe 2.2 Polarisierter Proteintransport).

Neben der Unterteilung ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterale Domane, zeigen
Epithelzellen noch eine zweite Besonderheit, die Auswirkungen auf den Vesikeltransport hat. So sind
die Mikrotubuli (MT) in Epithelzellen, anders als in nicht polarisierten Zellen, nicht mit ihrem Minus-
Ende am Zentrosom verankert, um von dort radial zum Zellkortex auszustrahlen, sondern sind
stattdessen in der apiko-basalen Achse parallel zueinander angeordnet. Das Plus-Ende der MT
befindet sich hierbei auf der basalen Seite der Zellen, das Minus-Ende auf der apikalen Seite (Bacallao
et al. 1989). Als direkte Konsequenz daraus ist es Epithelzellen maoglich, schon durch die Auswahl
plus-ende- oder minus-ende-gerichteter Motorproteine einen Transport zur basolateralen oder
apikalen Membran zu bewerkstelligen (Musch 2004). In nicht-polarisierten Zellen wére ein Transport

zur Plasmamembran nur mit Hilfe von Motorproteinen maoglich, die zum Plus-Ende der MT wandern.

2.2 Polarisierter Proteintransport

2.2.1 Historie

Die Erforschung der Mechanismen, die zur Polarisierung von Zellen filhren und damit indirekt auch
die Erforschung des polarisierten Proteintransportes, begann Ende der 1970er Jahre mit der
Entdeckung, dass Madin-Darby canine kidney (MDCK)-Zellen ein elektrisch dichtes, einschichtiges
Epithel ausbilden, wenn sie auf semipermeablen Substraten ausgesat werden (Cereijido et al. 1978).

Spater konnte gezeigt werden, dass in infizierten MDCK-Zellen die Freisetzung verschiedener Viren

Seite | 7




Einleitung

polarisiert erfolgt. So findet die Abknospung des Influenza-Virus an der apikalen Seite der Zelle statt,
wahrend das vesicular stomatitis virus (VSV) von der basolateralen Membran abgeschniirt wird. Der
Ort der Abknospung wird hierbei durch die polarisierte Verteilung der jeweiligen Hillglykoproteine
Hamagglutinin (HA) und VSV Glykoprotein (VSV-G) vorgegeben (Rodriguez und Sabatini 1978).
Wichtige Erkenntnisse Gber den polarisierten Transport konnten mit Hilfe derartig infizierter MDCK-
Zellen erlangt werden; so konnte z.B. das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) als Ort der Sortierung von
apikalem HA und basolateralem VSV-G identifiziert werden (Rodriguez-Boulan et al. 2005). Da Viren
jedoch oft sehr stark in die Ablaufe der Wirtszelle eingreifen und diese zu ihren Gunsten verandern,
haben Erkenntnisse, die auf diese Art und Weise gewonnen wurden, immer den potentiellen
Nachteil, dass sie nicht die endogenen Vorgdnge der Zelle abbilden. Daher ging man in den
darauffolgenden Jahren mehr und mehr dazu tber, das Verhalten von Rezeptoren und Enzymen zu
studieren, die entweder endogen exprimiert werden (z.B. gp135/Podocalyxin oder gp114/CEACAM1)

NTR oder plgR, exogen eingebracht werden (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). Auf

oder, wie p75
diese Weise gelang es zunachst in den 1980er Jahren, die verschiedenen Transportwege zur
Plasmamembran zu identifizieren, um dann im weiteren Verlauf, insbesondere durch die
Identifikation apikaler und basolateraler Sortiersignale, erste Einblicke in die Mechanismen des
polarisierten Proteintransports zu erlangen (Matter und Mellman 1994). Jedoch sind auch heute

noch sehr viele Fragen bezlglich Lokalisation und Mechanismus der Sortierprozesse ungeklart.

2.2.2 Basolateraler Transport — Signale und Mechanismen

In friiheren Jahren ging man davon aus, dass Proteine, die keine (apikalen) Sortiersignale enthielten,
standardmaRig zur basolateralen Membran transportiert wurden (Simons und Wandinger-Ness
1990). Arbeiten von Mostov bzw. Mellman und ihren Mitarbeitern konnten jedoch zeigen, dass
basolaterale Sortiersignale existieren und meist dominant gegeniber apikalen Signalen sind
(Casanova et al. 1991; Hunziker et al. 1991; Simons und lkonen 1997). Im Laufe der folgenden Jahre
konnte eine ganze Reihe verschiedener basolateraler Sortiersignale identifiziert werden; hierbei
handelt es sich meist um kurze Aminosduresequenzen, die sich im zytoplasmatischen Anteil des
Polypeptids befinden. Man unterscheidet NPXY-Motive, tyrosinbasierte Motive und
dihydrophobische Motive, wobei tyrosinbasierte Motive meist durch die Sequenz YXX¢ (Tyrosin,
gefolgt von zwei beliebigen Aminosduren und einer groRen hydrophobischen Aminosaure)
charakterisiert sind, wahrend dihydrophobische Motive durch die Kombination von zwei
hydrophobischen Aminosduren (meist LL oder IlI) gebildet werden (Duffield et al. 2008). Bei
genauerer Betrachtung der Sortiersignale stellt man fest, dass viele dieser Motive mit

Endozytosemotiven (ibereinstimmen. So sorgt das NPXY-Motiv in den meisten Proteinen
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Uberwiegend firr eine Steigerung der Endozytose und dient nur in einigen Fallen als tatsachliches
basolaterales Sortiersignal. Ahnlich kénnen auch dihydrophobische Motive auf der einen Seite als
Endozytosesignal dienen, auf der anderen Seite bewerkstelligen sie den Transport des jeweiligen
Proteins zur basolateralen Membran (Duffield et al. 2008).

Die Erkennung basolateraler Sortiersignale erfolgt ahnlich wie die Erkennung von Endozytosesignalen
durch Adaptorproteinkomplexe oder die funktionell verwandten GGAs (Golgi-associated, y-adaptin
ear containing, Arf binding proteins), die ihrerseits meist Clathrin rekrutieren und zur Ausbildung von
Stachelsaumblaschen (clathrin-coated vesicles) fihren. So konnte z.B. in AP1B-freien LLC-PK1-Zellen
gezeigt werden, dass basolaterale Proteine, wie der LDL- und der Transferrinrezeptor, die in diesen
Zellen irrtimlicherweise zur apikalen Membran transportiert werden, durch die Expression von AP1B
korrekt zur basolateralen Membran sortiert werden (Folsch et al. 1999). Man geht davon aus, dass
die hier beschriebenen Sortiersignale je nach genauer Zusammensetzung und je nach umgebendem
Proteinkontext mit unterschiedlichen Adaptorkomplexen interagieren kdonnten und dadurch die
unterschiedlichen Effekte beziiglich ihres Transportes ausgel6st werden (Duffield et al. 2008). Es
sollte hierbei jedoch angemerkt werden, dass bisher nur die Beteiligung von AP1B und AP4 am

basolateralen Transport beschrieben wurde (Folsch et al. 1999; Simmen et al. 2002).

2.23 Apikaler Transport — Signale und Mechanismen

Wahrend sich die Sortiersignale in basolateralen Proteinen weitestgehend auf Aminosauresequenzen
im zytoplasmatischen Teil beschrdnken, sind apikale Proteine durch eine viel hdhere Vielfalt in der
Art und Lokalisation ihrer Signale gekennzeichnet. So befinden sich die Signale in diesen Proteinen
nicht nur im zytoplasmatischen Anteil, sondern haufiger auch in der Transmembran- und in der
exoplasmatischen Domane (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). Die apikalen Sortiersignale kénnen in
zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: in der einen Gruppe fiihren die Signale letztlich zu einer
Assoziation mit lipid rafts, die andere Gruppe beruht auf Modifikation der Proteine durch N- oder O-
Glykane. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Uberschneidungen zwischen den beiden Gruppen nicht
ausgeschlossen sind.

Unter lipid rafts versteht man Membranmikrodoméanen, die aufgrund ihrer Anreicherung mit
Cholesterin und Sphingolipiden in der Membranebene aggregieren und damit floRartige Strukturen
(engl. rafts) bilden. Diese Aggregation fiihrt schlieRlich zur Unléslichkeit der rafts in nicht-ionischen
Detergenzien bei geringer Temperatur (daher werden sie auch als detergenzresistente Membranen
(DRMs) bezeichnet) und zu einer geringen beobachteten Dichte in der Dichtegradienten-
zentrifugation (Hooper 1999). Urspriinglich wurde die lipid rafts-Hypothese 1988 von Kai Simons und

Gerrit van Meer aufgrund der hier beschriebenen Eigenschaften sowie der Beobachtung, dass die
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apikale Membran mit Cholesterin und Sphingolipiden angereichert ist, entwickelt, um die Sortierung
von apikalen Proteinen in Epithelzellen zu erkldren (van Meer und Simons 1988). In der damaligen
Theorie flhrt die Assoziation eines Proteins mit den rafts zur Segregation von anderen Proteinen und
der anschlieBenden Aufnahme in apikale Transportvesikel. Bestdtigung fiir diese Hypothese fand sich
im Verhalten der vermutlich groRten und bekanntesten Gruppe raft-assoziierter Proteine, den GPI-
verankerten Proteinen. Diese Proteine besitzen keine Transmembrandomane, sondern eine
Erkennungssequenz, die nach Translokation des Proteins in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums zu einer Ubertragung des Polypeptids auf einen sogenannten Glycosylphosphatidyl-
inositol (GPl)-Anker fiihrt; dieser wiederum flhrt zur Assoziation des Proteins mit lipid rafts. Es
konnte gezeigt werden, dass in MDCK-Zellen samtliche endogenen GPI-Proteine, sowie Proteine, die
kiinstlich mit einem GPI-Anker versehen wurden, an der apikalen Membran lokalisiert sind (Lisanti et
al. 1989a; Lisanti et al. 1989b), und weiterhin, dass GPI-Proteine im Bereich des Golgi-Apparates in
DRMs aufgenommen werden (Brown und Rose 1992). Neben der Modifikation mit GPI-Ankern
kénnen jedoch auch intrinsische Signale die Assoziation von Proteinen mit lipid rafts bewirken. So
finden sich die apikal sortierten Proteine Saccharase-Isomaltase und Hamagglutinin in DRMs (Alfalah
et al. 1999; Simons und Ikonen 1997). Fiir HA konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl fiir die
Raft-Assoziation als auch fiir den Transport zur apikalen Membran die Transmembrandomane eine
entscheidende Rolle spielt (Lin et al. 1998; Scheiffele et al. 1997). Wie sich mittlerweile jedoch
herausgestellt hat, scheint die Assoziation mit lipid rafts weder eine obligate Voraussetzung noch
eine zwingende Konsequenz fiir den apikalen Transport zu sein, da sowohl die Existenz raft-

NTR oder der

unabhangiger, apikal sortierter Proteine, wie z.B. des Neurotrophinrezeptors p75
Lactase-Phlorizin-Hydrolase (Delacour et al. 2006; Guerriero et al. 2008), als auch der Transport raft-
assoziierter Proteine zur basolateralen Membran, hier am Beispiel des GPIl-verankerten
Prionenproteins PrpC in MDCK-Zellen (Sarnataro et al. 2002), beschrieben wurde.

In der zweiten Hauptgruppe apikaler Sortiersignale spielt die posttranslationale Modifikation von
Proteinen durch Zuckerketten eine entscheidende Rolle. Man unterscheidet hierbei zwischen N- und
O-Glykosylierung, abhangig davon, ob die Kohlenhydratgruppen tber die freie Sdureamidgruppe
eines Asparaginrestes (N-Glykosylierung) oder die Hydroxygruppe eines Serin- oder Threoninrestes
(O-Glykosylierung) gebunden sind. Schon frih fanden sich Hinweise, dass diese Zuckerketten eine
Funktion in der Sortierung apikaler Proteine erfiillen konnten, da es in mutierten MDCK-Zelllinien, die
sich in ihrem jeweiligen Glykosylierungsmuster unterscheiden, zur Fehlsortierung apikaler
Glykoproteine kommt (Le Bivic et al. 1993; Parczyk und Koch-Brandt 1991). Weiterhin stellte sich
heraus, dass das Einfligen zweier N-Glykosylierungsstellen in die Sequenz des normalerweise
unglykosylierten und unpolar sekretierten Wachstumshormons der Ratte (rGH) zu einer starken
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apikalen Sekretion dieses Proteins fiihrt (Scheiffele et al. 1995). Aufgrund wenig definierter
Konsensussequenzen war es zundchst schwierig eine Beteiligung von O-Glykanen am apikalen
Transport nachzuweisen, jedoch konnte durch Arbeiten von Yeaman et al. gezeigt werden, dass die

Deletion der stark O-glykosylierten Stabregion von p75""<

zu einer basolateralen Sortierung dieses
normalerweise apikal lokalisierten Proteins fiihrt (Yeaman et al. 1997). Ahnlich fiihrte der Transfer
der Transmembrandomane der Sl zusammen mit der ebenfalls stark O-glykosylierten Stabregion auf
rGH zu einer Gberwiegend apikalen Lokalisation des Wachstumshormons (Spodsberg et al. 2001).
Eine Ubergreifende Systematik bezogen auf Lage oder Modifikation der Kohlenhydratreste hat sich
bisher jedoch nicht herauskristallisiert (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009).

Nicht nur Art und Lokalisation der Signale fiir den apikalen Transport sind von Interesse, sondern
auch die Frage, durch welche Mechanismen diese Signale erkannt werden und wie es anschliefend
zur Trennung von Cargomolekilen mit unterschiedlichem Ziel kommt. Mehrere Hinweise der letzten
Jahre lassen auf ein libergreifendes Motiv schlieRen, welches auf die Abhangigkeit des apikalen
Transports von der Ausbildung hochmolekularer Cluster zielt. Fiir GPI-verankerte Proteine konnten
Hannan und Kollegen bereits 1993 zeigen, dass diese in Concanavalin A resistenten MDCK-Zellen
nicht mehr korrekt zur apikalen Membran sortiert wurden. Dies fiihrten die Autoren auf die
Beobachtung zuriick, dass GPI-Proteine in diesen Zellen im Gegensatz zu Wildtyp-MDCK-Zellen nicht
zur Clusterbildung fahig sind (Hannan et al. 1993). Neuere Studien von Wissenschaftlern um Zurzolo
konnten die Annahme, dass die Oligomerisierung zu hoch-molekularen Clustern eine Vorbedingung
des apikalen Transports von GPI-verankerten Proteinen darstellt, bestatigen (Paladino et al. 2004;
Paladino et al. 2007). Mit Galectin-3 und Galectin-4 konnten vor kurzem zwei Galectine, einer Familie
galactosebindender Lectine, identifiziert werden, die die Ausbildung dieser hochmolekularen Cluster
im raft-unabhdngigen bzw. im raft-abhangigen Transport bewerkstelligen kénnten. So wurde
Galectin-3 aus LPH-assoziierten Vesikeln isoliert und es konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein
knock down bzw. knock out dieses Lectins zur Fehlsortierung nicht-raft-assoziierter apikaler Proteine
in MDCK-Zellen und Enterozyten des Intestinums der Maus fiihrt (Delacour et al. 2006; Delacour et
al. 2008). Unter gleichen Bedingungen kommt es weiterhin in MDCK-Zellen zur verminderten

NTR (Delacour et al. 2007), was darauf hindeutet, dass die Ausbildung

Clusterbildung von p75
hochmolekularer Cluster durch Galectin-3 eine Vorbedingung des apikalen Transports raft-
unabhingiger Glykoproteine darstellt. Ahnlich wie bei Galectin-3 fiihrt ein knock down von Galectin-4
in Enterozyten zu Einschrankungen im apikalen Transport, jedoch kommt es hier nicht zu einer
Fehlsortierung von raft-abhangig transportierten Proteinen, sondern vielmehr zu einer Akkumulation

derselben in einem Post-Golgi-Kompartiment (Delacour et al. 2005; Stechly et al. 2009).
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Abb. 2-2 Modell der Sortierung in einem Post-Golgi-Kompartiment

Ein Modell des Sortiermechanismus ist in Abb. 2-2 gezeigt. Der Prozess der Sortierung beruht hierbei
auf der Eigenschaft der Galectine auf der einen Seite spezifisch und mit hoher Affinitat
Oligosaccharide zu binden und damit auf der anderen Seite fir die Kreuzvernetzung der
Glykoproteine zu sorgen. Als Liganden wurden fiir Galectin-4 Glykoproteine und Glycolipide (im
speziellen Sulfatide), fur Galectin-3 nur Glykoproteine beschrieben. Die Kreuzvernetzung der
Liganden bewirkt schlieBlich die Ausbildung hochmolekularer Cluster und kénnte damit direkt oder

indirekt zur Membrankriimmung und zur Abschniirung apikaler Transportvesikel flihren.

224 Lokalisation des Sortierprozesses im apikalen Transport

Im Gegensatz zum einfach verstdndlichen Transport von Proteinen zur basolateralen Membran
zeichnet sich der apikale Transport durch eine hohe Komplexitat in den verwendeten Mechanismen,
Signalen und Wegen aus. So existiert nicht ,der eine” Weg zur apikalen Membran, sondern Proteine
kénnen Uber eine Vielzahl von verschiedenen Wegen an ihr Ziel gelangen. Es kénnen hierbei drei
Hauptwege vom TGN zur apikalen Plasmamembran unterschieden werden, die als Ubersicht in Abb.
2-3 dargestellt sind.

Im ersten der hier beschriebenen Transportwege (in der Abbildung Punkt 1) werden die Proteine
nach Verlassen des TGNs direkt, d.h. ohne Umwege Uber andere Kompartimente, zur apikalen
Membran transportiert. Trotz der scheinbaren ,Einfachheit” dieses Weges, blieben direkte Beweise
flr 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 Varianten des green fluorescent protein (GFP) vom TGN zur Plasmamembran tatsachlich
stattfindet (Hua et al. 2006; Keller et al. 2001). Im Gegensatz dazu fanden sich schon friih Hinweise
fliir einen alternativen Transportweg, in dem die Proteine indirekt zur apikalen Membran
transportiert werden (siehe Abb. 2-3, Punkt 2). In diesem als Transzytose bezeichneten Weg werden
die apikalen Proteine erst zur basolateralen Membran transportiert, von dort endozytiert, woraufhin
dann die Sortierung zur apikalen Membran erfolgt. Das klassische Beispiel fiir diesen Transportweg
ist der polymerische IgA-Rezeptor (plgR), dessen Transzytose in MDCK-Zellen bereits friih
nachgewiesen wurde (Mostov 1994). In spateren Studien konnte gezeigt werden, dass der plgR durch
ein basolaterales Sortiersignal, moglicherweise Uber das friihe basolaterale Endosom (BEE), zur
basolateralen Membran dirigiert wird (Orzech et al. 2000). Geleitet von einem zweiten, spezifisch fur
die Transzytose gedachten Signal, wird der plgR dann lber das gemeine Recycling-Endosom (CRE)
und das apikale Recycling-Endosom (ARE) zur apikalen Membran transportiert (Brown et al. 2000;
Luton et al. 2009). Endosomen spielen jedoch nicht nur in der Transzytose, sondern auch im letzten
der hier beschriebenen Wege eine entscheidende Rolle (siehe Abb. 2-3, Punkt 3). Im Unterschied zur
Transzytose gelangen die apikalen Proteine in diesem Weg nicht Gber den Umweg der basolateralen
Membran zum endosomalen System und von dort aus zur apikalen Membran, sondern werden direkt
vom TGN zu (verschiedenen) Endosomen transportiert. Die Nutzung dieses dritten Weges wurde fir
mehrere apikale Proteine beschrieben. Es ist z.B. bekannt, dass die apikalen Markerproteine LPH und
SI auf ihrem Weg zur Plasmamembran endosomale Strukturen durchqueren, die Rab4, -8 und -11
positiv sind (Cramm-Behrens et al. 2008). Weiterhin konnte sowohl fiir das raft-unabhangig
transportierte Endolyn als auch fir das raft-abhdngige MUC1 eine Beteiligung des AREs gezeigt
werden, da die Expression einer dominant-negativen Mutante von Myosin Vb, des Motorproteins,
das fur den Transport von ARE zur Plasmamembran verantwortlich ist, zur Inhibition des apikalen
Transports der beiden Proteine fiihrt (Lapierre et al. 2001; Mattila et al. 2009). Endolyn kolokalisiert
in MDCK-Zellen zudem mit Rab11a, einem Markerprotein flir das ARE (Brown et al. 2000). Es sollte
angemerkt werden, dass die hier beschriebenen Transportrouten der Epithelzelle eine Vereinfachung
der tatsachlichen Situation darstellen. Insbesondere der Transport Gber Endosomen scheint eine
weitaus hohere als die hier gezeigte Komplexitat zu besitzen, insofern, dass je nach untersuchtem
Protein eine unterschiedliche Abhangigkeit von den verschiedenen Endosomentypen beobachtet
werden kann. Weiterhin kdnnen die einzelnen Wege meist zusatzlich in Bezug auf ihre Abhangigkeit
von lipid rafts unterteilt werden. Fir detailliertere Informationen hierzu sei jedoch der
Ubersichtsartikel von Weisz und Rodriguez-Boulan von 2009 empfohlen (Weisz und Rodriguez-

Boulan 2009).
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Abb. 2-3 Transportwege in der epithelialen Zelle

1 — Direkter Transport: apikale Proteine werden direkt vom TGN zur apikalen Membran transportiert;
2 — Transzytose: apikale Proteine werden vom TGN zundchst zur basolateralen und dann erst zur
apikalen Membran transportiert; 3 — Transport (iber Endosomen: apikale Proteine werden vom TGN zu
Endosomen transportiert, dort moglicherweise sortiert, um schlieBlich an die apikale Membran zu
gelangen. AEE — friihes apikales Endosom (apical early endosome), ARE — apikales Recycling-Endosom,
BEE — friihes basolaterales Endosom (basolateral early endosome); CRE — gemeines Recycling-Endosom

(common recycling endosom); TGN — Trans-Golgi-Netzwerk; z.0. — Zonula occludens.

Aufgrund der zentralen Rolle, die dem Trans-Golgi-Netzwerk als Ausgangspunkt aller hier
beschriebenen Transportwege zukommt, ging man friiher davon aus, dass dieses Kompartiment die
zentrale Sortierstation fiir den polarisierten Proteintransport bildet. Beweise fiir diese Hypothese
stammen aus Experimenten mit PK,- und MDCK-Zellen, in denen beobachtet wurde, dass basolateral
sortiertes VSV-G und apikal sortiertes GPI-GL-GFP das TGN bereits in separaten Vesikeln verlassen
(Hua et al. 2006; Keller et al. 2001). Aufgrund der zunehmend erforschten Bedeutung der
Endosomen fiir den apikalen Transport geht 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 von raft-abhangigem und raft-unabhdngigem Transport
wurden starke Hinweise fiir die Richtigkeit dieser Aussage gefunden, da mit Hilfe von

fluoreszenzmikroskopischen Experimenten in lebenden Zellen die Trennung von raft-abhangiger Sl
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und raft-unabhangiger LPH in einem Post-Golgi-Kompartiment, anzunehmenderweise einem
Endosom, beobachtet werden konnte (Jacob und Naim 2001). Als mogliche Kandidaten fir ein
solches endosomales Sortierkompartiment werden vor allem das ARE und das CRE gehandelt

(Delacour und Jacob 2006; Weisz und Rodriguez-Boulan 2009).

2.25 Endozytose

Proteine, die die Plasmamembran erreicht haben, erwartet im Wesentlichen eines von zwei
moglichen Schicksalen. Einige Proteine werden durch Interaktion mit dem Zytoskelett oder mit
zytoskelett-assoziierten Proteinen an der Membran verankert, die meisten werden jedoch mehr oder
weniger rasch wieder in die Zelle aufgenommen. Dieser als Endozytose bezeichnete Vorgang kann
Uber mindestens zwei morphologisch  unterscheidbare  Strukturen ablaufen, den
Stachelsaumgriibchen (engl. clathrin coated pits, CCP) und den Caveolae (Duffield et al. 2008). Wie
die englische Ubersetzung schon vermuten lsst, handelt es sich bei den Stachelsaumgriibchen um
vesikulare Strukturen, die durch die Wirkung des Mantelproteins Clathrin entstehen. Wahrend man
friher davon ausging, dass Stachelsaumgribchen erst durch die Interaktion von Cargoproteinen mit
dem Adapterprotein AP-2 und der daraus resultierenden Rekrutierung von Clathrin entstehen
(Duffield et al. 2008), ist heutzutage bekannt, dass diese Strukturen auch spontan entstehen kénnen
und erst durch Interaktion mit den Cargoproteinen stabilisiert werden (Ehrlich et al. 2004). Die
Signale, die zur Segregation eines Proteins in die Stachelsaumgriibchen fuhren, sind hierbei recht
dhnlich zu basolateralen Sortiersignalen (vergleiche 2.2.2 Basolateraler Transport — Signale und
Mechanismen). Ahnlich zu den CCPs werden auch die Caveolae durch die Wirkung von
Mantelproteinen geschaffen. Hier ging man frilher davon aus, dass diese Strukturen allein durch die
Zusammenlagerung verschiedener Isoformen der Caveoline, integraler Membranproteine, die
Cholesterin binden, entstehen kénnen. Jedoch ist heute bekannt, dass Caveolae auch durch die
Wirkung der Mantelproteine Flotillin-1 und -2 entstehen (Frick et al. 2007; Glebov et al. 2006). Trotz
ihrer morphologischen Ahnlichkeit scheinen beide Mantelproteine jedoch unterschiedliche
Endozytosewege zu definieren (Hansen und Nichols 2009).

Erster Zielort apikal aufgenommenen Materials scheint jedoch unabhdngig vom gewahlten
Endozytosemechanismus das AEE zu sein (vergleiche auch Abb. 2-3), das u.a. durch die Anwesenheit
der Markerproteine EEA1 und Rab4 definiert wird (Duffield et al. 2008). In diesem Kompartiment fallt
auch die Entscheidung, ob ein Protein den Weg zur Degradation einschldgt, d.h. zum Lysosom
transportiert wird, oder ob es letztendlich zur Plasmamembran zurlicktransportiert wird. Im zweiten
Fall gelangen die Proteine entweder direkt Giber das Rabl1-positive apikale Recycling-Endosom zur

Plasmamembran, oder werden alternativ erst zum CRE, und 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 bemerkt 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 Unkonventionelle Sekretion

2.3.1 Mechanismen

Die Produktion samtlicher sekretorischer Proteine startet im Zytosol durch die Translation der mRNA
durch die Ribosomen. In der klassischen Sekretion sorgt die Synthese einer N-terminalen oder
internen Signalsequenz anschlieBend fir den Arrest der Translation und den Transport des
translatorischen Komplexes zum endoplasmatischen Retikulum. Durch die Wirkung der
Signalsequenz kommt es zur Translokation des Proteins Uber die Membran, respektive bei
Membranproteinen zur Insertion in die Membran (Ross und Pawlina 2007). Vom endoplasmatischen
Retikulum gelangen die sekretorischen Proteine dann (iber den Golgi-Apparat letztendlich an die
Plasmamembran oder in das extrazellulare Medium. Neben dieser Gruppe klassisch sekretierter
Proteine existiert jedoch noch eine zweite Gruppe an sekretierten Proteinen, die sich durch zwei
Charakteristika auszeichnen. Zum einen besitzen sie entweder keine oder zumindest keine klassische
Signalsequenz fiir ihre Sekretion, zum anderen erfolgt ihre Sekretion unabhdngig von
endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat. Zur Abgrenzung von der klassischen Sekretion
werden Prozesse, auf die diese Charakteristika zutreffen, unter dem Oberbegriff ,unkonventionelle
Sekretion” zusammengefasst (Nickel 2010).

Wie schon im vorherigen Absatz angedeutet, zeichnet sich die unkonventionelle Sekretion nicht
durch einen gemeinsamen Mechanismus aus, sondern ist vielmehr die Zusammenfassung von
mindestens flunf verschiedenen Transportwegen (dargestellt in Abb. 2-4). Grundsatzlich kann bei der
unkonventionellen Sekretion zwischen vesikelabhangigen und vesikelunabhangigen Prozessen
unterschieden werden. Die vesikelunabhangige Sekretion basiert auf der direkten Translokation der
sekretierten Proteine (iber die Membran (Abb. 2-4, Punkt 1); klassische Vertreter dieser Gruppe sind
der fibroblastische Wachstumsfaktor FGF2 und das Hefeprotein mating factor a. Wahrend jedoch fir
den mating factor a gezeigt wurde, dass die Translokation dieses Proteins durch den
membranstandigen ABC-Transporter Ste6p erfolgt (McGrath und Varshavsky 1989), sind die
Bedingungen fir den Export von FGF2 zwar weitestgehend bekannt, der genaue Mechanismus ist

jedoch bisher nicht aufgeklart. Das zur Zeit existierende Modell geht davon aus, dass FGF2 (ber
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (P1(4,5)P,) an die Membran rekrutiert wird, daraufhin
oligomerisiert und in die Membran inseriert. Derart wird die Translokation von FGF2 in gefalteter
Konformation Uber die Membran bewerkstelligt; die treibende Kraft fiir diesen Prozess wird
vermutlich durch die hochaffine Bindung an extrazellulare Heparansulfat-Proteoglykane als FGF2-
Ligand bereitgestellt (Nickel 2010).

Ein weiterer Exportweg ist genaugenommen als eine Mischung aus vesikelunabhdngiger und
vesikelabhangiger Sekretion anzusehen (Abb. 2-4, Punkt 2). Dieser Weg, am besten fiir das
Interleukin IL-1B beschrieben, setzt die Translokation des sekretierten Proteins lber die Membran
spezialisierter Lysosomen, den sekretorischen

Lysosomen, voraus. Diese fusionieren *&\ o
anschlieRend mit der Plasmamembran, was ( : o

schlieBlich zur Freisetzung von IL-1B in den

Sekretorisches
Lysosom

Extrazellularraum fiihrt (Andrei et al. 1999).
Beteiligte Faktoren, inklusive des
mutmaRlichen Transporters, sind bisher
jedoch keine bekannt.

Die Abschniirung von Mikrovesikeln von der
Plasmamembran (auch membrane blebbing
Autophagosom

genannt; Abb. 2-4, Punkt 3) und die Exozytose

von dann als Exosomen bezeichneten

' ' Transporter

J Sekretiertes
Protein

intraluminalen Vesikeln (ILV) multivesikuldrer

Kérperchen (Abb. 2-4, Punkt 4), stellen zwei . .
Abb. 2-4 Mechanismen der unkonventionellen
weitere mechanistisch verwandte Wege der sekretion

unkonventionellen Sekretion dar. Beide Wege 1 - direkte Translokation liber die Membran; 2 — Export
liber sekretorische Lysosomen; 3 — Abschniirung von

beruhen auf der Induktion negativer ) S
Mikrovesikeln an der Plasmamembran; 4 — Integration in

Membrankrimmung, die letztlich  zur |ys dann Sekretion als Exosomen; 5 — Export Gber

Ausbildung vesikuldrer Strukturen fiihrt; im Autophagosomen. MVK —multivesikuldres Kérperchen

Fall des membrane blebbings findet diese Induktion an der Plasmamembran statt, im Fall der
Exosomen an speziellen Endosomen, die aufgrund ihres spateren Aussehens auch als multivesikuldre
Koérperchen bezeichnet werden (Nickel und Rabouille 2009). Beispiele fiir diese Exportwege sind das
Prionenprotein PrpC als exosomales und IL1B als mikrovesikuldres Protein (Fevrier et al. 2004,
MacKenzie et al. 2001). Da als Endprodukt beider Wege vesikuldre Strukturen in den
Extrazellularraum abgegeben werden, ist es wichtig, zwischen Mikrovesikeln und Exosomen
unterscheiden zu kénnen. Dies ist zum einen Uber ihre Morphologie mdglich - Mikrovesikel stellen
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eine heterogene Population von 100-1000 nm grolRen Vesikeln dar, wahrend Exosomen
typischerweise eine Groe von 50-90 nm aufweisen - zum anderen Uber ihre unterschiedliche
Sedimentation im Schwerefeld - hier pelletieren Mikrovesikel bereits bei 10.000 g, Exosomen erst bei
100.000 g (Muralidharan-Chari et al. 2010). Weitgehend offen ist in beiden Fallen aber immer noch
die Frage, wie die sekretierten Proteine die Mikrovesikel bzw. die Exosomen nach der Freisetzung
wieder verlassen. Nach Studien von Tian bzw. Taraboletti und Kollegen ware jedoch ein Modell
denkbar, in dem diese vesikuldren Strukturen nach ihrer Freisetzung von der gleichen oder den
umliegenden Zellen wieder aufgenommen wirden und es dann aufgrund des sauren pHs in
Endosomen zum Zerfall der Vesikel und somit zur Freisetzung der darin enthaltenen Proteine kdme
(Taraboletti et al. 2006; Tian et al. 2010).

Vor kurzem konnte ein weiterer bis dahin unbekannter Sekretionsmechanismus identifiziert werden
(Abb. 2-4, Punkt 5). Wie Untersuchungen der Sekretion des Dictyostelium discoideum-Proteins AcbA
bzw. seines Pichia pastoris-Homologs Acbl zeigen konnten, beruht dieser Mechanismus auf der
Ausbildung von Autophagosomen und der anschlieBenden Fusion dieser oder daraus
hervorgegangener Strukturen mit der Plasmamembran (Duran et al. 2010; Manjithaya et al. 2010).
Spatere Versuche konnten weiterhin zeigen, dass auch das Saugerhomolog von AcbA, das von
Astrozyten produzierte ACBP, lber einen dhnlichen Weg sekretiert wird (Loomis et al. 2010). Neben
ihrer Abhéngigkeit von verschiedenen Autophagieproteinen ist die Sekretion von AcbA/Acb1 auf das
GRASP-Homolog GrpA (ansonsten notwendig fiir die Organisation der Golgi-Stapel) sowie, zumindest
in P. pastoris, auf peroxisomale Funktionen angewiesen. Aufgrund der Inhibition der AcbA-Sekretion
durch Deletion der Gene fir die ESCRT (endosomal sorting complex required for transport)-Proteine
Vps23 und Vps4 gingen die Autoren weiterhin von einer Beteiligung multivesikuldrer Korperchen aus,
jedoch ist dieser Effekt vermutlich besser durch die direkte Abhangigkeit der
Autophagosomenbildung von der ESCRT-Maschinerie zu erklaren (Hurley und Hanson 2010).

Eine weitgehend offene Frage in der Erforschung der unkonventionellen Sekretion ist weiterhin,
warum manche zytoplasmatische Proteine nicht Uber den klassischen Weg sekretiert werden,
sondern stattdessen einen unkonventionellen Mechanismus wahlen. Zur Zeit existieren zur Erklarung
dieser Frage zwei Modelle. Das erste Modell geht davon aus, dass ein Export via ER und Golgi-
Apparat und den damit einhergehenden Unterschieden in der Faltung und der posttranslationalen
Modifikation zu inaktiven Proteinen flihren wiirde. Hinweise fiir die Richtigkeit dieses Modells
stammen aus der Beobachtung, dass durch die Fusion einer N-terminalen ER-Signalsequenz an FGF2
dessen biologische Aktivitat im Extrazellularraum verloren geht (Wegehingel et al. 2008). Umgekehrt
kénnte aber auch die Anwesenheit unkonventionell sekretierter Proteine in ER und Golgi zur
vorzeitigen Bindung an ihre jeweiligen Liganden fihren, was wiederum deren Aggregation oder
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Missfaltung auslosen kénnte. Dies ist ein Modell, dass insbesondere fir die Sortierung der Galectine

in die unkonventionelle Sekretion entwickelt wurde (Nickel und Rabouille 2009).

2.3.2 Exosomen-Biogenese

Da die Hypothese, dass die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 mittels Exosomen stattfindet,
einen zentralen Teil der vorliegenden Arbeit darstellt, wird in diesem Kapitel noch einmal detailliert
auf die Biogenese dieser Strukturen eingegangen.

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, werden als Exosomen die intraluminalen Vesikel (ILVs)
multivesikuldrer Kérperchen (MVK) nach deren Freisetzung in den Extrazellularraum bezeichnet. Die
genannten MVKs wiederum entstehen durch die Abknospung kleiner Vesikel in das Innere spezieller
Endosomen. Im Gegensatz zu Abknospungen im intrazelluldren Transport, z.B. die durch Clathrin
vermittelten, ist die Abtrennung der ILVs jedoch nicht mit Hilfe zytosolischer Faktoren moglich, die
sich um den Vesikelhals legen, sondern muss aufgrund der Topologie dieser Strukturen von der
Innenseite des Halses aus geschehen. Um dieses Ziel zu erreichen, haben sich vier Proteinkomplexe
entwickelt, die zusammengenommen als ESCRT (endosomal sorting complex required for transport)
bezeichnet werden. Die Entstehung intraluminaler Vesikel beginnt mit der Erkennung und dem
Clustern der Cargoproteine durch den ESCRT-0, bestehend aus den Proteinen HRS und STAM (Wollert
und Hurley 2010). Der ESCRT-0 rekrutiert wiederum den heterotetrameren ESCRT-I, der aus den
Proteinen Tsgl01, Vps28, Vps37 und Mvb12 aufgebaut ist, (iber die Interaktion des PTAP-Motivs in
HRS mit Tsg101. Die Rekrutierung des ebenfalls heterotetrameren ESCRT-II (Vps22, Vps36, 2x Vps25)
erfolgt iber die Bindung von Vps36 an eine hervorstehende C-terminale Helix von Vps28, die sich auf
der gegeniberliegenden Seite der Interaktion mit ESCRT-0 befindet (Hurley und Hanson 2010). Die
genaue Funktion von ESCRT-I und -1l in der Biogenese von ILVs war lange Zeit unbekannt, jedoch zeigt
eine neuere Studie, dass diese beiden Komplexe fiir die eigentliche Induktion der negativen
Membrankrimmung und die Sortierung der Cargomolekiile in die Vesikelknospen verantwortlich
sind; eine Funktion also, die zuvor eher dem ESCRT-IIl zugeschrieben wurde (Wollert und Hurley
2010). Dieser Komplex, der ein dynamisches Polymer aus den vier Kernkomponenten CHMP2,
CHMP3, CHMP4 und CHMP6 und weiteren regulativen Komponenten darstellt, und durch die
Interaktion mit Vps25 zum Vesikelhals rekrutiert wird, scheint jedoch vielmehr fiir den eigentlichen
Vorgang des Abschniirens verantwortlich zu sein (Wollert et al. 2009; Wollert und Hurley 2010).
Zudem sorgt der ESCRT-III fiir die Rekrutierung von Vps4, einer AAA-ATPase, die flr die Trennung der
ESCRTs nach erfolgreicher Abschnlrung eines ILVs verantwortlich ist (Hurley und Hanson 2010).
Bisher wird nur die Ubiquitinylierung von Proteinen als endogenes Signal fir die Sortierung in ILVs

gehandelt (Raiborg und Stenmark 2009). Jedoch ist von vielen ummantelten Viren, wie z.B. dem HI-
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oder dem Ebola-Virus, bekannt, dass diese als late domain bezeichnete P(S/T)AP-Motive nutzen, um
die ESCRTs an die Membran zu rekrutieren und damit ihre Knospung zu bewerkstelligen (Chen und
Lamb 2008). Dies ldsst eine Nutzung des P(S/T)AP-Motivs auch durch zellulire Proteine moglich

erscheinen.

24 Zentrale Proteine

2.4.1 Galectin-3

Bei den Galectinen handelt es sich um eine Familie I6slicher Lectine mit einer molekularen Masse von
14-39 kDa, die, nach der urspriinglichen Definition von Barondes und Kollegen, durch ihre Affinitat zu
B-Galactosiden und der Prdsenz einer konservierten Zuckerbindedomane, der carbohydrate
recognition domain (CRD), charakterisiert

werden (Barondes et al. 1994). Anhand der o
Anzahl und Organisation der CRDs kdnnen die *

Galectine in verschiedene Untergruppen

eingeordnet werden (siehe Abb. 2-5). Zunachst

Prototyp Chimarer Typ Tandem repeat
sei hierbei die Gruppe der prototypischen  Galectinl,-2.-5,-7, Galectin -Typ

-11,-13,-14,-15 Galectin-4, -6,
Galectine genannt, die jeweils nur aus einer 89,712

CRD aufgebaut sind. Manche Proteine dieser apb.2-5 Familie der Galectine

Gruppe besitzen jedoch zusdtzlich noch die CRD - hellgrau; dunkelgrau — CRD mit verdnderter

- . . .. .. Feinspezifitat; mittelgrau — N-terminale Domaéane bzw.
Fahigkeit zur Dimerisierung und kénnen so zur P ’ &

Linkersequenz

Kreuzvernetzung von Proteinen fiihren. Anders

als die prototypischen Galectine besitzen Galectine des Tandem repeat-Typs nicht eine sondern zwei
CRDs mit leicht unterschiedlichen Bindungsspezifitdten, die Uber eine Linkersequenz miteinander
verbunden sind. Galectine des chimaren Typs, dessen einziger Vertreter Galectin-3 ist, sind wiederum
nur aus einer CRD aufgebaut, besitzen im Gegensatz zu den Prototyp-Galectinen aber zuséatzlich noch
eine lange N-terminale Domane, die u.a. der Multimerisierung dient.

Die CRD der Galectine stellt eine B-Sandwichstruktur dar, in denen sechs B-Strange (S1-S6) die
konkave und finf B-Strange (F1-F5) die konvexe Seite bilden (beispielhaft gezeigt durch die CRD von
Galectin-3 in Abb. 2-6, A). Die Zuckerbindungstasche der Galectine befindet sich auf der konkaven
Seite, ist in etwa grolR genug, ein lineares Tetrasaccharid aufzunehmen (Abb. 2-6, B) und kann

dementsprechend in die Bindungsstellen A bis D unterteilt werden. Zusatzlich existiert noch eine

flinfte Bindungsstelle (E), die jedoch weniger stark durch ihre Struktur definiert ist (Leffler et al.
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2004). Stelle C ist hierbei die galectin-definierende B-Galactosid-Bindungsstelle und gleichzeitig die
einzige Stelle, die eine messbare Affinitat zu einem Monosaccharid aufweist. In humanem Galectin-3
wird die Stelle C durch die Aminosauren His158, Asn160, Argl62, Asn174, Trp181 und Glul84
gebildet (in Abb. 2-6 B orange markiert). Die A
Stellen A,B und D,E verstarken durch die Bindung
weiterer Zuckerreste die Affinitat zu komplexen
Glykanen, sind jedoch weniger stark konserviert
und daher der Grund fiir die unterschiedliche
Feinspezifitdat der verschiedenen Galectine (Leffler
et al. 2004). Galectin-3 zeichnet sich in dieser
Beziehung durch einen aulergewodhnlichen
Facettenreichtum in der Affinitdt zu verschiedenen
Liganden aus, wie die Arbeit von Salomonsson und
Kollegen zeigt (Salomonsson et al. 2010).

Neben der CRD ist Galectin-3 weiterhin durch die

Prasenz einer weitgehend ungeordneten, aber

hochkonservierten N-terminalen Domane

charakterisiert, die durch 7-14 Wiederholungen Abb.2-6 Struktur der Galectin-3 CRD
(A) Galectin-3 CRD. Lactose als beispielhafter
Ligand ist als Stabmodell dargestellt, B-Strange sind

einer prolin-, tyrosin- und glycinreichen Sequenz

gebildet wird (Dumic et al. 2006). Es konnte orange dargestellt. N und C geben die jeweiligen

nachgewiesen werden, dass diese Domane wichtig Termini an. (B) Oberflichenmodell der CRD mit

ist fur die Multimerisierung von Galectin-3 und Blick auf die Bindungstasche. Orange dargestellt

o . ) o sind die Aminosauren, die fur die Bindung in der C-
positive Kooperativitdt bei der Lectinbindung an Stelle wichtig sind. Die Buchstaben A-E bezeichnen
immobilizierte Ligandencluster zeigt (Massa et al. die Bindestellen, Lactose ist als Stabmodell

1993; Mehul et al. 1994). dargestellt.
Gezeigt ist jeweils die CRD des humanen Galectin-3

Obwohl  Galectin-3  Aufgaben im klassischen (PDB-ID 1Kkjl), dargestellt mit Hilfe von PyMOL 1.3.

Sekretionsweg erfillt (siehe 2.2.3 Apikaler

Transport — Signale und Mechanismen), besitzt es selbst keine klassische Signalsequenz, sondern
scheint unkonventionell sekretiert zu werden. Entsprechende Hinweise ergeben sich aus der Studie
von Lindstedt und Kollegen, die zeigen konnten, dass Monensin und Brefeldin A - beides Inhibitoren
der klassischen Sekretion - keinen Effekt auf die Sekretion von Galectin-3 aus MDCK-Zellen haben
(Lindstedt et al. 1993). Im Gegensatz dazu konnte die Sekretion durch Inkubation der Zellen bei 20 °C
und Zerstérung des Mikrotubulizytoskeletts durch Nocodazol inhibiert werden. Weitere Ergebnisse
dieser Studie waren, dass Galectin-3 vorzugsweise apikal sekretiert wird und dass der ABC-
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Transporter-Inhibitor Verapamil diese Sekretion nicht beeinflusst. Basierend auf Experimenten in
COS-7-Zellen mit einer lipidverankerten (und daher starker sekretierten) chimadren Form von
Galectin-3, wurde durch Wissenschaftler um R. Colin Hughes spater ein Modell postuliert, dass von
einer Sekretion via membrane blebbing ausgeht (Mehul und Hughes 1997). Die selben
Wissenschaftler konnten auch zeigen, dass das Motiv YPSAPGAY in der N-terminalen Domane von
Galectin-3 essentiell, aber alleine nicht ausreichend fiir dessen Sekretion ist (Menon und Hughes
1999). Im Gegensatz dazu wurde Galectin-3 mit Hilfe proteomischer Analysen in den Exosomen
dendritischer Zellen gefunden (Thery et al. 2001), wahrend in einer in vitro Studie sogar gezeigt
wurde, dass dieses Lectin per se mit Lipiden der Membran interagiert und diese liberqueren kann
(Lukyanov et al. 2005). AbschlieRend lasst sich festhalten, dass kein einheitliches Bild (iber die
unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 vorliegt. Ganz im Gegenteil, manche Ergebnisse scheinen

sich sogar zu widersprechen.

2.4.2 Gp114/CEACAM1

NTR oder der Saccharase-

Neben der Untersuchung des Verhaltens exogener Proteine wie z.B. p75
Isomaltase stiitzt sich die Erforschung des polarisierten Proteintransports in MDCK-Zellen sehr stark
auf endogene Proteine. Ein Beispiel daflur ist gpll4, das zugleich auch eines der
Hauptsialoglykoproteine in MDCK-Zellen darstellt (Le Bivic et al. 1990). Hierbei handelt es sich um ein
stark N-glykosyliertes Protein mit einer molekularen Masse von 114 kDa, das vektorial, d.h. nicht
durch Transzytose Uber die basolaterale Membran, zur apikalen Membran transportiert wird (Le Bivic
et al. 1990; Le Bivic et al. 1993). Gleichzeitig befindet sich gp114 in Ricinus communis-Agglutinin
insensitiven MDCK-Zellen (MDCK-RCA'), einer Zelllinie, in der die Glykosylierung gestort ist,
vorwiegend an der basolateralen Membran. Dies ldsst auf die Existenz eines basolateralen Signals
schlieBen, dass jedoch rezessiv gegenliber dem apikalen Signal zu sein scheint. Weiterhin konnte in
MDCK-RCA" ein reger transzytotischer Transport von gpl14 zwischen apikaler und basolateraler
Membran beobachtet werden. Neu synthetisiertes gp114 wurde jedoch auch in diesen Zellen direkt
sowohl zur apikalen als auch zur basolateralen Membran transportiert. (Brandli et al. 1990; Le Bivic
et al. 1993). Sicher scheint jedoch, dass die apikale Sortierung von gp114 entscheidend von der
Modifikation mit Glykanen abhadngt. Entsprechend konnte in aktuellen Studien aus unserem Labor
gezeigt werden, dass gp114 zum einen mit dem galactosebindenden Lectin Galectin-3 interagiert und
dadurch in hochmolekulare Cluster rekrutiert wird und zum anderen, dass ein knock down von
Galectin-3 zur Fehlsortierung dieses Glykoproteins zur basolateralen Membran fiihrt (Delacour et al.

2006; Delacour et al. 2007).

Seite | 22




Einleitung

Trotz der Wichtigkeit von gp114 in der Untersuchung des polarisierten Proteintransports war lange
Zeit die molekulare Identitat dieses Proteins ungeklart. Erst 2006 fanden Fillekrug et al. durch eine
massenspektrometrische Studie heraus, dass es sich bei gpl1l4 um das canine Homolog eines
Proteins der CEACAM-Familie (carcinoembyronic antigen cell adhesion molecule), héchst vermutlich
CEACAM1, handelt. Eine Bestatigung dieser Hypothese durch andere Verfahren blieben die Autoren
jedoch schuldig (Fullekrug et al. 2006).

Bei den CEACAMSs handelt es sich um eine Gruppe von zwolf Proteinen (human), die sich durch die
Anwesenheit einer variablen Immunglobulin (IgV)-dhnlichen N-terminalen Domé&ne und bis zu sechs
Wiederholungen einer konstanten Immunglobulin (IgC)-dhnlichen Doméane auszeichnen. Von
CEACAM1 existieren im Hund sechs verschiedene Isoformen, die jeweils durch alternatives SpleiRen
entstehen (Kammerer et 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-
dhnlichen Doménen (4 — eine IgV, drei 1gC; 2 — eine IgV, eine IgC; 1 — eine IgV). Aufgrund der
beobachteten GroRe von gpl114 in der SDS-PAGE im Vergleich zur GroRe der CEACAM1-Isoformen ist
davon auszugehen, dass es sich bei gp114 um die Isoform CEACAM1-4L handelt.

2.5 Fragestellung dieser Arbeit

Nach bisherigen Erkenntnissen ist das Lectin Galectin-3 entscheidend an der Sortierung raft-
unabhangiger Proteine im apikalen Transport beteiligt. Mit der galectin-3-vermittelten Rekrutierung
der Liganden in hochmolekulare Cluster existiert bereits ein sehr gutes Modell des Mechanismus, der
diesem Prozess zugrunde liegt. Weiterhin offen ist jedoch die Frage, was der Ausléser des
Sortiervorganges ist, oder, anders gesagt, was dafiir sorgt, dass es in einem Post-Golgi-Kompartiment
zur Sortierung der Liganden kommt, gleichzeitig aber verhindert, dass sich dieser Vorgang an der
Membran wiederholt. Ebenfalls unbekannt ist zum jetzigen Zeitpunkt die genaue Lokalisation des
Sortiervorganges. Durch die biochemische und fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der
Endozytose von Galectin-3 soll die vorliegende Arbeit direkt oder indirekt Antworten auf diese
Fragen finden.

Weiterhin soll der Frage nachgegangen werden, Gber welchen unkonventionellen Sekretionsweg
Galectin-3 in den Extrazellularraum und damit an den Ort der Sortierung gelangt. Die zu dieser Frage
existierenden Studien widersprechen sich teilweise in ihren Aussagen, daher soll die vorliegende
Arbeit mittels zellbiologischer Fraktionierungen, fluoreszenz- und elektronenmikroskopischer, sowie
biochemischer Untersuchungen helfen, diese Widerspriche aufzulésen und den konkreten

Sekretionsmechanismus fur Galectin-3, insbesondere in MDCK-Zellen, zu finden.
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In einem weiteren Teilprojekt, das nicht in direktem Zusammenhang mit den anderen beiden
Projekten steht, soll die Frage nach einer moglichen Identitdt von gpl114 und CEACAM1 mit Hilfe
fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen und der biochemischen Charakterisierung von

CEACAM1-GFP durch Prazipitations- und Deglykosylierungsversuche geklart werden.
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3 Material und Methoden

3.1

3.1.1 Gerate

Tab.3-1 Gerdte

Gerate, Chemikalien und Materialien

Gerat ‘ Bezugsquelle

Inkubatoren

Inkubator fur Zellkultur (CO,-begast),
Galaxy B

New Brunswick Scientific, Edison (USA)

Inkubator fur Bakterienkultur

Memmert, Schwabach

Schittelinkubator fiir Bakterienkultur
innova 4300

New Brunswick Scientific, Edison (USA)

Sterilbanke

Sterilbank fur Bakterienkultur Faster BHA-48

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Sterilbank fur Zellkultur HeraSafe

Kendro, Langenselbold

Zentrifugen
Tischzentrifuge BioFuge pico Heraeus
Kihlzentrifuge BioFuge fresco Heraeus

Kihlzentrifuge Avanti J-20 XP

Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Allegra X-22R

Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Rotofix 32X

Hettich, Tuttlingen

Ultrazentrifugen

Optima LE-80K

Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Combi Plus Sorvall

Optima TL Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
Rotoren

JA 25.50 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
JLA 16.250 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
JLA 8.1000 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
JA12 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
C0650 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
C1015 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
FX3015 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
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SX4250 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
SW-41 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
TH-641 Sorvall

TLA-45 Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
Heizgerate

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Heizblock UBD

Grant

Heizblock MB-102

Bioer, Hangzhou (China)

Kontrollgerdat Tempcontrol 37-2 digital
(far Mikroskop DMI6000B)

Leica Microsystems, Wetzlar

Schittler

Schittler KS10

Edmund Buhler, Tibingen

Uberkopfschiittler REAX2

Heidolph, Kelheim

PCR-Gerate

Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

SDS-Gelelektrophorese

Platten, ,Spacer”, Kimme

Hoefer, San Francisco (USA)

GieRvorrichtung

Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammer Mighty Small Il

Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammer miniVE

Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammer SE600 Ruby

Hoefer, San Francisco (USA)

Netzgerat EPS 301

Amersham, Piscataway (USA)

Netzgerat EPS 501

Amersham, Piscataway (USA)

Netzgerat PowerPac Basic

Biorad, Hercules (USA)

Agarose-Gelelektrophorese

GieRvorrichtung, Elektrophoresekammer

Peqlab, Erlangen

Netzgerat PowerPac Basic

Biorad, Hercules (USA)

Mikroskope

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
(KLSM) TCS SP2 montiert auf Stativ DM IRE2

Leica Microsystems, Wetzlar

Inverses Epifluoreszenzmikroskop
DMI6000B, zusatzlich ausgestattet mit Leica
AM TIRF MC Modul

Leica Microsystems, Wetzlar

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 10

Carl Zeiss AG, Oberkochen
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Elektronenmikroskop EM 109

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Sonstige optische Gerate

Chemilux-lmager

Intas, Gottingen

Spektralphotometer Specord S300 UV VIS

Analytik Jena, Jena

Fluoreszenzspektrometer FP-6300

Jasco, Easton (USA)

Gelscanner GS800 Calibrated Densitometer

Biorad, Hercules (USA)

Sonstige Gerate

CyberScan pH 510

Eutech Instruments, Nijkerk (Niederlande)

Gradientenmischer Econo Gradient Pump

Biorad, Hercules (USA)

Analysewaage SBC 22

ScalTec Instrument, Gottingen

Prazisionswaage SI-114

Denver Instrument, Gottingen

Reinstwasser-System Clear

SG Wasseraufbereitung und Regeneration,
Hamburg

Ultraschallgerat Labsonic U

B. Braun, Melsungen

Software

Volocity 5 Improvision, Lexington (USA)

Prism5 GraphPad, La Jolla (USA)

Lablmage Intas, Gottingen

Photoshop CS5 Adobe, San Jose (USA)

Office 2007 Microsoft, Redmond (USA)
3.1.2 Chemikalien und 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
Cryordhrchen Greiner, Kremsmiinster

DEAE-Dextran

Amersham, Piscataway (USA)

Deckglaser (42 mm x 0,17 mm)

P. Saur, Reutlingen

Deckglaser (18 mm)

Menzel Glaser, Braunschweig

DMSO

Roth, Karlsruhe

DTT

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
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ECL-Reagenz SuperSignal West Dura
Extended Duration 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 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Lipofectamin2000 und RNAimax

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Magermilchpulver

Serva, Heidelberg

Molekulargewichtsstandard fir Agarosegele
Quick-Load 100bp und 1kb DNA-ladder

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Molekulargewichtsstandard fiir SDS-PA-Gele
PageRuler

Fermentas, St. Leon-Rot

Mowiol 4-88

Merck, Darmstadt

Nitrocellulose-Membran Protran

Schleicher & Schiill, Dassel

NP40

Merck, Darmstadt

Nycodenz

Axis Shield, Oslo (Norwegen)

Penicillin/Streptomycin (10X)

PAA Laboratories, Pasching (Ostereich)

Pipettenspitzen (10 pl, 200 ul, 1000 pl)

Greiner, Kremsmiinster (Osterreich)

ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, 15
ml, 50 ml)

Sarstedt, NUrnbrecht

Spritzen, Kaniilen

Sarstedt, Nirnbrecht

TEMED Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Tris Roth, Karlsruhe

Zellkulturplatten

WillCo, Amsterdam (Niederlande) und
Sarstedt, Nirnbrecht

Weitere, hier nicht aufgefiihrte, aber allgemein gebrdauchliche Chemikalien sind mindestens

von p.a.-Qualitat und wurden von Sigma, Roth, Riedel-de Haen, Fluka, Merck, Serva oder ICN

bezogen.

3.2 Allgemeine Puffer

Im Folgenden werden haufig verwendete Puffer aufgefiihrt. Alle Losungen wurden mit

sterilem, doppeltdestilliertem Wasser angesetzt.
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PBS

140 mM NacCl
2,5mM KCl

6,5 mM Na,PO,
1,5mM K;HPO,
pH 7,35

PBS++

PBS zusatzlich mit

1mM CaC|2
1 mM MgCl,
TE

10 mM Tris
1mM EDTA

pH 8,0 (mit HCl)

3.3 Zellkultur

3.3.1 Verwendete Zelllinien

COs-7

Bei diesen Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere der Griinen Meerkatze
(Cercopithecus aethiops). COS-7-Zellen wachsen adhdrent mit fibroblastischer Morphologie.
Hervorgegangen sind sie aus CV-1-Zellen durch Infektion mit einer replikationsdefizienten
SV40-Virus-Mutante (Gluzman 1981). COS-7-Zellen tragen das SV40 late antigen und sind
daher weiterhin permissiv fur Infektion mit SV40-Viren.

Durch ihre flache, ,spiegelei“-formige Morphologie und aufgrund der sehr starken Expression
transient transfizierter Plasmide sind COS-7-Zellen sehr gut fiir fluoreszenzmikroskopische

Lokalisations- und Kolokalisationsstudien geeignet.

MDCK Typ Il (Madin-Darby Canine Kidney)
Bei MDCK-Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere des Haushundes (Canis

familiaris, genauer: Cockerspaniel). Entstanden ist diese Zelllinie nach Isolation der
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Nierenzellen durch wiederholte Selektion mit Trypsin-Versene-Lésung. MDCK-Zellen wachsen
adharent und bilden nach Erreichen von Konfluenz ein einschichtiges, zylindrisches Epithel.
Dieser Vorgang der Polarisation beginnt etwa 2 Tage nach Ausplattieren und ist etwa nach
weiteren 4 Tagen abgeschlossen. Aufgrund der Tatsache, dass MDCK-Zellen eine ausgepragte
Zonula occludens (tight junctions) ausbilden und damit eine differenzierte Plasmamembran
entwickeln (unterteilt in apikal = dem Lumen zugewandt und basolateral = der Basalmembran
zugewandt), eignen sie sich ideal als Modell fiir den polarisierten Proteintransport (Rodriguez-

Boulan et al. 2005).

3.3.2 Medien und Lésungen

Samtliche fir die Zellkultur verwendete Medien und Losungen (mit Ausnahme von Zeocin, dass
von Invitrogen, Carlsbad (USA) bezogen wurde) wurden gebrauchsfertig von PAA Laboratories,
Pasching (Osterreich), bezogen. Fiir die entsprechenden Zelllinien wurden folgende Medien

verwendet:

COS-7
DMEM (low glucose) mit
10 % (v/v) FKS

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

MDCK Il

MEM mit

5% (v/v) FKS

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

In Medien stabiler Zelllinien wurden fakultativ zusatzlich noch folgende Zusatze verwendet
(siehe auch 3.3.11 Auflistung stabiler Zelllinien):

0,2 mg/ml Zeocin

0,5 mg/ml G418

0,2 mg/ml Hygromycin
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3.33 Kultivierung

Die Kultivierung sowohl der COS-7- als auch der MDCK Typ lI-Zelllinie fand bei 37 °C, 5 % CO,
und hoher Luftfeuchtigkeit auf Plastikkulturschalen (Durchmesser 3, 6 oder 10 cm) oder in 6-,
24- oder 96 Loch-Schalen satt. Um eine selektive Erreichbarkeit der apikalen bzw.
basolateralen Membran zu ermdglichen, aber auch, weil die Zellen unter diesen Bedingungen
starker polarisieren, wurden die MDCK-Zellen bei Bedarf auf PET-Filtern im 6- oder 24 Loch-
Format ausgesat (siehe dazu auch Abb. 3-1). In der Regel wurde alle zwei bis drei Tage das
Medium gewechselt. Die jeweils verwendeten Medien finden sich unter 3.3.2 Medien und

Lésungen.
[ apikal |

- Filter

basolateral

Abb. 3-1 Kultivierung von MDCK II-Zellen auf PET-Filtern

Auf PET-Filtern ausgesdate MDCK Il-Zellen bilden eine geschlossene Zellschicht aus, die sich u.a. durch
hohe elektrische Dichtigkeit und verstarkte Polarisation auszeichnet. Methodisch bietet die Kultur von
MDCK IlI-Zellen auf Filtern einige Vorteile. So kénnen z.B. Proteine an der apikalen bzw. basolateralen
Membran spezifisch durch Antikorper, Biotinylierungsreagenzien (siehe 3.7.6 Oberfldchenbiotinylierung)
0.3. modifiziert werden. Weiterhin ist u.a. auch die Bestimmung des transepithelialen Widerstands, ein
MaR fiir die Dichtigkeit des Epithels, moglich (aus Rodriguez-Boulan et al. 2005, modifiziert)

3.34 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 anschlieBend bei 37°C mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in D-
PBS) von der Platte abgelost. Das Trypsin sorgt hierbei fiir die Spaltung von zur Adhésion
wichtigen Oberflachenproteinen, wahrend EDTA Calcium-lonen chelatiert, die ebenfalls fiir die
Zelladhasion wichtig sind. Nach Ablosen der Zellen wurde die Trypsinierung durch Zugabe des
jeweiligen Kulturmediums in etwa fiinffachem Volumen gestoppt. Anschlielend wurden die
Zellen 5 min bei 800 rpm zentrifugiert und nach Abnahme des (iberstehenden Mediums im

Verhaltnis 1:4 bis 1:8 ausgesat (je nach weiterer Verwendung der Zellen).
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3.3.5 Einfrieren und Auftauen

Um nicht alle Zelllinien standig in Kultur halten zu missen, wurden einzelne Aliquots in
flissigem Stickstoff gelagert. Zum Einfrieren wurden dazu Zellen einer konfluenten 10 cm
Kulturplatte wie beim Passagieren durch Trypsin von der Platte abgelost, in 1 ml
Einfriermedium aufgenommen und in Cryordohrchen Gberfiihrt. Nach Zwischenlagerung fiir 1 h
bei -20 °C und ca. 18 h bei -80 °C wurden die Réhrchen in fliissigen Stickstoff tiberfihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Cryordéhrchen zunachst mit 5 ml Medium verdiinnt
und anschlieBend fir 5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Das (iberstehende Medium wurde
abgenommen, die Zellen in Medium resuspendiert und vollstandig auf eine 10 cm Kulturplatte

ausgesat.

Einfriermedium

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

3.3.6 Transfektion von COS-7-Zellen mit DEAE-Dextran

Die DEAE-Dextran-Transfektionsmethode stellt eine einfache und gilinstige Methode dar, um
COS-7-Zellen transient zu transfizieren, d.h. exogene DNA in die Zelle einzubringen, um damit
die Expression eines gewilinschten Proteins zu erreichen. Die Transfektion mit DEAE-Dextran
beruht auf dem Prinzip, dass negativ geladene DNA an positiv geladenes Diethylaminoethanol
(DEAE) bindet und, da dieses wiederum kovalent an Dextran gebunden ist, von der Zelle
endozytiert wird. In der Zelle gelangen die Plasmide auf bisher noch ungeklarte Weise in den
Zellkern, wo es zur Expression der auf den Plasmiden kodierten Gene kommt. Die Methode sei
hier beispielhaft an der Transfektion von 10 cm Kulturplatten erklart. Es wurden jedoch auch
Transfektionen mit 3 oder 6 cm Platten durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung der Transfektion wurde am jeweiligen Vortag eine konfluente COS-7-Platte
im Verhaltnis 1:5 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesdt. Am nachsten Tag wurden zunéachst
10 ug DNA (bei Doppeltransfektionen jeweils 5 pg beider Plasmide) mit DEAE-Dextran
(300 pg/ml Medium) und 3 ml DMEM (ohne Zusétze) gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert.
Wahrenddessen wurden die Zellen zweifach mit PBS gewaschen. Das DNA-DEAE-Dextran-
Gemisch wurde nun auf die Zellen gegeben und fir ca. 1,5 h bei 37 °C im Inkubator inkubiert.
AnschlieBend wurde das Gemisch abgesaugt und durch 5 ml Vollmedium mit Chloroquin als
Zusatz (60 pg/ml Medium, verhindert die Ansduerung der Endosomen) ersetzt. Nach einer

weiteren Inkubation von 2-3 h wurde auch dieses Medium wieder abgenommen und durch
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10 ml Vollmedium ersetzt. Nach 40-72 h Inkubation im Inkubator wurden die Zellen nun
entweder flr biochemische Methoden oder Lebendzellbeobachtung verwendet, oder aber fir

die Fluoreszenzmikroskopie fixiert.

3.3.7 Transfektion von MDCK-Typ lI-Zellen mit Lipofectamin

Die Transfektion von Zellen unter Zuhilfenahme von Lipofectamin beruht auf einem dhnlichen
Prinzip wie die Transfektion mit DEAE-Dextran. Bei Lipofectamin handelt es sich um eine
Losung von positiv geladenen Lipiden, die wiederum die negativ geladene DNA binden und
dadurch DNA-Lipid-Komplexe bilden, die vermutlich per Endozytose in die Zelle aufgenommen
werden. Diese gelangen letztendlich in den Zellkern, in dem die Expression der
entsprechenden Gene startet.

Analog zur Transfektion mit DEAE-Dextran wurden am Vortag der Transfektion die MDCK II-
Zellen im Verhaltnis 1:4 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesdt. Am nachsten Tag wurden dann
5 ug DNA mit 1,5 ml Kulturmedium (ohne Zusatze) sowie 10 pl fertige Lipofectamin-Losung
ebenfalls mit 1,5 ml des gleichen Mediums gemischt. Beide Lésungen wurden 5 min bei RT
inkubiert, dann gemischt und weitere 30 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden nun zweifach
mit PBS gewaschen und schlieflich das DNA-Lipofectamin-Gemisch auf die Kulturplatte
gegeben. Die MDCK-Zellen wurden dann fiir 5-8 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, das
Gemisch wurde anschlieBend abgenommen und durch Vollmedium ersetzt. Nach ca. 48 h
Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden die Zellen (z.B. fiir die Fluoreszenzmikroskopie)
weiterverarbeitet.

Alternativ zur oben beschriebenen Methode, im Speziellen um friiher nach der Transfektion
polarisierte Zellen zu erhalten, wurde am Tag der Transfektion eine konfluente Platte von
MDCK-Typ II-Zellen im Verhaltnis 1:1,5 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesat. Unmittelbar nach
Absetzen der Zellen (ca. 1,5 h nach Aussaat) wurden diese dann mit dem DNA-Lipofectamin-

Gemisch inkubiert. Die weiteren Schritte der Transfektion waren gleich.

3.3.8 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein in Zellen natlirlich vorkommender Mechanismus, mit dem
Ziel die Expression eigener, aber auch fremder, Proteine spezifisch zu unterbinden. Sie beruht
auf der Interaktion eines kurzen komplementaren RNA-Abschnitts mit der jeweiligen Ziel-
mRNA und des daraus resultierenden Abbaus derselben durch Proteinkomplexe. In der

biomedizinischen Forschung ist die RNA-Interferenz ein etabliertes Instrument um die
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Expression verschiedener Proteine auszuschalten und dadurch Riickschlisse auf ihre Funktion
zu ziehen. Man spricht hier von einem knock down, im Gegensatz zum knock out, bei dem die
Expression eines Proteins bereits auf DNA-Ebene unterbunden wird. Es existieren verschiedene
Moglichkeiten einen knock down technisch durchzufiihren; in der vorliegenden Arbeit wurden
hierflr sogenannte siRNAs (short interfering RNAs) verwendet. Bei den siRNAs handelt es sich
um kurze, doppelstrangige und zur Sequenz des Zielgens homologe RNA-Stiicke mit einer
Linge von 21-23 bp und Uberhdngen am jeweiligen 3‘-Ende von jeweils 2 bp. Diese dsRNA-
Strange werden in Zellen transfiziert, dort durch Proteine der Argonaut-Familie erkannt und in
den als RISC (RNA-induced silencing complex) bezeichneten Proteinkomplex eingebaut. Im RISC
verbleibt nur einer der beiden RNA-Einzelstrange und leitet diesen (im Fall des sogenannten
Sense-Stranges) zur gewdinschten Ziel-mRNA, deren Degradation der RISC schlieRlich
bewerkstelligt.

Die Transfektion der siRNAs fiir den knock down von Tsgl01 erfolgte mit Hilfe von RNAimax
(Invitrogen, Carlsbad (USA)). Hierzu wurden pro 10 cm-Kulturschale 20 ul RNAimax und je
200 pmol der unten aufgefiihrten siRNAs mit je 1 ml MEM (ohne Zusitze) gemischt,
anschlieRend zusammengegeben und fir 20 min 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
SiRNA-RNAimax-Gemisch fur 5h bei 37 °C, wahrend derer die Zellen alle 30 min kurz
geschwenkt wurden, um das Gemisch zu verteilen. AnschlieBend an diese Inkubation wurde
der Transfektionsansatz abgenommen und durch Kulturmedium (mit allen Zusatzen) ersetzt.
Die Transfektion wurde am nachsten Tag wiederholt. Um einen effizienten knock down zu
erreichen, lief man die Zellen nun fiir zwei Tage ruhen.

Tab. 3-3 Verwendete siRNAs

Bezeichnung ‘ Sense-Strang (5 - 3) Zielsequenz
Tsgl101 siRNA 1 GUACAAAUACAGAGACCUAUU xm_542525, ab Position 142
Tsg101 siRNA 2 AUGGGAAGAUAUAUCUUCCUU xm_542525, ab Position 417

3.3.9 Generierung stabiler Zelllinien

Nach transienter Transfektion von MDCK II-Zellen findet sich aufgrund der allgemein niedrigen
Transfektionseffizienz dieser Zelllinie oft nur in einem kleinen Teil der Zellpopulation das
gewlinschte Plasmid (nach Transfektion mit Lipofectamin Ublicherweise nur in 20 — 40 % der
Zellen). Insbesondere fiir proteinbiochemische Methoden ist es jedoch wiinschenswert, dass

alle, oder zumindest nahezu alle, Zellen das gewiinschte Protein exprimieren, da durch die
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somit erreichte Einheitlichkeit der Zellen sicherere Aussagen liber die Wirkung des exogenen
Proteins moglich sind. Des Weiteren erleichtert eine héhere Transfektionsrate auch die
Detektion des gewinschten Proteins, da so natirlich gréRere Mengen desselben zur
Verfligung stehen. Eine Moglichkeit dies zu erreichen stellt die stabile Integration der Plasmid-
DNA in das Wirtsgenom dar. Hierzu tragen die verwendeten Plasmide jeweils zusatzlich zum
eigentlichen Gen noch ein weiteres Gen unter eukaryotischem Promoter, das Resistenz gegen
ein verwendetes Antibiotikum bewirkt. Dadurch ist eine Selektion von Zellpopulationen
moglich, die das gewlinschte Plasmid in ihr Genom integriert haben.

Die Transfektion der DNA zur Generierung stabiler Zelllinien verlief analog zur transienten
Transfektion mit Lipofectamin (siehe 3.3.7 Transfektion von MDCK-Typ llI-Zellen mit
Lipofectamin), mit dem einzigen Unterschied, dass am Tag nach der ersten Transfektion diese
noch einmal wiederholt wurde. Zudem wurde darauf geachtet, dass nur Zellen mit geringer
Passagenzahl fiir die Generierung stabiler Zelllinien verwendet wurden. Zwei Tage nach der
letzten Transfektion wurden die Zellen passagiert und in hohen Verhiltnissen (i. d. R. 1:10,
1:25 und 1:50) auf neuen Kulturplatten ausgeséat. Von nun an wurde dem Medium zusatzlich zu
den bekannten Zusatzen das jeweils benétigte Antibiotikum zur Selektion zugegeben (flr
Antibiotika-Konzentration siehe 3.3.2 Medien und Lésungen). Bis zum Auftauchen klonaler
Zellhaufen wurde alle 2-3 Tage das Medium gewechselt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden auf diese Zellhaufen mit Trypsin/EDTA-getrankte, gelochte Whatman-Papiere gelegt
und fir ca. 20 min bei 37 °C im Inkubator inkubiert. SchlieSlich wurden die Whatman-Papiere
in mit frischem Medium vorbereitete 24 Loch-Kulturschalen Gberfiihrt und dort fir 1-2 Tage
inkubiert, um den Zellen Zeit zu geben, sich auf dem Schalenboden abzusetzen. Im weiteren
Verlauf wurden die Zellklone dann jeweils bei Erreichen von Konfluenz komplett auf die
nachstgrolRere KulturplattengroBe passagiert. 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 Expressionsstdarke kontrolliert. Fir weiterfihrende Versuche wurden Zellklone
gewadhlt, die eine Rate transfizierter Zellen von mindestens 80 %, in der Regel aber 95-100 %
erreichten und gleichzeitig eine Expressionsstarke zeigten, die ausreichend fir
proteinbiochemische und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen war, ansonsten zur

Vermeidung von Uberexpressionseffekten aber méglichst niedrig war.
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3.3.10 Induzierbare Zelllinie MDCK | Sw-Vps4a-E228Q-GFP

Zur Uberpriifung der Exosomenhypothese wurde im Verlauf dieser Arbeit eine stabile Zelllinie
generiert, die die induzierbare Expression einer dominant-negativen ESCRT-IIl Mutante, Vps4a-
E228Q-GFP, erlaubt. Diese Zelllinie basiert auf dem GeneSwitch-System der Firma Invitrogen
(Carlsbad (USA)). In diesem System induziert ein regulatives Hybridprotein, bestehend aus der
S. cerevisiae GALA-DNA-Bindedomane, einer verkirzten Ligandenbindedomane des humanen
Progesteronrezeptors (die den Effektor Mifepriston bindet) und der Aktivierungsdomane des
humanen NF-kB-Proteins, iber die Bindung an die GAL4-Promoterregion die Transkription des

gewlnschten Gens (zum genauen Mechanismus siehe Abb. 3-2).

GeneSwitch® System for Regulated Gene Expression

Promoter GeneSwitch® Gene
Steroid Inducer
-!@gy

.‘,l

Activated — Inert

Monomer Complex
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Dimer Sites Box

DNA-Bound, Active Dimer
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mRNA
” RNAPi”
AN "\)\ L j\, \_.\/ \,\/a

GAL4 TATA +1
Sites Box

AL NN ,\,\/ \)\/\,\/

Protein Product Induced Transcription Complex

Abb. 3-2 Mechanismus des GeneSwitch Systems

In Abwesenheit von Mifepriston findet eine geringe basale Expression des regulativen Proteins durch
Aktivierung des Herpes simplex Thymidinkinase-Promoters statt, das gebildete Protein liegt jedoch nur
in inaktiver Form vor. Nach Zugabe von Mifepriston bindet dieses mit hoher Affinitdt an die
Ligandenbindedomane des Progesteronrezeptors und fiihrt zur Aktivierung des Hybridproteins, was
wiederum dessen Dimerisierung erlaubt. Als aktives Dimer bindet das Hybridprotein nun zum einen an
die GAL4-Promoterregion des eigenen Gens, was zu einer positiven Verstarkung der Induktion fihrt,
zum anderen |6st es liber Bindung an den GAL4-Promoter des gewilinschten Proteins dessen

Transkription aus. (Quelle: www.geneswitch.com)
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Als Grundlage fiir die Erstellung der induzierbaren MDCK | Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zelllinie wurde
die MDCK|Switch-Zelllinie verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Gerd
Zimmer, Hannover), die bereits das Regulatorplasmid pSwitch stabil in ihr Genom integriert
tragt. Diese wurde dann stabil mit dem induzierbaren Expressionsplasmid pSw-Vps4a-E228Q-
GFP transfiziert (siehe 3.3.9 Generierung stabiler Zelllinien). Da die anschlieRend untersuchten
Klone nur sehr niedrige Transfektionsraten zeigten, wurde der Klon mit der héchsten Rate in
zwei Durchlaufen vereinzelt, um einen Klon mit ausreichender Transfektionsrate zu erhalten.
Zur Vereinzelung wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturplatte gel6st, durch
Zugabe von genigend FKS-haltigem Medium wurde die Trypsinreaktion gestoppt.
AnschlieBend wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die
Zellen in 96 Loch-Kulturschalen so ausgesat, dass eine statistische Zahl von 0,5 Zellen pro Loch
erreicht wurde. Sobald die einzelnen Klone Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert
und zu gleichen Teilen auf zwei 96 Loch-Schalen aufgeteilt, wovon eine zur Analyse der Klone
verwendet wurde. Der Klon mit der héchsten Transfektionsrate wurde fiur die zweite Runde
der Vereinzelung ausgewabhilt.

Zur Induktion der Expression von Vps4a-E228Q-GFP wurde das Kulturmedium von den Zellen
abgesaugt und durch Medium mit zuséatzlich 10 nM Mifepriston ersetzt und fiir 4-24 h bei 37 °C

inkubiert.

3.3.11  Auflistung stabiler Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden im Rahmen dieser Dissertation verwendet oder erstellt (*). Sofern
nicht anders angegeben wurde das in 3.3.2 Medien und Lésungen fir MDCK ll-Zellen

beschriebene Medium mit entsprechenden Antibiotika verwendet.

Tab. 3-4 Auflistung stabiler Zelllinien

Besonderheiten

Zelllinie Exprimiertes Protein zefur
*MDCK|CEACAM1- Canines CEACAM1-4L (gp114) fusioniert E'\IAOE!;/I éﬁ/sgh glucose)
GFP mit GFP .

+ G418

*MDCK | Gal3-DsRed Humanes Galectin-3 fusioniert mit DsRed + Zeocin

DMEM (high glucose)

MDCK|Gal3-YFP Humanes Galectin-3 fusioniert mit YFP + 10 % FKS
+ G418
*MDCK | Gal3-V5 Humanes Galectin-3 fusioniert mit V5-Tag | + Zeocin
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Humanes Galectin-3 mit Mutation in der
*MDCK | Gal3-ASAA-V5 | mutmaRlichen late domain (PSAP = ASAA), | + Zeocin
fusioniert mit V5-Tag
*MDCK | Gal3-R186S- Humanes Galectin-3 mit Mutation in CRD, .
. . + Zeocin
V5 fusioniert mit V5-Tag
DMEM (high glucose)
MDCK | p75-GFP Humanes P75""™® fusioniert mit GFP +10 % FKS
+ G418
DMEM (high glucose)
*MDCK | p75- Humanes p75"™" fusioniert mit GFP und +10 % FKS
GFP/Gal3-DsRed Galectin-3 fusioniert mit DsRed + G418
+ Zeocin
MDCK | Switch GeneSwitch-Regulatorprotein + Zeocin
*MDCK | Sw-Vpsda- Dominant-negative I\I/Iut.ante Yon + Zeodin
humanem Vps4a fusioniert mit GFP, .
E228Q-GFP . . + Hygromycin
induzierbar

3.4 Molekularbiologische Methoden

34.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Konnten DNA-Fragmente im Laufe der Dissertation nicht mittels Restriktionsendonuklease-
behandlung aus ihrem jeweiligen Vektor geschnitten werden, beziehungsweise mussten fir
eine weitere Verarbeitung der Fragmente spezielle Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
angebracht werden, so geschah dies unter Zuhilfenahme der Polymerase-Ketten-Reaktion

(PCR, Mullis et al. 1986).

Fiir die PCR wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen:

0,1pg Vorlage (DNA, cDNA)

10 ul Reaktionspuffer (5x Phusion HF Puffer)
1l 10 mM dNTPs

5ul je Primer (10 uM)

0,5 ul Phusion-Polymerase

Auffillen auf 50 pl mit ddH,0
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Der Ansatz wurde griindlich gemischt und anschlieBend im PCR-Gerat inkubiert. Das PCR-Gerat

wurde dabei auf folgenden Ablauf programmiert:

initiale 45 bei 98 °C
Denaturierung

Denaturierung 15s bei 98 °C

Anlagerung der

30
. ok
Primer 30s bei 26 °C Wiederholungen

Verlangerung 15s bei 72 °C

Absc"hlleEende 3 min bei 72 °C
Verlangerung

* Als Anlagerungstemperatur wurde in der Regel 56 °C gewahlt. Bei sehr viel héheren und sehr
viel niedrigeren Schmelztemperaturen der Primer wurde entsprechend nach oben oder unten
korrigiert.

Nach der PCR wurden 25 pl des Ansatzes mit 5 pl 30 % (v/v) Glycerin gemischt und mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert (1-1,5 % (w/v) Agarose in TAE, 3,7 ul/50 ml SYBR Safe-
DNA-Farbelosung (Invitrogen, Carlsbad (USA); Stock 10.000x); die Auswahl der Prozentigkeit
erfolgte nach Grofle des zu erwartenden Fragments; die Herstellung des Gels wurde nach
Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001) durchgefiihrt). Fragmente geeigneter GroRBe wurden
aus dem Gel ausgeschnitten und mittels ,freeze’n’squeeze” aufgereinigt (siehe 3.4.4
Gelextraktion von DNA-Fragmenten (,freeze’n’squeeze”)). Die aufgereinigten Fragmente
wurden dann in den Vektor pCR 2.1 TOPO-TA von Invitrogen, Carlsbad (USA), ligiert. Die
Ligation erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

Jeweils 7,5 pul der so erstellten Konstrukte wurden zur Transformation chemisch-kompetenter
Bakterien eingesetzt (siehe 3.4.6 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien
mittels Hitze-schock), mit denen nun eine Plasmidisolierung im kleinen MaRstab durchgefiihrt
werden konnte (siehe 3.4.7 Plasmidisolierung im kleinen Mafstab (Miniprép)). Die erhaltenen
Plasmide konnten als Grundlage fiir eine Restriktionsendonukleasebehandlung (siehe 3.4.3
Restriktionsendonukleasebehandlung) dienen.

Phusion-Polymerase und Reaktionspuffer fir die PCR wurden von New England Biolabs,

Ipswich (USA), dNTPs von Fermentas, St.Leon-Rot, bezogen.

TAE (Laufpuffer fiir Agarose-Gelelektrophorese)

40 mM Tris/Base
20 mM Essigsaure
1mM EDTA

pH 8,0

Seite | 39




Material und Methoden

Tab. 3-5 Verwendete Primer

Bezeichnung ‘ Sequenz (5 > 3Y) Verwendet fiir Klonierung
Gal3 aus pGal3-YFP C1 fiir pSw-
Gal3-V5;

G3wt fw ECoRI GAATTCTATGGCAGACAATTTTTCG Gal3-R1865 aus pGal3-R1865-

GFP C1 fiir pSw-Gal3-R185S-V5;
Flankierender Primer fir
PSAT->ASAA-Mutation

Gal3-AN aus pGal3-AN-YFP C1

5°Gal3C EcoRI f GAATTCTATGCTGATTGTGCCTTATAAC fiir pSw-Gal3-AN-V5

Gal3 aus pGal3-YFP C1 fiir pSw-
Gal3-V5;
Gal3-R186S aus pGal3-R186S-
GFP C1 fiur pSw-Gal3-R1865-V5;
G3 V5 rev Notl GCTTCATATACCATGATAGCGGCCGC Gal3-AN aus pGal3-AN-YFP C1
fir pSw-Gal3-AN-V5;
Flankierender Primer fir
PSAT->ASAA-Mutation

G3R r Kpnl GATACCGGATCCACCGTGAGGTACC Gal3-DsRed aus pGal3-DsRed C1
fir pGal3-DsRed (Zeo)

G3R f Aflll CTTAAGATGGACAACACCGAGGACGTC | Gal3-DsRed aus pGal3-DsRed C1
fir pGal3-DsRed (Zeo)

Tsg101 f EcoRl GAATTCAATGGCGGTGTCGGAGAGCC | 158101 aus pTsgl01-GFP C2 in
pECFP C1, pEYFP C1, pDsRed C1

Tsg101 r Kpnl GGTACCGTATCAGAGAAGTCAGTAGAG | 158101 aus pTsg101-GFP C2 in

pECFP C1, pEYFP C1, pDsRed C1

Vpsda-E228Q-GFP aus pVps4a-
GFP-C1 f Kpnl GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAG E228Q-GFP C1 fiir pSw-Vps4a-

E228Q-GFP C1

Vpsda-E228Q-GFP aus pVpsda-
Vpsda r BamHI GGATCCTTAACTCTCTTGCCCAAAGTC E228Q-GFP C1 fiir pSw-Vps4a-

E228Q-GFP C1

3.4.2 Overlap extension-PCR (OE-PCR)

Die overlap extension-PCR (OE-PCR) ist eine Sonderform der im letzten Kapitel beschriebenen
Standard-PCR. Sinn der OE-PCR ist es Mutationen (z.B. Insertionen, Deletionen oder auch
Punktmutationen) in ein Gen einzufiihren oder aber auch zwei Gene zu fusionieren. Im Falle
der Einfihrung einer Punktmutation, wie sie im Verlauf dieser Dissertation zur Herstellung der
Galectin-3-ASAA-Mutante durchgefiihrt wurde, lauft wie folgt ab: Zunachst werden in zwei
getrennten PCR-Ansdtzen der 5- und der 3‘-gelegene Anteil des Gens amplifiziert, jeweils
unter Verwendung eines flankierenden Primers und eines internen Primers (vergleiche Abb.
3-3). Das besondere an den internen Primern ist, dass sie zum einen weitestgehend
komplementar zur Zielsequenz sind, d.h. immer noch mit dieser hybridisieren kénnen, zum

anderen aber in ihrer Sequenz Mutationen tragen, die zum gewinschten
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Aminosaureaustausch fihren. Weiterhin sind die beiden internen Primer komplementar zu
einander, was in einer anschlieRenden PCR-Reaktion dazu fiihrt, dass die beiden zuvor
amplifizierten Fragmente miteinander hybridisieren und die Polymerase die entstehenden
Licken auffillt. Die entstandene mutierte DNA-Sequenz 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 +iP1 LERZ +iP2
5 oeo— 3
3 = 5
54 - Y . 3’
3 e ————————— 5
+fP1
OE-PCR +fP2
5 ®®= 3 - — - — - — - _—
e A e 3 = 5
5¢ 3
fP1 -
31 o0 5

Abb. 3-3 OE-PCR
fP — flankierender Primer; iP — interner Primer, trdgt mutierte
Sequenzen (rote Punkte)

Die beiden ersten PCRs der OE-PCR wurden identisch zur Standard-PCR (siehe 3.4.1
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)) durchgefiihrt. Die entstanden Proben wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Banden, die der erwarteten GrofRe entsprachen,
wurden ausgeschnitten und durch ,freeze’n’squeeze” (siehe 3.4.4 Gelextraktion von DNA-

Fragmenten (,freeze’n’squeeze”)) aufgereinigt.
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Unter Verwendung der aufgereinigten Fragmente als Vorlagen-DNA wurde eine weitere PCR

mit folgendem Pipettierschema durchgefihrt:

5l je aufgereinigtes Amplifikat (Fragment 1 + 2)
10 ul Reaktionspuffer (5x Phusion HF Puffer)

1ul 10 mM dNTPs

5ul je flankierendem Primer (10 uM)

0,5 ul Phusion-Polymerase

Auffillen auf 50 pl mit ddH,0

Die Programmierung des PCR-Gerats war auch fiir diese PCR mit der Standard-PCR identisch.
Das erhaltene Produkt wurde erneut per Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Jfreeze’n’squeeze” aufgereinigt. Mit dem aufgereinigten Produkt wurde analog zu den

Produkten der Standard-PCR verfahren (siehe 3.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)).

Tab. 3-6 Verwendete Mutageneseprimer

Bezeichnung ‘ Sequenz (5 - 3°) Verwendet fiir Mutation
Gal3-ASAA 5' 2nd | GGACAGgCaAGTgCCGCCGGAGC Galectin-3, P95A + T98A (ASAA)
Gal3-ASAA 3 1st | GCTCCGGCGGCACTtGeCTGTCC Galectin-3, P95A + T98A (ASAA)

Mutierte Nukleotide sind in Kleinbuchstaben dargestellt.

3.4.3 Restriktionsendonukleasebehandlung

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

Pipettierschema vorgegangen:

10 ug Vektor-DNA

5ul Reaktionspuffer (10X FastDigest-Puffer)
1,5 ul FastDigest-Restriktionsendonuklease A
(1,5 ul FastDigest-Restriktionsendonuklease B)

Auffillen auf 50ul mit ddH,0

Der Ansatz wurde gut gemischt und dann fir 5-15 min bei 37 °C inkubiert. Jeweils 25 pl des
Ansatzes wurden (wie weiter oben beschrieben) mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert,
die restlichen 25 pl bei -20 °C gelagert. DNA-Fragmente, deren GrofRen mit den Erwartungen

Ubereinstimmten, wurden aus dem Gel ausgeschnitten und wiederum mittels
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JJreeze’n’squeeze” aufgereinigt. FastDigest-Enzyme und Reaktionspuffer far

Restriktionsendonukleasebehandlungen wurden von Fermentas, St. Leon-Rot bezogen.

3.4.4 Gelextraktion von DNA-Fragmenten (,freeze’n’squeeze”)

Zur Aufreinigung der DNA-Fragmente wurden diese zundchst mit Hilfe von Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (45-60 min bei 80-100 V). Die gefarbten Agarosegele wurden
dann im ChemilLux-lImager unter Verwendung von UV-Licht betrachtet und die GroéRe der
entstandenen Fragmente durch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard (je nach
erwarteter GrofRe des Fragments Quick-Load 100bp oder Quick-Load 1kb DNA ladder von New
England Biolabs, Ipswich (USA)) bestimmt. Fragmente der erwarteten GroRe wurden mit Hilfe
eines sterilen Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal} Gberfihrt.
Dieses wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren, die Gelstiicke dann zwischen
doppellagigem Parafilm mit Hilfe eines Objekttrdgers vorsichtig ausgequetscht. Die freigesetzte
Flissigkeit wurde mit einer Pipette abgesaugt und in ein sauberes Reaktionsgefal} Gberfihrt.

AnschlieBend erfolgte die Fallung der darin enthaltenen DNA durch Zugabe von 3 M
Natriumacetat (1/10 Volumen der DNA-L6sung) und 96 % Ethanol (zweifaches Volumen) bei
4 °C fir 10 min. Die so gefdllte DNA wurde durch Zentrifugation (13000 rpm/15 min/4 °C)
pelletiert, das entstandene Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert
(13000 rpm/15 min/4 °C). AnschlieBend wurde der Uberstehende Alkohol abgesaugt und das
Pellet getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pul ddH,0 aufgenommen und konnte so fiur die

Ligation oder andere Anwendungen eingesetzt werden.

3.45 Ligation

Fiir die Ligation von Insert und Zielvektor wurde zunachst deren DNA-Konzentration Uber die
vor der Aufreinigung durchgeflihrte Agarose-Gelelektrophorese durch Vergleich der
Bandenstarken abgeschéatzt. Die aufgereinigten Fragmente wurden im ungefahren Verhaltnis

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

vorgegangen:

Xul Vektor

Y ul Insert

2 ul Reaktionspuffer (10x)
1l T4 DNA-Ligase

Auffillen auf 20 pl mit ddH,0
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Dieser Ligationsansatz wurde zunachst griindlich gemischt und dann fiir 1 h bei RT inkubiert.
Bis zur Transformation in kompetente Bakterien wurde der ligierte Vektor bei -20°C

aufbewahrt.

3.4.6 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien mittels Hitze-

schock

Transformiert wurden DH5a-Bakterien fir die Amplifikation von Plasmiden und BL21-Star-
Bakterien, die zur Produktion von rekombinanten Proteinen genutzen werden konnte (siehe
3.7.1 Herstellung von rekombinantem Galectin-3). Bei den Bakterien handelt es sich um
verschiedene transformationskompetente Escherichia coli-Stamme, die in beiden Fallen von
New England Biolabs, Ipswich (USA), bezogen wurden.

Nach Auftauen der kompetenten Bakterien wurden etwa 100 ul eines Bakterienaliquots mit
7,5 ul des Ligationsansatzes gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte
durch Inkubation fir 30s bei 42 °C der sogenannte Hitzeschock, auf den wiederum eine
Inkubation von 3 min auf Eis folgte. Zur Regeneration der Bakterien wurden diese mit 400 pl
SOC-Medium gemischt und fir 45 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die angewachsenen
Bakterien wurden fiir 1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 300 pl
abgenommen und das Pellet im Restiiberstand resuspendiert. Die Losung wurde jetzt auf eine
LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert. Es wurde hierbei darauf
geachtet, dass die Kulturplatten das Antibiotikum (Kanamycin oder Ampicillin) enthielten, das
jeweils zur Selektion des entsprechenden Konstrukts notig war.

Am darauffolgenden Tag konnten gewachsene Kolonien (die mutmaRlich das entsprechende
Plasmid enthielten) zur Animpfung fiir DNA-Prdparationen im groBen oder kleinen Mafistab

genutzt werden.

socC

2% (w/v) BactoTrypton
0,5% (w/v) Bacto-yeast-extract
0,5 % (w/v) NacCl

2,5 mM KClI

pH 7,0 (mit NaOH)

Nach dem Autoklavieren plus 20 mM Glucose (sterilfiltriert)
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LB

1% (w/v) Bacto Trypton

0,5 % (w/v) Bacto-yeast-extract
1% (w/v) NacCl

LB-Agar

LB - Medium mit zusatzlich:

1,5 % (w/v) Bacto-Agar

Je nach Bedarf wurden noch Antibiotika zugegeben (Kanamycin 25 pg/ml Medium; Ampicilin

100 pg/ml Medium)

3.4.7 Plasmidisolierung im kleinen MaRstab (Miniprap)

Zur Plasmidisolierung im kleinen MaRstab wurden Kolonien mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers von der entsprechenden Kulturplatte gepickt und zum Animpfen von 2 ml LB-
Medium eingesetzt. Dieses Kulturmedium enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des
jeweiligen Plasmids entsprachen. Die lGber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator gewachsene
Kultur wurde vollstindig fir 1 min bei 5000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert. Mit dem
Pellet wurde eine Plasmidisolierung im kleinen MaRstab durch alkalische Lyse nach Molecular
Cloning (Sambrook et al. 2001) durchgefiihrt. Das resultierende Pellet wurde in 50 pl TE-Puffer
resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

Zur Analyse der erhaltenen Plasmide wurden diese einer erneuten Restriktionsendonuklease-
behandlung unterzogen. Verwendet wurden dafiir entweder die bereits zuvor eingesetzten
oder andere als geeignet erscheinende Restriktionsenzyme. Die Proben wurden wie bereits
beschrieben lGiber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und das entstehende Bandenmuster
wurde mit den theoretisch zu erwartenden BandengrofRen verglichen. Eine Klonierung wurde
zunachst als erfolgreich bezeichnet, wenn die BandengréRen den theoretisch zu erwartenden
GrolRen entsprachen. Um die fehlerfreie Klonierung zu bestatigen, wurde zudem noch eine
Sequenzierung des enthaltenen Gens durchgefiihrt (siehe 3.4.9 Sequenzierung). Dies war
insbesondere dann noétig, wenn die Klonierung auch einen PCR-Schritt enthielt, da DNA-
Polymerasen eine gewisse Fehlerwahrscheinlichkeit besitzen und daher ungewollt Mutationen

in das Gen einfihren kénnen.
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Fiir die alkalische Lyse verwendete Losungen:

Losung 1

50 mM Glucose
10 mM EDTA
25mM Tris

pH 8,0 (mit HCl)

Lésung 2

200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
Losung 3

3M KAc
pH 4,8

3.4.8 Plasmidisolierung im groBen MaRstab (Maxiprap)

Um Plasmide erfolgreicher Klonierungen in groRerer Menge zu produzieren, wurden zunéachst
mit positiven Kolonien von der Kulturplatte Zwischenkulturen (2 ml LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und Gber 8-10 h bei 37 °C im Schiittelinkubator
wachsen gelassen. Mit Hilfe dieser Zwischenkulturen wurden wiederum 200 ml LB-Medium
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator inkubiert. Auch dieses Medium
enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des entsprechenden Plasmids entsprachen. Aus den
gewachsenen Kulturen wurde 500 pul Bakteriensuspension entnommen und mit 500 ul Glycerin
vermischt. Diese Suspension wurde bei -80 °C gelagert und diente als Reserve fiir spatere
Bakterienkulturen. Mit dem restlichen Volumen wurde eine Plasmidisolierung im grolRen
MaRstab durch alkalische Hydrolyse nach Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001)
durchgefihrt.

Alternativ wurde ein kommerzielles Kit (JetStar 2.0, Genomed, Léhne) zur Aufreinigung der
Plasmide eingesetzt. Hierbei wurde nach Anweisung des Herstellers vorgegangen.
Konzentration sowie Reinheit der erhaltenen DNA-Prdparation wurden photometrisch
bestimmt. Die Konzentration der DNA kann dabei aus der Absorption der Losung bei 260 nm
nach Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001) berechnet werden. Uber den Quotienten aus
der Absorption bei 260 nm durch die Absorption bei 280 nm kann wiederum die Reinheit der
Probe bestimmt werden. Ein Quotient von 1,75 - 1,95 gilt dabei als sehr reine Probe, wahrend
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ein Quotient tber 1,95 auf eine RNA-Verunreinigung und ein Quotient unter 1,75 auf eine

Verunreinigung mit Proteinen und/oder Phenol hinweist.

Fir alkalische Lyse verwendete Lésungen siehe 3.4.7 Plasmidisolierung im kleinen MafSstab

(Miniprép).

3.49 Sequenzierung

Um ungewollte Mutationen in den klonierten Genen auszuschliefen, wurde deren Sequenz
mittels Sequenzierung festgestellt. Dazu wurden Proben des jeweiligen Plasmids zusammen
mit spezifischen Sequenzierprimern an die Firma Seglab, Go6ttingen, geschickt, die die
Sequenzierung durchfiihrte. Zur Vorbereitung der Proben wurde nach Anweisung der Firma

vorgegangen.

Tab. 3-7 Verwendete Sequenzierprimer

Bezeichnung Sequenz (5 > 3) Sequenzierung von Vektor

bCR3.1-BGHrev TAGAAGGCACAGTCGAGG PCDNA4 Myc/His A, pGene
' V5/His A

DsRed C1 for GGCTCCCAGTCCGGACTCAG pDsRed(Monomer) C1

DsRed N1 rev GTACTGGAACTGGGGGGACAG pDsRed(Monomer) N1

pEGFP C1 for GATCACTCTCGGCATGGAC pECFP C1, pEGFP C1, pEYFP C1
pDsRed(Monomer) C1, pECFP

pEGFP C1 rev CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG C1, pEGEP CL, pEYFP C1

GTCGTAACAACTCCGCCC pDsRed(Monomer) N1, pECFP

PEGFP N1 for N1, pEGFP N1, pEYFP N1

PEGFP N1 rev GTCCAGCTCGACCAGGATG PECFP N1, pEGFP N1, pEYFP N1

M13 Forward (_20) GTAAAACGACGGCCAG pCDNA4 MyC/HiS A, pCR2.1
TOPO

M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC pCR2.1 TOPO

3.4.10

Auflistung verwendeter Plasmide

Tab. 3-8 Verwendete Plasmide

Bezeichnung
CFP-Konstrukte

Vektorhintergrund

Kurzbeschreibung

CHMP4C-CFP

pECFP

CHMPAC, ESCRT IllI-komponente, durch Fusion
mit CFP dominant-negativ; freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Thomas Strecker,
Institut fur Virologie, Philipps-Universitat Marburg
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Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114

*Gal3-AN-CFP pPECFP C1 .

deletiert
Rab4-CFP pECFP C1 Rab4, GTPase, Marker fir das friihe Endosom
*Rab13-CFP pECFP C1 Rab13, GTPase, Marker fiir Recycling-Endosom
*Tsgl01-CFP pECFP C1 Tsgl101, ESCRT I-Komponente
GFP-Konstrukte

CEACAM1-4L, Zelladhdsionsmolekl, vermutete
CEACAMI-GFP PEGFP N1 Identitdat mit MDCK-Protein gp114
*Gal3-AN-GEP DEGFP C1 Muta.nte von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114

deletiert

NTR . .

p75NR_GEP DEGFP N1 P75 ,"Ne‘urotrop.)hmrezeptor, Marker fur raft

unabhéangigen apikalen Transport
*Rab13-GFP pEGFP C1 Rab13, GTPase, Marker fur Recycling-Endosom

Sw-Vps4a-E228Q-
GFP

pGene V5/His A

Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation
in der ATPase-Domaéne; induzierbares Plasmid

Tsg101-GFP

pEGFP C2

Tsg101, ESCRT I-Komponente; freundlicherweise
zur Verfligung gestellt von Prof. Bong-Yoon Kim,
Yonsei-Universitat, Seoul (Stidkorea)

Vps4a-GFP

pEGFP C1

Vpsda, ESCRT-IlI-Kkomponente, sorgt fiir
Disassemblierung des ESCRT; freundlicherweise
zur Verfligung gestellt von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)

Vpsda-E228Q-GFP

pEGFP C1

Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation
in der ATPase-Domane; freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)

Vpsd4a-K173Q-GFP

pEGFP C1

Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation
in der ATPase-Domane; freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Prof. Wes Sundquist,
University of Utah (USA)

YFP-Konstrukte

CHMP3-YFP

pEYFP

CHMP3, ESCRT llI-komponente, durch Fusion mit
YFP dominant-negativ; freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Thomas Strecker,
Institut fur Virologie, Philipps-Universitat Marburg

Gal3-YFP

pEYFP C1

Galectin-3, galactosebindendes Lectin,
vermuteter Sortierrezeptor

*Gal3-AN-YFP

pEYFP C1

Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114
deletiert

*Rab13-YFP

pEYFP C1

Rab13, GTPase, Marker fiir Recycling-Endosom

*Tsg101-YFP

pEYFP C1

Tsgl101, ESCRT I-Komponente
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DsRed-Konstrukte

CHMPA4B, ESCRT lll-komponente, durch Fusion
mit DsRed dominant-negativ; freundlicherweise

CHMPA4B-DsRed PDsRed zur Verfligung gestellt von Dr. Thomas Strecker,
Institut fur Virologie, Philipps-Universitat Marburg
Gal3-DsRed pDsRed C1 Galectin-3, galactosebindendes Lectin,

vermuteter Sortierrezeptor

*Gal3-DsRed (Zeo)

pCDNA4 Myc/His A

Galectin-3, galactosebindendes Lectin,
vermuteter Sortierrezeptor, umkloniert fir
Zeocin-Resistenz

Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114

* -AN-
Gal3-AN-DsRed pDsRed C1 deletiert
Mito-DsRed - DsRed mit mitochondrialer Targeting-Sequenz
NTR . .
*p75N™R_DeRed pDsRed N1 P75 ,"Ne‘urotrop.)hmrezeptor, Marker fir raft
unabhéangigen apikalen Transport
*Rab13-DsRed pDsRed C1 Rab13, GTPase, Marker fur Recycling-Endosom
*Tsg101-DsRed pDsRed C1 Tsg101, ESCRT I-Komponente
Sonstige
*Gal3-V5 DCDNA4 Myc/His A Galectin-3, galactosebindendes Lectin,

vermuteter Sortierrezeptor

*Gal3-ASAA-V5

pCDNA4 Myc/His A

Mutante von Galectin-3, Mutation in moglicher
late domain (PSAP - ASAA)

*Gal3-AN-V5

pCDNA4 Myc/His A

Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114
deletiert

*Gal3-R186S-V5

pCDNA4 Myc/His A

Mutante von Galectin-3, Mutation in der
Zuckerbindedoméne

Switch - Regulatorplasmid des GeneSwitch-Systems
Galectin-3, galactosebindendes Lectin,
*Sw- Gal3-V5 pGene V5/His A vermuteter Sortierrezeptor, induzierbares

Plasmid

*Sw- Gal3-AN-V5

pGene V5/His A

Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114
deletiert; induzierbares Plasmid

*Sw-Gal3-R186S-
V5

pGene V5/His A

Mutante von Galectin-3, Mutation in der
Zuckerbindedomane; induzierbares Plasmid

Mit (*) markierte Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit kloniert bzw. subkloniert. Zur
Vereinfachung wurde das ,,p“ fur Plasmid (z.B. pGal3-GFP) in der Bezeichnung jeweils weggelassen.

3.5

3.5.1

Endozytose von Galectin-3

Zellbiologische Methoden

Die Feststellung der Endozytosebedingungen eines Proteins nur mit Hilfe des endogenen

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

Zur Herstellung von rekombinantem Galectin-3 fir diesen Versuch siehe 3.7.1 Herstellung von
rekombinantem Galectin-3.

Fur diesen Versuch wurden MDCK-Zellen verwendet, die fir 7 d auf 6 cm Kulturschalen (fiir
biochemische Versuche) oder auf 24 Loch-Filtern (fir Fluoreszenzmikroskopie) kultiviert
wurden. Diese wurden zunachst zweimal fiir jeweils 30 min bei 37 °C mit MEM (ohne Zusétze)
inkubiert, um storendes FKS zu entfernen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden die
Zellen dann bei 4 °C fur 30 min mit rekombinantem Galectin-3 (1 uM in PBS++) inkubiert.
Dieser 4 °C-Schritt sollte eine Anlagerung des Proteins ohne gleichzeitige Endozytose bewirken
um eine synchronisierte Aufnahme des rekombinanten Proteins zu erreichen. Die eigentliche
Aufnahme wurde dann fiir 0 bis 60 min bei 37 °C durchgefiihrt, wobei zu beachten ist, dass das
rekombinante Galectin-3 nach 10 min von der Kulturplatte abgesaugt wurde und fiir den Rest
des Versuches durch vorgewarmtes PBS++ ersetzt wurde. In manchen Versuchen wurde
zusatzlich zum rekombinanten Protein zudem noch 0,5 mg/ml Dextran-Alexa647 als
Flassigphasenmarker zugegeben.

Die so behandelten Zellen konnten fir fluoreszenzmikroskopische oder biochemische

Untersuchungen verwendet werden.

3.5.2 Exosomenpraparation

Bei Exosomen handelt es sich um vesikuldre Strukturen, die von verschiedenen Zelltypen
sezerniert werden (fir ndhere Informationen siehe 2.3 Unkonventionelle Sekretion). Mittels
differentieller Zentrifugation kénnen Exosomen aus dem Zellkulturiiberstand isoliert und fir
weitere Untersuchungen verwendet werden. Das hier verwendete Protokoll wurde erstmals
von Raposo und Kollegen beschrieben (Raposo et al. 1996), jedoch im weiteren Verlauf
modifiziert und fiir die eigenen Belange optimiert.

Fir die Praparation von Exosomen aus dem Kulturiiberstand von MDCK-Zellen wurden meist
vier 10 cm-Kulturplatten verwendet, fiur die Praparation von apikalen und basolateralen
Exosomen jedoch insgesamt zwolf 6 Loch-Filter. Nach 6d in Kultur wurden diese Zellen
dreifach mit PBS gewaschen und schlieRlich fiir 4-16 h bei 37 °C in MEM (mit allen Zusé&tzen)
inkubiert. Um Artefakte durch moglicherweise im Kalberserum vorhandene Exosomen zu
verhindern, wurde das fir diese Inkubation verwendete FKS zuvor bei 100.000 g fiir 1 h
zentrifugiert, der Uberstand dann abgenommen und sterilfiltriert. Im Anschluss an die 37 °C-
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Inkubation wurde das Medium abgenommen, in ein 50 ml Falcon-Gefal} Gberfiihrt und der hier

aufgelisteten differentiellen Zentrifugation unterzogen (samtliche Schritte wurden bei 4 °C

durchgefihrt):
1. Zentrifugation: 300 g fir 6 min in 50 ml Falcon-GefaR
(Entfernung verbliebener Zellen)
2. Zentrifugation: 5.000 g fiir 30 min in 50 ml Falcon-Gefal}
(Entfernung von Zelldebris)
3. Zentrifugation: 20.000 g fiir 30 min in 2 ml Reaktionsgefalien
(Entfernung von Mikrovesikeln)
4. Zentrifugation: 4500 rpm in Amicon Ultra-15 100K, Millipore, Billerica (USA)

(zur Konzentration auf unter 1,5 ml)
Nach Ankonzentrieren des Medienlberstandes wurde dieser in ein 1,5ml Polyallomer-
ReaktionsgefaR Uberflhrt, falls nétig auf 1,5 ml mit PBS++ aufgefiillt, und schlielRlich wurden
durch Zentrifugation fiir 1 h bei 100.000 g und 4 °C die Exosomen pelletiert. Nach Abnahme
des Uberstandes und Waschen des Pellet mit 1,5 ml PBS++ wurden die Exosomen ein zweites
Mal zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde verworfen, das Pellet je nach
weiterer Verwendung durch Vortexen in 30 ul PBS++ oder 30 ul 1x SDS-Probenpuffer

resuspendiert.

3.5.3 Mikrovesikelpraparation

Mikrovesikel sind den Exosomen &hnliche Strukturen, die jedoch morphologische und
funktionelle Unterschiede aufweisen (siehe 2.3 Unkonventionelle Sekretion). Zusatzlich
unterscheiden sich beide Strukturen auch in ihren Zentrifugationseigenschaften. Wahrend
Exosomen, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, erst durch Zentrifugieren bei 100.000 g
pelletierbar werden, koénnen Mikrovesikel bereits mit 10.000g pelletiert werden
(Muralidharan-Chari et al. 2009).

Die Prdparation von Mikrovesikeln wurde bis zur 3. Zentrifugation identisch zur
Exosomenpréaparation durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der Zellkulturtiberstand jedoch nicht
bei 20.000 g, sondern nur bei 10.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Zudem wurde der
Medienlberstand nicht auf 2 ml Reaktionsgefalle verteilt, sondern gesammelt in einem 50 ml
Falcon-GefaR zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde dann mit 2 ml PBS++ gewaschen und
erneut fiir 30 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Pellet je nach weiterer Verwendung in 30 pl PBS++ oder 30 ul 1x SDS-Probenpuffer

resuspendiert.
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3.5.4 Flotation von Exosomen

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob es sich bei den isolierten Exosomen tatsiachlich um
vesikulare Strukturen handelt, wurden diese einem Flotationstest unterzogen. Hierzu wurden
die isolierten Exosomen statt in PBS++ in 1 ml 60 % (w/v) Nycodenz aufgenommen und mit
Hilfe des Gradientenmischers Econo Gradient Pump mit einem linearen Nycodenz-Gradienten
(40-5% Nycodenz; Stock: 60% (w/v) Nycodenz; verdinnt in 10 mM Hepes, pH 7,4)
Uberschichtet. Die Gradienten wurden fir 16 h bei 100.000 g und 4 °C im SW-41-Rotor
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient in 1 ml Fraktionen von unten nach
oben abgenommen und die Fraktionen anschlieBend TCA-gefillt (siehe 3.6.4

Trichloressigséure-Féllung).

3.6 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Herstellung von Zelllysaten

Als Kontrolle zur Uberpriifung der Expression eines Proteins in Siuger-Zellen durch das
Western Blot-Verfahren, oder auch als Ausgangspunkt fir weitergehende Versuche, war es
mitunter notig, Zellen zu lysieren. Dazu wurden diese zweifach mit PBS++ gewaschen.
AnschlieBend wurde auf die Kulturplatte ein Lysispuffer, meist Standardlysispuffer, und
Protease-Inhibitoren-Mix (Pl) pipettiert. Die konkreten Volumina daflir waren jeweils
versuchsabhéngig, meist wurden jedoch 500 ul Lysispuffer und 20 pl PI fur eine 10 cm-
Kulturschale verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers von der Schale
abgel6st und mit der Pipette in ein ReaktionsgefaR Gberflhrt. Bis hier wurden alle Schritte auf
Eis durchgefiihrt. Zur eigentlichen Lyse wurden die Zellen fir ca. 30 min auf dem
Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert und anschlieRend bei 13000 rpm und 4 °C fiir 10 min in
der Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt
und auf diese Weise von unléslichem Zelldebris getrennt. Die Proben wurden nun entweder

direkt durch SDS-PAGE aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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Standardlysispuffer (ColP-Lysis-Puffer)

25mM Tris

1mM EDTA

1mM EGTA

100 mM NacCl

1% (v/v) Triton X-100

0,5 % (v/v) NP40
pH 7,5 (mit HCI)

Proteinase-Inhibitoren-Mix (PI)
Lésung 1:

PMSF 3,4 mg/ml (in DMSO)

Losung 2 (fir 20ml in PBS):

20 ul Pepstatin 1mg/ml (in DMSO)

20 ul Antipain 1mg/200ul (in DMSO)

20 ul Leupeptin 1mg/200ul (in PBS)

20 ul Aprotinin 1mg/ml (in PBS)

20 ul Trypsin/Chymotrypsin-Inhibitor 25mg/500ul (in PBS)

Vor Gebrauch wurden 25 pl Lésung 1 mit 500 pl Losung 2 gemischt.

3.6.2 Immunprazipitation

Manche Versuche machen es nétig, ein bestimmtes Protein aus dem Lysat spezifisch zu
isolieren, um anschlieRend weitere Versuche, z.B. die Uberpriifung des Glykosylierungsstatus
(3.7.7 Glykosidase-Behandlung), durchfiihren zu kénnen. Zudem verbessert die Isolation aus
dem Lysat oft die anschlielende Detektion im Western Blot. Hierzu fiihrt man eine sogenannte
Immunprazipitation (IP) durch, in der zunachst die spezifische Bindung eines Antikorpers an
sein Antigen genutzt wird um das Antigen in einem zweiten Schritt Uber Bindung des
Antikorpers an Protein-A-Sepharose (PAS) oder Protein-G-Sepharose (PGS) pelletierbar zu
machen.
Zellen fur die Immunprazipitation wurden wie unter 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten
beschrieben zunidchst mit IP-Lysispuffer lysiert. Nach Uberfiihren des PNS in ein neues
Reaktionsgefall wurde zu jeder Probe 50 ul PAS bzw. PGS gegeben und 1 h bei 4 °C auf dem
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Uberkopfschiittler inkubiert, um Proteine, die unspezifisch an Protein A/G oder Sepharose
binden, durch einen Zentrifugationsschritt bei 6000 rpm fiir 2 min bei 4 °C zu entfernen. Der
Uberstand dieser Zentrifugation wurde in ein neues ReaktionsgefiR (iberfiihrt und mit
spezifischem Antikdrper (siehe unten) wiederum fiir 1 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Nach Zugabe von 50 ul PAS bzw. PGS erfolgte eine Inkubation tber Nacht bei 4 °C
auf dem Uberkopfschiittler, anschlieBend wurden die IP-Beads in Mobicols (MoBiTec,
Gottingen) Uberfihrt und je zweimal mit IP-Waschpuffer 1 und IP-Waschpuffer 2 gewaschen.
Zur Entfernung der Losung wurden die Mobicols vor und wahrend des Waschens jeweils fir
20 s bei 6000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Um die Proteine von
den Beads zu eluieren, wurden die Mobicols unten mit einer Kappe verschlossen, dann wurden
die Beads in 50 ul 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die
Kappe wurde jetzt wieder entfernt und die Proteinlosung durch Zentrifugation bei 6000 rpm

fur 20s aus den Mobicols eluiert.

IP-Lysispuffer

25 mM Tris

50 mM NaCl

0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,5 % (v/v) Triton X-100

pH 8,0 (mit HCI)

IP-Waschpuffer 1

PBS mit zusatzlich

0,05 % (w/v)  Natriumdesoxycholat
0,5 % (v/v) Triton X-100

IP-Waschpuffer 2

125 mM Tris
500 mM NaCl
10 mM EDTA

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

Antigen Klon Spezies m Hersteller Verdlinnung
. Santa Cruz Biotechnology, | 5 pl/500 pl

Galectin-3 | 3/38 Ratte mk Santa Cruz (USA) Lysat PGS
. Clontech, Mountain View 2 ul/500 pl

GFP (FL) Kaninchen | pk (USA) Lysat PAS
. Santa Cruz Biotechnology, | 5 pl/500 pl

Tsgl01 M-1 z k P
sg10 ( 9) | Ziege P Santa Cruz (USA) Lysat G5

Mk — monoklonal, pk — polyklonal, PAS — Protein-A-Sepharose, PGS — Protein-G-Sepharose

3.6.3 Coimmunprazipitation

Bei der Coimmunpréazipitation (ColP) handelt es sich um eine Abwandlung der Immun-
prazipitation. Wahrend bei dieser jedoch nur ein bestimmtes Protein isoliert werden soll, zielt
die ColP darauf ab, neben dem Antigen auch Proteine zu isolieren, die an das Antigen
gebunden haben. Damit ist eine Identifikation oder auch Uberpriifung méglicher
Interaktionspartner moglich.

Vom methodischen Ablauf war die ColP identisch zur Immunprazipitation (siehe 3.6.2
Immunprdzipitation). Es wurden lediglich weniger stringente Puffer verwendet, d.h. Puffer, die
auch schwichere Proteinwechselwirkungen nicht auflosen. Als Lysispuffer wurde der ColP-
Lysispuffer verwendet (siehe 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten), gewaschen wurde je zweimal

mit PBS + 0,1 % (v/v) NP40 und PBS.

3.64 Trichloressigsaure-Fallung

Manche Versuche produzieren Proteinlésungen, deren Proteinkonzentration zu niedrig ist, um
sie direkt mittels SDS-PAGE zu analysieren. Um eine genigend hohe Konzentration zu
erreichen, konnen die Proteine jedoch mittels Fallung durch Trichloressigsaure (TCA)
pelletierbar gemacht werden, um sie schlieBlich in einem geringeren Volumen wieder
aufzunehmen.

Zur Durchfiihrung der TCA-Fallung wurden die Proben 2:1 mit 30% TCA gemischt
(Endkonzentration: 10 %), gevortext und dann 5min bei RT auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 30 min bei RT wurden die Proteine durch
Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde nun
abgenommen und die Pellets insgesamt zweimal mit Aceton gewaschen. Zum Waschen
wurden jeweils 500 ul Aceton auf die Pellets gegeben, dann wurden diese gevortext, fiir 5 min

bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert und schlieRlich bei 13000 rpm fiir 5 min bei 4 °C
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zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde der Uberstand wieder abgenommen und das Pellet

getrocknet. Das Pellet wurde nun in 30-100 pl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen.

3.6.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine wurde das diskontinuierliche System nach Lammli (Laemmli
1970) eingesetzt. In diesem System werden die Proteine zundchst in einem Sammelgel
fokussiert, um dann in einem Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu werden.
Dies gelingt durch die Wirkung von Natriumlaurylsulfat (SDS), das sich in groBer Zahl an die
Proteine anlagert und durch seine negative Ladung etwaige Ladungen des Proteins vollstandig
ausgleicht. Zudem sorgt es in seiner Wirkung als Detergenz fir die Entfaltung der Proteine, so
dass auch Unterschiede im Laufverhalten, hervorgerufen durch etwaige Tertidar- oder
Quartarstrukturen, keinen Einfluss mehr besitzen. Dem in dieser Arbeit verwendeten
Probenpuffer war zudem noch reduzierendes Dithiothreitol (DTT) zugesetzt, was zur Spaltung
von Disulfidbindungen innerhalb der Proteine fihrt und damit disulfidstabilisierte
Quartarstrukturen auflost. Die Auftrennung der Proteine im Trenngel findet damit lediglich in
Abhangigkeit des Molekulargewichts durch den Molekularsiebeffekt statt.

Zur Vorbereitung fiir die SDS-PAGE wurden die Proben mit 3x SDS-Probenpuffer versehen, so
dass dieser zu 1x Puffer verdiinnt wurde, und 5 min bei 95 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Proben fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der daraus resultierende Uberstand wurde
auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die Polyacrylamid-Gele wurden nach Molecular Cloning
(Sambrook et al. 2001) hergestellt; ihre Prozentigkeit lag zwischen 8 und 15 %. Zusatzlich zu
den Proben wurde auf die Gele noch ein Molekulargewichtsstandard (PageRuler, Fermentas)
geladen. Die Elektrophorese wurde zunachst fir etwa 30 min mit 80 V durchgefiihrt bis die
Bromphenolblaulauffront das Trenngel erreicht hatte. Nun wurde fiir ca. 2 h eine Spannung
von 180-200V angelegt, bis die Lauffront aus dem Trenngel herausgelaufen war. Die
Gelelektrophorese wurde nun gestoppt und das PA-Gel aus den Glasplatten ,befreit” und

entweder einer Farbung unterzogen oder fiir den Western Blot vorbereitet.

3x Probenpuffer fiir SDS-PAGE
0,15 mM Tris
30 % (v/v) Glycerin
6 % (w/v) SDS
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
Vor Gebrauch wurden 1 ml 3x Probenpuffer mit 167 ul 1 M DTT gemischt.
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Laufpuffer fiir SDS-PAGE
25mM Tris

190 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

3.6.6 Western Blot- Verfahren

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die im PA-Gel enthaltenen Proteine mittels des semi-dry
Western Blot-Verfahrens (Burnette 1981) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert
(Durchfihrung nach Molecular Cloning (Sambrook et 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.

Fiir den Transfer wurde eine Spannung von 12 V bei maximal 400 mA fiir 45 — 60 min angelegt.

Die geblotteten Nitrocellulosemembranen

wurden anschlieend in Blocklosung

(5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS) fur 1h / o
bei RT inkubiert, um freie Bindungsstellen der //I E
Membran fiir Proteine abzusattigen und damit /‘ Whatman-Papier E
unspezifischen Bindungen des Primar- und des r :‘f.-’/l’olyacrylamidgel t%
Sekundarantikérpers mit der Membran //Nitroce||u|osemembran /// >
vorzubeugen. Im Anschluss an das Blocken Whatman-Papier

®

wurden die Membranen viermal fir 5 min mit

PBS gewaschen, zusammen mit dem APb-3-4 AufbauWestern Blot
Priméarantikorper (siehe unten) in Folie eingeschweilSt und fiir 1 h oder Uber Nacht bei 4 °C auf
dem Uberkopfschiittler inkubiert. Danach wurden die Membranen wiederum viermal fiir 5 min
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit HRP-konjugiertem Sekundarantikorper (siehe unten)
in Folie eingeschweiRt. Wiederum auf dem Uberkopfschiittler wurden die Membranen fiir
60 min bei RT inkubiert und abermals vierfach fiir 5 min mit PBS gewaschen. Die Detektion der
markierten Proteine erfolgte mit Hilfe des ,SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrate”-Kits von Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA). Vor Gebrauch wurden jeweils

200 pl von Losung 1 mit 200 pl von Losung 2 und 200 pl PBS gemischt und auf der Membran

verteilt. Die Detektion des Chemiluminiszenzsignals erfolgte mit Hilfe des Chemilux-Imagers.
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Erfolgte eine densitometrische Quantifizierung der Western Blot-Signale, so wurde diese mit
Hilfe des Programms Lablmage 1D durchgefiihrt. Bei der Auswahl der zu quantifizierenden
Blots wurde darauf geachtet, dass keines der gemessenen Signale die Sattigung der Kamera

erreicht hatte.

Transferpuffer fiir Western-Blot
25mM Tris

190 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

Tab. 3-10 Verwendete Antikorper (Western Blot)

. : Verdlinnung
Antigen Spezies m Hersteller (in PBS)

Erstantikorper
. Santa Cruz Biotechnology, )
a-Tubulin YL1/2 | Maus mk Santa Cruz (USA) 1:500
. . Santa Cruz Biotechnology, )

Alix H-270 | Kaninchen | pk Santa Cruz (USA) 1:200
- BD Biosciences, Franklin )
Flotillin-1 18 Maus mk Lake (USA) 1:500
Galectin-3 (169) | Kaninchen | pk | Prof- H-P- Elsdsser, 1:2000

Marburg
Clontech, Mountain View )
GFP JL-8 Maus mk (USA) 1:500
. Prof. A. Le Bivic, Marseille )
gplia - Kaninchen | pk (Frankreich) 1:4000
BD Biosciences, Franklin )
PDI 34 Maus mk Lake (USA) 1:250
. Santa Cruz Biotechnology, )
Tsgl01 (M-19) | Ziege pk Santa Cruz (USA) 1:100
V5 - Maus mk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:4000
Zweitantikorper
Maus-1gG - Ziege pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000
Kaninchen-1gG - Ziege pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000
Ziege-IgG - Kaninchen | pk | Biorad, Hercules (USA) 1:2000

Zweitantikorper waren jeweils mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert; mk - monoklonal, pk -
polyklonal
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3.7 Spezielle proteinbiochemische Methoden

3.7.1 Herstellung von rekombinantem Galectin-3

Zur Untersuchung der Endozytosebedingungen von Galectin-3 sowie fir die Aufreinigung von
p75"""-GFP (iber eine Galectin-3-Affinititssaule (siehe 3.5.1 Endozytose von Galectin-3 und
3.7.4 PH-abhdngige Aufreinigung von p75NTR-GFP liber eine Galectin-3-Affinitditssdule), war es
notig rekombinantes Galectin-3 herzustellen. Zur Produktion dieses Proteins wurden BL-
21 (DE3)-Bakterien (New England Biolabs, Ipswich (USA)) verwendet. Hierbei handelt es sich
um einen E. coli-Stamm, in dessen Chromosom das Gen fir die T7 DNA-Polymerase unter
Kontrolle eines lac-Promoters integriert ist. Diese wiederum sorgt nach Induktion durch
Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) fir die Expression des gewiinschten Proteins, das
nach Aufschluss der Bakterien aufgereinigt werden kann. Weiterhin zeichnen sich BL-21 (DE3)-
Bakterien durch das Fehlen der lon- und der ompT-Protease aus, was einer ungewollten
Degradation des Proteins in der Bakterienzelle vorbeugt.

Als erster Schritt der Produktion von rekombinantem Galectin-3 wurden bereits mit pET3c-
Gal3 transformierte BL-21 (DE3)-Bakterien (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Hakon Leffler, Lund (Schweden)) aus einem Tiefkihlstock auf einer LB-Agar-Platte (+
Ampicillin) ausgestrichen. Mit Hilfe eines Zahnstochers wurde eine der auf dieser Platte
gewachsenen Kolonien genutzt, um 200 ml LB-Medium (+ Ampicillin) anzuimpfen. Nach
Inkubation bei 37°C im Schittelinkubator Uber Nacht wurde die Expression des
rekombinanten Galectin-3 durch Zugabe von 100 pl 1 M IPTG induziert. 3 h nach Induktion
wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 6000 rpm fir 15 min im JLA 16.250-Rotor
pelletiert und anschlieBend in 10 ml ME-PBS resuspendiert. Die Zellen wurden durch
Ultraschallbehandlung fir 10 x 1 min auf Eis aufgeschlossen, dann auf 2 ml-Reaktionsgefalle
verteilt und zur Entfernung von Zelldebris fiir 30 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand dieser Reaktion wurde dann auf vorbereitete Lactosylsepharosebeads (500 pl Beads
5x mit 10 ml ME-PBS gewaschen; Beads von E Y Laboratories, San Mateo (USA)) gegeben und
iber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert, um eine spezifische Bindung von
Galectin-3 an die Lactosylsepharosebeads zu ermoéglichen. Am nachsten Tag wurden die Beads
zweimal mit 5 ml ME-PBS gewaschen (Zentrifugation jeweils 4000 rpm fiir 2 min bei 4 °C im
SX4250-Rotor). Nach der letzten Zentrifugation wurde nach Absaugen des Uberstandes das
rekombinante Galectin-3 durch Inkubation in 2 ml ME-PBS + 0,15 M Lactose fur 45 min bei 4 °C
auf dem Uberkopfschiittler von den Beads eluiert. Der Uberstand der Reaktion wurde nun

nach Anleitung des Herstellers Gber eine PD10-Saule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) in
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PBS umgepuffert. AnschlieBend erfolgte eine Konzentrierung der Proteinlosung auf ca. 1 ml
durch Zentrifugation der Losung in Amicon Ultra 10k (Millipore, Billerica (USA)) bei 4000 rpm.
Es wurde nun die Absorption der Losung gemessen und anhand folgender Formel die

Proteinkonzentration bestimmt:

A,gp - Verdiinnung - MW [Da]*1

mg
*1 - Ohne Multiplikation mit MW ergibt sich c[M]
*2 - Der Absorptionskoeffizient wurde durch Eingabe der Sequenz bei ProtParam

(www.expasy.org) bestimmt. Fir Galectin-3 ist e=35870.

ME-PBS
PBS mit zusatzlich 2 mM EDTA und 4 mM B-Mercaptoethanol

3.7.2 Fluoreszenzmarkierung von rekombinantem Galectin-3

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Endozytose von Galectin-3 war es
wichtig, die Aufnahme des rekombinanten Proteins verfolgen zu kdnnen ohne jedoch
gleichzeitig storende Signale durch das endogene Galectin-3 zu detektieren. Ein Einsatz von
Antikérpern zur Immunfluoreszenzfarbung war dementsprechend nicht moglich, da die
verwendeten Antikdrper sowohl das rekombinante als auch das endogene Galectin-3 anfarben
wirden. Desweiteren wdre eine Immunfluoreszenzfarbung auch nur bedingt mit
Lebendzellbeobachtung der Zellen kombinierbar. Daher wurde das zuvor rekombinant
hergestellte Galectin-3 mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt um dessen Aufnahme
mikroskopisch beobachten zu kénnen. Als Farbstoffe wurden Alexa633 und pHrodo, ein pH-
sensitiver Farbstoff, verwendet (beide von Invitrogen, Carlsbad (USA)).

Die Durchfihrung der Konjugation erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit der
Modifikation, dass Trennung von unkonjugiertem Farbstoff und markiertem Protein statt mit
der mitgelieferten Sdule mit einer PD10-Sdule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK))
durchgefihrt wurde. Das markierte Protein wurde anschlieBend mittels eines Amicon Ultra
10K (Millipore, Billerica (USA)) auf 500-800 ul ankonzentriert. Schlieflich wurden sowohl

Proteinkonzentration als auch Markierungseffizienz anhand folgender Formeln berechnet:

Proteinkonzentration Gal3-A633:

_ (Ayg0- 0,55 - Ags,) - Verdlinnungsfaktor
€

c[M]
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Proteinkonzentration Gal3-pHrodo:

(A550- Asgs * CF) - Verdinnungsfaktor
c[M] =
£
mit

A280 (freier Farbstoff)

CF=
A585 (freier Farbstoff)

Fiir pHrodo betrug der Korrekturfaktor CF 0,217 bei pH 7,5.

Markierungseffizienz:

Apmax ‘Verdiinnungsfaktor
100.000 -c[M]

Mol Farbstoff/Mol Protein=

3.73 Herstellung einer Affinitatssaule mit rekombinantem Galectin-3

Im Laufe dieser Arbeit sollte auch die Affinitat glykosylierter Liganden zu Galectin-3 in
Abhangigkeit vom pH-Wert untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine Affinitatssaule
hergestellt, in der rekombinantes Galectin-3 durch unspezifische Bindung an CNBr-aktivierte

NTR.GFP aus Zelllysaten aufzureinigen

Sepharosebeads immobilisiert wurde, um damit p75
(siehe 3.7.4 PH-abhdngige Aufreinigung von p75NTR-GFP liber eine Galectin-3-Affinitdtssdule).
Zur Herstellung dieser Saule wurde zunachst rekombinantes Protein (2-10 mg/ml) mittels einer
PD10-Saule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) in 3,5 ml Kopplungspuffer umgepuffert. Dieser
Vorgang wurde nach Ankonzentrierung des Eluats auf 2,5 ml mit Hilfe eines Amicon Ultra 10K
(Millipore, Billerica (USA)) noch einmal wiederholt. Parallel wurde ein Aufquellen von 0,5 g
CNBr-aktivierter Sepharose durch 15-minitige Inkubation in 3 ml HCl (1 mM) erreicht. Es
wurde dabei darauf geachtet, dass die Sepharose stets gut durchmischt und mit Flissigkeit
bedeckt war. Die gequollene Gelmasse wurde anschliefend in eine von der Matrix befreite und
gesaduberte PD10-Saule gefillt und mit 150 ml HCI (1 mM) gewaschen. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 2 ml Kopplungspuffer wurde die Saule unten verschlossen und die
Proteinlésung auf die Sepharosebeads gegeben. Waschschritt und Zugabe sollten dabei
unmittelbar aufeinander folgen. Die Saule wurde nun auch oben verschlossen und fiir 1,5 h bei
RT quer auf einem Rotationsschittler inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die
Proteinlésung abgelassen und mit dem Durchfluss die Kopplungseffizienz bestimmt.
Wahrenddessen wurde die Saule erneut mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen und
anschlieRend durch Zugabe von 6 ml Ethanolamin (1 M, pH 8,0) geblockt. Hierzu lieR man das
Ethanolamin bis etwa 1 cm Uber der Gelmasse durchlaufen, die Sdule wurde dann verschlossen
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und fir 2 h bei RT inkubiert. Nach dem Blocken wurde die Sidule erst mit 6ml 0,1 M
Essigsdaure/0,5 M NaCl, dann mit 6 ml 0,1 M Tris/0,5 M NaCl (pH 8,0) und schlieRlich mit 25 ml
PBS gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die fertige Sdule in PBS + 0,2 % (w/v)

Natriumazid aufbewahrt.

Kopplungspuffer
0,1 M NaHCO;
0,5 M NaCl

pH 8,3

3.74 PH-abhangige Aufreinigung von p75NTR-GFP iiber eine Galectin-3-

Affinitatssaule

NTR.GFP aus Zelllysaten wurde unter &hnlichen Bedingungen

Die Aufreinigung von p75
durchgefilhrt wie die Coimmunoprazipitation, d.h. p75"™" liegt noch weitestgehend in
gefalteter Konformation vor und die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, so wie sie
auch in der Zelle ablaufen wiirden, sind noch nahezu vollstandig erhalten.

Zur Durchfiihrung der Aufreinigung wurden zundchst von MDCK|p75-GFP-Zellen aus je einer
10 cm-Kulturschale Zelllysate erstellt. Dies erfolgte wie in 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten
beschrieben, jedoch mit dem Unterschied, dass ColP-Lysispuffer mit unterschiedlichen pH-
Werten verwendet wurden. Zur Vorbereitung der Aufreinigung wurde die Galectin-3-
Affinitatssdaule nun mit 25 ml ColP-Lysispuffer des entsprechenden pH-Wertes &quilibriert,
anschlieRend wurde das Lysat (1 ml) auf die Sdule gegeben und finffach rezyklisiert. Nach
Waschen der Saule mit 25ml PBS (pH-Wert entsprechend der Aufreinigung) erfolgte
schlieRlich die Elution der gebundenen Liganden durch Zugabe von 3,5 ml PBS + 150 mM
Lactose, wovon die ersten 0,5 ml jedoch verworfen wurden. Auch hier wurde darauf geachtet,
dass der pH-Wert des verwendeten PBS dem pH-Wert der restlichen Reagenzien entsprach.
Nach erfolgter Aufreinigung wurde die Sdule mit 100 ml PBS gewaschen, um Lactose und evtl.
verbliebene Liganden zu entfernen und konnte nun fiir weitere Aufreinigungen
wiederverwendet werden. Um systematische Fehler durch starre pH-Wert-Abfolgen zu
vermeiden, wurde bei nachfolgenden Aufreinigungen die Reihenfolge der pH-Werte
fortlaufend variiert.

Die Quantifizierung der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Jasco FP-6300
Fluoreszenzspektrometers durch Messung des GFPs. Als Proben wurden 10 pl des Zelllysates

vor der Aufreinigung (verdiinnt mit 20 pl ColP-Lysispuffer) und 30 ul des Eluats verwendet. Um
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Messungenauigkeiten durch die unterschiedlichen pH-Werte auszuschlieBen, wurden die
Proben mit 70 ul 1 M Tris, pH 8,9 versetzt. Das gesamte Volumen wurde anschlieBend im
Fluoreszenzspektrometer gemessen. Die Anregung erfolgte hierbei bei 485 nm, die Detektion
Uber ein Spektrum von 500-560 nm. Aus diesem Spektrum wurde die Wellenldnge héchster
Intensitat bestimmt (i.d.R. bei 510 nm) und gemessen.
In einem Vorversuch wurde zudem die Aufreinigung mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens
Uberprift. Die entsprechenden Proben hierzu wurden nach der Aufreinigung TCA-gefallt und in
25l 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Als Proben wurden verwendet:

- 100 pl des Durchflusses

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

- die ersten drei Milliliter der Elution.

3.75 Proteinase K-Behandlung

Untersucht man die Prasenz eines Proteins im Zusammenhang mit membranumschlossenen
Strukturen, so stellt sich oft die Frage, ob sich das Protein innerhalb dieser Strukturen befindet
oder nur peripher mit der Membran interagiert. Eine Moglichkeit, diese Frage zu beantworten,
stellt der Proteinase-Sensitivitdtstest dar. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test
verwendet, um die Lokalisation von Galectin-3 an oder in Exosomen zu klaren. Der Test basiert
zum einen auf der unspezifischen Degradation von Proteinen durch Proteinase K, zum anderen
darauf, dass Proteinase K nicht membrangangig ist und damit Proteine innerhalb eines
membranumschlossenen Raums nicht degradieren kann. Fiir den Test werden jeweils drei
Ansadtze erstellt: eine Negativkontrolle, eine Positivkontrolle und der eigentliche Testansatz.
Als Negativkontrolle verwendet man einen Ansatz, der keine Proteinase K enthdlt. Hier sollte
keine Degradation stattfinden. Im Gegensatz dazu enthadlt die Positivkontrolle neben
Proteinase K auch noch Triton X-100, dass Membranen permeabilisiert und damit alle Proteine
fiir die Proteinase K zugadnglich macht. Hier sollten alle Proteine degradiert werden. Das
Verhalten des eigentlichen Testansatzes entscheidet nun, ob sich ein Protein innerhalb oder
auBerhalb der Struktur befindet. Wird das Protein degradiert, befindet es sich auRerhalb, wird
es nicht degradiert, befindet es sich innerhalb der vesikuldaren Strukturen. Sollte sich das
Protein sowohl innerhalb als auch auRerhalb befinden, findet nur eine partielle Degradation
statt.

Zur Durchfiihrung der Proteinase K-Behandlung wurden Exosomen aus zwei Praparationen

(siehe 3.5.2 Exosomenprdparation) gepoolt und dann jeweils zu 15 pl auf drei Proben verteilt.
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Es wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen:
15 ul  Exosomen
1yl Proteinase K (0,187 mg/ml)*
1ul  Triton X-100 (10 %)?
ad 20 pl mit PBS++
1 - In Positivkontrolle und Testansatz enthalten
2 - In Positivkontrolle enthalten
Proteinase K wurde von Fermentas, St. Leon-Rot, bezogen.
Die Proben wurden anschlieBend fir 30 min bei 37 °C inkubiert, die Reaktion daraufhin durch

Zugabe von 1 ul 0,4 M PMSF gestoppt.

3.7.6 Oberflachenbiotinylierung

Zur spezifischen lIsolation von Membranproteinen polarer Zellen werden vorwiegend zwei
Methoden verwendet. Zum einen die Oberflachenimmunprazipitation, deren Prinzip auf der
Bindung von Antikérpern an die Proteine vor der Solubilisierung beruht, welche anschliefend
in einem der Immunprazipitation ahnlichen Prozess isoliert werden kénnen. Zum anderen
findet die Oberflachenbiotinylierung breite Verwendung, hier wird Sulfo-NHS-LC-Biotin
verwendet, ein nicht membrangangiges Biotin-Derivat, das zuséatzlich eine Reaktivitdt mit
primdren Aminen aufweist. Auf diese Weise ist es moglich, samtliche Oberflachenproteine
spezifisch mit Biotin zu markieren, um sie anschlieRend unter Ausnutzung der starken
Avidin/Biotin-Wechselwirkung mit Hilfe von Neutravidinbeads aus dem Lysat zu isolieren. Im
Gegensatz zur Oberflachenimmunprazipitation ist eine Kontamination durch intrazellulare
Proteine bei der Oberflachenbiotinylierung ausgeschlossen, was einen klaren Vorteil dieser
Methode darstellt.
Fiir die Durchfiihrung der Oberflachenbiotinylierung wurden MDCK-Zellen verwendet, die fir
7 d auf PET-Filtern im 6 Loch-Format kultiviert wurden. Zur Vorbereitung der Biotinylierung
wurden die Zellen dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann fiir 30 min bei 4 °C schiittelnd mit
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockwell (USA); 1,2 mg/ml in PBS++, Stock: 400 mg/ml in DMSO)
inkubiert, jedoch jeweils nur die apikale oder die basolaterale Seite. Die jeweils andere Seite
wurde wahrenddessen mit PBS++ inkubiert. Verbliebenes Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde durch
dreimaliges Waschen mit 0,1 M Glycin (in PBS++) inaktiviert und weggewaschen. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden die 6 Loch-Schalen fiir mindestens 1 h bei -20 °C
eingefroren. Zur Lyse der Zellen wurden diese auf Eis in 0,5 ml Puffer 1 (ohne BSA, vorgewarmt
auf 37 °C) mit 10 pl Pl abgeschabt, in ein ReaktionsgefaR Gberfihrt und fir 30 min bei 4 °C auf
Seite | 64




Material und Methoden

dem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rom und 4 °C
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt, 50 pul davon wurden als Lysat
abgenommen. Der Rest des Uberstandes wurde in ein neues ReaktionsgefiR mit vorbereiteten
Neutravidinbeads gegeben (zur Vorbereitung siehe weiter unten) und tber Nacht bei 4 °C auf
dem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieRend wurden die Neutravidinbeads in Mobicols
(MoBiTec, Gottingen) Uberfihrt und je einmal mit Puffer 1 (mit BSA) bis 4 gewaschen. Zum

Wasch- und Elutionsvorgang mit den Mobicols siehe 3.6.2 Immunpriézipitation.

Vorbereitung der Neutravidinbeads

Pro Probe wurden 60 ul Neutravidinbeads (Pierce, Rockwell (USA) mit 1 ml Puffer 1" gemischt
und (iber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Am niachsten Morgen wurden
1 ml Aliquots erstellt, die zweifach mit Puffer 1" gewaschen wurden. Die Zentrifugation
zwischen und nach den Waschschritten erfolgte jeweils flir 2 min bei 3500 g und 4 °C. Nach der
letzten Zentrifugation wurden der Uberstand abgenommen und jeweils 1 ul Pl und 10 ul BSA

(10 % (w/v) in ddH,0) an den Rand des ReaktionsgefaRes pipettiert.

Puffer 1

20 mM Tris

150 mM NaCl

5mM EDTA

1% (v/v) Triton X-100

(0,2% (w/v)  BSA)"
pH 8,0
* ergibt Puffer 1°

Puffer 2

20 mM Tris

150 mM Nacl

5mM EDTA

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

0,2 % (w/v) BSA

pH 8,0
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Puffer 3
20mM Tris
500 mM NaCl

0,5 % (v/v) Triton X-100
0,2 % (w/Vv) BSA
pH 8,0

Puffer 4
50 mM Tris
pH 8,0

3.7.7 Glykosidase-Behandlung

Manche Proteine wandern in der SDS-PAGE langsamer als es theoretisch durch ihre
molekulare Masse zu erwarten ware. Einen der Griinde fiir eine derartig veranderte Mobilitat
stellt die Modifikation des Proteinkerns durch N- oder O-Glykane dar. Um festzustellen, ob ein
Protein glykosyliert wird, kann man es mit Glykosidasen behandeln und dann die
elektrophoretische Mobilitdit mit der des unbehandelten Proteins vergleichen. Fiir die
Deglykosylierung werden Glykosidasen mit unterschiedlichen Spezifititen eingesetzt. So
spaltet z.B. die N-Glykosidase F (PNGase F) die Bindung zwischen Asparagin und allen Typen
von N-Glykanen, wahrend die Endoglykosidase H (Endo H) zwar auch N-Glykane entfernt,
jedoch eine Spezifitdt fir mannosereiche N-Glykane besitzt. Desweiteren findet die Spaltung
hier zwischen den N-Acetylglucosaminen an Position eins und zwei des Glykans statt.
Weiterhin eingesetzt werden die Neuraminidase (NA), die endstdndige Sialinsduren von
Glykanen abspaltet, und die Endo-a-N-acetyl-D-galactosaminidase (O-Glykosidase), die O-
Glykane von Proteinen trennt, diese Reaktion aber nur nach vorheriger Behandlung mit
Neuraminidase vollzieht.

Puffer und Enzyme fiir die Deglykosylierung wurden von New England Biolabs, Ipswich (USA)
bezogen. In einem ersten Schritt wurden die Proteine denaturiert; dazu wurde entweder
Zelllysat mit 10x Denaturierungspuffer versetzt (Endkonzentration 1x) oder gewaschene Beads
aus einer Immunprazipitation in 1x Denaturierungspuffer aufgenommen. In beiden Fillen
wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C inkubiert, anschlieBend auf neue ReaktionsgefdaRe

aufgeteilt und fir 4 h bei 37 °C inkubiert.
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Dabei wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen:

Kontrolle Endo H Endo F 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 8
Endo H - 2 - - -
PNGase F - - 1 - 1
O-Glykosidase - - - 1 1
NA - - - 1 1

Die Zahlen geben jeweils das Volumen in ul wieder.

3.8 Fluoreszenzmikroskopische Methoden

3.8.1 Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszenzmarkierung

Zellen, die zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung gedacht waren, mussten entweder
auf sterilen Deckgldaschen, im Falle der MDCK-Zellen auch alternativ auf Filtern, oder in
speziellen Glasbodenschalen kultiviert werden. Sollte keine Immunfluoreszenzfarbung
durchgefihrt werden, so wurden diese Zellen fixiert, evtl. permeabilisiert und dann mit Hilfe
des Eindeckmediums Mowiol auf Objekttrdger aufgebracht. Dazu wurden die Zellen zunachst
dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann mit Para-Formaldehyd (4 % (w/v) in PBS) flr 15 min bei
RT fixiert, anschlieBRend wurde erneut dreimalig mit PBS++ gewaschen. Fakultativ, z.B. zur
Reduktion der zytosolischen Hintergrundfluoreszenz, wurden die Zellmembranen durch
Behandlung mit Triton X-100 (0,2 % (v/v) in PBS++) permeabilisiert. Ebenfalls fakultativ fand
eine Farbung des Kerns (genauer: der DNA) durch Inkubation mit Hoechst 33258 (0,5 pg/ml
(w/v) in PBS++) fir 5 min bei RT statt. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS++
wurden die Zellen kurz mit ddH,0 gewaschen und mit Hilfe von Mowiol auf einem
Objekttrager aufgebracht. Nach Trocknen des Eindeckmediums (Ublicherweise Gber Nacht bei

RT) konnten die Prdparate mikroskopiert werden.

3.8.2 Vorbereitung der Zellen mit Immunfluoreszenzmarkierung

Die Immunfluoreszenzmarkierung stellt eine Mdglichkeit 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 man fir die Immunfluoreszenzmarkierung die spezifische Bindung eines
Antikorpers an sein Antigen aus. Die Lokalisation dieses Primarantikdrpers wird dann in einem
zweiten Schritt durch die Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpers fir die
Mikroskopie sichtbar gemacht.

Die ersten Schritte der Immunfluoreszenzmarkierung, sprich Fixierung und Permeabilisierung,
waren identisch zur Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszenzmarkierung, mit dem
einzigen Unterschied, dass die Permeabilisierung der Membranen obligatorisch war und das
neben Triton X-100 verschiedentlich auch PBST (PBS + 0,1 % (v/v) Tween 20) fiir diesen Schritt
eingesetzt wurde. AnschlieBend an die Permeabilisierung wurden die Zellen dreimalig mit
PBS++ gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit Ziegenserum (5 %
(v/v) in PBS++) fir 1 h bei RT abgesattigt. Diese Inkubation und auch die nachfolgenden
Antikorperinkubationen wurden in einer sogenannten ,feuchten Kammer” durchgefiihrt, d.h.
in den Deckel der verwendeten 6 Loch-Kulturschalen wurde ein befeuchtetes Tuch gelegt.
Zusatzlich wurde die gesamte Schale in ein feuchtes Tuch eingeschlagen. Dies hatte den Zweck
eine mogliche Austrocknung der Block- bzw. Antikoérperldsungen zu verhindern. Anschliefend
an den Blockschritt wurden die Zellen dreifach mit PBS++ gewaschen und fiir 1-2 h bei RT mit
der Erstantikorperlosung inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Zellen
flir 45 min bei RT mit dem Zweitantikorper behandelt. Sie konnten nun, wie im vorherigen
Kapitel beschrieben, entweder mit Hoechst 33258 gefarbt werden oder gleich mit Hilfe von
Mowiol auf Objekttrager aufgebracht werden.

Es wurden sowohl Einfach- als auch Zweifach-Markierungen durchgefiihrt. Dabei wurde jedoch
darauf geachtet, dass die beiden verwendeten Erstantikdrper aus unterschiedlichen Spezies
stammten. Zudem wurde durch Weglassen jeweils eines Erstantikbrpers aus der
Versuchsanordnung kontrolliert, ob der entsprechende Zweitantikdrper unspezifisch an den

jeweils anderen Erstantikorper bindet.

Tab. 3-11 Verwendete Antikorper (Immunfluoreszenz)
k ..
&k/ Hersteller Verdlinnung

Antigen Klon Spezies

Erstantikorper
E-Cadherin 36 Maus mk BD Biosciences, Franklin Lake 1:200
(USA)
Galectin-3 (169) Kaninchen | pk | Prof. H.P. Elsdsser, Marburg 1:50
. Santa Cruz Biotechnology, _

Galectin-3 3/38 Ratte mk Santa Cruz (USA) 1:50
LC3 - Kaninchen | pk | Abcam, Cambridge (UK) 1:500
Raba 7 Maus mk :SUDS'IZ;osuences, Franklin Lake 1:100
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BD Biosciences, Franklin Lake

Rab8 4 Maus mk (USA) 1:50

Rab1l 47 Maus mk BD Biosciences, Franklin Lake 1:50
(USA)

V5 - Maus mk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:200

Zweitantikorper

m?eux:léGS) - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
Maus-lgG - Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
(Alexa546) '

Kaninchen-lgG | _ Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
(Alexa488) ' '
Kaninchen-lgG | _ Ziege pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300
(Alexa546) ’ .
?:lzc;gg;) - Huhn pk | Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300

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

3.8.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Fir Lebendzellbeobachtungen und Experimente, die keine hohe Auflésung in der z-Achse
erforderten, wurde das Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskop verwendet. Die Detektion
der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe fand jeweils getrennt unter Verwendung der in Tab.
3-12 angegebenen Filterwiirfel statt. Wurden z-Stapel aufgenommen, so wurden die Daten im
Anschluss meist mit Hilfe von Improvision Volocity nachbearbeitet (siehe 3.8.7 Dekonvolution

und 3D-Rekonstruktion).

Tab. 3-12 Eigenschaften verwendeter Filterwiirfel

Excitationsfilter | Dichromatischer  Emissionsfilter ~ Detektierte
Filterwurfel
[nm] Sp|egel [nm] [nm] Fluorophore

A4 360+ 20 470+ 20 Hoechst 33258

CFP 422422 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 DsRed, Alexa546,
pHrodo

Cy5 635+5 650 720+ 30 Alexa633 + 647

3.8.4 Lebendzellbeobachtung

Die Fixierung von Zellen wird aus dem Grund durchgefihrt, dass die Zellen auf diese Weise fiir

verschiedene Untersuchungsmethoden, wie z.B. die Immunfluoreszenzmarkierung, zuganglich
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gemacht werden. Gleichzeitig ist auch eine Lagerung der Prdparate vor und nach der
mikroskopischen Untersuchung liber einen bestimmten Zeitraum moglich. Mochte man jedoch
Prozesse, wie die Bewegung von Transportvesikeln, oder auch intrazelluldre Bedingungen, wie
den pH-Wert gewisser Kompartimente, untersuchen, so ist dies nur in der lebenden Zelle
moglich. Man spricht hier von Lebendzellbeobachtung (engl. live cell imaging). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Aufnahme von Gal3-pHrodo und die NH,CI-Behandlung Gal3-
DsRed- und Gal3-YFP-transfizierter Zellen als Lebendzellbeobachtung durchgefiihrt.

Die Lebendzellbeobachtung wurde auf mit PBS++ gefillten Glasbodenschalen (Willco,
Amsterdam (Niederlande)) mit dem Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.
Die dafiir bendtigten Zellen wurden entweder auf sterilen Deckgldsern (respektive PET-Filtern)
oder direkt auf Glasbodenschalen kultiviert.

Mindestens zwei Stunden vor Start des Versuches wurde der Heizeinsatz der Klimakammer
eingeschaltet und auf 37 °C vorgeheizt. Dies sollte einem maoglichen Fokusdrift, ausgelost
durch die warmebedingte Ausdehnung des Materials, bei den spateren Aufnahmen
vorbeugen. Die Einstellungen der Heizeinheit wurden so gewahlt, dass sowohl Geblase als
auch Heizung auf der niedrigsten Stufe betrieben wurden. Friihestens nach den genannten
zwei Stunden wurden die Zellen zweifach mit PBS++ gewaschen und auf das Mikroskopstativ

Uberfiihrt. Nun konnten die eigentlichen Aufnahmen durchgefiihrt werden.

3.8.5 NH,Cl-Behandlung

NH,CI zerfallt in wassriger Losung unter anderem in gasférmiges Ammoniak nach folgender
Reaktionsgleichung:
NH,4Cl + H,O ¢> NH3 + CI + H;0"

NH," ist wie alle lonen prinzipiell nicht membrangingig. Im Gegensatz dazu gelangt Ammoniak
als Gas sehr einfach Gber die Membran und erreicht so (saure) intrazelluldre Kompartimente,
in denen es wieder protoniert wird. Dies hat zur Folge, dass der pH-Wert dieser
Kompartimente zum basischen verschoben wird. Untersucht man Proteine, die mit GFP oder
einer seiner Varianten fusioniert sind, und deren GFP-Anteil sich im Lumen der Endosomen
befindet, so kann man die pH-abhangige Intensitdtsanderung des Fluorophors nutzen um
Riickschliisse tiber die Lokalisation des Proteins in einem sauren Kompartiment zu ziehen.

Zur Durchfiihrung dieses Versuches wurde zunachst eine geeignete Zelle gesucht. Wurde diese
gefunden, wurde das PBS von der verwendeten Glasbodenschale abgenommen und eine 4D-

Aufnahme gestartet (8 Ebenen pro Zeitpunkt, ca. 25 Zeitpunkte). Unmittelbar nach Ende des
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dritten Zeitpunkts wurde dann vorsichtig PBS/NH,CI auf die Zellen gegeben und die Aufnahme

zu Ende gefihrt.

PBS/ NH,CI
NaCl in PBS isomolar (140 mM) durch NH,Cl ersetzt

3.8.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Einen Nachteil der Epifluoreszenzmikroskopie stellt die Tatsache dar, dass nicht nur
Fluoreszenzmolekiile innerhalb, sondern auch sehr viele aullerhalb der Fokusebene angeregt
und entsprechend detektiert werden konnen. Durch diese out-of-focus-Information
verschlechtert sich der Bildkontrast des entstehenden Bildes stark, was zu einer
entsprechenden Verringerung der realen Auflésung fiihrt. Eine Technik, mit der diese
Limitation der Epifluoreszenzmikroskopie umgangen werden kann, stellt die konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie (KLSM) dar. Diese Methode weist zwei entscheidende Unterschiede zur
konventionellen Mikroskopie auf: zum einen befindet sich zwischen anregendem Laser und
Objekt eine Lochblende, die zu einer punktférmigen lllumination des Objekts fihrt. Eine
weitere, einstellbare Lochblende (pinhole) befindet sich zwischen Objekt und Detektor und
blendet Fluoreszenzlicht aus, das nicht aus der Fokusebene stammt. Da Anregungs- und
Detektionsfokus gleich sind, spricht man von konfokaler Mikroskopie. Zum anderen ergibt sich
aus dieser optischen Anordnung die Bedingung, dass das Objekt nur in einzelnen Bildpunkten
angeregt werden kann, also abgerastert werden muss (daher Scanning-Mikroskopie).

Die Aufnahmen im KLSM fanden mit einer Auflésung von 1024x1024 Bildpunkten statt. Zur
Verminderung des Hintergrundes wurde jede Bildzeile dabei mindestens achtfach gescannt
und daraus ein Mittelwert gebildet. Zudem wurde im sequentiellen Modus gearbeitet, 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 von cross talk zwischen den Kanalen, d.h. der Detektion eines Fluorophors mit
den Einstellungen eines anderen.

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

Rekonstruktion unterzogen (siehe 3.8.7 Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion).
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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
GFP, Alexa488 488 495-535
YFP 514 518-540
DsRed, Alexa546 543 560-660
Alexa633, Alexab47 633 640-700

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

3.8.7 Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion

Mit Hilfe des kommerziellen Programms Volocity (Improvision) ist es moglich, Bilder
verschiedener Schnittebenen einer Zelle zunidchst zu dekonvolieren, um daraus ein
dreidimensionales Bild zu erstellen. Dekonvolution bedeutet, dass mit Hilfe mathematischer
Algorithmen der Anteil von Streulicht in den Aufnahmen der einzelnen Schichten
herausgerechnet wird und damit ein Bild mit deutlich verbessertem Signal-Rausch-Verhaltnis
entsteht. Dies wurde insbesondere bei 3- oder 4D-Aufnahme von Epifluoreszenzmikroskopen
durchgefiihrt. Eine Dekonvolution von KLSM-Aufnahmen ist zwar méglich, aufgrund der hohen
raumlichen Auflésung in der z-Ebene aber nicht notwendig.

Zur Bearbeitung der erhaltenen Daten wurden diese zundchst in Volocity importiert, in dem fur
jedes Experiment eine sogenannte point spread function (PSF) berechnet wurde. Die dafir
verwendeten Wellenldngen 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 Konfidenz von 100% erreicht oder 25
Wiederholungen durchgefiihrt wurden.

Die dekonvolierten Daten wurden von Volocity automatisch in eine 3D-Rekonstruktion

umgewandelt.

3.8.8 Quantifizierung der Kolokalisation von vesikuldren Strukturen

Im Laufe dieser Dissertation wurde die Kolokalisation in vesikuldren Strukturen in zwei
Experimenten bestimmt. Dies geschah auf unterschiedliche Weise. Im Falle des Experiments,
das die Kolokalisation von Rab11 und rekombinantem Galectin-3 bestimmen soll, wurde die

Kolokalisation manuell ausgewertet. Im Falle des Experiments, das die Kolokalisation
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aufgenommenen Dextrans und Galectin-3 bestimmen soll, wurde die Auswertung mit Hilfe von

Improvision Volocity durchgefihrt.

Manuelle Bestimmung

Pro Zeitpunkt wurden jeweils drei Aufnahmen aus unterschiedlichen Experimenten
ausgewertet. Jede Aufnahme wurde in 16 gleich groRe Quadrate (10 um x 10 um) unterteilt,
von denen vier Quadrate von oben links nach unten rechts ausgewertet wurden. In jedem
Quadrat wurde die Anzahl galectin-3/rabl11-positiver und galectin-3-positiver Strukturen

bestimmt und daraus der Quotient gebildet.

Bestimmung durch Volocity

Es wurde ein Messprotokoll erstellt, das automatisch vesikulare Strukturen innerhalb der
Aufnahmen bestimmt. Diese sollten nicht groRer als 2,5 um?® und nicht kleiner als 0,17 pm?
sein. Fir die gefundenen Strukturen wurde dann der Pearsons Koeffizient ermittelt, der eine
Aussage Uber die Starke der Kolokalisation zuldsst. Strukturen, in denen der Pearsons
Koeffizient groBer als 0,2 war, wurden als kolokalisiert angesehen. Es wurden jeweils

mindestens zwei Aufnahmen pro Zeitpunkt aus drei unabhadngigen Experimenten ausgewertet.

3.9 Elektronenmikroskopische Methoden

Die Auflésung eines Mikroskops ist durch die Wellenldange der verwendeten Strahlung limitiert.
Aufgrund der Wellenlange sichtbaren Lichts betragt das Auflosungsvermégen konventioneller
Lichtmikroskope etwa 200 nm. Da schnelle Elektronen wiederum eine sehr viel kleinere
Wellenldange besitzen als Licht, ist es mit der Elektronenmikroskopie moglich, ein sehr viel
hoheres Auflésungsvermogen zu erreichen. Die technische Grenze hierfir liegt zur Zeit bei
etwa 0,1 nm.

Aufgrund der spezifischen Begebenheiten der Elektronenmikroskopie miissen biologische
Proben gewisse Anforderungen erfiillen, um mikroskopiert werden zu kénnen. Da der
Elektronenstrahl des Mikroskops durch gasformige Molekiile abgelenkt werden konnte, ist es
z.B. notig, dass die Proben fixiert und wasserfrei sind. Desweiteren bieten biologische Proben
in aller Regel nicht geniigend Kontrast fiir die Elektronenmikroskopie und missen
entsprechend kontrastiert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Mikrovesikel- und Exosomenfraktionen auf ihren Inhalt
hin elektronenmikroskopisch untersucht. Dazu wurde zunachst ca. 15 ul Mikrovesikel- bzw.
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Exosomenl6sung (siehe 3.5.2 Exosomenprdparation und 3.5.3 Mikrovesikelpréparation; jeweils
in PBS++ geldst) auf ein Stlick Parafilm getropft. Auf den Tropfen wurde dann ein
Metallnetzchen gelegt, das nach Inkubation fiir 30 s abgetropft und auf einen 15 ul Tropfen
2 % (v/v) Phospho-Wolframséaure Gberfuhrt wurde. Nach einer Inkubation von 30 s wurde das
Netzchen wieder abgetropft und konnte gelagert werden. Nach dem Trocknen des Praparates

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

3.10 Statistik

Um statistische Relevanz zu gewadhrleisten, 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 die
Mittelwerte  Standardfehler. Wurde nur zwei Gruppen miteinander verglichen, so erfolgte die
Testung auf statistische Signifikanz mit Hilfe eines gepaarten t-Tests. Aufgrund der
Alphafehlerinflation ist eine statistische Testung von mehr als zwei Gruppen durch mehrere
t-Tests nicht zuldssig. In diesen Fallen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of
variance, ANOVA), gefolgt von einem Post-Hoc-Test nach Tukey zum Vergleich der einzelnen
Gruppen, durchgefiihrt. Welcher statistische Test durchgefiihrt wurde, ist jeweils in 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 Untersuchungen zur Endozytose von
Galectin-3 beziehen. Der zweite Abschnitt (4.2 ) beschaftigt sich mit der Charakterisierung des
Mechanismus und der Vorbedingungen fiir die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3.
AbschlieBend wird im dritten Abschnitt (4.3 ) auf die Frage eingegangen, ob es sich bei dem

endogenen MDCK-Protein gp114 um ein canines Homolog von CEACAM1 handelt.

4.1 Endozytose von Galectin-3

Durch frihere Arbeiten ist bekannt, dass Galectin-3, ein galactosebindendes Lectin, ein
mutmallicher Sortierrezeptor im apikalen Transport raft-unabhangig transportierter Proteine
ist (Delacour et al. 2006; Delacour et al. 2008). Zudem existieren sehr gute Modelle, die den
Sortiermechanismus beschreiben, und fir die auch bereits experimentelle Beweise gefunden
werden konnten (Delacour et al. 2007; Delacour und Jacob 2006). Weiterhin offen ist jedoch
die Frage, an welchem Ort der durch Galectin-3 vermittelte Sortierprozess stattfinden kénnte.
Aufgrund der Lokalisation von Galectin-3 auRerhalb des TGN (Schneider 2007; Schneider et al.
2010) scheint dieses Kompartiment als mogliche Sortierstation auszuscheiden. Aufbauend auf
der Hypothese, dass ein moglicher Recyclingweg von Galectin-3 héchstwahrscheinlich auch das
Kompartiment durchlduft, in dem Galectin-3 seine Funktion als Sortierrezeptor erfillt, wurde
die Endozytose von Galectin-3 untersucht, um daraus Rickschlisse Uber das Sortier-

kompartiment und moglicherweise auch den Sortiermechanismus zu ziehen.

4.1.1 Galectin-3 findet sich in sauren, endosomalen Kompartimenten

Vor der eigentlichen Untersuchung der Endozytose von Galectin-3 sollte in einem ersten
Schritt festgestellt werden, ob und in welchen endosomalen Strukturen dieses Lectin in
MDCK II-Zellen lokalisiert ist. Dazu wurden MDCK-Zellen einer doppelten Immunfluoreszenz-
markierung mit Antikorpern unterzogen, die zum einen gegen Galectin-3, zum anderen gegen
die endosomalen Markerproteine Rab4, -8 und -11 gerichtet waren (Abb. 4-1). In
Ubereinstimmung mit Erkenntnissen, die in transient transfizierten COS-Zellen erlangt wurden
(Schneider et al. 2010), zeigt endogenes Galectin-3 in MDCK-Zellen eine zwar schwache, aber

konstante Kolokalisation mit Rab4 (Abb. 4-1 A), das als Markerprotein fiir das AEE angesehen
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werden kann (Duffield et al. 2008), sowie mit Rab11 (Abb. 4-1 C), einem Marker fiir das ARE
(Markgraf et al. 2007). Ferner kolokalisert Galectin-3 auch mit Rab8 (Abb. 4-1 B), einer GTPase,
die am Transport apikaler Proteine beteiligt ist (Cramm-Behrens et al. 2008).

Bereits vor dieser Arbeit war bekannt, dass Galectin-3-YFP in lebenden COS-Zellen in Rab4-CFP
positiven, meist ringférmigen Strukturen zu finden ist (Abb. 4-2 A). Zu diesem Zeitpunkt wurde
auch vermutet, dass weitere Galectin-3-YFP-haltige Strukturen existieren, diese aber aufgrund
der starken Abhangigkeit der YFP-Fluoreszenz vom pH-Wert seiner Umgebung — bei pH 6,0
betragt die Fluoreszenzintensitdat von YFP nur ein Zehntel der Intensitat bei pH 8,0 und ist
damit kaum bis gar nicht sichtbar — und des sauren pH-Wertes in endosomalen Strukturen
nicht sichtbar sind. Tatsachlich fihrt eine Behandlung transfizierter, lebender COS 7-Zellen mit
NH,4Cl und der damit einhergehenden Verschiebung des luminalen pH-Wertes ins Basische,
zum Erscheinen weiterer, zuvor nicht oder nur kaum sichtbarer Galectin-3-YFP-Strukturen, die
ebenfalls von einem Rab4-CFP-Ring umgeben sind (Abb. 4-2 A, Pfeile). Die Quantifizierung
kolokalisierter Vesikel vor und nach NH,Cl-Behandlung bestatigt diese Beobachtung und zeigt
einen signifikanten Anstieg von 5 + 1 kolokalisierten Strukturen vor der Behandlung auf 10 + 1
nach der Behandlung (Abb. 4-2 B). Um auszuschlieRen, dass die beobachtete Steigerung der
YFP-Fluoreszenz auf eine NH,Cl-induzierte Translokation von Galectin-3 in das endosomale
System zurlickzufiihren ist, wurde das Verhalten von Galectin-3-YFP mit dem von Galectin-3-
DsRed verglichen. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass DsRed im Gegensatz zu YFP nicht
pH-sensitiv ist und daher in jedem Fall auch bereits vor der Behandlung mit NH,Cl detektiert
werden kann. Wie Abb. 4-2 C zeigt, verdndert sich die DsRed-Fluoreszenz in Gal3-YFP/Gal3-
DsRed-doppelttransfizierten COS 7-Zellen weder im Gesamten noch in einzelnen Strukturen
durch die Behandlung mit NH,Cl. Im Gegensatz dazu fallen jedoch Galectin-3-DsRed-haltige
Strukturen auf (Pfeile), in denen die Behandlung mit NH,Cl zu einer starken Zunahme des zuvor
kaum bis gar nicht sichtbaren Galectin-3-YFP-Signals fuhrt.

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass Galectin-3 sowohl in MDCK- als auch in COS-
Zellen mit Markerproteinen des endosomalen Systems kolokalisiert. Weiterhin konnte eine
Lokalisation von Galectin-3-YFP in einem sauren, Rab4-positiven Kompartiment festgestellt

werden.
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Abb. 4-1 Kolokalisation von Galectin-3 mit Rabs in MDCK

Fir sieben Tage auf Deckgldasern kultivierte MDCK lI-Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
schlieBlich einer Immunfluoreszenzmarkierung mit aGalectin-3(169)/Alexa546 und aRab4, -8, -11/
Alexa488 unterzogen. Die aufgenommenen Epifluoreszenzbilder wurden zur Verringerung des
Hintergrunds dekonvoliert. Dargestellt ist jeweils eine Ebene aus dem subapikalen Bereich.
Kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen markiert. aRabs/Alexa488 — griin, aGalectin-3/Alexa546 — rot,
Kerne/Hoechst 33258 — blau; MaRstab — 20 um.
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Abb. 4-2 Lokalisation von Galectin-3 in sauren, endosomalen Strukturen

(A) Auf Deckglasern kultivierte COS 7-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit Gal3-YFP und Rab4-CFP
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugabe von PBS/NH,CI
einer dekonvolierten 4D-Aufnahme. Die Pfeile markieren Rab4-positive Endosomen, deren Gal3-YFP-
Signal nach NH,Cl-Behandlung stark zunimmt. Die Experimente dieser Abbildung stammen aus
Schneider 2007. MaRstab — 20 um. (B) Quantifizierung kolokalisierter Vesikel vor und nach Zugabe von
NH,Cl. Angegeben sind Mittelwert + Standardfehler, die statistische Analyse erfolgte durch einen
gepaarten t-Test (**p<0,01). (C) Durchfliihrung wie in (A), nur wurden die Zellen mit Gal3-YFP und dem
pH-insensitiven Gal3-DsRed transfiziert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugabe von
PBS/NH,CI einer dekonvolierten 4D-Aufnahme. Die Pfeile markieren Gal3-DsRed positive Strukturen,
deren YFP-Fluoreszenz nach NH,Cl-Behandlung zunimmt. MaRstab — 20 um.
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4.1.2 Die Endozytose von Galectin-3 ist abhdngig von der Zuckerbindung

Von Galectin-3 ist bekannt, dass es von MDCK-Zellen (ber einen unkonventionellen
Sekretionsweg in das apikale Medium abgegeben wird (Lindstedt et al. 1993). Der umgekehrte
Weg, die Endozytose, erscheint zwar aufgrund der endosomalen Lokalisation von Galectin-3 in
MDCK- und COS-Zellen wahrscheinlich, wurde bisher jedoch noch nicht ndaher erforscht. In
einem ersten Versuch sollte durch diese Arbeit nun herausgefunden werden, ob und in
welchem Umfang die Zuckerbindedomé&ne (CRD) in Galectin-3 fiir dessen Endozytose wichtig
ist.

Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurde die apikale Aufnahme von rekombinantem
Galectin-3 in MDCK II-Zellen analysiert. Dazu wurden die Zellen, die fiir sieben Tage auf Filtern
kultiviert wurden, mit rekombinantem Galectin-3-Alexa633 in An- oder Abwesenheit von
Lactose, einem kompetetiven Inhibitor der Zuckerbindung, fiir 30 min auf Eis inkubiert, um
eine synchrone Anlagerung des rekombinanten Proteins zu ermdglichen. Die eigentliche
Aufnahme wurde dann bei 37 °C durchgefiihrt, wobei zu beachten ist, dass nach 10 min das
rekombinante Galectin-3 abgenommen und durch vorgewarmtes PBS++ ersetzt wurde.
AnschlieBend an die 37 °C-Inkubation wurden die Zellen fixiert und mit Hilfe des KLSM
analysiert. Die entstehenden Bilder wurden mit Hilfe von Volocity in eine 3D-Darstellung
umgerechnet (Abb. 4-3 A). Zellen, bei denen die Aufnahme von Galectin-3 in Abwesenheit von
Lactose durchgefiihrt wurde (Mock), zeigen zum Zeitpunkt O min sehr starke, punktférmige
Fluoreszenzsignale im Bereich der apikalen Membran. Durch die Farbung ist auch der Verlauf
der Zellgrenzen nachzuvollziehen, jedoch auch hier nur im oberen Bereich der Zelle. Dies
deutet darauf hin, dass das rekombinante Galectin-3 die Zonula occludens nicht passiert hat.
Nach 30 min Inkubation bei 37 °C ist die detektierte Fluoreszenz zwar schwacher als bei 0 min,
aber immer noch deutlich sichtbar. Der Grofteil des aufgenommenen Galectin-3 liegt nun in
punktférmigen Strukturen vor, die in der Nahe des Kerns lokalisiert sind. Ein gewisser Anteil ist
jedoch auch als diffuse, membrannahe Farbung zu sehen (vergleiche auch Abb. 4-3 B, WT). Im
Gegensatz dazu ist in Zellen, in denen die Aufnahme in Anwesenheit von 0,15 M Lactose
durchgefuhrt wurde (Lactose), keinerlei Fluoreszenzsignal, weder nach 0 noch nach 30 min zu
beobachten. Die Ergebnisse dieser fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung konnten auch
biochemisch bestatigt werden. Fiir diesen Versuch wurden die Zellen nach Durchfiihrung der
Aufnahme fir 0 und 30 min lysiert, anschlieBend wurde die Anwesenheit von rekombinantem
Protein im Zelllysat mittels Western Blot ermittelt (Abb. 4-3 C). Eine Unterscheidung zwischen
endogenem, d.h. caninem Galectin-3 von rekombinantem, humanem Galectin-3 ist hierbei

Uber die unterschiedliche molekulare Masse der beiden Homologe sicher moglich. Analog zu
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den fluoreszenzmikroskopischen Ergebnissen zeigt sich in den unbehandelten Proben (Mock)
ein starkes Signal des rekombinanten Galectin-3 bei 0 min, sowie ein schwacheres Signal bei
30 min. Die Differenz zwischen den beiden Proben ist vornehmlich durch rekombinantes
Protein zu erkldaren, das unter dem Druck der hohen Konzentrationen am Anfang des
Versuches an die Membran bindet, sich nach Abnahme der Galectin-3-Proteinlésung nach
10 min aufgrund der daraus resultierenden Gleichgewichtsverschiebung jedoch wieder ablost.
Diese Fraktion kann im Uberstand des 30 min-Wertes nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
Ahnlich wie mock-behandelte Proben verhalten sich auch Proben, bei denen die Aufnahme in
Anwesenheit von 0,3M Glucose, also einem der beiden in Lactose enthaltenen
Zuckermonomere, durchgefiihrt wurde (Glucose). Im Gegensatz dazu ist in den Lysaten der
lactosebehandelten Zellen weder nach 0 noch nach 30 min Signal des rekombinanten Proteins
detektierbar, folglich scheint weder eine Anlagerung noch eine Aufnahme des Proteins
stattgefunden zu haben (Lactose). Fehler, die durch eine unterschiedliche Beladung des Gels
entstanden sein konnten, kénnen hier ausgeschlossen werden, da die Menge des endogenen
Galectin-3 in allen Proben konstant ist.

Eine weitere Moglichkeit, die Abhdngigkeit der Galectin-3-Endozytose von der Zuckerbindung
zu Uberprifen, stellt die Galectin-3-Mutante R186S dar. Bei dieser Mutante wurde eine stark
konservierte Aminosaure in der D-Stelle der CRD, Arginin-186, zu einem Serin mutiert. Dies
fihrt zu einer dramatisch verringerten Bindung von I6slichem N-Acetyllactosamin und
Glykanen, in denen N-Acetyllactosamin vermutlich an Stelle C und D bindet (Salomonsson et
al. 2010). Untersucht man die Aufnahme von Galectin-3-R186S-FITC in MDCK-Zellen mit Hilfe
des KLSM (R186S), so zeigt sich, dass weder nach 0 min, noch nach 30 min Fluoreszenzsignal an
oder in den Zellen detektierbar ist (Abb. 4-3 B, R186S). Im Gegensatz dazu zeigt Galectin-3-FITC
(WT) eine ahnliche Verteilung der Fluoreszenzintensitat, wie dies auch im vorherigen Versuch
mit Galectin-3-Alexa633 der Fall war. Entsprechend zeigt sich zum Start der Aufnahme von
Galectin-3 eine starke Farbung der apikalen Membran und auch hier sind die Zellgrenzen
nachvollziehbar, jedoch wiederum nur im oberen Teil der Zelle. Dagegen befindet sich
Galectin-3-FITC 30 min nach Start der Aufnahme vor allem in punktférmigen, kernnahen
Strukturen, aber auch eine diffuse Farbung in der Nahe der Membran ist zu beobachten. Auch
hier konnten die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Hilfe von
biochemischen Tests bestatigt werden. Analog zur Aufnahme von Galectin-3 in Abwesenheit
von Lactose, zeigt auch der Wildtyp (WT) in Abb. 4-3 D zunéchst ein starkes Signal zum
Zeitpunkt 0 min, dass nach 30 min deutlich schwacher, aber dennoch gut detektierbar ist. Im
Gegensatz dazu ist bei Galectin-3-R186S zum Start der Aufnahme nur ein sehr schwaches
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Signal des rekombinanten Proteins detektierbar, dass zudem nach 30 min véllig verschwunden
ist. Auch hier kdnnen Variationen durch unterschiedliche Beladung der Gele ausgeschlossen
werden, da die Intensitat der Banden des endogenen Galectin-3 durchgehend konstant ist.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Endozytose von Galectin-3 aus dem

apikalen Medium in MDCK-Zellen abhédngig von der Bindung an glykosylierte Liganden ist.
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Abb. 4-3  Zuckerabhadngige Endozytose von Galectin-3 in MDCK-Zellen

MDCK Il-Zellen, die fir sieben Tage auf PET-Filtern (A,B) bzw. 6 cm-Kulturschalen (C,D) kultiviert
wurden, wurden mit 1 uM apikal zugegebenem Galectin-3 fir 30 min auf Eis inkubiert, dann wurde die
Aufnahme bei 37 °C flr die angegebenen Zeitpunkte durchgefiihrt. Hierbei wurden verwendet fiir (A)
Galectin-3-Alexa633 in An- oder Abwesenheit von 0,15 M Lactose, fiir (B) Galectin-3 in An- oder
Abwesenheit von 0,15 M Lactose bzw. 0,3 M Glucose, fir (C) Galectin-3-FITC bzw. Galectin-3-R186S-FITC
und fir (D) Galectin-3 bzw. Galectin-3-R186S. Jeweils nach 10 min wurde das rekombinante Protein
abgenommen und durch PBS++ ersetzt. AnschlieBend an die Aufnahme wurden die Zellen entweder
fixiert und fir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet (A,B) oder lysiert und mittels Western Blot mit
aGal3(169)-Antikérpern analysiert (C,D). Galectin-3-FITC, Galectin-3-R186S-FITC sowie Galectin-3-R186S
wurden freundlicherweise von Hakon Leffler, Lund, Schweden zur Verfligung gestellt. MaRstab — 20 um.

cGal3 — canines Galectin-3; hGal3 — humanes Galectin-3.
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4.1.3 Dextran und Galectin-3 werden in unterschiedliche Wege sortiert

Nachdem die Frage geklart war, inwiefern die Endozytose von Galectin-3 von der Fahigkeit
abhangt, Zucker zu binden, sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob
Galectin-3 nach seiner Aufnahme in die Zelle in den lysosomalen, d.h. degradativen
Endozytoseweg einsortiert wird oder ob es Ulber einen anderen Weg, mutmallich einen
Recyclingweg, transportiert wird. Hinweise auf diese Frage liefert der Vergleich des Verhaltens
von Galectin-3 mit dem von fluoreszenzgekoppeltem Dextran. Dextran wird von Zellen
aufgenommen, zu den Lysosomen transportiert und schlieRlich dort abgebaut. Daher kann es
als Marker fir den lysosomalen Weg angesehen werden (Ellinger et al. 1998).

Abb. 4-4 zeigt die Ergebnisse eines solchen Vergleiches. Fiir dieses Experiment wurden auf
PET-Filtern gewachsene MDCK Il-Zellen mit rekombinantem Galectin-3-FITC und Dextran-
Alexa647 fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die eigentliche Aufnahme wurde anschliefend bei 37 °C
fir die angegebenen Zeitpunkte durchgefiihrt, die Zellen daraufhin fixiert und fir die
Mikroskopie vorbereitet. Fir die Endozytose von Galectin-3-FITC zeigt sich dabei ein dhnliches
Bild, wie es bereits aus den vorherigen Endozytoseversuchen bekannt war. Zum Start der
Aufnahme zeigt das rekombinante Protein eine starke, punktférmige Fluoreszenzverteilung im
apikalen Bereich, gleichzeitig sind die Zellgrenzen im oberen Bereich der Zelle deutlich
nachzuvollziehen (Abb. 4-4 A, 0 min). Nach 5 min bei 37 °C hat sich die Verteilung von Galectin-
3-FITC in der Zelle nicht entscheidend gedndert, die Zellgrenzen erscheinen jedoch etwas
weniger stark akzentuiert (Abb. 4-4 A, 5 min). Analog zu Abb. 4-3 A und B zeigt sich auch in
diesem Versuch, dass Galectin-3-FITC 30 min nach Start der Aufnahme vor allem in
punktférmigen Strukturen zu finden ist, die in der Nahe des Kerns lokalisiert sind. Gleichzeitig
ist auch ein diffuses Galectin-3-Signal in der Ndhe der Membran zu erkennen (Abb. 4-4 A,
30 min). Zum Zeitpunkt 60 min ist kein entscheidender Unterschied zum vorherigen Zeitpunkt
zu erkennen. Tendenziell befinden sich die vesikuldren Strukturen von Galectin-3-FITC 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 Galectin-3-FITC sind bei Dextran-Alexa647 (iber
den Verlauf des Experiments keine gréBeren Verdnderungen der Verteilung auszumachen
(Abb. 4-4 A, Uberlagerung und rechte Spalte). Von 0 bis 60 min befindet sich Dextran in
punktférmigen Strukturen, die gleichmaRig Uber die Flache der Zelle verteilt sind. Eine
Akkumulation in der Ndhe der Membran oder in der Nahe des Kerns, wie es bei Galectin-3
nach 30 min der Fall ist, ist zu keinem Zeitpunkt zu beobachten. Insgesamt scheint es jedoch
so, als ob die Anzahl der dextran-positiven Vesikel im Verlauf des Endozytosevorgangs,

zumindest im hier dargestellten subapikalen Bereich, abnimmt. Vergleicht man die
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Kolokalisation der beiden Kanile (Abb. 4-4 A, Uberlagerung in der linken Spalte sowie
vergroRerter Ausschnitt der Uberlagerung), so zeigt sich, dass bereits zum Start der Endozytose
(0 min) etliche vesikuladre Strukturen sowohl Galectin-3-FITC- als auch Dextran-Alexa647-Signal
aufweisen. Der Grad der Kolokalisation scheint nach 5 min einen Héhepunkt zu erreichen um
schliefflich nach 30 bzw. 60 min deutlich abzunehmen. Fiir Abb. 4-4 B wurde die Anzahl der
vesikularen Strukturen mit Kolokalisation quantifiziert. Hierzu wurden pro Zeitpunkt
mindestens flinf verschiedene Bilder aus drei unabhangigen Versuchen ausgewertet. In den
Bildern wurden mit Hilfe von Volocity vesikuldre Strukturen identifiziert und in diesen
Strukturen der Pearson-Koeffizient bestimmt, der einen Gradmesser der Kolokalisation
darstellt. Als kolokalisiert wurden Vesikel angesehen, wenn der in ihnen gemessene Pearson-
Koeffizient groBer als 0,2 war. Wie schon zuvor vermutet, ist der hochste Grad der
Kolokalisation zwischen Galectin-3-FITC und Dextran-Alexa647 in diesem Experiment nach
5 min erreicht. Zu diesem Zeitpunkt zeigen 116 + 16 Vesikel eine Kolokalisation. Die Anzahl
kolokalisierter Vesikel zum Zeitpunkt O min und 10 min ist mit 80 + 12 bzw. 77 + 10 zwar
niedriger als zum Zeitpunkt 5 min, jedoch nicht signifikant verschieden. Im weiteren Verlauf
des Experiments sinkt der Grad der Kolokalisation zwischen Galectin-3 und Dextran weiter,
wobei ab 20 min ein signifikanter Unterschied zum 5 min-Wert zu beobachten ist. Die
niedrigste Anzahl kolokalisierter Vesikel findet sich mit 30 £ 7 bzw. 38 £ 5 Vesikel nach 45 bzw.
60 min Inkubation bei 37 °C.

Anhand der Daten kann dementsprechend gesagt werden, dass Galectin-3 und der
Flissigphasenmarker Dextran zundchst zusammen aufgenommen werden, im spateren Verlauf

der Endozytose aber getrennt und in unterschiedlichen Wegen transportiert werden.

Abb. 4-4 Galectin-3 und Dextran werden in unterschiedliche Endozytosewege sortiert

(A) Fur sieben Tage auf PET-Filtern gewachsene MDCK-Zellen wurden fir 30 min auf Eis mit Galectin-3-
FITC und Dextran-A647 inkubiert. Die Aufnahme der beiden Stoffe erfolgte bei 37 °C fir die
angegebenen Zeitpunkte. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und fiir die Fluoreszenzmikroskopie
vorbereitet. Mit Hilfe des KLSM wurden Stapelaufnahmen der Zellen erstellt, fiir die Quantifizierung
wurde auf eine gleichmaRige GréRe des Bildausschnittes geachtet. Dargestellt ist jeweils eine Ebene aus
dem subapikalen Bereich, aus Ubersichtsgriinden jedoch nicht von allen Zeitpunkten. Die linke Spalte
zeigt eine Ubersichtsaufnahme, die drei rechten Spalten zeigen VergréRerungen des gleichen Bildes. Die
Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen. MaBstab — 20 um. (B) Quantifizierung der Aufnahmen aus
(A). Mit Hilfe von Volocity wurden vesikuldre Strukturen in den Aufnahmen bestimmt und in diesen
Strukturen der Pearson-Koeffizient berechnet. Strukturen mit einem Koeffizienten gréRRer 0,2 wurden als
kolokalisiert angesehen. Angegeben sind Mittelwert + Standardfehler, die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Post-Test (**p<0,01,
***p<0,001).
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Abb. 4-4 Galectin-3 und Dextran werden in unterschiedliche Endozytosewege sortiert
(Legende siehe vorheriger Seite)
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4.1.4 Endozytiertes Galectin-3  lokalisiert in sauren, rabll-positiven
Kompartimenten

Der Vergleich der Endozytose von Galectin-3 mit der von Dextran zeigt, dass Galectin-3 nicht in
den lysosomalen Weg einsortiert wird. Dies ldsst vermuten, dass Galectin-3 nicht degradiert,
sondern vielmehr an die apikale Membran zurlick transportiert wird. Sollte dies der Fall sein,
dann muisste endozytiertes Galectin-3 ein saures, rabll-positives Recycling-Kompartiment
erreichen und von dort mutmaRlich zur apikalen Membran transportiert werden. Zur
Uberpriifung dieser Hypothese wurde abermals der bekannte Endozytoseversuch, dieses Mal
mit Galectin-3-Alexa633, in MDCK-Zellen durchgefiihrt. Die Aufnahme wurde fiir 0 und 30 min
bei 37 °C durchgefiihrt, die Zellen dann fixiert, permeabilisiert und mit Antikdrpern gegen den
ARE-Marker Rabl1l gefarbt. Die Analyse erfolgte wieder mit Hilfe des KLSM. Wie in den
Experimenten zuvor, befindet sich Galectin-3 nach 0 min in punktférmigen Strukturen an der
apikalen Membran und nach 30 min in eher kernnahen Strukturen sowie als diffuse Farbung in
der Nadhe der Membran (Abb. 4-5 A, mittlere Spalte). Die Farbung durch aRab11-Antikérper
zeigt zu beiden Zeitpunkten vesikuldre Strukturen, die sich durch eine leichte Akkumulation in
der N&dhe des Kerns auszeichnen (linke Spalte). Hierbei handelt es sich um eine Verteilung, wie
sie fiir rab11-positive AREs auch schon beschrieben wurde (Perret et al. 2005). Vergleicht man
die Lokalisation von aufgenommenem Galectin-3-Alexa633 mit der von aRab11/Alexa488, so
zeigt sich, dass zum Start der Endozytose nur ein sehr geringer Anteil der beiden Farbstoffe
kolokalisiert, dieser Anteil nach 30 min jedoch sehr stark steigt. Bestdtigt wird diese
Beobachtung durch die Quantifizierung der kolokalisierten Strukturen (Abb. 4-5 B). Wahrend
zum Zeitpunkt 0 min nur ein geringer Anteil galectin-3-positiver Strukturen zusatzlich rab11-
positiv ist (6,9 £ 1,1 %), zeigen nach 30 min etwa ein Drittel aller Galectin-3-Strukturen eine
Kolokalisation mit Rab11 (35,1 £ 2,0 %). Beide Werte unterscheiden sich hierbei signifikant.

Die beobachtete Kolokalisation mit Rab11 ist bereits ein guter Hinweis auf die Lokalisation von
endozytiertem Galectin-3 in apikalen Recyclingendosomen, aber kein allein giiltiger Beweis
dafiir. Ein Charakteristikum des endosomalen Systems ist der tendenziell saure pH-Wert im
Vergleich zu den restlichen Zellorganellen. So besitzen AEE und CRE z.B. einen pH-Wert von
5,8, das ARE einen von 6,5 (Perret et al. 2005). Um festzustellen, ob Galectin-3 in ein solches
saures Kompartiment aufgenommen wird, wurde ein erneuter Endozytoseversuch
durchgefihrt. Fir diesen Versuch wurde rekombinantes Galectin-3 mit pHrodo konjugiert,
einem Farbstoff, der bei neutralem pH fast keine Fluoreszenzintensitat zeigt, in saurem Milieu

jedoch eine starke rote Fluoreszenz emittiert. In einem ersten Versuch wurde Galectin-3-
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Abb. 4-5 Kolokalisation von aufgenommenem Galectin-3 mit Rab11
Flr sieben Tage auf PET-Filtern gewachsene MDCK-Zellen wurden mit 1 uM Galectin-3-Alexa633 fir
30 min auf Eis inkubiert, die Aufnahme erfolgte anschlieRend bei 37 °C flr die angegebenen Zeitpunkte.
Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgte eine Immunfluoreszenzmarkierung mit
aRab11/Alexa488. (A) Links dargestellt sind Ubersichtsaufnahmen der verschiedenen Zeitpunkte, rechts
die VergroRerung eines Ausschnittes der gleichen Bilder. Kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen
markiert. MaRstaB — 10 um. (B) Quantifizierung der Aufnahmen aus (A). Es wurden pro Zeitpunkt
Aufnahmen aus drei unabhangigen Experimenten ausgewertet. Diese wurden in zwolf gleichgroRe
Quadrate (10 pm x 10 um) unterteilt, von denen jeweils vier von links oben nach rechts unten
ausgewertet wurden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler der doppeltpositiven Strukturen
bezogen auf die Gesamtzahl aller galectin-3-positiven Strukturen. Die statistische Auswertung erfolgte

durch einen gepaarten t-Test (***p<0,001).

pHrodo zunidchst zu COS 7-Zellen gegeben und fir 30 min bei 4°C inkubiert. Die
Internalisierung des rekombinanten Proteins erfolgte dann bei 37 °C lber einen Zeitraum von
30 min. 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 befindet. Im Gegensatz dazu kénnen 30 min 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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Galectin-3-pHrodo von der Zelle aufgenommen und in Kompartimente transportiert wurde, die
sich durch einen sauren pH-Wert auszeichnen. Indirekt werden damit auch die Erkenntnisse
aus Abb. 4-2 bestatigt.

Analog zur Aufnahme von Galectin-3-pHrodo in COS-Zellen wurden auch Experimente in
MDCK-Zellen durchgefiihrt, die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 4-6 B dargestellt. Auch hier zeigt
sich, dass zu Beginn der Internalisierung bei 37 °C keine oder nur sehr schwache Fluoreszenz
von Galectin-3-pHrodo detektierbar ist, der Farbstoff scheint sich also in einem neutralen

Milieu zu befinden. Sehr friih, d.h. bereits ab etwa 5 bis 10 min zeigen sich erste, punktférmige

A
B

Abb. 4-6 Endozytiertes Galectin-3-pHrodo gelangt in saure Kompartimente

COS 7- (A) bzw. MDCK llI-Zellen (B) wurden fiir 30 min bei 4 °C mit 1,5 uM Galectin-3-pHrodo inkubiert.
Die Internalisierung erfolgte bei 37 °C auf dem Leica DMI6000B fiir 30 bzw. 45 min, dabei wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten eine 3D-Aufnahme der Zellen erstellt. Dargestellt ist jeweils die
Maximalprojektion (kumulierte Fluoreszenz der einzelnen Ebenen). Die Zahlen in der rechten oberen
Ecke geben die Zeit in Minuten an, die Zellgrenzen sind durch graue Linien verdeutlicht. Malistab —
10 umin (A), 20 um in (B).
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Strukturen, die darauf hindeuten, dass apikal zugegebenes Galectin-3 nun in ein saures
Kompartiment gelangt. Die Fluoreszenzintensitdat nimmt in den nachsten Minuten stetig zu, bis
sie etwa nach 25-30 min ein Maximum erreicht. Von nun an unterscheiden sich die
Intensitdten zwischen den einzelnen Zeitpunkten nicht mehr entscheidend. Auch die
Verteilung der galectin-3-haltigen Strukturen in der Zelle andert sich kaum noch, ein GroRteil
von ihnen scheint recht stabil kernnah lokalisiert zu sein.

Die hier prasentierten Daten zeigen also, dass Galectin-3 sowohl in COS 7- als auch in MDCK II-
Zellen in saure Kompartimente aufgenommen wird, die, wie in MDCK-Zellen gezeigt, Rab11-

positiv sind.

4.1.5 Abhangigkeit der Ligandenbindung vom pH-Wert

Eine sehr interessante, aber weitestgehend unerforschte Frage in Bezug auf Galectin-3
beschéftigt sich mit der Problematik, wie es innerhalb eines Post-Golgi-Kompartiments zur
Auslésung des Sortierprozesses durch dieses Lectin kommen kann, gleichzeitig an der
Zelloberflache der analoge Prozess aber verhindert wird. Eine mogliche Erklarung flr dieses
Phianomen konnte der unterschiedliche pH-Wert zwischen extrazellularem Medium und
Endosomen liefern. Dementsprechend wadre es moglich, dass die Bindung von Galectin-3 im
sauren Milieu der Endosomen gegeniliber neutralem pH-Wert an der Plasmamembran
verstarkt sein konnte. Alternativ ware es auch denkbar, dass bei saurem pH-Wert die
Multimerisierung von Galectin-3 und damit indirekt die Clusterbildung gesteigert ist.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden zunichst Affinititssdulen mit rekombinantem
Galectin-3 und Galectin-3-AN (Galectin-3 ohne N-terminale Domane) erstellt. Diese Saulen
wurden dann genutzt, um p75-GFP aus MDCK|p75-GFP-Zelllysaten bei unterschiedlichen pH-
Werten aufzureinigen. Zur grundsatzlichen Uberpriifung des Erfolgs der Aufreinigung wurde
diese zunéachst bei pH 7,5 durchgefiihrt, die verschiedenen Fraktionen wurden gesammelt,
dann TCA-gefillt und schlieBlich per Western Blot analysiert. Wie in Abb. 4-7 A beispielhaft zu
sehen ist, kann von einer erfolgreichen Aufreingung von p75-GFP ausgegangen werden.
Wahrend im Durchfluss des Auftrags und in den ersten beiden Millilitern des Waschschrittes
(W1, W2) bei etwa 28 kDa noch deutliche Signale des unglykosylierten und maoglicherweise
von p75 abgespaltenen GFP zu beobachten sind, so ist diese Bande aus den Elutionsfraktionen
(E1-3) vollstandig verschwunden. Ahnlich verhilt es sich mit (méglicherweise unspezifischen)
Banden bei ca. 50 und 72 kDa, die im Eluat zumindest verhaltnismalRig schwacher erscheinen
als im Lysat. Im Gegensatz dazu findet sich die gereifte Form von p75-GFP (Bande bei etwa

100-110 kDa, vergleiche auch Yeaman et al. 1997) nicht nur im Durchfluss und den
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Abb. 4-7 PH-abhingige Aufreinigung von p75NTR-GFP

(A + B) MDCK|p75-GFP-Zellen wurden in Lysispuffer unterschiedlicher pH-Werte lysiert und
anschlieBend tber eine Gal3(wt)- (A) bzw. Gal3AN-Saule (B) aufgereinigt. Die Mengen an p75-GFP im
Lysat und in den eluierten Fraktionen wurden fluoreszenz-spektrometrisch bestimmt und zueinander in
Relation gesetzt. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von
einem Tukey-Post-Test (*p<0,05). (C) Kontrolle der Aufreinigung (iber die Galectin-3-Affinitatssaule,
beispielhaft gezeigt an einer Aufreinigung bei pH 7,5. Von den einzelnen Aufreinigungsschritten wurden
wie angegeben Proben genommen, diese wurden dann TCA-gefdllt und mit Hilfe eines Western Blots

mit Anti-GFP-Antikorpern (JL-8) analysiert. 1 — erster ml, 2 — zweiter ml, 3 — dritter ml, Q — letzter ml.

Waschfraktionen 1 und 2, sondern auch in angereicherter Form in den Elutionsfraktionen.
Anscheinend wird auch die Vorlauferform von p75-GFP (Bande bei etwa 95 kDa) von der
Galectin-3-Saule gebunden, wenn jedoch mit geringerer Affinitat. Dies ist daran zu erkennen,
dass Vorlauferform und gereifte Form im Durchfluss noch etwa im Verhaltnis 1:1 vorliegen; in
den Elutionsfraktionen befindet sich jedoch verhiltnismaRig mehr des gereiften Proteins als
vom Vorlauferprotein. Vergleicht man nun die Bindung von p75-GFP an die Gal3(wt)-Saule bei
unterschiedlichen pH-Werten, so zeigt sich, dass 15 + 3 % des gesamten p75-GFP bei pH 7,5 an
die Saule gebunden hat (Abb. 4-7 B), wahrend bei pH 6,6 diese Menge mit 14 + 3% nur

geringfligig niedriger ist. Im Gegensatz dazu sinkt bei pH 6,0 der Anteil gebundenen p75-GFPs
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am Totallysat um etwa ein Drittel auf 9 + 2 %. Hierbei handelt es sich um eine signifikante
Verringerung. Um sicherzustellen, dass die Bindung von p75-GFP an Galectin-3 in diesem
Versuch tatsdchlich durch die CRD und nicht durch die N-terminale Domdne vermittelt wurde,
wurden die Zelllysate in einem zweiten, analogen Versuch (ber eine Gal3-AN-Saule
aufgereinigt (Abb. 4-7 C). In Ubereinstimmung mit dem vorherigen Versuch zeigt sich auch hier
kein signifikanter Unterschied der Bindung von p75-GFP an die Gal3-AN-Saule bei pH 6,6 im
Vergleich zu pH 7,5. Wiederum bei pH 6,0 zeigt sich jedoch auch hier eine signifikante
Verringerung der Menge des gebundenen p75-GFP im Vergleich zu pH 7,5 (9 + 1 % gegeniber
14 £3 %).

Insgesamt gesehen lasst sich also ein deutlicher Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung von
p75-GFP an Galectin-3 bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,5 feststellen. Der etwas basischere pH-
Wert von 6,6 scheint jedoch keinen entsprechenden Effekt auszulésen. Zu dem konnte ein
Einfluss der N-terminalen Doméne des rekombinanten Proteins an der Bindung von p75""-GFP

ausgeschlossen werden.

4.2 Unkonventionelle Sekretion von Galectin-3

Galectin-3 besitzt, wie alle Proteine der Familie der Galectine, keine Signalsequenz fiir den
Export Uber den klassischen sekretorischen Weg. Dennoch findet es sich in luminalen
Kompartimenten sowie im Extrazellularraum und erfillt dort wichtige Aufgaben; es muss
daher auf unkonventionelle Weise sekretiert werden. Obwohl bereits einige Untersuchungen
zur Sekretion von Galectin-3 existieren, lassen sie jedoch keine eindeutige Aussage Uber den
tatsachlich gewahlten Sekretionsweg zu, in manchen Féllen widersprechen sich die Ergebnisse
sogar. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, den genauen Sekretionsweg von Galectin-3 zu
bestimmen und moglichst auch neue Erkenntnisse (iber den Mechanismus der Sekretion

dieses Proteins zu erlangen.

4.2.1 Galectin-3 findet sich im apikalen Medium von MDCK-Zellen in exosomalen
Strukturen

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 in verschiedenen Zellen

als Teil vesikularer Strukturen in das Kulturmedium abgegeben wird (Mehul und Hughes 1997;

Thery et al. 2001). In einem ersten Versuch sollte entsprechend geklart werden, ob auch MDCK

lI-Zellen Galectin-3 in vesikularen Strukturen sekretieren, 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 ~MDCK-Zellen (ber Nacht gesammelt und mehreren,
aufeinanderfolgenden Zentrifugationen unterzogen. Hierbei wurden zunachst bei 300 g und
5000 g lose Zellen und Zellschrott aus dem Zellkulturmedium entfernt. Zur weiteren
Praparation von Exosomen wurden anschlieRend die Mikrovesikel bei 20.000 g pelletiert. Der
Uberstand dieser Zentrifugation wurde ankonzentriert, die darin enthaltenen Exosomen in der
Ultrazentrifuge bei 100.000 g pelletiert. Betrachtet man die so erhaltenen Fraktionen mit Hilfe
des Elektronenmikroskops, so finden sich dort membranumschlossene Strukturen mit
homogener, runder Morphologie (Abb. 4-8 A). Die GroRRe dieser Strukturen von etwa 40-90 nm
deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen GroRRe fir Exosomen (Keller et al. 2006).
Diese Fraktionen sind weiterhin positiv fiir Alix, das aufgrund seiner nachgewiesenen Prasenz
in Exosomen (Quelle: exocarta.org) und seiner Funktion als akzessorisches Protein des ESCRT-II
(Williams und Urbe 2007) hier als bona fide Marker fir Exosomen dient (Abb. 4-8 B), sowie flr
Flotillin-1 (nicht gezeigt), das auch als Marker fiir Exosomen gehandelt wird (de Gassart A. et
al. 2003). Aufgrund der Tatsache, dass das 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 verzichtet. Im Gegensatz zu Alix und Flotillin-1 findet sich
kein Signal der normalerweise ER-sténdigen Proteindisulfidisomerase (PDI) in den exosomalen
Fraktionen. Die PDI dient als Kontrolle, dass die untersuchten Fraktionen keine vesikuldren
Strukturen enthalten, die aufgrund zelltod-assoziierter Prozesse entstanden sind. Aktin,
GAPDH und aTubulin, die sich als zytosolische Proteine hierzu prinzipiell besser eignen
wirden, scheiden aufgrund ihrer nachgewiesenen Prasenz in Exosomen aus (Quelle:
exocarta.org). Die Western Blot-Analyse zeigt auBerdem, dass auch Galectin-3 in der
exosomalen Fraktion enthalten ist (Abb. 4-8 B). Ein falsch-positives Ergebnis durch
moglicherweise bereits im FKS enthaltene Exosomen kann jedoch ausgeschlossen werden, da
weder Signale flr Alix, noch fur die PDI oder Galectin-3 in einer entsprechenden Praparation zu
finden sind (Abb. 4-8 F). Bestatigung fir die Annahme, dass Galectin-3 Teil der exosomalen
Fraktion ist, kommt aus der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der 100.000 g-Fraktion
des Zellkulturiiberstands aus MDCK|Gal3-YFP-Zellen (Abb. 4-8 C). Galectin-3-YFP kommt in
diesen Fraktionen in kleinen, vesikelartigen Strukturen vor, deren GroRe aufgrund des
begrenzten Auflosungsvermogens der Lichtmikroskopie jedoch nicht genau festgestellt werden

kann.
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Abb. 4-8 Galectin-3 findet sich in exosomalen, nicht aber in mikrovesikuldaren Fraktionen

Aus dem Zellkulturtiberstand sieben Tage alter MDCK II- bzw. MDCK | Gal3-YFP-Zellen wurden mittels
sequentieller Zentrifugation die mikrovesikuldre (D,E) und die exosomale Fraktion (A-C) isoliert.
(A) Western Blot-Analyse der exosomalen Fraktion unter Verwendung der angegebenen Antikorper. PDI
— Proteindisulfidisomerase, Gal3 — Galectin-3. (B) Elektronenmikroskopische Untersuchung negativ-
kontrastierter Exosomen, die eingefligten Bilder zeigen VergroBerung beispielhafter Strukturen
(C) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der exosomalen Fraktion von MDCK|Gal3-YFP-Zellen.
(D) Western Blot-Analyse der mikrovesikuldren Fraktion unter Verwendung der angegebenen
Antikérper. MV - Mikrovesikel, PDI — Proteindisulfidisomerase, Gal3 — Galectin-3.
(E) Elektronenmikroskopische Untersuchung negativkontrastierter Mikrovesikel. (F) 1 ml exosomen-
freies FKS (entspricht der Menge, die im Medium flr eine Praparation enthalten ist) wurde zweifach bei
100.000 g pelletiert, anschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet fiir eine Western

Blot-Analyse mit den angegebenen Antikdrpern vorbereitet. FKS — fetales Kalberserum.
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Im Gegensatz zum homogenen Erscheinungsbild der Exosomen zeichnen sich die Strukturen,
die sich im 10.000 g-Pellet des Mediumiiberstandes von MDCK-Zellen finden, eher durch eine
heterogene Morphologie aus (Abb. 4-8 D). Die GroRe dieser Strukturen reicht von etwa
100 nm bis zu 1um und entspricht damit der beobachteten GroRe fiir Mikrovesikel
(Muralidharan-Chari et al. 2010). In der 10.000 g-Fraktion konnen sowohl relativ kleine, runde
Strukturen beobachtet werden (links unten, rechts oben), als auch runde, abgeflachte (rechts
unten) sowie tubuldre Strukturen (links oben). Im Gegensatz zur 100.000 g-Fraktion finden sich
in der mutmaRlichen mikrovesikuldren Fraktion jedoch weder der Exosomenmarker Alix, noch
Galectin-3 (Abb. 4-8 E). Auch fiir die PDI ist kein Signal detektierbar, was dafir spricht, dass es
sich hier tatsachlich um Mikrovesikel handelt und nicht um vesikuldre Strukturen, die aufgrund
nekrotischer oder apoptotischer Prozesse entstanden sind.

Da durch die bisherigen Daten nur gezeigt werden konnte, dass die 100.000 g-Fraktion sowohl
Exosomen als auch Galectin-3 enthalt, nicht aber, ob Galectin-3 tatsdchlich mit diesen
Strukturen assoziiert ist, wurde in einer Reihe von Versuchen nun untersucht, inwiefern dies
der Fall ist und insbesondere auch, ob Galectin-3 nur an die duBere Membran der Vesikel
gebunden hat, also evtl. erst nach deren Sekretion mit ihnen assoziiert, oder ob es im Lumen
der Exosomen lokalisiert ist. Die moégliche Assoziation von Galectin-3 mit den Exosomen wurde
durch einen Flotationsversuch tberprift (Abb. 4-9 A). Hierzu wurden Exosomen nach ihrer
Pelletierung in 60 % Nycodenz resuspendiert und anschliefend mit einem linearen Nycodenz-
Gradienten Uberschichtet. In diesem Gradienten sollten Proteine, die mit Membranen
assoziiert sind, nach Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 16 h aufgrund der geringeren Dichte
der Membranen in den Fraktionen geringerer Nycodenzkonzentration (hier: in den oberen) zu
finden sein, wahrend l6sliche Proteine in der Bodenfraktion verbleiben. Tatsachlich findet sich
Flotillin-1, dass jedoch vermutlich aus Strukturen im FKS stammt, in diesem linearen
Gradienten ausschlieBlich in den Fraktionen 6-9 (von unten gezdhlt), was einer
Nycodenzkonzentration von ca. 15-25% und damit einer Dichte von 1,084-1,137 g/ml
entspricht. Diese Dichte stimmt mit frilheren Beobachtungen zur Dichte von Exosomen
Uberein (Raposo et al. 1996). Im Gegensatz zu Flotillin-1 ist bei der Verteilung von Galectin-3
auch eine sehr schwache Bande in der Bodenfraktion (60 % Nycodenz) zu erkennen, was fir
einen gewissen Anteil an freiem Galectin-3 spricht. Die Hauptmenge an Galectin-3 findet sich
allerdings in dhnlichen Fraktionen wie Flotillin-1, wenn auch der Hohepunkt der Verteilung
nicht in den Fraktionen 7 und 8, wie bei Flotillin-1, sondern bei Fraktion 6 und damit leicht zu
einer hoheren Dichte verschoben vorliegt. Es wurde auch die Verteilung von Alix im
Dichtegradienten untersucht, jedoch zeigte sich in mehreren Versuchen aus unbekannten
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Griinden in keiner der Fraktionen ein Signal flir dieses Protein (nicht gezeigt). Dies ist auch der
Grund, warum auf Flotillin-1 als Kontrolle fir einen gelungenen Flotationsversuch
zurlickgegriffen wurde, obwohl die Signale dieses Proteins vermutlich aus dem FKS stammen.
Um auszuschlieBen, dass Galectin-3 durch Ausbildung von Multimeren oder andere
immanente Eigenschaften eine geringere Dichte erhalt und damit im Dichtegradienten flotiert,
wurde rekombinantes Galectin-3 in 60 % Nycodenz gelost und ebenfalls mit einem linearen
Nycodenzgradienten (iberschichtet. Nach Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 16 h zeigt sich,
dass Galectin-3 alleine zum groRten Teil in der Bodenfraktion bei 60 % Nycodenz 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 zu 1,137 g/ml fir
die Hauptmenge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion).

Durch die Flotation im Dichtegradienten konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 in den
exosomalen Fraktionen mit Membranen oder membranumschlossenen Strukturen assoziiert
ist. Unklar ist trotz dieses Versuches jedoch, ob Galectin-3 von aullen an exosomale Strukturen
gebunden ist, oder ob es sich in deren Lumen befindet. Mit Hilfe eines Proteinase K-
Sensitivitatstests wurde dieser Sachverhalt untersucht. Dazu wurden die aus dem
Kulturiiberstand gewonnenen Exosomen nach deren Isolation zu gleichen Teilen auf mehrere
Aliquots aufgeteilt und in An- oder Abwesenheit von Triton X-100 mit Proteinase K behandelt
(Abb. 4-9 C). Als Kontrolle diente zum einen eine Probe nur mit Proteinase K (nur Prot. K), d.h.
ohne Exosomen, um auszuschlieen, dass im Western Blot Antikdrper mit Proteinen aus der
Proteinase-Losung reagieren. Desweiteren wurden Exosomen in Abwesenheit von Proteinase
inkubiert, um eine Aussage Uber die Ursprungsmenge der Proteine in der exosomalen Fraktion
treffen zu koénnen (PBS). Wie erwartet, finden sich in dieser Fraktion Signale fir das
Markerprotein Alix, aber auch, in Bestadtigung der vorherigen Ergebnisse, fir Galectin-3.
Vergleicht man dieses Ergebnis nun mit der Probe, in denen etwaige Membranen durch die
Zugabe des Detergenz Triton X-100 solubilisiert und damit sdamtliche Proteine flr die
Proteinase zuganglich wurden (Prot. K + TX100), so zeigt sich, dass sowohl Alix als auch
Galectin-3 vollstandig degradiert wurden. Dies spricht fiir eine vollstdndige Funktionalitat der
Proteinase. Interessanterweise zeigen in Abwesenheit von Triton X-100 (Prot. K) Alix und
Galectin-3 jedoch eine vollstandige Resistenz gegeniiber Proteinase K. Dies kann derart
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 Flotillin-1 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 MDCK-Zellen, liegen bisher
keine Erkenntnisse vor. In Bezug auf die Sekretion von Galectin-3 im Allgemeinen konnten
Lindstedt und Kollegen jedoch feststellen, dass dieses Lectin nahezu ausschlielich in das
apikale Medium von MDCK-Zellen abgegeben wird (Lindstedt et al. 1993). Wiirde Galectin-3
Uber einen exosomalen Mechanismus sekretiert, so sollte sich eine dhnliche Polaritat in der
Anwesenheit dieses Lectins in der exosomalen Fraktion zeigen. Um zu Uberpriifen, inwiefern
dies der Fall ist, wurden Exosomen aus dem basalen und apikalen Medium von auf PET-Filtern
gewachsenen MDCK-Zellen isoliert und im Immunoblot analysiert (Abb. 4-9 D). Ahnlich wie in
den Isolationen zuvor, finden sich weder in den apikalen noch in den basolateralen Exosomen
Banden fur die PDI, was darauf hindeutet, dass die untersuchten exosomalen Strukturen nicht
durch nekrotische oder apoptotische Prozesse entstanden sind. Wie erwartet, zeigt die aus
dem apikalen Medium isolierte exosomale Fraktion ein starkes Signal flir den Exosomenmarker
Alix, wahrend dieses Protein jedoch Uberraschenderweise in der basolateralen Fraktion nur in
sehr geringer Menge zu finden ist. Ahnlich verhilt es sich mit Galectin-3, das ebenfalls in
apikalen, nicht aber in basolateralen Exosomen zu finden ist.

Es ist entsprechend anzunehmen, dass Galectin-3 ausschlielRlich in apikalen Exosomen und
nicht in Mikrovesikeln sekretiert wird. Auch befindet sich dieses Lectin im Inneren dieser

Strukturen und ist nicht nur peripher mit ihnen assoziiert.
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Abb. 4-9 Vorkommen von Galectin-3 in apikal sekretierten Vesikeln

(A) Aus dem Mediumiiberstand von MDCK II-Zellen isolierte Exosomen wurden in 60 % Nycodenz geldst
und mit einem linearen Nycodenzgradienten (iberschichtet. Nach Ultrazentrifugation wurde der
Gradient in 1 ml-Fraktionen abgenommen, die Fraktionen dann TCA-gefdllt und im Immunblot mit
aGalectin-3 (169)- und aFlotillin-1-Antikoérpern analysiert. (B) Wie (A), nur wurde statt der exosomalen
Fraktion die Verteilung von rekombinantem Galectin-3 im Dichtegradienten untersucht. (C) Aus MDCK-
Zellen isolierte Exosomen wurden auf drei Aliquots aufgeteilt und wie angegeben mit oder ohne
Proteinase K in An- oder Abwesenheit von Triton X-100 inkubiert. Nur Prot. K — Kontrolle ohne
Exosomen. (D) Exosomen wurden aus dem basalen und apikalen Medium von auf PET-Filtern
gewachsenen MDCK-Zellen prapariert und durch das Western Blot-Verfahren mit Antikdrpern gegen
Alix, PDI und Galectin-3 (169) analysiert. Das Signal der basolateralen Exosomenfraktion ist zur besseren
Sichtbarkeit schwacher Banden zusatzlich verstarkt dargestellt.

Flotl — Flotillin-1, Gal3 — Galectin-3, PDI — Proteindisulfidisomerase, Prot. K — Proteinase K, TX100 —
Triton X-100
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4.2.2 Freisetzung von Galectin-3 aus Exosomen

Um ihre biologische Aktivitat im Extrazellularraum bzw. im Lumen von Endosomen entfalten zu
koénnen, missen Proteine, die im Lumen von Exosomen sekretiert werden, nach deren
Freisetzung aus der Zelle zunachst die Exosomen verlassen. Eine viel diskutierte Mdoglichkeit
Uber den Ablauf dieser Freisetzung ist das Auseinanderbrechen der Exosomenmembran,
woraufhin deren Inhalt in die Umwelt abgegeben wird. Ein solches Auseinanderbrechen
konnte darauf zurlickzuflihren sein, dass es sich bei den Exosomen bereits per se um instabile
Strukturen handelt, die sich unter physiologischen Bedingungen im Laufe der Zeit ohne
weiteres Zutun auflésen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden aus dem
Zellkulturiberstand von MDCK II-Zellen isolierte Exosomen auf mehrere Aliquots aufgeteilt, fir
unterschiedlich lange Zeiten bei 37 °C inkubiert und dann einem Proteinase K-Protektionstest
unterzogen (Abb. 4-10 A). Auch hier ist eine Kontamination mit apoptotischen oder
nekrotischen Vesikeln auszuschlieBRen, da kein PDI-Signal in den einzelnen Aliquots zu
beobachten ist. Vergleicht man nun die Intensitaten der Alix- und der Galectin-3-Banden mit
der jeweiligen unbehandelten Probe (ohne Prot. K), so stellt man fest, dass sich diese tiber 24 h
nicht verringern, die Proteine scheinen im beobachteten Zeitraum also nicht zuganglich fur die
Proteinase gewesen zu sein. Eine Inaktivierung der Proteinase ist dabei auszuschlielen, da
nach Zugabe des Detergenz Triton X-100 zu den Proben, die 24 h bei 37 °C inkubiert wurden,
Alix und Galectin-3 vollstandig degradiert wurden.

Neben einer verlangerten Inkubation bei 37 °C ware es auch denkbar, dass ein niedriger pH die
Stabilitit der Exosomen negativ beeinflussen kénnte. Ahnliches wurde bereits fiir Mikrovesikel
von Taraboletti et al. postuliert (Taraboletti et al. 2006). Um zu testen, ob dieser Sachverhalt
auch auf von MDCK-Zellen sekretierte 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 unterzogen. Wie in Abb. 4-10 B dargestellt, scheint der pH-Wert
jedoch keinen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt der Exosomen zu besitzen, da sich
weder die Intensitdten der Alix-, noch die der Galectin-3-Banden zwischen den einzelnen pH-
Werten bedeutsam unterscheiden. Auch hier ist eine Inaktivierung der Proteinase K
(insbesondere durch den sauren pH-Wert) ausgeschlossen, wie die vollstindig degradierten

Banden nach Behandlung mit Triton X-100 zeigen.
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Abb. 4-10 Freisetzung von Galectin-3 aus Exosomen

(A) Exosomen wurden aus dem Medium von MDCK-Zellen isoliert, die fir sieben Tage auf 10 cm-

Kulturschalen kultiviert wurden. Die isolierten Exosomen wurden gleichmaRig auf verschiedene

Aliquots verteilt und fur die angegebenen Zeiten bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde ein

Proteinase K-Protektionsversuch durchgefiihrt. (B) Nach dem Ankonzentrieren der Exosomen wurden

diese gleichmiaRig auf zwei PolyallomerreaktionsgefdRe verteilt und bei 100.000 g pelletiert. Die

Exosomen wurden dann in PBS++ pH 7,4 bzw. pH 6,0 resuspendiert und anschlieBend einer

Proteinase K-Behandlung unterzogen. Die exosomalen Fraktionen von Galectin-3 wurden zur besseren

Sichtbarkeit im Vergleich zum Lysat verstarkt dargestellt. Bei den bandenadhnlichen Signalen bei aGal3

und aPDI in der rechten Spur handelt es sich nicht um echte Banden, sondern um unspezifische

Hintergrundsignale.

Ohne Prot. K — Ansatz ohne Proteinase; Prot. K — Proteinase K, TX100 — Triton X-100, PDI —

Proteindisulfidisomerase, Gal3 — Galectin-3
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4.2.3 Galectin-3 kolokalisiert mit Komponenten des ESCRT

Mit den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 innerhalb
von Strukturen in das apikale Medium von MDCK-Zellen sekretiert wird, deren Charakteristik
der von Exosomen entspricht. Bei den Exosomen handelt es sich um die intraluminalen Vesikel
(ILVs) multivesikularer Korperchen (MVKs), die durch Fusion dieser endosomalen
Kompartimente mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Da die ILVs durch die Wirkung
der verschiedenen ESCRTs (endosomal sorting complex required for transport) entstehen,
sollte nun Uberprift werden, inwiefern diese Proteinkomplexe an der exosomalen Sekretion
von Galectin-3 beteiligt sind. Hierzu wurden in einem ersten Schritt COS-7-Zellen mit Galectin-
3-DsRed und verschiedenen Konstrukten fiir ESCRT-Markerproteine kotransfiziert und ihre
Kolokalisation studiert (Abb. 4-11). Betrachtet man zunachst die Lokalisation von Tsg101-GFP,
einer Komponente des ESCRT |, die Uber Interaktion mit HRS die Rekrutierung dieses
Komplexes an die Endosomenmembran bewerkstelligt, in COS-Zellen, so zeigt sich eine
erwartungsgemalle Verteilung dieses Proteins Uberwiegend in punktférmigen, d.h.
mutmaRlich endosomalen Strukturen, mit einem gewissen Anteil an zytosolisch lokalisiertem
Tsg101-GFP. Ahnlich verhilt es sich mit Galectin-3-DsRed, das jedoch zusitzlich zu seiner
zytosolischen und vesikuldren Verteilung noch im Kern vorzufinden ist (Abb. 4-11 A). Vergleicht
man nun die Lokalisationen von Galectin-3-DsRed und Tsg101-GFP miteinander, so zeigt sich
ein hoher Grad an Kolokalisation (Pfeile). Hierbei ist anzumerken, dass die vesikularen Tsg101-
GFP-Strukturen in sehr hohem Male auch Galectin-3-DsRed-positiv sind, wadhrend im
Gegensatz dazu der GroRteil des vesikuldren Galectin-3-DsRed nicht mit Tsgl01-GFP
kolokalisiert. Neben der Untersuchung der Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-
Komponenten im nahezu unveranderten Grundzustand, wie es im Vergleich zur Tsg101-GFP-
Lokalisation geschehen ist, wurde anschliefend analysiert, inwiefern Galectin-3-DsRed mit
multivesikularen Koérperchen kolokalisiert, in denen die Biogenese von ILVs durch Block der
ESCRTs eingeschrankt ist. Dies ist moglich durch die Nutzung dominant-negativer Mutanten
der AAA-ATPase Vps4a, die in der MVK-Biogenese essentiell fiir die Trennung der einzelnen
ESCRT-Komponenten am Ende des Prozesses ist. Verwendet wurden hierbei die Vps4a-
Mutanten K173Q und E228Q, die defizient in der ATPase-Bindung bzw. -Hydrolyse sind (Bishop
und Woodman 2000). Abb. 4-11 B + C zeigen die Verteilung von Vpsda-, Vps4a-K173Q- und
Vpsda-E228Q-GFP in COS-Zellen im Vergleich zu Galectin-3-DsRed. Fiir Vps4a-GFP findet sich
hierbei eine Uberwiegend zytosolische Verteilung, jedoch ist dieses Protein auch in grof3en,
vesikularen Strukturen zu finden, die zusatzlich Galectin-3-DsRed-positiv sind. Dies scheint

bereits einen leichten Phanotyp durch die Uberexpression des Vps4a-Wildtyp-Proteins
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anzudeuten, da Galectin-3-DsRed in einfach-transfizierten Zellen selten in Strukturen dieser
GroRe zu finden ist (vergleiche Abb. 4-11 B, obere Zeile). Dieser Phdnotyp scheint in COS-
Zellen, die mit den Vps4a-Mutanten transfiziert wurden, noch weit starker ausgepragt zu sein.
Weder fir die K173Q-Mutante, noch fir die E228Q-Mutante ist zytosolische Fluoreszenz zu
erkennen, diese konzentriert sich vielmehr auf groRe aberrante Strukturen, deren Lumen zum
Teil frei von GFP ist. Sowohl Vps4a-K173Q-GFP als auch im Besonderen Vps4a-E228Q-GFP sind
hierbei in den aberranten Strukturen mit Galectin-3-DsRed kolokalisiert. Um diesen
Sachverhalt zu verdeutlichen, sind in Abb. 4-11 C vergroRerte Detailaufnahmen der
Kolokalisationsstudie von Galectin-3-DsRed mit Vps4a-E228Q-GFP dargestellt. Hierbei ist
deutlich zu erkennen, dass Galectin-3-DsRed groRtenteils am Rande dieser Struktur und nur in
sehr geringem MaRe im Inneren zu finden ist. In Abb. 4-11 C1 sind zudem moglicherweise
Galectin-3-DsRed-positive ILVs zu erkennen, deren Abschniirung durch die Verwendung der
dominant-negativen Mutante inhibiert ist (Pfeile).

Fasst man die Ergebnisse dieser beiden Experimente zusammen, so kann man feststellen, dass
Galectin-3 mit Komponenten des ESCRT-Systems kolokalisiert und weiterhin, dass die

Inhibition der MVK-Biogenese zu einer aberranten Verteilung von Galectin-3-DsRed fiihrt.

Abb. 4-11 Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-Komponenten

COS-7-Zellen wurden wie angegeben mit Konstrukten fiir Galectin-3-DsRed und fiir Komponenten des
ESCRT-Systems transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und fur die Mikroskopie
vorbereitet. Die mikroskopische Analyse der Praparate erfolgte mit Hilfe des KLSM. (A) Kotransfektion
von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) und Tsg101-GFP. Pfeile markieren kolokalisierte Vesikel. Malistab —
20 um. (B) Transfektion von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) alleine oder kotransfiziert mit Vps4a-GFP,
Vps4a-K173Q-GFP bzw. Vps4a-E228Q-GFP. Malistab — 20 um. (C) Detailaufnahmen der Kotransfektion
von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) und Vps4a-E228Q-GFP. Die in der linken Spalte markierten
Bildausschnitte (1,2) sind rechts vergroBert dargestellt. Pfeile markieren ILVs, die sich mutmaflich im
Prozess der Abschniirung befinden. MaRstab — 20 um.
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Abb. 4-11 Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-Komponenten

(Legende auf vorheriger Seite)

Philipps (5.




Ergebnisse

4.2.4 Einfluss der ESCRT-Inhibition auf exosomales Galectin-3

Eine Kolokalisation, wie sie durch die Kotransfektion von Galectin-3 und ESCRT-Komponenten
gezeigt werden konnte, ist bereits ein guter Hinweis auf eine Beteiligung der ESCRTs in der
Sekretion von Galectin-3. Um jedoch nachweisen zu kdnnen, dass Galectin-3 tatsachlich Gber
einen exosomalen Weg sekretiert wird, mlsste eine Verringerung der Menge an Galectin-3 in
den exosomalen Fraktionen nach Block der MVK-Biogenese messbar sein. Dies sollte durch die
Inhibition des ESCRT-Systems entweder durch Expression von Vps4a-E228Q-GFP (Abb. 4-12)
oder durch knock down von Tsg101 (Abb. 4-13) untersucht werden. Da der Versuch eine
Vpsd4a-E228Q-GFP konstitutiv exprimierende MDCK-Zelllinie zu generieren fehlschlug —
moglicherweise aufgrund einer letalen Wirkung dieses Proteins, wenn es Uber einen langeren
Zeitraum exprimiert wird — wurde eine stabile Zelllinie generiert, in der das Vps4a-E228Q-GFP-
Gen unter der Kontrolle eines induzierbaren Promoters stand (MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP).
Abb. 4-12 A-C zeigt den Verlauf der Expression von Vps4a-E228Q-GFP nach Induktion mit
Mifepriston. Zunachst wurde hierbei fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ab welchem
Zeitpunkt GFP-Fluoreszenz detektierbar ist und welchen (méglicherweise schadlichen) Einfluss
die Expression dieser dominant-negativen Mutanten auf die Morphologie der MDCK-Zellen hat
(Abb. 4-12 A). Hierbei zeigt sich, dass etwa 4 h nach Beginn der Induktion erste vesikuldre
Strukturen im Inneren der MDCK-Zellen auftauchen. Die Fluoreszenzintensitdt steigt zum
Zeitpunkt 8 h weiterhin an, bei diesem Zeitwert sind auch zum ersten Mal gréRere, aberrante
Strukturen zu beobachten, die in ihrer Morphologie denen dhneln, wie sie in Abb. 4-11 in COS-
Zellen beobachtet werden konnten. An diesem Zeitpunkt zeigen die MDCK-Zellen noch ihre
typische hexaedrische Form, im Gegensatz dazu beginnen sie 16 h nach Induktion eine
verldngerte, fibroblasten-ahnliche Form anzunehmen. Weiterhin ist vermehrt auch eine diffuse
Verteilung der GFP-Fluoreszenz auRerhalb der zuvor beobachteten Strukturen UGber die
gesamte Zelle verteilt zu beobachten. Dieser Trend verstarkt sich zum nachsten Zeitwert noch,
so dass 24 h nach Induktion ein GroRteil der Zellen keine hexaedrische Struktur mehr, daftr
aber eine ausgepragte Verteilung von GFP (ber die gesamte Zelle aufweist. Weiterhin sind
zahlreiche Zellfragmente und/oder Membraneinschlisse sichtbar, die auf ein Absterben der
Zellen durch Nekrose oder Apoptose schlieBen lassen. Eine Bestdtigung fur die
fluoreszenzmikroskopischen Analysen ergibt sich aus der biochemischen Untersuchung der
Menge an Vps4a-E228Q-GFP im Lysat der stabilen Zelllinie nach Induktion mit Mifepriston
(Abb. 4-12 B). Hier zeigt sich jedoch bereits nach 2 h eine schwache Vps4a-E228Q-GFP-Bande,
was vermutlich auf eine hohere Sensitivitit des Western Blots gegeniliber der

fluoreszenzmikroskopischen Analyse von GFP zurlickzufiihren ist. Die Intensitat dieser Bande
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steigt bis 16 h nach Induktion stetig an und erreicht dann ihren H6hepunkt (vergleiche auch die
Quantifizierung in Abb. 4-12 C). 24 h nach Beginn der Induktion nimmt die Menge an Vps4a-
E228Q-GFP wieder ab, was moglicherweise auf den Tod und das Ablésen nekrotischer bzw.
apoptotischer Zellen zuriickzufiihren ist. Aufgrund der hier gemachten Beobachtungen wurden
die Bedingungen fiir die Exosomenisolation so gewahlt, dass der Versuchszeitraum 8 h
moglichst nicht Uberschreitet, da nach diesem Zeitpunkt toxische Effekte durch die Vps4a-
E228Q-GFP-Expression zu erwarten waren. Entsprechend wurden die MDCK | Sw-Vps4a-E228Q-
GFP mit Mifepriston fiir 1 h induziert, dann gewaschen und schliellich mit exosomenfreiem
Medium fur 6 h inkubiert, um daraus die Exosomen zu isolieren. Als Kontrolle wurden nicht-
induzierte MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen verwendet. Wie Abb. 4-12 D zeigt, ist bereits
diese kurze Induktionszeit ausreichend, um eine starke Expression von Vps4a-E228Q-GFP
auszulésen (aGFP). Uberraschenderweise scheint die Expression dieser dominant-negativen
Vpsda-Mutante jedoch keinerlei negativen Effekt auf die Anwesenheit des Exosomenmarkers
Alix oder der von Galectin-3 in den exosomalen Fraktionen zu haben (Abb. 4-12 D). Vielmehr
scheint sich die relative Menge an exosomal sekretiertem Galectin-3 sogar leicht zu erh6hen,
wie die Quantifizierung in Abb. 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 spricht. Weiterhin fallt auf, dass die Menge an Alix im Lysat der
induzierten MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen drastisch niedriger ist als in den nicht-
induzierten Kontrollzellen. Eine offensichtliche Erklarung dieses Effekts liegt allerdings nicht

Vvor.

Abb. 4-12 Einfluss von Vps4a-E228Q-GFP auf die exosomale Sekretion von Galectin-3

(A) MDCK | Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitwerte mit mifepristonhaltigem
Medium inkubiert, dann fixiert und fir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Die Analyse der
Praparate erfolgte mit Hilfe des KLSM, Laserintensitdat und Sensitivitdt des Photomultipliers wurden
hierbei konstant gehalten. Zahlen geben die Zeit in Stunden an. MaRstab — 20 um. (B) Inkubation wie in
(A), jedoch wurden die Zellen anschlieBRend lysiert und per Immunoblot mit Hilfe des aGFP (JL-8)-
Antikorpers analysiert. (C) Densitometrische Bestimmung der Expression in (B). (D) MDCK|Sw-Vps4a-
E228Q-GFP-Zellen wurden fiir 1 h mit oder ohne 10 nM Mifepriston inkubiert, anschlieBend gewaschen
und fir 6 h mit exosomenfreien Medium inkubiert. Exosomen wurden aus diesem Medium isoliert und
mittels Western Blot mit Antikérpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 (169) analysiert, als Ladekontrolle
diente das Lysat jeweils einer 10 cm-Kulturschale der Exosomenisolation. Dieses Lysat wurde gleichzeitig
auch fiur die Kontrolle der Vps4a-E228Q-GFP-Expression mit Hilfe des aGFP (JL-8)-Antikorpers
verwendet. MP — Mifepriston. (E) Quantifizierung von (D), dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler

der relativen Galectin-3-Menge in Exosomen bezogen auf das Lysat. MP — Mifepriston.
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Da aufgrund der gegenwartig beschrankten Maoglichkeiten, eine fehlende Sekretion von
Exosomen nachzuweisen, nicht sichergestellt werden konnte, dass Vps4a-E228Q-GFP
tatsachlich die in der Literatur beschriebene Wirkung als dominant-negative Mutante in
MDCK-Zellen erflllt, sollten die Ergebnisse der vorangegangenen Ergebnisse mit Hilfe eines
SiRNA-knock down-Experiments berprift werden. Als Ziel fir den knock down wurde Tsg101
gewadhlt, da es ein zentrales Protein des ESCRT-Systems darstellt, gleichzeitig jedoch — im
Gegensatz zu vielen anderen ESCRT-Proteinen — nur ein Sdugetier-Homolog existiert. Doch
selbst durch zweifache Transfektion mit zwei verschiedenen siRNAs konnte die Proteinmenge
von Tsgl01l im Lysat Tsgl01-siRNA-transfizierter MDCK-Zellen im Vergleich zu Luciferase-
siRNA-transfizierter Zellen (Kontroll-siRNA) lediglich um 14 % * 11 % reduziert werden (Abb.
4-13 A + B). Von einem effizienten knock down ist entsprechend nicht auszugehen. Mogliche
Fehler durch ungleichmaRige Beladung der SDS-PAGE sind hierbei auszuschlieen, da die
Menge an aTubulin in Tsgl01-siRNA- und Luciferase-siRNA-transfizierten Zellen gleich ist.
Anzumerken waére jedoch, dass sich vor Beginn der Exosomenisolation im Zellkulturiiberstand
der Tsgl01-Knock down-Zellen sehr viele abgeldste, d.h. mutmaRlich tote Zellen fanden,
wahrend dies bei den Kontrollzellen (Luciferase-siRNA) nicht der Fall war (nicht gezeigt).
Ubergreifend mit den Ergebnissen aus Abb. 4-12 deutet dies darauf hin, dass die ESCRTs in
MDCK-Zellen essentielle Funktionen erfiillen und die Inhibition der Funktion dieser
Proteinkomplexe eine letale Wirkung verursacht. Durch Elimination der transfizierten Zellen
durch das Waschen beim Erstellen des Lysats wiirde dies zusdtzlich zu einem geringeren
beobachteten knock down fihren, als dem tatsachlich vorliegenden. Ungeachtet dieser
Vermutung scheint jedoch auch der vorliegende &duRerst milde knock down von Tsgl01
keinerlei negativen Effekt auf die Prdsenz von sowohl Alix als auch Galectin-3 in den
exosomalen Fraktionen auszuldsen (Abb. 4-13 C). Ahnlich wie in MDCK | Sw-Vps4a-E228Q-GFP-
Zellen scheint auch der partielle knock down vielmehr einen leichten Anstieg der relativen
Menge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion zu bewirken (Abb. 4-13 D). Die Abwesenheit
der PDI in den Exosomen zeigt wiederum an, dass eine Kontamination durch vesikuldre
Strukturen, die durch nekrotische oder apoptotische Zellen entstehen koénnten,
ausgeschlossen ist.

Zusammenfassend kann dementsprechend gesagt werden, dass die Inhibition der ESCRT-
Funktionen, entweder durch Expression der dominant-negativen Mutante Vps4a-E228Q oder
durch knock down von Tsgl01, nicht den erwarteten negativen Effekt auf die exosomale

Sekretion von Galectin-3 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 nicht verringert wird.
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Abb. 4-13 Effekt des Tsg101-Knock downs auf die exosomale Sekretion von Galectin-3

MDCK-Zellen, in je 3 10 cm-Kulturschalen kultiviert, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit
siRNA gegen Tsgl01l bzw. Luciferase (Kontrolle) transfiziert. Zwei Tage darauf wurden die Zellen
gewaschen und U.N. mit exosomenfreien Medium inkubiert; aus diesem wurden anschlieRend die
Exosomen isoliert. Zur Uberpriifung der Knock down-Effizienz sowie als Ladekontrolle fiir die
Exosomenprdparation wurden die MDCK-Zellen in Lysispuffer abgeschabt, zusammengefiihrt und
anschlieBend lysiert. Exosomen und Lysat wurden mittels Western Blot analysiert. (A) Uberpriifung der
Knock down-Effizienz mit Hilfe von aTsg101- und aaTubulin-Antikdrpern. Luci — Luciferase, Tsg — Tsg101.
(B) Quantifizierung von (A), dargestellt sind Mittelwert * Standardfehler der Proteinmengen in den
Tsgl01-Knock down-Zellen bezogen auf die Kontrollzellen (Luciferase-Knock down). (C) Vergleich der
Exosomenpraparationen aus Kontrollzellen (Luciferase-Knock down) mit Tsg101-Knock down-Zellen mit
Hilfe von Antikorpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 (169). Luci — Luciferase, Tsg — Tsgl01. (D)
Quantifizierung von (C), dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler der Galectin-3-Menge in Exosomen

bezogen auf das Lysat.

4.2.5 Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Galectin-3

Bereits die Ergebnisse aus Abb. 4-8 deuten darauf hin, dass Galectin-3 nicht als Teil von
Mikrovesikeln in den Extrazellularraum abgegeben wird. Um diese Moglichkeit jedoch definitiv
auszuschliefen, wurde untersucht, inwiefern die Galectin-3-Population in der exosomalen
Fraktion durch die Inhibition der Mikrovesikelbildung beeinflusst werden kann. Basierend auf

der Grundannahme, dass alle bekannten Membrane blebbing-Prozesse, inklusive derer in
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Apoptose und Nekrose, auf der Umgestaltung des kortikalen Aktins beruhen und dass diese
Vorgange entscheidend von der kleinen GTPase Rho und ihrem regulierenden Faktor, der Rho-
Kinase (Rock), abhangen, ist eine Inhibition der Mikrovesikelbildung durch Verwendung des
Rock-Inhibitors (Rockl) Y-27632 moglich (Seelenmeyer et al. 2008).

MDCK-Zellen wurden, nachdem sie sieben Tage auf je vier 10 cm-Kulturschalen gewachsen
waren, gewaschen und anschlieBend U.N. mit exosomenfreiem Medium in An- oder
Abwesenheit von 90 uM Rockl inkubiert. Aus diesem Medium wurden schlieRlich die
Exosomen isoliert. Wie Abb. 4-14 A zeigt, findet sich weder in den Exosomen der behandelten
noch in denen der unbehandelten Zellen PDI, was fir 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 Block in der Ausbildung der Exosomen fihrt. Auffallenderweise unterscheidet
sich jedoch auch die Menge an Galectin-3 in den Exosomen Rockl-behandelter Zellen nicht von
der in den Exosomen unbehandelter Zellen. Entsprechend zeigt auch die densitometrische
Quantifizierung der Galectin-3-Menge in Exosomen bezogen auf die Gesamtexpression im
Lysat keinen signifikanten Unterschied zwischen unbehandelter und behandelter Probe (Abb.
4-14 B). Von einem Einfluss der Mikrovesikelbildung auf die exosomale Sekretion von

Galectin-3 kann dementsprechend nicht ausgegangen werden.
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Abb. 4-14 Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Galectin-3

(A) Fiir sieben Tage kultivierte MDCK II-Zellen wurden gewaschen und {.N. mit exosomenfreien
Medium in An- oder Abwesenheit von 90 uM Rockl inkubiert. Aus diesem Medium wurden die
Exosomen isoliert und mittels Western Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen Alix, PDI und Galectin-3
(169) auf die Anwesenheit der entsprechenden Proteine untersucht. Als Ladekontrolle wurde jeweils
eine der verwendeten 10 cm-Kulturschalen lysiert und ebenfalls flir die Immunblotanalyse vorbereitet.
(B) Quantifizierung von (A), dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler der Menge an Galectin-3 in
Exosomen bezogen auf die Menge im Lysat. Die statistische Analyse erfolgte durch einen gepaarten
t-Test.
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4.2.6 Einfluss der Autophagie auf exosomales Galectin-3

Durch kirzlich veroffentlichte Studien von Duran bzw. Manjithaya und Kollegen konnte in P.
pastoris und D. discoideum ein unkonventioneller Sekretionsmechanismus identifiziert
werden, der auf der Ausbildung von Autophagosomen beruht (Duran et al. 2010; Manjithaya
et al. 2010). Duran et al. gingen weiterhin von einer Beteiligung multivesikuldrer Kérperchen
an diesem Prozess aus. Da auch Galectin-3 eine Kolokalisation mit Komponenten des ESCRT-
Systems, d.h. indirekt mit MVKSs, zeigt, sollte zusatzlich Gberpriift werden, ob und in welchem
MaRe die Autophagie eine Rolle in der exosomalen Sekretion von Galectin-3 spielt. In einem
ersten Schritt wurde hierzu zunachst die Assoziation von Galectin-3-YFP mit endogenem LC3,
einem Markerprotein fir Autophagosomen, in transient transfizierten COS-7-Zellen Uberprift
(Abb. 4-15 A). Die LC3-Farbung erstreckt sich in diesen Zellen Uber zahlreiche kleinere
vesikulare Strukturen in der Peripherie, aber auch auf einige groRere Strukturen, die kernnah
zu finden sind. Insbesondere in diesen Strukturen kolokalisiert endogenes LC3 sehr stark mit
exogenem Galectin-3-YFP (Pfeile). Auch in MDCK-Zellen befindet sich LC3 in vesikuldren
Strukturen, im Gegensatz zur Verteilung in COS-Zellen finden sich jedoch keine gréBeren
Strukturen (Abb. 4-15 B), vielmehr prasentiert sich die LC3-Farbung als eine homogene
Population relativ kleiner Vesikel. Ahnlich verhilt es sich mit der Firbung von endogenem
Galectin-3, dass jedoch auch in einigen grofReren Strukturen vorzufinden ist. Der Grad der
Kolokalisation zwischen Galectin-3 und LC3 ist bedeutend niedriger als in COS-Zellen, jedoch
immer noch deutlich wahrnehmbar, wie in den Detailaufnahmen gezeigt (Pfeile).

Nur aufgrund der Kolokalisationsstudien zwischen LC3 und Galectin-3 ldsst sich eine
Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Sekretion von Galectin-3 nicht hinreichend
nachweisen. Daher wurde der Einfluss der Inhibition bzw. Stimulation der Autophagie auf die
Menge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion untersucht (Abb. 4-15 C). Hierzu wurden die
Exosomen im Zellkulturiberstand von MDCK-Zellen G.N. in Medium mit und ohne 10 mM
3-Methyladenin bzw. in EBSS gesammelt. 3-Methyladenin inhibiert hierbei die Autophagie,
EBSS sorgt durch Aminosaure- und Serumdeprivation fiir eine Stimulation (Hendil et al. 1990).
Wie zu erwarten, befindet sich in den verschiedenen exosomalen Fraktionen keine PDI, was fir
die Sauberkeit der Exosomenisolation spricht. Auch verandert sich die Menge an Alix in den
Exosomen weder durch Inhibition (3-MA) noch durch Stimulation (EBSS) der Autophagie
entscheidend. Uberraschenderweise steigt jedoch die Menge an Galectin-3 in den Exosomen
3-Methyladenin-behandelter MDCK-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Wie die
densitometrische Quantifizierung in Abb. 4-15 D zeigt, handelt es sich hierbei um einen

statistisch signifikanten Anstieg. Erklarbar ware dieser Anstieg durch die moglicherweise
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verringerte autophagosomale Degradation von Galectin-3. Auch in EBSS-behandelten Zellen
scheint die Menge an Galectin-3 in den Exosomen zuzunehmen, jedoch stellt sich dieser Effekt
als statistisch nicht signifikant heraus.

Insgesamt gesehen liel8 sich eine Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Sekretion von

Galectin-3 nicht nachweisen.

Abb. 4-15 Einfluss der Autophagie auf die exosomale Sekretion von Galectin-3

(A) COS-7-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit Galectin-3-YFP fixiert und permeabilisiert,
anschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit aLC3/Alexa546 durchgefiihrt. Die Analyse der
Praparate erfolgte mit dem KLSM, Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen. Gal3-YFP — Galectin-3-YFP,
A546 — Alexa546. MaRstab — 20 um. (B) Immunfluoreszenzfarbung vollstandig polarisierter MDCK-Zellen
mit alLC3/Alexa488 und aGalectin-3 (3/38)/Alexa647. Gal3 — Galectin-3. MaRstab — 20 um (C)
Exosomenisolation aus unbehandelten (MOCK), 10 mM 3-Methyladenin (3-MA)- und EBSS (EBSS)-
behandelten MDCK-Zellen. Pelletierte Exosomen und Lysat wurden jeweils fur die Western Blot-Analyse
vorbereitet und mit Antikorpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 analysiert. (D) Quantifizierung von (C),
dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer

einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Post-Test (*p<0,05).
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Abb. 4-15 Einfluss der Autophagie auf die exosomale Sekretion von Galectin-3
(Legende siehe vorherige Seite)
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4.2.7 Die late domain in Galectin-3 ist nicht essentiell fiir die exosomale

Sekretion

Neben der Frage, liber welchen unkonventionellen Sekretionsweg Galectin-3 aus der Zelle
ausgeschleust wird, ist es auch sehr interessant herauszufinden, welche Signale fiir diesen
Export verantwortlich sind und auf welche Weise sie diesen Prozess bewerkstelligen. Zu dieser
Problematik konnte eine in COS-Zellen durchgefiihrte Studie zu der Erkenntnis beitragen, dass
eine Sequenz aus acht Aminosauren im N-Terminus von Galectin-3 essentiell, aber nicht
ausreichend firr die Sekretion einer chimaren, lipidverankerten Form von Hamster-Galectin-3
ist (Mehul und Hughes 1997). Fihrt man nun einen Abgleich der Aminosduresequenz von
Hamster-Galectin-3 mit den Sequenzen aus Mensch, Hund, Kaninchen, Ratte und Maus mit
Hilfe des Programms ClustalW2 durch und trdgt nach der Identifikation der oben
beschriebenen Sequenz in den verschiedenen Organismen diese mit Hilfe des Programms
GENIO/logo auf (Abb. 4-16 A), so erkennt man zunichst, dass dieser Sequenzabschnitt
zwischen den einzelnen Organismen sehr stark konserviert ist. Auffallend ist insbesondere das
Motiv PSAP, da es mit der als late domain bezeichneten Sequenz P(S/T)AP in den Proteinen
verschiedener ummantelter Viren Ubereinstimmt, von denen bekannt ist, das ihre
Abschniirung ESCRT-abhangig verlduft. In diesen Viren ist die late domain fiir die Interaktion
mit Tsg101 und damit fiir die Rekrutierung der ESCRTs verantwortlich (Chen und Lamb 2008).
Die Existenz einer solchen late domain in der Sequenz von Galectin-3 wirde sehr stark fiir eine
ESCRT-abhdngige Sekretion von Galectin-3 sprechen. In diesem Fall wirde Galectin-3
vermutlich direkt mit Tsg101 interagieren und auf diese Weise in die intraluminalen Vesikel der
MVKs einsortiert werden. Tatsachlich coprazipitiert Tsgl01 aber weder mit Galectin-3 aus
MDCK-Zellen, wenn dieses mit aGalectin-3-Antikdrpern prazipitiert wurde (aGal3), noch wenn
die Prazipitation mit Lactosylsepharosebeads, d.h. tiber die Zuckerbindung erfolgte (LacB), der
N-Terminus entsprechend fir Interaktionen vollstandig zur Verfliigung stehen misste (Abb.
4-16 B). Umgekehrt scheint Galectin-3 zwar mit Tsg101 zu coprazipitieren (aTsg), jedoch stellt
sich im Vergleich zur Negativkontrolle (ohne), der kein Antikérper zugegeben wurde, heraus,
dass es sich hierbei vermutlich nur um eine unspezifische Bindung von Galectin-3 an die
verwendeten Protein-A-Sepharosebeads handelt. Zur Uberpriifung der Bedeutung der
mutmaRlichen late domain fir die Sekretion von Galectin-3 wurde mit Hilfe der Overlap
extension-PCR die Aminosauresequenz PSAT in humanem Galectin-3 zu ASAA mutiert (PSAT ist
eine natirlich vorkommende Variation der PSAP-Sequenz in humanem Galectin-3) und mit

einem V5-Motiv fusioniert, um die spezifische Detektion mit aV5-Antikdrpern zu ermoglichen.
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In einem ersten Schritt wurde dieses Konstrukt, ebenso wie Galectin-3(wt)-V5, Galectin-3-
R186S-V5 und Galectin-3-AN-V5 (Deletion des gesamten N-Terminus) mit Tsg101-DsRed in
COS-Zellen cotransfiziert und nach anschlieRender Immunfarbung gegen V5 die Kolokalisation
mit diesem ESCRT-Protein untersucht (Abb. 4-16 C). Hier ist zunachst festzuhalten, dass sich
die verschiedenen Mutanten, mit Ausnahme von Galectin-3-AN-V5 (siehe auch Abb. 4-17),
nicht essentiell in ihrer subzelluldaren Lokalisation unterscheiden. In jedem Fall zeigt sich eine
Farbung der Proteine im Kern sowie in vesikuldaren Strukturen unterschiedlicher Grol3e. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abb. 4-11 zeigt Galectin-3(wt)-V5 eine sehr starke
Kolokalisation mit Tsg101 (Gal3(wt), Pfeile). Uberraschenderweise ist dies jedoch auch fiir die
ASAA-Mutante (Gal3-ASAA) und die N-terminal-deletierte Mutante (Gal3-AN) der Fall (Pfeile).
ErwartungsgemaR dndert auch die Mutation der Zuckerbindedomane die Kolokalisation mit
Tsg101-DsRed nicht (Gal3-R186S, Pfeile). Zur Galectin-3-Mutante AN ist anzumerken, 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 in Abb. 4-16 C gezeigte Verteilung von Galectin-3-AN-V5 in COS-Zellen
eher die Ausnahme, viel ofter zeigte sich eine Verteilung dieses Proteins in langlichen,
fadenférmigen Strukturen, die sehr stark an eine mitochondriale Lokalisation denken lieB (Abb.
4-17 A, mittlere Spalte). Tatsachlich zeigt ein Vergleich mit mitochondrial-lokalisiertem DsRed
(Mito-DsRed) eine fast vollstindige Uberlappung in diesen Strukturen (Pfeile). Analysiert man
die Sequenzen des Wildtyps von Galectin-3 und von Galectin-3-AN mit Hilfe des Programms
TargetP so zeigt sich, dass der Wildtyp nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit eine
mitochondriale (mTP) oder eine ER-Signalsequenz (SP) enthélt (Abb. 4-17 B). Im Gegensatz
dazu ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Existenz einer mitochondrialen Signalsequenz in
Galectin-3-AN deutlich hoéher (0,334 zu 0,078). Auch die Wahrscheinlichkeit fir das
Vorhandensein einer ER-Signalsequenz ist erhoht, jedoch nicht im gleichen MaRe (0,187 zu

0,066) wie fiir eine mitochondriale Signalsequenz.
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Abb. 4-16 Analyse der late domain in Galectin-3
(Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 4-16 Analyse der late domain in Galectin-3

(A) Konservierung der in Hamster-Galectin-3 fur die Sekretion essentiellen Aminosauresequenz tber
verschiedene Organismen (Mensch, Hund, Ratte, Maus, Kaninchen, Hamster). Erstellt mit GENIO/logo,
die GroRe der jeweiligen Aminosaure gibt den Grad der Konservierung an. (B) Galectin-3 bzw. Tsg101
wurden mit Lactosylsepharosebeads oder den angegebenen Antikérpern prazipitiert (/P) und
anschlieBend mittels Western Blot und Antikorpern gegen Tsg101 und Galectin-3 (169) analysiert (Blot).
Zur Kontrolle der Expressionsstirke wurde ein Teil des Lysats aufgetragen. LacB -
Lactosylsepharosebeads, Gal3 — Galectin-3, Tsg — Tsg101, IP — Immunprazipitation (fiir LacB eigentlich
Affinitatsprazipitation). (C) Kotransfektion von Tsgl01-DsRed mit Galectin-3(wt)-V5, Galectin-3-ASAA-
V5, Galectin-3-R186S5-V5 und Galectin-3-AN-V5. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert und mit aV5/Alexa488-Antik6rpern gefarbt. Kerne (blau) wurden mit Hoechst 33258
gefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des KLSM, kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen markiert.
Malstab — 20 um.

Mito-DsRed V5-Alexa488

Mito-DsRed

Léange mTP SP andere
Gal3 (wt) 282 AS 0,078 0,066 0,927
Gal3-AN 170 AS 0,334 0,187 0,429

Abb. 4-17 Mitochondriale Lokalisation von Galectin-3-AN-V5

(A) COS-Zellen wurden mit Konstrukten fir mitochondrial-lokalisiertes DsRed (Mito-DsRed) und
Galectin-3-AN-V5 transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit
aV5/Alexad88-Antikorpern gefarbt. Kerne (blau) wurden mit Hoechst 33258 angefarbt. Die Analyse
erfolgte mit Hilfe des KLSM, kolokalisierte Strukturen sind beispielhaft mit Pfeilen markiert. MaRstab —
20 um. (B) Wahrscheinlichkeitenvorhersage fiir das Vorhandensein einer mitochondrialen
Signalsequenz (mTP) oder einer ER-Signalsequenz (SP). AS — Aminosauren.
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Zur Uberpriifung der subzelluldren Lokalisation der verschiedenen V5-Mutanten in MDCK-
Zellen wurden die stabilen Zelllinien MDCK|Gal3-V5, MDCK|Gal3-ASAA-V5 und MDCK|Gal3-
R186S-V5 generiert und mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen untersucht (Abb. 4-18 A).
Ahnlich wie in COS-Zellen ergaben sich jedoch auch in MDCK-Zellen keine entscheidenden
Unterschiede in der Lokalisation der verschiedenen Mutanten. Sowohl Galectin-3(wt) als auch
Galectin-3-R186S und Galectin-3-ASAA sind Giberwiegend in vesikuldren Strukturen im apikalen
Bereich der Zellen zu finden. Bei den Vesikeln handelt es sich um relativ kleine Strukturen
homogener GroRe. Mit den MDCK]|Gal3-V5- und den MDCK]|Gal3-ASAA-V5-Zellen wurde
zusatzlich eine Exosomenpraparation durchgefiihrt. Wie erwartet, finden sich in diesen
Exosomen Signale fiir den Exosomenmarker Alix, aber kein Signal fur die PDI, was auf eine
saubere Aufreinigung der Exosomen hinweist (Abb. 4-18 B). Auffallend ist jedoch, dass die
Menge an Alix in Exosomen aus MDCK | Gal3-ASAA-V5-Zellen niedriger ist als in MDCK | Gal3-V5-
Zellen. Ein dhnlicher Trend lasst sich auch fiir die Menge an Gal3-V5 bzw. Gal3-ASAA-V5 in den
Exosomen feststellen (aV5), hier ist aber zundchst grundsatzlich festzuhalten, dass sich im
Vergleich zum Lysat bedeutend weniger exogenes Galectin-3 in den Exosomen befindet, als
dies in vorherigen Experimenten fiir endogenes Galectin-3 der Fall war (vergleiche z.B. Abb.
4-15 C + D). Eine densitometrische Quantifizierung der relativen Galectin-3-Menge in
Exosomen ist in Abb. 4-18 C dargestellt, diese kdnnte allerdings aufgrund der Bestimmung der
Intensitdten in den exosomalen Fraktionen am Rande des Detektionsminimums mit Fehlern
behaftet sein. Nichtsdestotrotz ergibt sich eine signifikant niedrigere Menge an Galectin-3-
ASAA-V5 in Exosomen relativ zum Lysat (ASAA), als dies beim Wildtyp (WT) der Fall ist (Abb.
4-18 C). Anzumerken ist hierbei jedoch, dass auch die relative Menge an Alix in den Exosomen
aus MDCK|Gal3-ASAA-V5-Zellen signifikant niedriger ist als in Exosomen aus MDCK|Gal3-V5-
Zellen (Abb. 4-18 D).
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Abb. 4-18 Einfluss der late domain auf die exosomale Sekretion von Galectin-3

(A) MDCK|Gal3-V5-, MDCK|Gal3-R186S-V5- und MDCK|Gal3-ASAA-V5-Zellen wurden fir sieben Tage
auf PET-Filtern kultiviert, anschlieRend fixiert, permeabilisiert und mit aV5/Alexa488-Antikorpern
gefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des KLSM, dargestellt sind Ebenen aus dem apikalen und basalen
Teil der Zellen. MaRstab — 20um. (B) Exosomen wurden aus dem Zellkulturiiberstand von
MDCK|Gal3-V5- und MDCK|Gal3-ASAA-V5-Zellen isoliert und per Western Blot mit Hilfe von
Antikorpern gegen Alix, PDlI und V5 analysiert. Als Kontrolle wurden jeweils Zellen einer der
verwendeten Kulturschalen lysiert und ebenfalls fiir die Western Blot-Analyse vorbereitet. Zur besseren
Sichtbarkeit der V5-Banden sind die exosomalen Proben zuséatzlich kontrastverstarkt gezeigt. (C + D)
Quantifizierung der relativen Mengen an Galectin-3 (C) und Alix (D) in den Exosomen. Dargestellt sind
Mittelwert + Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte anhand eines gepaarten t-Tests (*p<0,05).
WT — Gal3-V5, R186S — Gal3-R186S-V5, ASAA — Gal3-ASAA-V5.
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4.3 Charakterisierung von CEACAM1-GFP

Die Erforschung des polarisierten Proteintransports in MDCK-Zellen stiitzt sich sehr stark auf
die Untersuchung exogen eingebrachter Markerproteine, da nur sehr wenige endogene
Markerproteine bekannt und naher charakterisiert sind. Ein Protein aus dieser Gruppe ist
gpl14, das gleichzeitig auch eines der Hauptsialoglykoproteine in MDCK-Zellen ist. Obwohl
gpl14 schon sehr lange Zeit in Experimenten zum polarisierten Proteintransport eingesetzt
wurde, war seine molekulare Identitdt lange Zeit vollig unklar. Erst Fillekrug und Kollegen
konnten durch massenspektrometrische Analysen herausfinden, dass es sich bei diesem
Glykoprotein um ein canines Homolog der CEACAM-Familie handelt, hochst vermutlich
CEACAM-1 (Fullekrug et al. 2006). Eine detaillierte Uberpriifung dieser Hypothese mit
biochemischen, fluoreszenzmikroskopischen oder ahnlichen Methoden ist bisher jedoch nicht
erfolgt. Die Experimente, die fiir diese Dissertation durchgefiihrt wurden, sollten zum

SchlieRen dieser Licke beitragen.

4.3.1 Anti-gp114-Antikorper reagieren mit CEACAM1-GFP

Zur Uberpriifung der méglichen Identitdt von CEACAM1 und gp114 wurde zunichst canines
CEACAM1-4L (freundlicherweise von R. Kammerer, Tiibingen, zur Verfigung gestellt) N-
terminal mit GFP fusioniert (durchgefiihrt durch Julia Teister). Dieses Konstrukt wurde nun
genutzt, um die stabile Zelllinie MDCK|CEACAM1-GFP zu generieren. Wie Abb. 4-19 zeigt,
farben aGFP (JL-8)-Antikorper im Western Blot des MDCK|CEACAM1-GFP-Lysats eine Bande
bei etwa 140 kDa, was den kombinierten molekularen Massen von gp114 (114 kDa) und GFP
(27 kDa) entspricht. Diese Bande erscheint auch in Proben, in denen GFP-markierte Proteine
mit Hilfe von aGFP (FL)-Antikrpern aus dem Lysat von MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen
prazipitiert wurden, ist jedoch in Lysaten und Immunpréazipitaten untransfizierter MDCK-Zellen
nicht vorhanden. Interessanterweise farben Antikorper gegen gpl14 im Lysat von
MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen neben dem endogenen gpl14 zusatzlich eine Bande mit den
gleichen elektrophoretischen Eigenschaften wie CEACAM1-GFP, die jedoch in untransfizierten
MDCK-Zellen nicht zu beobachten ist. Die gleiche Bande erscheint auch in der Western Blot-
Analyse von Immunprazipitaten aus MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen, die mit aGFP(FL)-
Antikorpern durchgefiihrt wurden.

Zusammengenommen deuten die gezeigten Daten also darauf hin, dass es sich bei gp114 um

das canine Homolog von CEACAM1 handelt.
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Abb. 4-19 Antikérper gegen gp114 farben ein CEACAM1-GFP-Polypeptid

MDCK- und MDCK | CEACAM1-GFP-Zellen, die fiir sieben Tage auf 10 cm-Kulturschalen gewachsen waren,
wurden lysiert, GFP-markierte Proteine wurden mit Hilfe von aGFP (FL)-Antikorpern immunprézipitiert.
Im Anschluss an SDS-PAGE und Western Blot wurden die Membranen zerschnitten (durch die gestrichelte
Linie gekennzeichnet) und die Proteine wie angegeben mit aGFP (JL-8)- und agpl14-Antikdrpern
detektiert. Das (*) markiert eine unspezifische Bande (vgl. Abb. 4-22). IP — Immunprazipitation, C1GFP —
MDCK|CEACAM1-GFP, endog. gpl14 — endogenes gpl1l4, MW — Molekulargewichtsstandard (Zahlen
geben molekulare Masse in kDa an).

4.3.2 CEACAM1-GFP wird in MDCK-Zellen apikal sortiert

Es ist im Allgemeinen nicht auszuschlieBen, dass die Fusion eines Proteins mit GFP zu
Veranderungen in der Funktion oder Lokalisation dieses Proteins fiihrt. Um sicherzustellen,
dass die Fusion von GFP an CEACAM1 dessen apikalen Transport nicht verdndert, wurde die
subzelluldre Lokalisation von CEACAM1-GFP in MDCK-Zellen mit Hilfe des KLSM festgestellt.
Hierzu wurden MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen, nachdem sie fiir 2, 4 oder 7 Tage auf PET-Filtern
kultiviert wurden, fixiert, permeabilisiert und einer Immunfluoreszenzfarbung mit
aE-Cadherin/Alexa546-Antikorpern unterzogen. Wie Abb. 4-20 zeigt, verandert sich die
Verteilung von E-Cadherin in diesen Zellen von einer eher gleichmaRigen Verteilung lber die
gesamte Membran an Tag 2 zu einer eindeutigen Konzentration an der basolateralen
Membran an Tag 4 und 7 (insbesondere zu sehen in der xz-Darstellung), was auf die
fortschreitende Polarisierung der Zellen hinweist. Im Gegensatz zu E-Cadherin ist CEACAM1-
GFP bereits nach 2 Tagen in Kultur Uberwiegend und nach 4 bzw. 7 Tagen nahezu

ausschlieBlich an der apikalen Membran lokalisiert.
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Abb. 4-20 Subzelluldre Lokalisation von CEACAM1-GFP in MDCK-Zellen

MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen wurden fiir 2, 4 oder 7 Tage auf PET-Filtern kultiviert, anschlieRend fixiert,
permeabilisiert und mit aE-Cadherin/Alexa546-Antikbrpern immungefarbt. Kerne wurden mit Hoechst
22258 angefarbt. Die dargestellten Bilder zeigen xy-Aufnahmen aus dem apikalen (apikal) bzw. basalen
(basal) Teil der Zellen, sowie Aufnahmen, die in xz-Richtung durchgefiihrt wurden (xz). CEACAM1-GFP ist

in grin dargestellt, E-Cadherin in rot und Kerne in blau. Die gestrichelte Linie zeigt die Lage des Filters
an. Maf3stab — 20 um.

Seite | 120

Universitit
Marburg

ko5

S
?3\



Ergebnisse

Eine alternative Methode, die polarisierte Verteilung von CEACAM1-GFP in MDCK-Zellen zu

studieren, stellt die domanenspezifische Oberflachenbiotinylierung von Proteinen dar. Hierzu

wurden auf PET-Filtern gewachsene MDCK| CEACAM1-GFP-Zellen mit membranimpermeablem

Sulfo-NHS-LC-Biotin von der apikalen bzw. von
der basalen Seite inkubiert. Nach Lyse der
Zellen wurden die biotinylierten Proteine mit
Neutravidinbeads prazipitiert und fir die
Western Blot-Analyse mit aGFP (JL-8)- und
agpll4-Antikérpern vorbereitet (Abb. 4-21).
Die densitometrische Quantifizierung dreier
unabhangiger Experimente zeigt hiernach, dass
97 + 3% des endogenen gpll4d von der
apikalen Seite der Filter biotinyliert wurden
(agp114). Dieser Wert stimmt sehr gut mit
einem in der Literatur berichteten Wert von
95 % apikal lokalisiertem gp114 {berein (Le
Bivic et al. 1990). Auch CEACAM1-GFP I&sst sich
ohne weiteres von der apikalen Seite der Filter
aus biotinylieren, im Gegensatz zu gpl114 ist
hier jedoch keine Bande an basolateral
biotinyliertem Protein sichtbar (aGFP). Dies
konnte jedoch durch die im Vergleich zu
endogenem gpll4 bedeutend niedrigere

Expressionsstiarke  von CEACAM1-GFP  zu

erklaren sein, die den basolateralen Anteil
dieses Proteins unter der Detektionsgrenze des

Western Blots verschwinden lassen kénnte.

MDCK C1GFP
ap bl ap bl

- CEACAM1-GFP

130 -
1

- endog. gp114

aGFP

agp114_

Abb. 4-21 Oberflachenbiotinylierung von gp114
und CEACAM1-GFP

MDCK- und MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen wurden
einer Oberflachenbiotinylierung mit Sulfo-NHS-
LC-Biotin Nach

Uberschissigen Biotins wurden die Zellen lysiert,

unterzogen. Inaktivierung
anschlieRend wurden biotinylierte Proteine mit
Neutravidinbeads prazipitiert. Danach wurde
eine SDS-PAGE durchgefihrt; nach dem Blotten
die

(gekennzeichnet durch die gestrichelte Linie), die

wurden Membranen zerschnitten
Proteine wie angedeutet mit agp114- oder aGFP
(JL-8)-Antikorpern detektiert. C1GFP -
MDCK|CEACAM1-GFP, gplld -
endogenes gpl14, ap — apikal, bl — basolateral,
MW - (zahlen

geben molekulare Masse in kDa an).

endog.

Molekulargewichts-standard

Sowohl die mikroskopischen als auch die biochemischen Daten zur Verteilung von CEACAM1-

GFP legen eine starke apikale Lokalisation dieses Proteins nahe und stehen im Einklang mit

vorangegangen Beobachtungen zur polarisierten Verteilung von gp114 (Delacour et al. 2006;

Le Bivic et al. 1990; Le Bivic et al. 1993) in MDCK-Zellen.

Philipps /3
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4.3.3 CEACAM1-GFP und gp114 zeigen das gleiche Glykosylierungsmuster

Etwa die Halfte der scheinbaren molekularen Masse von gp114 in der SDS-PAGE ist auf die
starke Glykosylierung dieses Proteins zurlickzufiihren. Die vorhandenen Glykane sind N-
glykosidisch gebunden und scheinen Sialinsdure zu enthalten (Le Bivic et al. 1993). Geht man
davon aus, dass gpll4 und CEACAM1 identisch sind, so sollten sie ein &hnliches
Glykosylierungsprofil zeigen. Entsprechend wurden das Lysat von MDCK II-Zellen (Abb. 4-22 A),
sowie aus MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen prazipitiertes CEACAM1-GFP (Abb. 4-22 B) einer
Glykosidasenbehandlung unterzogen. In Ubereinstimmung mit friiheren Resultaten (Le Bivic et
al. 1993) erhoht sich die elektrophoretische Mobilitdt von gpl1l4 nach Behandlung mit
PNGase F dramatisch (Abb. 4-22 A). Die scheinbare GroBe von gpl14 in der SDS-PAGE
verringert sich dadurch von 114 auf etwa 50-60 kDa. Im Gegensatz dazu fihrt ein kombinierter
Verdau des Lysats mit Neuraminidase und Endo-a-N-acetylgalactosaminidase (O-Glykosidase)
zur Entfernung von O-glykosidisch gebundenen Zuckern lediglich zu einer geringen
Verdanderung der molekularen Masse von gpl14, moglicherweise durch die Abspaltung
endstandiger Sialinsduren. Zusammengenommen bestéatigt die Glykosidasenbehandlung die
Prasenz von N-Glykanen an gpll4 und zeigt gleichzeitig, dass dieses Protein keine O-
glykosidisch-gebundenen Zucker tragt. Auch missen die N-Glykane von gp114 vom komplexen
Typ sein, da es nach Behandlung mit Endoglykosidase H, einer Glykosidase, die ausschlieflich
mannosereiche Oligosaccharide abspaltet, maximal zu einer geringen Verdnderung der
elektrophoretischen Mobilitat kommt. Auffallenderweise zeigt CEACAM1-GFP, das aus
MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen immunpraziptiert wurde, dhnliche Sensitivitdten gegeniiber den
Glykosidasen wie gp114 (Abb. 4-22 B). Auch CEACAM1-GFP ist mehr oder weniger insensitiv
gegeniber Endoglykosidase H- und O-Glykosidase-Behandlung, zeigt aber eine starke
Verringerung der molekularen Masse nach Behandlung mit PNGase F. Zudem entsprechen die
summierten molekularen Massen von caninem CEACAM1 und EGFP der GroRe der Bande von
deglykosyliertem CEACAM1-GFP.

Zusammengenommen zeigen diese Daten eindeutig, dass gpl1l4 und CEACAM1-GFP das
gleiche Glykosylierungsprofil besitzen und unterstreichen damit wiederum die Annahme, dass

diese beiden Proteine identisch sind.
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Abb. 4-22 Glykosylierungsprofil von gp114 und CEACAM1-GFP

Das Lysat von MDCK-Zellen (A) bzw. CEACAM1-GFP, das aus MDCK|CEACAM1-GFP-Zellen
immunprazipitiert wurde (B), wurden mit Endoglykosidase H (Endo H), PNGase F (PNGase F), Endo-a-
N-acetylgalactosaminidase (O-Glykosidase) und Neuramindase (NA) wie angegeben behandelt.
Anschliefend wurden die Proben fiir die Analyse mittels Western Blot vorbereitet und mit Antikérpern
gegen gpl14 (A) oder GFP (JL-8, B) detektiert. Der (*) markiert eine unspezifische Bande, die gegen
Glykosidasenbehandlung resistent ist. Glyk. — glykosyliert, MW — Molekulargewichtsmarker (Zahlen

geben molekulare Masse in kDa an).
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5 Diskussion

5.1 Endozytose von Galectin-3

Durch friihere Arbeiten konnte Galectin-3 als Bestandteil nicht-raft-abhangiger apikaler Vesikel
identifiziert werden. Weiterfiihrend ergab sich, dass dieses Lectin eine essentielle Rolle in der
apikalen Sortierung raft-unabhangiger Proteine spielt und dass dieser Sortierprozess auf die
Fahigkeit von Galectin-3 zurickzufihren ist, mit seinen Glykoliganden hochmolekulare Cluster
zu bilden (Delacour et al. 2006; Delacour et al. 2007). Als Ort der Trennung von raft-
abhdngigem und -unabhidngigem apikalen Transport wird schon ldanger ein Kompartiment
vermutet, das nach Verlassen des TGN erreicht wird (Jacob und Naim 2001), jedoch steht eine
genauere ldentifizierung weiterhin aus. Unter Annahme der Hypothese, dass endozytiertes
Galectin-3 wieder zur Plasmamembran zuriick transportiert wird und wahrend dieses
Prozesses hochst vermutlich auch das Kompartiment durchquert, in dem der Sortiervorgang
stattfindet, wurde die Endozytose von Galectin-3 untersucht, um ndhere Erkenntnisse zur

Lokalisation des Sortierkompartiments zu erlangen.

5.1.1 Endosomale Lokalisation von Galectin-3

Zunachst wurde die endosomale Lokalisation von Galectin-3 in MDCK II-Zellen im Allgemeinen
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Galectin-3, dhnlich wie in COS 7-Zellen (Schneider et
al. 2010), mit dem AEE-Marker Rab4 (Duffield et al. 2008), dem Marker fir AREs Rab11l
(Markgraf et al. 2007) sowie der allgemein am apikalen Transport beteiligten GTPase Rab8
(Cramm-Behrens et al. 2008) kolokalisiert (Abb. 4-1). Dies deutet bereits sehr stark auf eine
endosomale Lokalisation von Galectin-3 auch in MDCK-Zellen hin. Experimente in lebenden
COS-Zellen unterstreichen diese Vermutung noch durch die Beobachtung, dass nach
Neutralisierung bzw. Alkalisierung der Zellen durch NH4Cl Rab4-CFP-positive Strukturen
zusatzlich Galectin-3-YFP-Signal zeigen (Abb. 4-2 A). Da die Fluoreszenzintensitat von YFP sehr
stark vom pH-Wert seiner Umgebung abhéangig ist und bei pH 6,0 fast keine Fluoreszenz mehr
emittiert, zeigt dies sehr deutlich, dass Galectin-3-YFP vor NH,CI-Behandlung einem sauren pH-
Wert ausgesetzt sein muss. Dieser saure pH-Wert wiederum ist ein Charakteristikum u.a. von
Endosomen (Rodriguez-Boulan et al. 2005). Die Madglichkeit, dass Galectin-3-YFP durch die
NH,Cl-Behandlung erst in Endosomen transloziert wird, ist jedoch ausgeschlossen, da in einem
Kontrollexperiment samtliche Galectin-3-YFP-Strukturen, deren Fluoreszenzsignale nach
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Zugabe von NH,Cl anstiegen, bereits vor Zugabe positiv fir (pH-insensitives) Galectin-3-DsRed
waren (Abb. 4-2).

Zusammengenommen kann also davon ausgegangen werden, dass Galectin-3 sowohl in COS 7-
als auch in MDCK lI-Zellen in Endosomen vorkommt. In MDCK-Zellen handelt es sich hierbei
hochst vermutlich um das Rab4-positive AEE und das Rabll-positive ARE. Das ARE, als
mogliche zentrale Schaltstation im biosynthetischen Transport und im Recycling apikaler
Proteine, ist hierbei ein hervorragender Kandidat als moglicher Ort des Galectin-3-vermittelten

Sortierprozesses raft-unabhdngiger Proteine.

5.1.2 Zuckerabhangige Aufnahme in ein saures Recyclingkompartiment

Von Galectin-3 ist bekannt, dass es Uber einen nicht-klassischen Sekretionsweg von MDCK-
Zellen in das apikale Medium sekretiert wird (Lindstedt et al. 1993). Aufgrund seiner
Lokalisation in endosomalen Kompartimenten (vergleiche 5.1.1 Endosomale Lokalisation von
Galectin-3) erscheint eine Aufnahme dieses Proteins durch die Zellen als sehr wahrscheinlich.
Tatsachlich erscheint rekombinantes Galectin-3, das mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert in
das apikale Medium von MDCK II-Zellen gegeben wurde (Abb. 4-3), nach 30 min in subapikalen
Strukturen, scheint dementsprechend also von den MDCK-Zellen endozytiert worden zu sein.
Diese Aufnahme ist abhdngig von der Bindung an glykosylierte Liganden, wie der Vergleich mit
der Aufnahme von rekombinantem Galectin-3 in Anwesenheit des kompetetiven Inhibitors
Lactose (Abb. 4-3 A + C) bzw. der Vergleich mit der Aufnahme von Galectin-3-R186S, einer
Galectin-3-Mutante mit stark verminderter Affinitdt zu Glykanen (Abb. 4-3 B + D), zeigen. Dies
stimmt mit den Beobachtungen von Furtak und Kollegen (iberein, die zeigen konnten, dass
Galectin-3 in Brustkrebszellen zusammen mit Bl-Integrin endozytiert wird und dass diese
Aufnahme durch Inhibition der Zuckerbindung mit Hilfe von Lactose unterbunden werden
kann (Furtak et al. 2001). Ahnlich fiihrte auch die Inhibition der Glykosylierung durch GalNAca-
O-bn in polarisierten HT-29-Zellen zu einer verminderten Aufnahme des mit Galectin-3 eng
verwandten Proteins Galectin-4 (Stechly et al. 2009).

Interessant ist weiterhin, ob Galectin-3 nach seiner Endozytose in einen degradativen Weg
gelangt, der letztendlich zum Abbau in den Lysosomen fiihren wiirde, oder ob sich sein
Transport an einem Punkt von diesem Weg trennt und es zu einem Recycling an die
Plasmamembran kommt. Um dies zu berprifen, wurde die Endozytose von Galectin-3 mit der
von fluoreszenzmarkiertem Dextran verglichen. Dextran dient hierbei als sogenannter
Flissigphasenmarker, da es von den Zellen unspezifisch aufgenommen und schlieBlich zu den

Lysosomen transportiert und dort abgebaut wird (Ellinger et al. 1998). Wie sich zeigt, werden
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Galectin-3 und Dextran zundchst zusammen aufgenommen, wobei der Hoéhepunkt der
Kolokalisation 5 min nach Start der Aufnahme erreicht ist, jedoch beginnt die Trennung der
beiden Molekiile bereits nach 10 min (Abb. 4-4). Dieser Trend setzt sich im weiteren Verlauf
der Endozytose fort, so dass nach 45-60 min die Anzahl kolokalisierter Vesikel nur noch etwa
ein Viertel so hoch ist wie nach 5 min. Auch unterscheidet sich die Galectin-3-Verteilung zu
diesem Zeitpunkt entscheidend von der Dextran-Verteilung. Entsprechend ist davon
auszugehen, dass Galectin-3 nicht wie Dextran in den Lysosomen degradiert wird, sondern in
einen anderen Weg einsortiert wird, der zu einem Recycling an die Plasmamembran fiihren
konnte. Weitere Bestdtigung fir diese Hypothese ergibt sich aus Abb. 4-5. Mit diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass exogen zugegebenes Galectin-3 30 min nach Start der
Aufnahme zu einem groRen Prozentsatz mit dem ARE-Marker Rab11 kolokalisiert. Da das
apikale Recyclingendosom, wie der Name schon vermuten lasst, zwar am Recycling apikal-
lokalisierter Proteine beteiligt ist, nicht jedoch am Transport endozytierter Proteine zu den
Lysosomen (Perret et al. 2005), spricht diese Kolokalisation dafiir, dass zumindest ein gewisser
Anteil des aufgenommenen Galectin-3 in einen Recyclingweg einsortiert wurde. Gleichzeitig
bestatigen diese Daten auch die Erkenntnisse aus Abb. 4-1 Gber die Lokalisation von Galectin-3
in Rabll-positiven AREs in MDCK-Zellen. Ein dhnlicher wie der hier beschriebene Vorgang
konnte auch in HT-29-Zellen fiir Galectin-4 beobachtet werden. Analog zu Galectin-3 wird auch
rekombinantes, fluoreszenzmarkiertes Galectin-4 nach seiner Endozytose in Rablla-positive
Recyclingendosomen transportiert, allerdings ist es hier bereits 20 min nach Start der
Aufnahme zu finden. Dies stellt jedoch keinen essentiellen Gegensatz zu der hier beobachteten
Kolokalisation nach 30 min dar. Weiterhin konnten Stechly und Kollegen beobachten, dass
exogen zugegebenes Galectin-4 3 h nach Start der Endozytose wieder an der Plasmamembran
oder in subapikalen Kompartimenten lokalisiert war, was sie als Recycling dieses Lectins
deuteten (Stechly et al. 2009).

Ein weiterer Hinweis dafilr, dass Galectin-3 in das ARE aufgenommen wird, von dem aus es
dann hochst vermutlich zur apikalen Membran zuriicktransportiert wird, stammt aus der
Beobachtung der Endozytose von pHrodo-markiertem Galectin-3. PHrodo ist ein pH-sensitiver
Farbstoff, der in neutraler Umgebung fast nicht, in saurer Umgebung aber eine starke
Fluoreszenz mit einem Maximum bei 580 nm emittiert. Betrachtet man die Endozytose von
Galectin-3-pHrodo in COS-Zellen (Abb. 4-6 A), so stellt man fest, dass nach 30 min eine starke
Fluoreszenz in vesikuldren Strukturen im Inneren der Zelle zu beobachten ist. Dies zeigt zum
einen, dass endozytiertes Galectin-3 tatsachlich in Endosomen gelangt, und bestatigt zum
anderen die Ergebnisse aus den NH,Cl-Versuchen (Abb. 4-2). Ahnlich wie in COS-Zellen gelangt
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endozytiertes Galectin-3-pHrodo auch in MDCK-Zellen in saure Kompartimente (Abb. 4-6 B).
Fluoreszenzsignale von pHrodo sind hierbei ab etwa 5-10 min nach Start der Aufnahme
detektierbar und nehmen dann stetig zu, bis sie nach etwa 30 min eine Sattigung erreichen. Da
zu diesem Zeitpunkt auch eine etwa 33 prozentige Kolokalisation zwischen Galectin-3-
Alexa633 und Rabll beobachtet werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass ein
guter Teil des untersuchten rekombinanten Proteins zu diesem Zeitpunkt in sauren, Rab11-
positiven Strukturen, d.h. hochstwahrscheinlich AREs, vorkommt. Von dort kdnnte Galectin-3
wieder zur apikalen Membran transportiert werden.

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so zeigt sich, dass Galectin-3 in Abhangigkeit der
Bindung von glykosylierten Liganden von der Zelle aufgenommen wird, anschlieRend aber
nicht in einen degradativen Transportweg einsortiert wird, sondern stattdessen das ARE
durchquert und von dort zur Plasmamembran zurilicktransportiert wird. Diese Erkenntnis hat
jedoch einige weitere, dullerst interessante Fragen zur Konsequenz. So wurde auch fir den
Sortierprozess im Inneren der Zelle (moéglicherweise in Endosomen) gezeigt, dass dieser auf
der Bindung von Galectin-3 an die Glykane der sortierten Glykoproteine beruht (Delacour et al.
2006; Delacour et al. 2007). Geht man nun davon aus, dass Galectin-3 mit seinen
Glykoliganden zur Plasmamembran transportiert wird, um anschlieBend in Abhangigkeit von
der Zuckerbindung wieder aufgenommen zu werden, so stellt sich die Frage, wie erreicht wird,
dass Galectin-3 in einem luminalen Kompartiment die Kreuzvernetzung von Glykoproteinen
und die damit verbundene Sortierung zur apikalen Membran bewerkstelligt, gleichzeitig aber
verhindert wird, dass es auch an der Plasmamembran zur Ausbildung hochmolekularer Cluster
und damit moglicherweise zu einer Induktion der Endozytose dieser Proteine kommt. Eine
mogliche Erklarung hierfiir ware, dass es an der Plasmamembran (z.B. aufgrund des dort
herrschenden neutralen pH-Werts, siehe 5.1.3 Abhdngigkeit der Ligandenbindung vom pH-
Wert) zu einem Wechsel der Liganden kommt, d.h. dass Galectin-3 mit einer
Glykoproteinpopulation  exozytiert und mit einer anderen endozytiert wirde.
Uberraschenderweise zeigte sich durch Studien in unserer Arbeitsgruppe, dass Galectin-3,
obwohl es ein Sortierrezeptor im Transport raft-unabhdngiger Proteine ist, nicht in clathrin-
ummantelten Vesikeln, sondern vielmehr in caveolin- oder flotillin-abhdngigen Strukturen
aufgenommen wird (Greb 2011). Bestitigung hierzu stammt aus der Beobachtung, dass
Galectin-3 zwar 30 min nach Freisetzung der Proteine aus einem TGN-Block in einer Raft-
Isolation ausschlielRlich in den Nicht-Raft-Fraktionen zu finden ist, jedoch nach 60 min, wenn
die Proteine nach Erreichen der Plasmamembran wieder endozytiert wurden, mehrheitlich in
den Raft-Fraktionen zu finden ist. In Ubereinstimmung damit liegt auch exogen zugegebenes
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Galectin-3 sowohl zum Beginn der Aufnahme, als auch 30 min spater lberwiegend raft-
assoziiert vor (Straube, unveréffentlichte Daten). Dies spricht stark dafiir, dass Galectin-3 nach
Erreichen der Plasmamembran einen Wechsel von raft-unabhangigen Glykoproteinen auf raft-
abhangig-transportierte Glykoproteine vollzieht. Alternativ ware auch denkbar, dass Galectin-3
an Proteine bindet, die ihrerseits zwar raft-unabhangig zur Plasmamembran transportiert
werden, dort jedoch fir ihre anschliefende Endozytose in lipid rafts einsortiert werden. Ein
entsprechendes Verhalten ist fir gpll4 bekannt, dass im Grundzustand nicht in Raft-
Fraktionen zu finden ist, jedoch liberraschenderweise nach Kreuzvernetzung durch agpl14-
Antikorper in elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Caveolae und in Raft-Isolationen in
den Raft-Fraktionen zu finden ist (Verkade et al. 2000). Interessant ist hierbei auch die
Beobachtung, dass die Endozytose durch Kreuzvernetzung von gp114 induziert wurde, einer

Eigenschaft, die in vivo auch durch Galectin-3 vermittelt werden kénnte.

5.1.3 Abhangigkeit der Ligandenbindung vom pH-Wert

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, ergibt sich aus der Tatsache, dass sowohl der
galectin-3-vermittelte Sortierprozess als auch die Endozytose dieses Lectins zuckerabhangig
ablaufen, die Problematik, wie diese beiden Prozesse unabhidngig voneinander koordiniert
werden koénnen. Genauer gesagt interessiert die Frage, wie verhindert wird, dass die
galectin-3-vermittelten Prozesse, sprich das Clustern von Liganden und deren anschlieRende
Abschniirung, auch an der Plasmamembran in Gang gebracht werden. Eine mogliche Erklarung
hierfir stellt der zwischen Plasmamembran und Endosomen unterschiedliche pH-Wert von 7,5
bzw. 6,0-6,5 dar. Entsprechend wurde in dieser Arbeit die pH-Abhdngigkeit der Bindung von
p75"""-GFP aus MDCK | p75-GFP-Zellen an immobilisiertes Galectin-3 bzw. Galectin-3-AN unter
ColP-Bedingungen untersucht (Abb. 4-7). Hierbei wurde eine verminderte Bindung des
Neurotrophinrezeptors sowohl an Galectin-3 als auch an Galectin-3-AN bei pH 6,0, nicht aber
bei pH 6,6 (jeweils im Vergleich zu pH 7,5) gemessen. Ein solches Ergebnis wiirde fir eine
verminderte Bindung von Galectin-3 an Glykoproteine im AEE oder CRE (pH jeweils 5,8), nicht
aber im ARE (pH 6,5) sprechen (Perret et al. 2005), steht jedoch auch im Widerspruch zu
anderen Experimenten in unserer Arbeitsgruppe, die zum einen die pH-unabhangige Bindung
von Galectin-3 an Lactosylsepharose, zum anderen eine verstarkte Komplexbildung mit dem
neun N-Acetyllactosamin-Reste tragenden Asialofetuin bei pH 6,5 zeigen konnten (Straube,
unveroffentlichte Daten). Ein Erklarungsversuch dieser differierenden Ergebnisse findet sich
moglicherweise in den unterschiedlichen Versuchsbedingungen. Wahrend der hier gezeigte

Versuch mit Zelllysaten unter ColP-Bedingungen, d.h. in Anwesenheit von Detergenzien,
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durchgefihrt wurde, wurden die anderen beiden Versuche mit aufgereinigten Proteinen in PBS
durchgefihrt. Dies hat zur Folge, dass es aufgrund von im Zelllysat vorhandenem endogenem

NTR_GFP kommen kénnte, was die Unterschiede zur

Galectin-3 zu einer Komplexbildung mit p75
pH-unabhdngigen Bindung von rekombinantem Galectin-3 an Lactosylsepharose erkldren
wirde. Gleichzeitig kénnte es jedoch zu einer verminderten Komplexbildung aufgrund des
Einsatzes von Detergenzien im Vergleich zum Asialofetuinversuch kommen, was wiederum den
fehlenden Anstieg der Bindungsstarke bei pH 6,6 erklaren wirde. Es ist jedoch auch nicht
vollstandig auszuschlieBen, dass die Bindung komplexer Glykanliganden durch Galectin-3 eine
pH-Abhangigkeit aufweist, wahrend dies bei Lactose (d.h. auch in der Lactosylsepharosesaule)
nicht der Fall ist. Schlieflich werden fir die Bindung von Lactose nur zwei der finf
Bindungsstellen verwendet (vergleiche Bindung von LacNAc in Abb. 2-6) und die
Bindungsaffinitat fiir komplexe Zucker ist wesentlich héher als fir Lactose (Leffler et al. 2004).
Lasst man die moglichen Widerspriiche zu den anderen Experimenten aulRer Acht und geht
davon aus, dass die hier gezeigten Daten tatsadchlich die Starke der Zuckerbindung von
Galectin-3 darstellen, so ware folgendes Modell denkbar: die Bindung von Galectin-3 an seinen
Endozytoseliganden wiirde sich nach Erreichen eines sauren Endosoms, beispielsweise des AEE
dermalen verringern, dass Galectin-3 sich ablésen und in einen Recyclingweg einsortiert
werden koénnte. Ein dhnlicher Vorgang ist auch fiir die Bindung des low density lipoproteins
(LDL) an seinen Rezeptor LDLR beschrieben. Hier findet ein Recycling des Rezeptors statt,
wahrend LDL in einen lysosomalen Weg sortiert wird (Brown und Goldstein 1986). Fiir diese
Hypothese wiirde die ebenfalls in unserem Labor erlangte Erkenntnis sprechen, dass
rekombinantes Galectin-3, das in Anwesenheit von Chloroquin, einem Neutralisator des
endosomalen pHs, endozytiert wurde, weiterhin mit lipid rafts assoziiert bleibt, wahrend
rekombinantes Galectin-3 in nicht mit Chloroquin behandelten Zellen nach 60 min keine raft-
Assoziation mehr aufweist (Straube, unveroffentlichte Daten). Nach Erreichen des AREs wiirde
es aufgrund des dort weniger sauren pH-Wertes von 6,5 (im Vergleich zu 6,0 im AEE) und der
dadurch hoheren Glykanaffinitat (und moglicherweise auch der gesteigerten Multimerisierung)
von Galectin-3 erneut zur Ausbildung hochmolekularer Cluster kommen. Dies wirde
letztendlich zu einem Transport der beteiligten Proteine, und damit auch von Galectin-3, an

die Plasmamembran fihren.
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5.2 Unkonventionelle Sekretion von Galectin-3

Seit Entdeckung des ersten Galectins, Galectin-1, vor etwa 30 Jahren sind etliche Arbeiten zur
Charakterisierung der unkonventionellen Sekretion dieser Lectin-Familie durchgefiihrt worden.
Speziell Galectin-3 stand hierbei im Fokus etlicher Studien, dennoch hat sich bisher noch kein
einheitliches Bild zum Mechanismus der Sekretion dieses Proteins herausgebildet. Ein Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, diese Liicke zu schlieBen und detaillierte Aussagen liber den

Mechanismus der Sekretion von Galectin-3, im speziellen in MDCK II-Zellen, zu treffen.

5.2.1 Sekretion von Galectin-3 in exosomalen Strukturen

Da verschiedene vorangegangene Arbeiten auf eine Sekretion von Galectin-3 innerhalb
membranumschlossener Strukturen hindeuten (Mehul und Hughes 1997; Thery et al. 2001),
wurde in einem ersten Schritt untersucht, ob dies fiir Galectin-3 in MDCK II-Zellen auch der Fall
ist und inwiefern es sich bei diesen Strukturen um Exosomen oder um Mikrovesikel handelt.
Hierzu wurden die entsprechenden Strukturen aus dem Zellkulturiiberstand von MDCK-Zellen
mit Hilfe sequentieller Zentrifugationsschritte isoliert (Abb. 4-8). Es stellte sich heraus, dass die
100.000 g-Fraktion dieser Aufreinigung vesikuldre Strukturen enthielt, deren homogene, runde
Morphologie und Grée von 40-90 nm der fiir Exosomen beschriebenen entsprach
(Muralidharan-Chari et al. 2010). Die Exosomenfraktionen waren zudem sowohl positiv fur das
bona fide Markerprotein Alix als auch fiir Galectin-3. Ahnlich zeigte sich auch in der
exosomalen Fraktion, die aus dem Medium von MDCK|Gal3-YFP-Zellen gewonnen wurde,
Galectin-3-YFP in vesikuldren Strukturen. Im Gegensatz dazu fanden sich zwar Strukturen in
der 10.000 g-Fraktion dieser Aufarbeitungen, bei denen es sich ihrer Morphologie nach um
Mikrovesikel handeln kdnnte, jedoch waren diese weder positiv fir Alix noch fir Galectin-3. Es
konnte auch ausgeschlossen werden, dass es sich bei den exosomalen Strukturen um
Kontaminanten handelte, die bereits im FKS enthalten waren, da gleichermalien
zentrifugiertes FKS zwar Signale fir das ebenfalls als Exosomenmarker gehandelte Flotillin-1
zeigte, nicht jedoch fiir Alix und Galectin-3. Die in den exosomalen Fraktionen enthaltenen
Proteine Alix und Galectin-3 missen entsprechend in Strukturen enthalten sein, die von den
MDCK-Zellen in das Medium sekretiert wurden. Die vesikuldare Natur dieser Strukturen konnte
durch Flotationsversuche und Proteinase K-Sensitivitatstests bestatigt werden. Hierbei zeigte
sich im Flotationsversuch, dass exosomales Galectin-3 in einem Nycodenzdichtegradienten zu
einer dhnlichen Dichte aufschwamm wie Flotillin-1 (Abb. 4-9 A). Wenn auch dieses Flotillin-1

hochst vermutlich aus Strukturen stammt, die bereits im FKS enthalten waren, kann es doch
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als Markerprotein fiir einen gelungenen Flotationsversuch verwendet werden. Gleichzeitig
wirde diese Tatsache auch den leichten Unterschied der Hohepunkte der jeweiligen
Verteilung von Flotillin-1 und Galectin-3 im Gradienten erklaren, da Exosomen, die von
unterschiedlichen Zellen sekretiert wurden, je nach Membranzusammensetzung der
sezernierenden Zellen eine leicht unterschiedliche Dichte aufweisen kdnnen (Subra et al.
2007). Die beobachtete Dichte der Exosomen in diesem Versuch betragt etwa 1,084-
1,137 mg/ml und entspricht damit Werten, die mit friiheren Beobachtungen zur Dichte von
Exosomen Ubereinstimmen (Raposo et al. 1996). Im Gegensatz zu exosomalem Galectin-3
flotiert rekombinantes Galectin-3 in Nycodenzdichtegradienten nicht, sondern verbleibt
groRtenteils in den Bodenfraktionen (Abb. 4-9 B), was beweist, dass nicht intrinsische
Eigenschaften zu einer verringerten Dichte moglicher Galectin-3-Komplexe filihren, sondern
dass dieses Lectin in exosomalen Fraktionen tatsdchlich mit Membranen assoziiert sein muss.
Aufgrund der vollstdndigen Insensitivitit von Galectin-3 gegeniliber Proteinase K in
Abwesenheit von Detergenzien (Abb. 4-9 C) kann weiterhin festgestellt werden, dass es sich
hierbei nicht um eine periphere Assoziation handelt, sondern dass Galectin-3 sich in einem
membranumschlossenen Raum, sprich einem Vesikel befinden muss. Ahnlich verhilt es sich
auch mit Alix, so dass davon ausgegangen werden muss, dass es sich bei diesen Vesikeln
tatsachlich um Exosomen handelt. Wie Untersuchungen des Mediums von auf PET-Filtern
gewachsenen MDCK-Zellen zeigen konnten, werden diese Exosomen zudem exklusiv an der
apikalen Membran gebildet (Abb. 4-9 D). Dies erschlieRt sich aus der Tatsache, dass sowohl
Alix als auch Galectin-3 in der exosomalen Fraktion des apikalen Mediums, nicht aber in der
entsprechenden Fraktion des basolateralen Mediums nachzuweisen war. Die Filtermembran,
die eine Anreicherung basolateraler Exosomen im entsprechenden Medium verhindern
konnte, ist als Fehlerquelle auszuschlieRen, da die verwendete PorengroRe von 0,4 um die
GroRe der Exosomen um mindestens den Faktor 4 liberschreitet.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Galectin-3 in MDCK-Zellen als Teil von Exosomen
in das Medium sekretiert wird. Dies stimmt mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
Uberein, die ebenfalls eine Lokalisation von Galectin-3 in exosomalen Fraktionen feststellen
konnten (Ogawa et al. 2008; Thery et al. 2001). Im Gegensatz dazu geht die Arbeit von Mehul
und Hughes davon aus, dass eine chimare, lipidverankerte Form von Galectin-3 als Teil von
Mikrovesikeln, die durch membrane blebbing entstanden sind, in den Extrazellularraum
gelangt (Mehul und Hughes 1997). Bei genauerer Betrachtung ist jedoch festzustellen, dass ein
Grol3teil der Ergebnisse dieser Arbeit auch im Sinne einer exosomalen Sekretion von Galectin-3
gedeutet werden kénnten. So spricht z.B. der Befund, dass Galectin-3 in der 90.000 g-Fraktion
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des Zellkulturiiberstands von COS-Zellen zu finden ist, vielmehr fir eine exosomale als fir
mikrovesikuldre Sekretion. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit herausgefunden, dass
die galectin-3-haltigen Exosomen in polarisierter Weise von der apikalen Seite der MDCK-
Zellen abgegeben wurden, ein Befund, der mit der vornehmlich apikalen Sekretion von

radioaktiv-markiertem Galectin-3 Ubereinstimmt (Lindstedt et al. 1993).

5.2.2 Freisetzung von Galectin-3 aus exosomalen Strukturen

Galectin-3 muss, um seine biologischen Aktivitaten im Extrazellularraum bzw. im Lumen der
Endosomen zu erfiillen, zunachst aus den Exosomen freigesetzt werden. Hierzu sind zwei
Modelle denkbar. Zum einen koénnten Exosomen aufgrund der Zusammensetzung ihrer
Membranen per se instabil sein und kdnnten daher im Laufe der Zeit unter physiologischen
Bedingungen von alleine auseinanderbrechen. In einem anderen Modell kénnten zellulare
Faktoren an der Auflésung der Exosomen beteiligt sind. Dieser Vorgang kdnnte entweder
direkt an der Plasmamembran stattfinden oder aber auch in intrazellularen Kompartimenten
nach der Wiederaufnahme aus dem Extrazellularraum. Gegen das erste Modell spricht die
Beobachtung, dass Galectin-3 in Exosomen, die aus dem Medium von MDCK-Zellen gewonnen
wurden, selbst nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C nicht sensitiv gegenliber Proteinase K-
Behandlung in Abwesenheit von Detergenzien wurde (Abb. 4-10 A). Die Exosomen miissen
entsprechend Uber diesen Zeitraum ihre strukturelle Integritdt erhalten haben, da nur auf
diese Weise Galectin-3 in diesem Experiment vor der Wirkung der Proteinase geschiitzt
worden sein kann. Eine Freisetzung von Galectin-3 aus den Exosomen nach noch langerer
Inkubation bei 37 °C in zellfreier Lésung, wie sie auch durch Mehul und Hughes beobachtet
wurde (Mehul und Hughes 1997), ware prinzipiell moglich, jedoch wiirde sich bei einem derart
langen Zeitraum die Frage nach der physiologischen Relevanz dieses Prozesses stellen.
Entsprechend gingen auch die Autoren der angesprochenen Studie aufgrund weiterer
Beobachtungen von einer Beteiligung zellularer Faktoren aus. Denkbar ware hier ein Modell,
nach dem die Exosomen nach der Freisetzung von ihrer Ursprungszelle oder von Zellen in der
Nachbarschaft aufgenommen wiirden, um schlieRBlich nach Erreichen eines sauren
Endozytosekompartiments zu zerfallen. Dieses Modell stiitzt sich auf Beobachtungen iber die
Aufnahme von Exosomen in PC12-Zellen (Tian et al. 2010) und eine Arbeit, die den pH-
abhangigen Zerfall von Mikrovesikeln nachweisen konnte (Taraboletti et al. 2006). Jedoch
scheint der saure pH-Wert in Endosomen fiir eine Destabilisierung der Exosomen alleine nicht

ausreichend zu sein, da kein Unterschied in der Proteinasesensitivitat von Galectin-3 und Alix
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zwischen pH 6,0 und pH 7,4 besteht (Abb. 4-10 B). Eine Beteiligung weiterer zelluldrer

Faktoren ware also auch hier nétig.

5.23 Abhiangigkeit der exosomalen Sekretion vom ESCRT-System

Exosomen entstehen durch die Abschnilirung vesikuldarer Strukturen in das Lumen
spezialisierter Endosomen, den multivesikularen Korperchen, und ihrer anschlieBenden
Abgabe in die Umgebung nach Fusion der MVKs mit der Membran. Die Ausbildung der ILVs
scheint hierbei abhdngig von der Funktion der ESCRTs zu sein (Hurley 2008). Um zu
Uberprifen, ob die Anwesenheit von Galectin-3 in exosomalen Fraktionen in dhnlicher Weise
abhangig von der Funktion der ESCRTs ist, wurde in einem ersten Experiment (iberprift, ob
dieses Lectin mit verschiedenen ESCRT-Komponenten in transient transfizierten COS-Zellen
assoziiert. Dabei stellte sich heraus, dass Galectin-3-DsRed nicht nur mit der ESCRT I-
Komponente Tsgl01-GFP und der AAA-ATPase Vps4a-GFP kolokalisiert (Abb. 4-11 A+B),
sondern auch, dass es nach Kotransfektion mit den dominant-negativen Mutanten Vps4a-
K173Q und Vps4a-E228Q zu einer Umverteilung von Galectin-3-DsRed in den COS-Zellen
kommt. Diese Umverteilung hat eine Kolokalisation dieses Proteins mit groRRen, aberranten
Strukturen zur Folge, die positiv fiir Vps4a-K173Q-GFP bzw. Vps4a-E228Q-GFP sind. Da die
dominant-negativen Mutanten zu einem Block der MVK-Biogenese fiihren sollen, ware davon
auszugehen, dass es sich bei diesen Strukturen um MVKs handelt und dass Galectin-3 mit in
der Entstehung begriffenen ILVs kolokalisiert, die sich aufgrund der Wirkung von VPS4a-K173Q
und Vps4a-E228Q jedoch nicht von der Endosomenmembran abschniiren kdénnen. Diese
Vermutung wird durch die Betrachtung der Detailaufnahmen der Vps4a-E228Q-GFP-
Kotransfektion wahrscheinlich (Abb. 4-11 C1). In diesen Aufnahmen zeigen sich vesikulare
Strukturen, die mit einer limitierenden Membran verbunden zu sein scheinen und sowohl
positiv flir Galectin-3-DsRed als auch Vps4a-E228Q-GFP sind. Bei diesen Strukturen handelt es
sich hochst vermutlich um die oben angesprochenen, in der Entstehung begriffenen ILVs. Trotz
dieser deutlichen Kolokalisation in COS-Zellen zeigt sich Gberraschenderweise trotz Expression
von Vps4a-E228Q-GFP kein Effekt auf die Menge an Galectin-3, das als Teil von Exosomen in
den Zellkulturiiberstand von MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen abgegeben wird (Abb. 4-12).
Gleichzeitig verandert sich jedoch auch die Menge an Alix in der exosomalen Fraktion nicht, so
dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass es die Vps4a-E228Q-GFP-Expression nicht
vermag, den erwiinschten Block der MVK-Biogenese auszuldsen. Da auch der Versuch, die
Expression von Tsg101 mit Hilfe von RNAi-Experimenten herunter zu regulieren, nur zu einer

etwa 15 prozentigen Verminderung der Expressionsstarke und selbst dieser schwache knock
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down eher zu einem Anstieg der relativen Menge an Galectin-3 in Exosomen statt einer
Abnahme fiihrte (Abb. 4-13), kann von einer ESCRT-abhdngigen Sekretion von Galectin-3 zum
jetzigen Zeitpunkt nicht ausgegangen werden. Ein optimierter knock down kénnte hier Abhilfe
schaffen, jedoch ist fraglich, ob ein solcher knock down in MDCK-Zellen {iberhaupt moglich ist.
Ahnlich wie die verlangerte Expression von Vps4a-E228Q-GFP zu toxischen Effekten zu fiihren
scheint, zeigte sich auch in den Zellkulturschalen des hier gezeigten Knock down-Versuches
eine erhohte Anzahl abgeloster, d.h. vermutlich toter Zellen aufgrund der Transfektion mit
Tsg101-siRNAs. Zusammengenommen konnte dies auf eine essentielle Funktion der ESCRTs in
MDCK-Zellen hindeuten, was einen knock down von ESCRT-Proteinen unmoglich machen
wirde. Neben der Moglichkeit, dass es durch die genannten Methoden tatsachlich nicht zu
einem Block der MVK-Biogenese gekommen ist, ware es alternativ denkbar, dass die
exosomale Sekretion von Galectin-3 und Alix in einer ESCRT-unabhdngigen Weise ablauft. Dies
widerspricht zunadchst der Annahme, dass es sich bei Exosomen grundsatzlich immer um die
ESCRT-abhangig-gebildeten ILVs nach deren Freisetzung in den Extrazellularraum handelt,
jedoch ist diese Hypothese auch unter Experten nicht unumstritten (Wollert, personliche
Kommunikation). Tatsachlich konnten auch in zwei getrennten Arbeiten Hinweise fiir eine
ESCRT-unabhédngige Ausbildung von Exosomen gefunden werden (Fang et al. 2007; Trajkovic et
al. 2008). In einem Fall fuhrte hierbei das Anflgen einer Acylierungssequenz an das
Hefeprotein TyA zusatzlich zu einer verstarkten Sekretion, ein Effekt, wie er interessanterweise
auch fir acyliertes, chimares Galectin-3 in COS 1-Zellen beobachtet werden konnte (Mehul
und Hughes 1997).

Im Gesamten kann eine Beteiligung des ESCRT-Systems an der exosomalen Sekretion von
Galectin-3 trotz Kolokalisation mit verschiedenen Komponenten dieses Systems nicht
nachgewiesen werden. Eine ESCRT-unabhidngige exosomale Sekretion erscheint
dementsprechend moglich und ist aufgrund friherer Beobachtungen zudem nicht

unwahrscheinlich.

5.24 Abhdngigkeit der exosomalen Sekretion von Mikrovesikelbildung und
Autophagie

Neben der Moglichkeit, dass Galectin-3 aufgrund ESCRT-abhadngiger oder -unabhdngiger

Prozesse als Teil von Exosomen sekretiert wird, besteht zumindest theoretisch die Alternative,

dass es sich bei den beobachteten Strukturen doch um Mikrovesikel handeln kénnte. Um

auszuschlieRen, dass dies der Fall ist, wurde die Exosomenisolation in Anwesenheit des Rock-
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Inhibitors Y-27632 durchgefiihrt, der zu einem Block der Mikrovesikelbildung sowie samtlicher
weiterer Abschnilrungsprozesse fiihrt, die mit der Umgestaltung des Aktinzytoskeletts
assoziiert sind. Hierbei stellte sich heraus, dass es weder zu einer Veranderung der relativen
Menge an Galectin-3, noch der von Alix in den Exosomen Rock-Inhibitor-behandelter Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen kam (Abb. 4-14). Eine Sekretion von Galectin-3 Gber Mikrovesikel
kann also ausgeschlossen werden. Dies entspricht auch Beobachtungen des eng verwandten
Lectins Galectin-1, dessen Sekretion aus CHO-Zellen ebenfalls mikrovesikelunabhangig
abzulaufen scheint (Seelenmeyer et al. 2008). Als Nebeneffekt dieser Untersuchung kann auch
eine Entstehung der exosomalen Strukturen aufgrund von apoptotischen oder nekrotischen
Prozessen ausgeschlossen werden, da auch diese von Verdnderungen kortikalen Aktins
abhangig sind, welche wiederum durch Rock-Inhibitor inhibiert werden.

Experimente zur Charakterisierung der unkonventionellen Sekretion des Hefeproteins AcbA
konnten neben der Beteiligung multivesikularer Korper auch die Ausbildung von Auto-
phagosomen als essentiellen Schritt in diesem Prozess identifizieren (Duran et al. 2010;
Manjithaya et al. 2010). Da auch Galectin-3 Kolokalisationen mit Komponenten des ESCRT-
Systems zeigte, sollte Uberprift werden, ob die Ausbildung von Autophagosomen ebenfalls
eine Rolle in der Sekretion von Galectin-3 spielt. Durch Vergleich der Lokalisationen von
Galectin-3 und LC-3, einem Marker fir Autophagosomen, konnte zunachst gezeigt werden,
dass sowohl Galectin-3-YFP in COS-Zellen als auch endogenes Galectin-3 in MDCK-Zellen mit
LC-3 kolokalisiert (Abb. 4-15 A+B). Entsprechend ist davon auszugehen, dass Galectin-3 in oder
an Autophagosomen zu finden ist. Um von einer Beteiligung der Autophagosomen an der
exosomalen Sekretion von Galectin-3 ausgehen zu kdnnen, misste die Inhibition der
Autophagie, wie sie in dieser Arbeit durch 3-Methyladenin geschehen ist, zu einer Abnahme
der relativen Menge an Galectin-3 in Exosomen flihren. Tatsachlich nimmt die Menge an
Galectin-3 jedoch gegeniiber nicht behandelten Zellen sogar signifikant zu (Abb. 4-15 C+D).
Diese Erhéhung kdnnte auf einen verringerten Abbau intrazellularen Galectin-3s aufgrund der
Inhibition der Autophagie und der daraus resultierenden erhohten Verfligbarkeit an
zytosolischem Galectin-3 fiir die Sekretion zurlickzuflihren sein. Weiterhin zeigen zwar auch
Zellen, in denen die Autophagie durch Aminosauredeprivation mit EBSS stimuliert wurde,
einen Anstieg an exosomalem Galectin-3, was prinzipiell fir einen Einfluss der Autophagie auf
die Sekretion sprechen wiirde, jedoch ist dieser Anstieg zum einen nicht signifikant, zum
anderen ist aufgrund der fehlenden Inhibition durch 3-Methyladenin eher davon auszugehen,
dass es sich um einen artifiziellen Anstieg aufgrund der verdnderten Bedingungen der
Exosomenisolation in EBSS handelt. Neben diesen experimentellen Beobachtungen sprechen
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jedoch auch theoretische Uberlegungen gegen eine Verkniipfung der exosomalen Sekretion
mit der Autophagie. So gingen die Autoren der oben genannten Studien von einer Beteiligung
von MVKs an der Sekretion von AcbA aus, da Knock out-Mutanten der Gene fiir die ESCRT-
Komponenten Vps4 und Vps23 zu einer Reduktion dieser Sekretion flhrten. Tatsachlich
erflllen die ESCRTs neben ihrer Funktion in der MVK-Biogenese jedoch auch weitere zelluldre
Funktionen, u.a. auch in der Ausbildung von Autophagosomen (Hurley und Hanson 2010).
Entsprechend ist der beobachtete Effekt hochst vermutlich nicht auf eine indirekte Rolle der
MVKs, sondern vielmehr auf eine direkte Beteiligung der ESCRTs in der Autophagosomen-
ausbildung zurtickzufiihren. Auch findet die Sekretion von AcbA im Gegensatz zu der hier
beobachteten Sekretion von Galectin-3 nicht in Assoziation mit Vesikeln statt, was eine
Sekretion beider Proteine liber einen gemeinsamen Prozess eher unwahrscheinlich erscheinen
lasst.

Zusammenfassend kann also davon ausgegangen werden, dass weder die Ausbildung von
Mikrovesikeln noch die Autophagie eine Rolle in der exosomalen Sekretion von Galectin-3

spielen.

5.2.5 Die late domain in Galectin-3

Ein Charakteristikum der unkonventionellen Sekretion ist die Abwesenheit einer klassischen
Signalsequenz zur Translokation in das endoplasmatische Retikulum. Dies bedeutet jedoch
nicht zwangsldufig, dass unkonventionell sekretierte Proteine keinerlei Signale zur Sortierung
in die verschiedenen Sekretionswege besitzen. So ist z.B. die Sekretion von FGF-2 abhdngig von
der Phosphorylierung dieses Proteins an Tyrosin 82 (Ebert et al. 2010). Fiir Hamster-Galectin-3
ist in dieser Beziehung bekannt, dass der N-Terminus und hier insbesondere die Aminosduren
89-96 essentiell flr die Sekretion einer acylierten, chimaren Form dieses Lectins aus COS 1-
Zellen ist (Menon und Hughes 1999). Ein Vergleich dieses hoch konservierten
Sequenzabschnitts zwischen Galectin-3-Homologen verschiedener Organismen zeigt ein PSAP-
Motiv (Abb. 4-16 A), das sehr stark an die als late domain bezeichnete Sequenz in den
Proteinen verschiedener umhtliter Viren erinnert, die dort fir die Interaktion mit dem ESCRT-
System, in diesem Fall speziell mit Tsg101, verantwortlich ist. Aufgrund der beobachteten
Assoziation mit Exosomen liegt die Vermutung nahe, dass dieses Motiv auch in Galectin-3 fir
eine Interaktion mit Tsg101 sorgt und damit ein Einsortieren in ILVs ermdglicht. Tatsachlich ist
es jedoch weder moglich, mit aGalectin-3-Antikérpern oder Lactosylsepharosebeads Tsgl101
noch mit aTsgl01-Antikdrpern Galectin-3 zu coprazipitieren, was gegen eine Interaktion der

beiden Proteine spricht (Abb. 4-16 B). Prinzipiell ausgeschlossen ist eine solche Interaktion
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dennoch nicht, da eine transiente, schwache Interaktion bei der Vielzahl an
Interaktionspartnern, die beide Proteine besitzen, moglicherweise in den Grenzen dieses
Experiments nicht nachzuweisen ware. Fir eine solche Interaktion wiirde die Kolokalisation
von Tsgl01-GFP mit Galectin-3-DsRed (Abb. 4-11) bzw. mit Galectin-3-V5 (Abb. 4-16 B)
sprechen, jedoch scheint diese wiederum unabhdngig vom PSAP-Motiv zu sein, da seine
Mutation zu ASAA keinen Einfluss auf die Kolokalisation mit Tsgl01-GFP besitzt. Auch die
Deletion des gesamten N-Terminus scheint in Zellen, in denen sich eine vesikulare Verteilung
dieser Mutante zeigt, keinen Einfluss auf die Kolokalisation mit Tsgl01-GFP zu besitzen. Der
Vollstandigkeit halber sei hier jedoch angemerkt, dass sich ein GroRteil der Galectin-3-AN-V5-
transfizierten Zellen durch eine mitochondriale Lokalisation des mutierten Lectins (Abb. 4-17)
und damit verbunden einer nur geringen Uberlappung mit Tsg101-GFP auszeichneten. Ahnlich
wie auch die Mutationen des N-Terminus, zeigt auch eine Mutation der CRD in Galectin-3
(R186S) keinen Effekt auf die Kolokalisation mit Tsg101-GFP (Abb. 4-16 B). Zur Uberpriifung
moglicher Effekte der verschiedenen Mutationen auf die exosomale Sekretion von Galectin-3
wurden die stabilen Zelllinien MDCK|Gal3-V5, MDCK | Gal3-ASAA-V5 und MDCK | Gal3-R186S-V5
generiert. Es wurde auch versucht eine stabile Zelllinie mit Galectin-3-AN-V5 zu schaffen,
jedoch schlugen mehrere Versuche fehl. Zusammen mit der Beobachtung, dass auch die
transiente Transfektion dieses Konstrukts in COS-Zellen zu einer verminderten
Transfektionseffizienz und Expressionsstarke fiihrte, deutet dies auf einen toxischen Effekt
dieses Konstrukts bei konstitutiver Expression hin. Von weiteren Versuchen wurde daher
abgesehen. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der {ibrigen Zelllinien ergab Uberdies, dass
kein entscheidender Unterschied zwischen den verschiedenen Mutanten in Bezug auf ihre
Lokalisation in MDCK-Zellen bestand (Abb. 4-18 A). Im Gegensatz dazu ergaben jedoch
Untersuchungen zur exosomalen Sekretion aus MDCK-Zellen eine signifikante Verringerung
der relativen Menge an Galectin-3-ASAA-V5 in Exosomen im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4-18
B+C). Dieses Ergebnis stimmt mit Beobachtungen Uberein, in denen die Mutation der beiden
Proline zu Alanin in der mutmaRlichen late domain ebenfalls zu einer verminderten Sekretion
von acyliertem, chimaren Galectin-3 aus COS-Zellen fihrte (Menon und Hughes 1999). Zu
beachten ist jedoch, dass im Vergleich der MDCK |Gal3-V5- und MDCK|Gal3-ASAA-V5-Zellen
auch die Menge an Alix in den Exosomen der ASAA-Zellen signifikant gegeniiber den WT-Zellen
abnimmt (Abb. 4-18 B+D). Dieses Ergebnis ware zum einen durch einen dominant-negativen
Effekt auf die Exosomenbiogenese durch Galectin-3-ASAA-V5, zum anderen jedoch auch durch
einen negativen Effekt durch die Integration des Galectin-ASAA-V5-Expressionsplasmids in das
Genom der MDCK-Zellen zu erklaren. Weiterhin fallt auf, dass die Menge an V5-markiertem
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Galectin-3 in den Exosomen beider Zelllinien insgesamt sehr niedrig ist, so dass der
beobachtete Unterschied auch aufgrund gesteigerter Messfehler durch die Detektion der
Signale knapp oberhalb der Sensitivitatsgrenze zustande gekommen sein kénnte. Wie es zu der
grundsatzlich geringeren Menge an exosomalem Galectin-3 in den V5-Zelllinien kommt, ist
jedoch nicht vollstandig klar. Im Falle der ASAA-Mutante kénnte natiirlich die Mutation selbst
zu einer verringerten exosomalen Sekretion fihren. Fir die Wildtyp-Zelllinie fallt die Erklarung
jedoch schwerer. Zwar zeichnet sich das fiir den Wildtyp verwendete humane Galectin-3 durch
ein PSAT- statt eines PSAP-Motiv aus (im Gegensatz zu caninem Galectin-3), jedoch muss in
nachfolgenden Studien erst herausgefunden werden, ob bereits diese Mutation zu einer
verringerten exosomalen Sekretion fuhrt.

Eine einheitliche Aussage zur Existenz einer late domain in Galectin-3 ist aufgrund der hier
gezeigten Ergebnisse zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht moglich. Auf der einen Seite sprechen
Ergebnisse, wie die verringerte Menge an Galectin-3-ASAA-V5 in Exosomen fir diese
Hypothese, auf der anderen Seite jedoch auch Ergebnisse dagegen: hier sind die weiterhin
bestehende Kolokalisation der ASAA-Mutante mit Tsg101-GFP und die fehlende Interaktion
zwischen Tsgl01 und Galectin-3 in  Coimmunprazipitationsversuchen zu nennen.

Weiterfihrende Experimente sind nétig, um diesen Sachverhalt abschlieRend aufzuklaren.

5.3 Charakterisierung von CEACAM1-GFP

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Hypothese von Fiillekrug et al. zu
Uberprifen, dass es sich bei dem lange bekannten endogenen Markerprotein gpl14 aus
MDCK-Zellen um das canine Homolog von CEACAM1 handelt (Fullekrug et al. 2006). Sollte dies
der Fall sein, so misste canines CEACAM1 eine Reaktion mit Antikérpern gegen gp114 zeigen
und auch in weiteren Eigenschaften mit gp114 tGbereinstimmen. Da keine Antikérper gefunden
werden konnten, die ausreichend sensitiv mit caninem CEACAM1 reagierten, wurde die aus
Hundeleber isolierte cDNA der CEACAMI1-Isoform 4L (CEACAM1-4L; freundlicherweise zur
Verflgung gestellt von Robert Kammerer, Tibingen) mit der Sequenz fir GFP fusioniert und
damit die stabile Zelllinie MDCK|CEACAM1-GFP erstellt, um Immunprézipitationen und die
Detektion mit aGFP-Antikérpern zu ermoglichen. Tatsachlich zeigte sich in biochemischen
Untersuchungen dieser Zelllinie eine GFP-sensitive Bande, deren molekulare Masse den
kombinierten Massen von gpll4 und GFP entsprach. Eine Bande mit gleichen
elektrophoretischen Eigenschaften konnte zudem mit agpll4-Antikorpern im Lysat stabil-

transfizierter Zellen und in Proben, in denen CEACAM1-GFP mit aGFP-Antikérpern
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immunprazipitiert wurde (Abb. 4-19), identifiziert werden. Weiterhin konnte fir CEACAM1-
GFP in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 4-20) und durch die Biotinylierung
von Oberflachenproteinen (Abb. 4-21) eine dhnlich starke apikale Lokalisation festgestellt
werden, wie sie fiir gpl114 bereits bekannt war (Delacour et al. 2006; Le Bivic et al. 1990; Le
Bivic et al. 1993). Bei gpl1l4 und CEACAM1 handelt es sich um Proteine, die sehr stark
glykosyliert werden (etwa die Halfte der beobachteten molekularen Masse in der SDS-PAGE ist
auf Glykane zurtickzufiihren). Sollten beide Proteine tatsachlich identisch sein, so missten sie
entsprechend auch ein identisches Glykosylierungsmuster zeigen. Dies ist tatsachlich der Fall,
da sowohl gpl14 als auch CEACAM1-GFP in gleicher Art N-Glykane mit endstdndigen
Sialinsduren tragen, aber frei von O-Glykanen zu sein scheinen. Dies konnte durch die
Sensitivitditen gegeniber PNGase F- und Neuraminidase-Behandlung bei gleichzeitiger
Insensitivitdt gegenliber O-Glykosidase gezeigt werden (Abb. 4-22). Da sich auch kein Effekt
einer Endoglykosidase H-Behandlung zeigt, kann weiterhin davon ausgegangen werden, dass
die gebundenen N-Glykane vom komplexen Typ sein missen, da diese Glykosidase nur
mannosereiche Glykane abspalten kann. Das beobachtete Glykosylierungsmuster von
CEACAM1-GFP und gpl14 ist weiterhin identisch mit dem fir gpl1l4 in der Literatur
beschriebenen Muster (Le Bivic et al. 1993).

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so zeigt sich, dass gp114 und CEACAM1-GFP in Bezug auf
Antikorperdetektion, polarisierte Verteilung an der apikalen Membran und N-Glykosylierung
sehr dhnliche Charakteristika zeigen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass es sich

bei gp114 mit héchster Wahrscheinlichkeit tatsdachlich um canines CEACAM1-4L handelt.

5.4 Zusammenfassendes Modell

Abb. 5-1 zeigt ein hypothetisches Modell, wie sich die unkonventionelle Sekretion und die
anschlieRende Endozytose von Galectin-3 aufgrund der fiir diese Arbeit erhobenen Daten
schematisch darstellen lasst. Nach den Untersuchungen zur unkonventionellen Sekretion ist es
als sehr sicher anzusehen, dass Galectin-3 als Teil von Vesikeln exosomaler Natur in den
Extrazellularraum abgegeben wird. Héchstwahrscheinlich handelt es sich bei den Exosomen
um Abkommlinge der intraluminalen Vesikel multivesikuldrer Kérper (MVK), die nach Fusion
dieser spezialisierten Endosomen mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Eine
Abhangigkeit der Exosomenbiogenese von einer korrekten Funktion des ESCRT-Systems, die
Ublicherweise als obligate Voraussetzung angesehen wird, konnte im Rahmen dieser

Dissertation jedoch nicht gezeigt werden. Im Gegenteil, einige der vorliegenden Daten deuten
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vielmehr auf einen ESCRT-unabhangigen Export hin. Nach der Sekretion der Exosomen in den
Extrazellularraum kommt es durch das Auseinanderbrechen der Exosomen im
Extrazellularraum oder in intrazelluldiren Kompartimenten nach Aufnahme der Exosomen
durch benachbarte Zellen (nicht gezeigt) zur Freisetzung von Galectin-3. Von nun an durchlauft
dieses Lectin den Endozytose- und Sortierweg. Dieser beginnt im gezeigten Schema durch die
Interaktion mit glykosylierten Liganden, vermutlich Glykoproteinen, in lipid raft-angereicherten
Domanen der Plasmamembran. Der oder die Liganden zur Endozytose von Galectin-3 sind
nicht bekannt, jedoch ware z.B. gp114/CEACAM1 aufgrund der Tatsache, dass es zum einen
mit Galectin-3 interagiert und zum anderen ebenfalls lipid raft-abhangig aufgenommen wird,
ein guter Kandidat flir einen solchen Endozytoseliganden. Nach der Endozytose gelangen
Ligand und Lectin in das apikale friihe Endosom (AEE), wo es, moglicherweise ausgel6st durch
den sauren pH-Wert von ca. 6,0 in diesem Endosom, zur Trennung der beiden kommt.
AnschlieBend wird Galectin-3 jedoch nicht degradiert, sondern gelangt in einen Recyclingweg
und lber diesen letztendlich in das apikale Recyclingendosom (ARE). Beim ARE kdnnte es sich
um das gesuchte Post-Golgi-Kompartiment handeln, in dem die Trennung von raft-abhangigem
und raft-unabhangigem Transport stattfindet. Diese Vermutung erhalt Riickhalt durch die
Beobachtungen, dass sowohl Galectin-3 als auch verschiedene Cargo-Proteine (Cramm-
Behrens et al. 2008) dieses Kompartiment durchqueren, sowie aufgrund der Tatsache, dass die
zur Sortierung essentielle Kreuzvernetzung durch Galectin-3 bei pH 6,5, d.h. dem pH-Wert des
apikalen  Recyclingendosoms, verstdrkt abzulaufen scheint (Straube, von Mach,
unveroffentlichte Daten). Nach Trennung der Raft- von den Nicht-Raft-Glykoproteinen werden
diese in separaten Vesikeln zur apikalen Membran transportiert, von der aus Galectin-3

wiedermals endozytiert werden kann um weitere Sortierzyklen zu starten.
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Abb. 5-1 Modell der unkonventionellen Sekretion und Endozytose von Galectin-3
AEE — frihes apikales Endosom (apical early endosome), ARE — apikales Recyclingendosom, MVK —
multivesikuldrer Korper, TGN — Trans-Golgi-Netzwerk, z.0. — zonula occludens.
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5.5 Ausblick

5.5.1 Endozytose von Galectin-3

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 von MDCK-Zellen
endozytiert wird und dabei letztlich auch ein saures Recyclingkompartiment durchlauft. Bei
diesem Recyclingkompartiment handelt es sich hochst vermutlich um das apikale
Recyclingendosom. Die Tatsache, dass der Endozytosevorgang zusatzlich zuckerabhangig
verlauft, wirft einige interessante Fragen auf. Geht man davon aus, dass Galectin-3 an seine
(Glyko-)Liganden gebunden die Plasmamembran erreicht, um von dort ebenfalls an Zucker
gebunden wieder endozytiert zu werden, so stellt sich die Frage, ob Galectin-3 an der
Plasmamembran eventuell von einem ,Sortierliganden” auf einen ,Endozytoseliganden
wechselt. Hinweise hierfiir stammen aus Beobachtungen, dass Galectin-3 in raft-abhangiger
Weise von MDCK-Zellen aufgenommen wird, obwohl es als Sortierrezeptor im raft-
unabhangigen Transport wirkt und im Grundzustand auch keine Raft-Assoziation zeigt (Greb,
Straube, unveroffentlichte Daten). Um diesen Sachverhalt zu klaren, ware es sehr interessant
z.B. den oder die Bindepartner in der Endozytose von Galectin-3 zu identifizieren. Moglich
wdre eine solche Identifikation durch die Analyse Galectin-3-assoziierter Komplexe
endozytischer Vesikel mit Hilfe der Blue Native-Gelelektrophorese und anschlielender
Massenspektrometrie. Diese Methode hat jedoch den Nachteil, dass damit nur Glykoproteine
als mogliche Bindepartner identifiziert werden kénnen. Moglicherweise kdnnte jedoch auch
eine Bindung an Glykolipide entscheidend fiir die Endozytose sein. Dies kénnte z.B. durch
Messungen der Galectin-3-Bindung an giant plasma membrane spheres (GPMVs), die aus
MDCK-Zellen gewonnen werden, oder an kiinstliche Liposomen, in deren Membran Glykolipide
integriert wurden, geschehen. Letztendlich stellt sich die Frage, wie ein solcher Wechsel der
Liganden bewerkstelligt wird. Eine logische Erklarung fiir dieses Phanomen wiirde der
zwischen Endosomen und Plasmamembran verschiedene pH-Wert bieten, und erste
Experimente scheinen diese Hypothese zu bestatigen (diese Arbeit und Straube, von Mach,
unveroffentlichte Daten). Diese Ergebnisse sollten jedoch durch weitere Experimente bestatigt
werden und es sollte untersucht werden, welchen konkreten Effekt der pH-Wert auf die

Zuckerbindung und auf die Ausbildung hochmolekularer Cluster hat.

5.5.2 Unkonventionelle Sekretion von Galectin-3

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Galectin-3 als Bestandteil von Exosomen aus
MDCK II-Zellen sekretiert wird. Es war jedoch nicht moglich, eine definitive Abhangigkeit (oder
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Unabhangigkeit) dieses Prozesses von der korrekten Funktion des ESCRT-Systems
nachzuweisen, die liblicherweise als essentielle Vorbedingung der Exosomensekretion gesehen
wird. In weiterfiihrenden Studien sollte daher versucht werden, den knock down von Tsgl101
weiter zu optimieren, denkbar ware hier insbesondere ein induzierbares Short hairpin (sh)-
RNA-System, um mogliche letale Effekte durch den knock down zu minimieren. Sollte sich
dabei herausstellen, dass die exosomale Sekretion von Galectin-3 tatsachlich in einer ESCRT-
unabhangigen Weise ablauft, so ware es interessant herauszufinden, ob die Fusion eines
Lipidankers an die Sequenz von Galectin-3 zu einer verstarkten Sekretion in MDCK-Zellen fiihrt,
da dies zuvor sowohl fiir die ESCRT-unabhangige Sekretion des Hefeproteins TyA, als auch flr
die Sekretion von Galectin-3 aus COS-Zellen beschrieben wurde (Fang et al. 2007; Menon und
Hughes 1999).

Neben der Frage nach dem Sekretionsmechanismus von Galectin-3 wurde in der vorliegenden
Dissertation auch auf maogliche Signale, die zur Sortierung dieses Lectins in den exosomalen
Weg flihren, eingegangen. Hierbei war es moglich, in silico eine mutmaRliche late domain in
einem Sequenzabschnitt der N-terminalen Domaéne zu identifizieren, der als essentiell fiir die
Sekretion von Galectin-3 beschrieben wurde (Menon und Hughes 1999). Tatsachlich fiuhrte die
Mutation dieser Domdne zu einer verringerten Menge an Galectin-3 in Exosomen im Vergleich
zu unmutiertem Protein. Da jedoch auch die Menge des unmutierten Galectin-3, das statt der
klassischen late domain PSAP eine PSAT-Sequenz enthdlt, im Vergleich zu endogenem
Galectin-3 sehr niedrig ist, konnte diese Messung mit Fehlern behaftet sein. Daher sollte ein
Vergleich mit einem Galectin-3-Konstrukt durchgefiihrt werden, dass die eigentliche PSAP-
Sequenz enthélt. Weiterhin sollte die Interaktionsstudie zwischen Galectin-3 und Tsg101 durch
in vitro Versuche mit rekombinanten Proteinen komplementiert werden, um Hinweise darauf
zu finden, ob nicht doch eine Interaktion dieser Proteine stattfindet.

Die Auftrennung exosomaler Proteinkomplexe durch Blue Native-Gelelektrophorese und die
anschlieBende Identifikation darin enthaltener Proteine kdnnte Aufschliisse (iber die
Mechanismen liefern, die zur Ausbildung dieser Strukturen sowie zum Einschluss von
Galectin-3 in Exosomen fiihren.

Eine weitere spannende Frage stellt die Identifikation zellularer Faktoren dar, die bei der
Freisetzung von Galectin-3 aus Exosomen eine Rolle zu spielen scheinen, sowie damit
zusammenhangend die mogliche Endozytose und der intrazellulare Transport der Exosomen.
Durch Manipulation verschiedener zelluldarer Bedingungen, z.B. durch Inhibition lysosomaler
Enzyme oder durch Manipulation des luminalen pH-Wertes, kdnnte untersucht werden,
welche Bedingungen eine Freisetzung innerhalb der Zelle begiinstigen kdnnten.
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SchlieRlich wére es auch sehr interessant herauszufinden, ob es einen funktionellen Grund fir
die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 gibt. Dies ware moglich durch Vergleich des
Wildtyp-Proteins mit Galectin-3, das durch die Fusion mit einer klassischen Signalsequenz in
den ER-Golgi-Transportweg einsortiert wird. Hierbei sollte untersucht werden, inwiefern dieser
Vorgang Einfluss auf die Funktion von Galectin-3 selbst, aber auch auf den Transport seiner

Liganden hat.

5.5.3 Charakterisierung von CEACAM1-GFP

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass es sich bei dem
endogenen MDCK-Protein gpl114 um die Isoform 4L des caninen CEACAM1 handelt. Damit
verbunden ermdoglicht das Wissen liber die genetische Sequenz zum einen die Identifikation
moglicher Sortiersignale in silico als auch deren Uberpriifung durch Mutation bzw. Deletion der
entsprechenden Sequenzen. Hierbei ware insbesondere interessant, inwiefern die Deletion der
einzelnen N-Glykosylierungsstellen zu einem verdnderten Transport von CEACAM1 und zu
einer veranderten Assoziation mit Galectin-3 flihren wiirde. Gleichzeitig deuten jedoch frihere
Studien auf eine Bedeutung der zytoplasmatischen Domane im apikalen Transport hin
(Sundberg und Obrink 2002), so dass auch eine detaillierte Charakterisierung dieser Doméne in
Bezug auf Sortiersignale oder Interaktionspartner interessante Erkenntnisse zum apikalen
Transport von CEACAM1 zu Tage fordern kdnnten.

Spannende Schnittpunkte ergeben sich auch zur Endozytose von Galectin-3. Ahnlich wie es fiir
Galectin-3 vermutet wird, ist auch gp114/CEACAM1 im Grundzustand in den Nicht-raft-
Fraktionen von Membranaufreinigungen zu finden, wird jedoch nach Kreuzvernetzung durch
Antikorper verstarkt in Caveolae sortiert und raft-abhadngig endozytiert (Verkade et al. 2000).
CEACAM1 stellt damit einen hervorragenden Kandidaten fir den oben angesprochenen
»Endozytoseliganden” dar, da es aufgrund seiner hohen Expressionsrate zur Endozytose einer
signifikanten Menge an Galectin-3 fihren kénnte. Da auch Galectin-3 aufgrund seiner
Eigenschaften eine Kreuzvernetzung von Glykoproteinen herbeifiihren kann, ware es zudem
sehr interessant, den umgekehrten Effekt von exogen zugegebenem Galectin-3 auf die

Endozytoserate von CEACAM1 zu bestimmen.
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