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1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung Nanomedizin-basierter Therapeutika (Nanomedizin = medizinsche Anwendung der
Nanotechnologie) hat zum Ziel, pharmakologische Substanzen zielgerichtet zu ihrem Wirkort zu
transportieren und so die mangelnde Gewebsspezifitat konventioneller Wirkstoffe zu tGberwinden.
Humanes Serumalbumin bietet sich als Basis fiir die Entwicklung verschiedenster Nanotherapeutika
an, unter anderem da fir fluoreszenz-markiertes HSA eine selektive Anreicherung im Gewebe solider
Tumoren nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der hohen metabolischen Aktivitdt eines Tumors
und der Tatsache, dass Patienten mit progressiven malignen Erkrankungen haufig eine Kachexie und
Hypoalbumindmie entwickeln, postulierten Stehle et al., dass HSA den Tumorzellen als Energie-und
Stickstoffquelle dient und der Tumor selbst somit den Hauptort des Albumin-Katabolismus im Korper
darstellt. In aufgereinigten Membranpradparationen von humanen Tumorzellen wurden Calreticulin
und hnRNP A2/B1 als Albumin-bindende Proteine identifiziert. Zusammengenommen legt dies eine
Beteilung dieser beiden Proteine an der HSA-Aufnahme in Tumorzellen nahe.

In einem ersten Teil der Arbeit wurde die Anwesenheit von Calreticulin und hnRNP A2/B1 auf der
Plasmamembran von lebenden Zellen durch Antikérperfarbung und FACS-Analyse lberprift. Keines
der beiden Proteine konnte auf der Oberfliche von CCRF-CEM Zellen, einer humanen
lymphoblastischen T-Zell Leukdmie, nachgewiesen werden. Obwohl Calreticulin mittlerweile auf der
Zellmembran von pre-apoptotischen, anthracyclin-vorbehandelten Zellen nachgewiesen wurde,
konnte auch nach Induktion einer Apoptose durch Mitoxantron kein membranstandiges Calreticulin
auf CCRF-CEM Zellen detektiert werden.

Zur funktionellen Analyse der zelluldren Albumin-Aufnahme wurde die Beteiligung der Clathrin-
vermittelten Endozytose (CME), einem gut charakterisierten Mechanismus der Rezeptor-vermittelten
Endozytose, an der Internalisierung von Alexa488-BSA in A240286S Zellen, einem humanen
Lungenadenocarcinom, durch FACS-Analyse untersucht. Die Hemmung der CME wurde durch
hypertone Bedingungen, intrazellularen Kaliummangel, Chlorpromazin und transiente Transfektion
mit siRNA gegen Clathrin Heavy Chain, einem essentiellen Protein der CME, erreicht. Die reduzierte
Aufnahme von Alexa488-Transferrin, einem Protein das selektiv durch den Transferrin-Rezeptor tber
CME internalisiert wird, diente zur Uberpriifung der erzielten Hemmung. Auch etablierte Methoden
zur Hemmung einzelner Endozytose-Mechanismen sind nicht unbedingt selektiv und kénnen einen
Einfluss auf andere Mechanismen haben, zudem konnen sie in unterschiedlichen Zelllinien auch
keine oder nur eine geringe Wirksamkeit zeigen sowie gegebenenfalls die Aufnahme des
untersuchten Markers sogar verstarken. Die Ergebnisse der CME-Inhibition in A240286S Zellen
bestdtigen dies, da hypertone Bedingungen wahrend der Inkubation zwar die Aufnahme von
Alexa488-Transferrin und Alexa488-BSA hemmten, gleichzeitig aber auch die Endozytose von
Dextran, einem Marker fir die unspezifische Fluid-Phase Endozytose, reduzierten. Weder
intrazelluldrer Kaliummangel noch Chlorpromazin zeigten eine Einfluss auf die Alexa488-Transferrin-
Aufnahme. Der erfolgreiche Knock-Down von Clathrin Heavy Chain (CHC) konnte durch Western
Blotting nachgewiesen werden und fihrte zu einer deutlichen Verminderung der CME von Alexa488-
Transferrin. Die Aufnahme von Alexa488-BSA hingegen zeigt nur eine geringe Hemmung durch siRNA
CHC. Clathrin-vermittelte Endozytose leistet demzufolge entweder keinen oder nur einen geringen
Beitrag zur Aufnahme von Albumin in A240286S Zellen.
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Zusatzlich zu der funktionalen Analyse der Albumin-Aufnahme wurde ein Protokol zur Isolation von
HSA-Bindungspartnern aus der Plasmamembran von humanen Tumorzellen etabliert. Ein Teil des
Protokols war die Synthese eines HSA-Konjugates, das sowohl einen photoaktivierbaren Crosslinker
(SDAD) zur Konjugation an Albumin-bindende Proteine der Plasmamembran als auch einen Biotin-
Tag zur selektiven Aufreinigung der Crosslinking-Produkte nach der Zelllyse enthielt. Zur Validierung
des Protokols wurde ein vergleichbares Transferrin-Konjugat hergestellt, das zur Isolation des
Transferrin-Rezeptors CD71 dienen sollte. Die Synthese beider Konjugate war erfolgreich,
insbesondere enthielten beide Endprodukte keine hochmolekularen Verunreinigungen, reagierten
nicht mit sich selbst und das Biotin-Tag war auch unter UV-Belichtung stabil. Durch FACS-Analyse
konnten fir beide Konjugate eine extrazelluldre Bindung und ein UV-induziertes Crosslinking
nachgewiesen werden. Ein Western Blotting der Zelllysate bestatigte das erfolgreiche Crosslinking an
Bindungspartner der Zellmembran. Das Protokoll zur Immunoprazipitation lber die Streptavidin-
Biotin-Interaktion wurde fiir beide Konjugate Gberprift. Eine Isolation des CD71 aus A240286S Zellen
durch das Transferrin-Konjugates war jedoch bisher nicht erfolgreich.

Eine rezeptorvermittelte Endozytose von HSA bzw. ein diskretes Albumin-bindendes Protein auf der
Zellmembran von humanen Tumorzellen konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Der
Schluss liegt nahe, dass die Anreicherung von HSA-Konjugaten in soliden Tumoren vor allem auf dem
,Enhanced Permeability and Retention” Effekt, wie er auch fiir andere Nanotherapeutika
nachgewiesen wurde, und auf der langen Plasmahalbwertszeit des Proteins basiert.
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2 ABSTRACT

The rational design of nanomedicine-based therapeutics (nanomedicine = medical application of
nanotechnology) aims to improve the therapeutic effect of conventional drugs while reducing
adverse reactions. A targeting strategy and increased bio-availability both enhance tissue specificity
of a given drug. Human Serum Albumin (HSA) is a promising candidate for the development of future
nanotherapeutics, especially due to its accumulation in solid tumour tissue. Based on the high
metabolic activity of tumour cells and the fact, that patients with progressive malignancies often
develop cachexia and hypoalbuminemia, Stehle et al. postulated that albumin serves as a source of
energy and nitrogen to the tumour and that it is the main site of albumin-catabolism in the body. T.
Fritzsche identified calreticulin and hnRNP A2/B1 in purified plasma membranes of human tumor
cells. Taken together, this implies a role of those two proteins in albumin-uptake into tumor-cells.

The presence of calreticulin and hnRNP A2/B1 on the plasma membrane of viable tumour cells was
examined using antibodies and FACS analysis. However, neither of the proteins was expressed on the
cell surface of CCRF-CEM cells, a humanT-cell lymphoblast cell line. Even though calreticulin has now
been detected on the plasma membrane of pre-apoptotic, anthracycline-treated tumour cells,
induction of apoptosis by mitoxantrone did not induce membrane expression of calreticulin in CCRF-
CEM cells.

To analyse functional aspects of albumin uptake, the contribution of clathrin-mediated endocytosis
(CME), a well characterized mechanism of receptor-mediated endocytosis, was examined.
Intracellular delivery of albumin into A240286S cells, a human lung adenocarcinoma cell line, was
quantified using Alexa488-BSA and FACS-analysis. Inhibition of CME was achieved by a set of
different conditions, namely by hypertonic media, depletion of intracellular potassium,
chlorpromazine and transient transfection with siRNA against clathrin heavy chain (CHC), an essential
protein of clathrin-mediated endocytosis. The reduced uptake of Alexa488-transferrin, a protein that
is rapidly internalized via CME by the transferrin receptor, was used to monitor degree of inhibition.
Even established methods to inhibit a distinct pathway are prone to influence other mechanisms of
endocytosis, show no or only limited effect in different cell lines or even induce the uptake of the
analysed marker. Results of inhibiting CME in A240286S cells confirmed this as hypertonic media
inhibited the uptake of both Alexa488-transferrin and Alexa488-BSA but also reduced the uptake of
dextran, a marker of fluid-phase endocytosis. Neither potassium depletion nor chlorpromazine had
any influence on the uptake of Alexa488-Transferrin in A240286S cells. Knock-down of clathrin heavy
chain by transient transfection was verified using western blotting and substantial inhibition of
Alexa488-transferrin endocytosis was achieved. Uptake of Alexa488-BSA however showed only
limited inhibition by siRNA CHC. CME therefore does not or only partially contribute to endocytosis of
albumin in A240286S cells.

In addition to functional analyses of albumin endocytosis, a protocol for the isolation of HSA-binding
partners on the plasma membrane of human tumour cells was established. The protocol involved the
synthesis of an HSA-conjugate that contained both a photo-activated crosslinker (SDAD) for
conjugation to albumin-binding proteins on the plasma membrane and a biotin-tag for selective
purification of crosslinked products after cell lysis. To validate the protocol, a similar transferrin-
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conjugate was prepared with the aim to isolate the transferrin receptor CD71. Synthesis was
successful in both cases, the conjugates neither contained any high-molecular weight impurities nor
reacted with themselves and the biotin-tag remained stable during exposure to UV-light. For both
conjugates, extracellular binding as well as UV-induced crosslinking to the plasma membrane was
confirmed by FACS-analysis. Western blotting of cell lysates verified successful crosslinking.
Immunoprecipitation by streptavidin-biotin interaction was examined for both conjugates, however,
isolation of CD71 by the transferrin-conjugate failed so far.

Neither a distinct mechanism of HSA-endocytosis nor a discrete albumin-binding-protein on the
plasma membrane of human tumour cells could be identified in the course of this work. It seems that
accumulation of albumin-conjugates in tumour tissue is predominantly based on the enhanced
permeability and retention effect, which is applicable for any nanotherapeutic, and the long plasma
half-life of the protein.
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3 EINLEITUNG

3.1 Nanomedizin

Konventionelle Chemotherapeutika werden unspezifisch verteilt und wirken deswegen sowohl in
gesundem Gewebe als auch in Tumorzellen. Diese mangelnde Gewebsspezifitdit mit der daraus
resultierenden Toxizitat fihrt nicht nur zu unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, sondern limitiert
zudem die maximal einsetzbare Wirkstoffmenge und somit die innerhalb eines Tumors erreichbare
Dosis. [10]

Nanotechnologie ist ein relative neues Feld in der Wissenschaft, die die Struktur, Eigenschaften und
Verhalten von Materialien mit einer GroRRe unter einigen hundert Nanometern untersucht [12].
Nanomedizin-basierte Therapeutika (Nanomedizin = medizinsche Anwendung der Nanotechnologie)
haben das Ziel, pharmakologische Substanzen zielgerichtet zu ihrem Wirkort zu transportieren und so
die mangelnde Gewebsspezifitdt zu Gberwinden. Der ,European Science Foundation’s Forward Look
on Nanomedicine” definiert nanomedizin-basierte Therapeutika als ,Nanometer grolRe, komplexe
Systeme aus mindestens zwei Komponenten, von denen eines die wirksame Substanz ist” [10].

Nanomedizinische Therapeutika erreichen so im Idealfall, dass die Konzentration des Wirkstoffs im
normalen Gewebe reduziert wird, indem ein Minimum wahrend der Passage und ein Maximum am
Wirkort freigesetzt wird. Sie kdonnen das pharmakokinetische und pharmakodynamische Profil des
Wirkstoffs verbessern, indem sie die Loslichkeit erhéhen, den Abbau verhindern, die Elimination
reduzieren und/oder die intrazelluldre Aufnahme erhdhen. Im besten Fall sind sie zudem nicht nur
biokompatibel sondern auch bioabbaubar. Gerade die Entwicklung von Tragersystemen fiir schlecht
|6sliche Wirkstoffe ist ein interessanter Aspekt, da ungefdahr 40 % der potentiellen Kandidaten aus
den high-throughput Screenings und der kombinatorischen Chemie nicht weiterentwickelt werden,
da sie so schlecht wasserloslich sind  [13] und in diesem Zustand auch eine schlechte
Bioverfligbarkeit

haben [10]. Die

. Nanoparticles Polymeric micelles Liposomes
Formulierung des sehr
schlecht =

- * S
wasserloslichen
Paclitaxel  (Taxol©) 50-200 nm 20 nm 40 nm - 400 nm
zum Beispiel bendtigte

Dendrimers Polymer-drug conjugates
Cremophor EL, einen

e

Loslichkeitsvermittler
mit bekannter
Toxizitat [10, 13]. e L

Abraxane© hingegen P &~1lopm
ist eine  Albumin-

Nanopartikel ABBILDUNG 3.1

Formulierung VON | NANOTHERAPEUTIKA
Paclitaxel, die ohne modifiziert nach [10]

Einleitung Seite 5



Cremophor EL auskommt (siehe auch 3.4.2.4 Albumin-Nanopartikel).

Nanomedizin-basierte Therapeutika, die momentan in der Forschung und zum Teil in der Klinik
untersucht bzw. angewendet werden lassen sich in Nanopartikel, Polymer-Mizellen, Liposomen,
Dendrimere und Polymer-Wirkstoff-Konjugate gliedern (vgl.Abbildung 3-1). Sie unterscheiden sich
unter anderem dahingehend, das der jeweilige Wirkstoff entweder kovalent direkt oder lber einen
sogenannten Linker mit dem Nanotrager verknlpft ist, oder nur innerhalb einer Matrix, Membran
oder Mizelle eingeschlossen vorliegt.

Nanopartikel sind ungefahr 100 nm groBe Strukturen, bei denen der Wirkstoff entweder innerhalb
einer Polymermatrix dispergiert wird (,Nanospheres”) oder innerhalb einer Polymermembran
verkapselt vorliegt (,Nanokapseln®). Polymer-Mizellen (durchschnittliche GréRe < 50 nm) bestehen
aus amphiphilen Polymeren, die nach Innen einen hydrophoben Kern zur Aufnahme von
hydrophoben Substanzen bilden, und nach AulRen eine hydrophile Oberflache formen. Ein Liposom
hingegen besteht aus einem wassrigen Kern, der durch eine oder mehrere Phospholipid-
Doppelmembranen umschlossen wird [10]. Diese Lipid-Doppelmembranen haben groRe Ahnlichkeit
mit biologischen Membranen [12] und fiihren dazu, dass Liposomen sowohl hydrophile Molekiile (im
wassrigen Kern) als auch hydrophobe Molekiile (innerhalb der Lipidmembranen) transportieren
kénnen [10]. Polymer-Wirkstoff-Konjugate bestehen aus einem Polymer-Grundgerist, an das Uber
modifizierte Endgruppen und gegebenenfalls spezifisch-spaltbare Linker (siehe auch 3.2.3 Aktives
Targeting) verschiedenste Substanzen gebunden werden kdonnen. Dendrimere stellen eine spezielle
Untergruppe der Polymertrager dar, da sie zwar ebenfalls durch die Polymerisation von Monomeren
entstehen, aber anders als lineare Polymere von einem zentralen Kern ausgehen und so zu stark
verzweigten Makromolekllen mit einer definierten dreidimensionalen Struktur fiihren.
Pharmazeutische Wirkstoffe kdonnen dann {iber chemisch modifizierte Endgruppen an die
Dendrimere gekoppelt werden [14].

Diese Nanotherapeutika kdnnen gegebenfalls eine grofle Anzahl an Wirkstoffmolekiilen aufnehmen,
wobei Mizellen und Liposomen dafiir eine groflere Kapazitdt aufweisen als zum Beispiel Polymer-
Konjugate. Ein weiterer Vorteil ist der potentiell hohe Grad an Kontrolle liber die Freisetzungsprofile
und Toxizitat dieser Nanotrager. Dies kann zum Beispiel auch dadurch erreicht werden, dass die
therapeutische Ladung als Antwort auf externe Stimuli wie Licht, Temperatur, pH oder andere
Faktoren im Tumor Microenvironment freigesetzt wird [12]. Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung
von gewebsspezifischen Liganden auf der Oberflache der Tragersysteme. Sowohl in Nanopartikeln als
auch in Liposomen und Polymer-Wirkstoff-Konjugate konnen solche Strukturen fir ein ,aktives
Targeting” eingefiihrt werden (siehe 3.2.3 Aktives Targeting) [10].

Die ideale GroRe eines Nanotragers liegt zwischen 10 und 100 nm [10]. Anders als niedermolekulare
Wirkstoffe werden therapeutische Nanosysteme, die gréRer als 10 nm sind, nicht sofort in der Niere
filtriert und ausgeschieden, sondern zirkulieren lGber einen langeren Zeitraum [12]. Auf der anderen
Seite behindert eine zu voluminoése Struktur die effiziente Extravasation aus den Blutgefdflen in das
Tumorgewebe (siehe auch 3.2.2 Der EPR-Effekt). Ein weiteres Problem stellt das Retikuloendotheliale
System (RES) der Leber dar, welches fremdes Material durch Phagozytose aus dem Blutkreislauf
entfernt [10]. Der erste Schritt dieser Elimination durch das RES ist die Opsonisierung, wofir
insbesondere hydrophobe Partikel anfillig sind. Hierbei werden die Nanotrdger mit Opsonin-
Proteinen besetzt, was sie flr Phagozyten als korperfremde Partikel identifziert und so zu ihrer
Phagozytose und dementsprechend zu der Eliminierung aus dem Blutkreislauf fiihrt. Die
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Opsonisierung von hydrophoben Partikeln geschieht schneller als die Opsonisierung von hydrophilen
Partikeln, da die Plasmaproteine leichter an einer hydrophoben Oberflache adsorbieren [13].

Eine Moglichkeit, die nanomolekularen Tragersysteme vor dem Reticuloendothelialen System zu
schiitzen, besteht in dem Uberziehen der Oberfliche mit Polyethylenglycol (PEG), dem sogenannten
PEGylieren [13]. Der hydrophile Schutzmantel verzogert die Anlagerung von opsonisierenden
Proteinen, kann sie allerdings nicht komplett verhindern [13]. Sowohl Nanopartikel als auch
Liposomen konnen PEGyliert werden, um eine Verlangerung ihrer Halbwerstzeit im Blut zu erreichen
[10].

Beispiele fir bereits zugelassene nanomedizinische Systeme sind unter anderem Abraxane©
(Albumin-Paclitaxel-Nanopartikel mit einer Zulassung fiir metastasierenden Brustkrebs), Transdrug©
(Doxorubicin-Nanopartikel mit einer Zulassung fir Hepatocarcinom), Doxil© (PEGyliertes,
liposomales Doxorubicin unter anderem gegen Eierstockkrebs, metastasierenden Brustkrebs und
Kaposi-Sarkom), Myocet© (liposomales Doxorubicin gegen Brustkrebs), DaunoXome®© (liposomales
Daunorubicin bei Kaposi-Sarkom) und Onco-TCS© (liposomales Vincristine bei Non-Hodgin
Lymphom). Genexol©-PM, eine Darreichungsform von Paclitaxel in Polymer-Mizellen, befindet sich
in Klinischen Studien zur Therapie gegen Brust-, Lungen und Pankreaskrebs. Ebenso werden aktuell
verschiedene Polymer-Wirkstoff-Konjugate von Paclitaxel (Xyotax©, Taxoprexin©) und Doxorubicin
(PK1) in Phase Il und Il Studien untersucht.

Systeme, die zusatzlich gewebsspezifische Liganden enthalten, befinden sich zum gréten Teil noch
in der Praklinik. Verwendet werden hier unter anderem Transferrin (Transferrin-Rezeptor), Folat
(Folat-Rezeptor), Anti-Her-2 (Her-2 Rezeptor), Anti-EGRF-Mab (EGRF-Rezeptor), RGD-Peptide
(Integrine), Anti-VEGF-Mab (VEGF), Anti-VCAM-1 (VCAM-1) oder gegen MMPs gerichtete
Liganden.[10]

Obwohl die Systeme weniger toxisch sind als konventionelle Therapien, verursachen sie immer noch
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, wie zum Beispiel die sensorische Neuropathie und Ubelkeit
wahrend der Therapie mit Albumin-gebundenem Paclitaxel (Abraxane®©). Zusatzlich sind die neuen
Therapeutika teuer und der bisherige Erfolg hinsichtlich des Gesamtiiberlebens ist maRig [15]. Eine
weitere Entwicklung der nanomolekularen therapeutischen Wirkstofftrager ist also notig, um durch
rationelles Design das Ziel einer gewebsspezifischen und kontrollierten Freisetzung zu erreichen.

3.2 Aktives und passives Targeting

Tumor Targeting, also die zielgerichtete, selektive Wirkung eines Therapeutikums auf einen
spezifischen Tumor, wird in ,aktives” und ,passives” Targeting unterteilt. Der aktive Prozess, der
durch gewebs- oder tumorspezifische Liganden vermittelt wird, kann allerdings nicht vollstandig
getrennt von der passiven Akkumulation im Tumorgewebe betrachtet werden, da das aktive
Targeting meist erst nach diesem passiven Targeting stattfinden kann. Eine Ausnahme ist das aktive
Targeting der Endothelzellen eines Tumors, das keine vorgelagerte Akkumulation der Nanotrager im
Tumor erfordert [10].
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Der Transport eines Molekiils aus der systemischen Zirkulation zur Krebszelle ist ein dreistufiger
Prozess. Zuerst wird die Substanz durch die Blutgefidfie in die verschiedenen Regionen des Tumors
transportiert, dann muss sie durch die GefaRwand penetrieren und schlielllich durch den
interstitiellen Raum die Zielzelle erreichen [15]. Die Extravasation in das Gewebe kann durch
Diffusion, dem Transport durch Zellmembranen entlang eines Konzentrationsgradienten ohne den
Verbrauch von zelluldrer Energie, Konvektion, der Bewegung von Molekiilen in Flissigkeiten, oder
durch Transzytose, dem aktiven Transport durch das Endothel, geschehen [10, 15, 16]. Die
Extravasation durch endotheliale Poren geschieht bei groBen Molekiilen hauptsachlich durch
Konvektion, wohingegen der Transport im Interstitium wegen des hohen Drucks hauptsachlich durch
Diffusion erfolgt [10].

Die Penetration durch die GefalBwand und die Akkumulation im Gewebe wird im Falle der
nanomedizin-basierten Therapeutika durch die Besonderheiten des Tumor-Microenvironment
erleichtert. Dieses passive Targeting wird auch als ,Enhanced Permeability and Retention” (EPR)-
Effekt (siehe auch 3.2.2 Der EPR-Effekt) bezeichnet. Das aktive Targeting hingegen fordert zumeist
die selektive Aufnahme der Nanotherapeutika in die Krebszelle nach dem Transport in das
Interstitium des Tumors.

3.2.1 Das Tumor-Microenvironment

Das Tumor Microenvironment, also die extrazellulare Umgebung der Tumorzellen, unterscheidet sich
hinsichtlich, der Sauerstoffversorgung, der Durchblutung, des pH-Wertes, des metabolischen Status
und der Prasenz von vaskuldren Abnormitdten von einem normalen Gewebe [10].

Solide Tumore haben einen niedrigeren extrazellularen pH-Wert als korrespondierendes gesundes
Gewebe. Der durchschnittliche pH-Wert liegt hier, abhangig von der Lokalisation des Tumors,
zwischen pH 6,0 und pH 7,0 im Gegensatz zu dem sonst Ublichen pH-Wert 7,4. Niedriger pH-Wert
und niedriger Sauerstoffgehalt sind normalerweise eng miteinander verknipft, allerdings entsteht
der niedrige pH-Wert im Tumorgewebe hauptsachlich durch eine hohe Glykolyse-Rate der Zellen, die
unabhangig von dem vorhandenen Sauerstoffpartialdruck ist [10].

Neo-Angiogenese ist der Prozess, der die Bildung von neuen BlutgefdBen aus bestehenden
vaskuldaren Netzwerken beschreibt. Unter normalen Umstidnden wird die Neo-Angiogenese bei
Entziindungen, der Regeneration von Geweben und bei der Wundheilung beobachtet [12]. Sobald
ein Tumor eine gewisse GroRe erreicht (circa 2 mm?) fithrt der Mangel an Sauerstoff (Hypoxie) zu
einer Initilerung der Angiogenese. So geformte, unreife Blutgefdle erfahren normalerweise nach
ihrer Bildung einen extensiven Umbau, bei dem die GefaRe durch Pericyten und glatte Muskelzellen
stabilisiert werden. Dieser Schritt ist bei der Neo-Angiogenese in Tumoren haufig unvollstiandig, was
zu irreguldr geformten, erweiterten und verdrehten GefdaRen innerhalb des Tumors fihrt [10]. Den
BlutgefdaRen des Tumors fehlt eine geordnete Hierarchie innerhalb des Netzwerkes, welches sich
normalerweise vom grofften BlutgefdR sukszessive zum kleinsten GefaB, welches jeweils ein
gleichmaRig groRes Kapillarbett versorgt, verzweigt. Im Gegensatz dazu sind TumorgefdaRe heterogen
in ihrer raumlichen Anordnung, und die GefdRBwand zeichnet sich durch groRe endotheliale Junctions,
abnormal diinne oder dicke Basalmembranen und einen maximalen Porendurchmesser von bis zu
mehreren hundert Nanometern aus. Durch ihre irreguldre Struktur sind die GefaBwande an einigen
Stellen l6chrig und hyperpermeabel, an anderen allerdings auch wieder nicht. Der BlutfluR ist
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heterogen und flhrt zu unterversorgten Regionen in einem Tumor. Diese schlecht durchbluteten
Bereiche werden so nur schwer von den vaskular transportierten Tumortherapeutika erreicht.

Das normale lymphatische Netzwerk fiihrt exzessive Fllssigkeit vom Gewebe ab. Im Tumorgewebe
werden die lymphatischen GefdaRBe von proliferierenden Zellen zusammengedriickt, so dass sie
kollabieren. Demzufolge existieren funktionelle lymphatische GefdRe nur in der Peripherie des
Tumors [15].

Das Fehlen von funktionsfahigen lymphatischen GefaRen und die vaskuldare Hyperpermeabilitat fihrt
zu einem interstitiellen Hochdruck (interstitial fluid pressure= IFP). Der IFP ist in den meisten soliden
Tumoren erhoht, wobei er dazu tendiert, im Zentrum eines Tumors hoher zu sein als in der
Peripherie. Dies flihrt zu einer abflieBenden Bewegung aus der Zentralregion des Tumors [15]. Ein
erhohter IFP tragt zu einem verminderten transkapilldren Transport in Tumoren bei, was zu einer
verminderten Aufnahme von Wirkstoffen in den Tumor fiihrt. Der Transport von Wirkstoff-
beladenen Nanotragern wird, bedingt durch ihre GréRe, jedoch weniger durch den erhdhten IFP in
Tumoren beeinflusst als der Transport von niedermolekularen Wirkstoffen. Zusatzlich ist der
microvaskulare Druck in Tumoren sehr viel héher als im normalen Gewebe, was den Austritt der
Nanotrager aus der Blutbahn férdert.[10]

3.2.2 Der EPR-Effekt

Anders als die

BlutgefiRe in den , sotve colir
meisten f ‘
gesunden
Geweben haben
angiogene
TumorgefaRe
Licken zwischen
nebeneinander
liegenden

Endothelzellen,
die bis zu 700 nm
grol sein konnen | naprics @
[12, 13]. Die
endothelialen

Blood
vessel

Lymphatic vessel
Junctions in

normalen ‘X/ Ineffective

lymphatic drairage

Geweben sind

dagegen sehr eng | ABBILDUNG 3-2
und variieren | DEREPR-EFFEKT

zwischen 1 und nach (9]

10 nm [13]. Durch
diese abnormal groRen Poren in den tumoralen BlutgefdBen konnen Nanovehikel in das

Tumorgewebe extravasieren [12], wobei die vaskuldre Durchlassigkeit trotzdem mit zunehmender
PartikelgroBe abnimmt [15]. Die lymphatischen GefdBe im Tumor sind zudem haufig nicht
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funktionsfahig oder sogar fehlend, was zu einer ineffizienten Drainage der extravasierten Nanocarrier
aus dem Interstitium des Tumors flihrt [10]. Diese passive Akkumulation nennt sich , Enhanced
Permeability and Retention“(EPR)-Effekt und wurde von Matsumera und Maeda entdeckt (vgl.
Abbildung 3-2) [17, 18].

Das passive Targeting liber den EPR-Effekt hangt vom AusmaR der Neo-Angiogenese des Tumors ab,
ist also, abhdngig von der Art des Tumors und seiner Lokalisation, unterschiedlich stark ausgepragt
[10]. So verhindert ein hoher interstitieller Druck (IFP) zum Teil die Extravasation aus den
BlutgefaBen und wirkt dem EPR-Effekt entgegen [15]. Der Zusammenhang von hohem IFP und
schlechter Lymphdrainage erklart die Abhdngigkeit des EPR-Effekts von der GroRe des Molekdils:
groRere und lang zirkulierende Molekiile reichern sich besser im Tumor an als kleine Molekiile, die
das Interstitium leichter durch Diffusion verlassen kdnnen und nicht akkumulieren [10]. Allerdings ist
die Diffusion durch die Collagenmatrix mit steigender GroRe der Partikel (>60 nm) immer weiter
eingeschrankt, was zu einer Konzentration um die Blutgefdfle und geringen Penetration in den
interstitiellen Raum des Tumors fiihren kann. Die Bewegung eines Partikels hdangt also nicht nur von
seiner GroRe, sondern auch von seiner Ladung, seiner Konfiguration und den physikochemischen
Eigenschaften der interstitiellen Matrix ab [15].

Der EPR-Effekt tritt bei nahezu allen stark wachsenden soliden Tumoren auf, Ausnahmen sind
hypervaskuldare Tumore wie Prostata-Carcinome oder Pankreas-Carcinome [10]. Er wird zudem
bereits in den frilhen Stadien der Carcinogenese (z. B. Dysplasie und Hyperplasie) beobachtet. Auf
der anderen Seite sind nicht alle BlutgefiaRe eines angiogenen Tumors ,l6chrig” und durch die
heterogene Verteilung der PorengréRe im Endothel kann es auch zu einer heterogenen Extravasation
und Verteilung im Tumorgewebe kommen [15].

Allein durch ihre GroRe erreichen nanomedizin-basierte Therapeutika also eine verbesserte
Akkumulation im Tumor durch den EPR Effekt und kdnnen so eine grolle Menge der Wirsktoffe
spezifisch in der Nahe der Tumorzellen freisetzen [12]. Der EPR-Effekt ist am groRten, wenn die
Nanotrager das Immunsystem moglichst unerkannt umgehen kénnen und fir eine lange Zeit im
Blutkreislauf zirkulieren [10].

3.2.3 Aktives Targeting

Beim aktiven Targeting ist das Ziel, durch einen tumorspezifischen Liganden auf der Oberflache der
Nanocarrier eine hohere Selektivitdat und somit eine verbesserte Wirksamkeit des Therapeutikums zu
erreichen. Ein idealer Ligand sollte an einen Rezeptor binden, der moglichst homogen von allen
Tumorzellen oder der tumoralen Vaskulatur exprimiert wird, aber nicht oder nur kaum von
normalem Zellen [10]. Man unterscheidet zwischen dem aktiven Targeting der eigentlichen
Tumorzellen und dem Targeting der angiogenen Endothelzellen des Tumors.

Beim aktiven Targeting der Krebszellen ist das Ziel, Gber potentiell internalisierende Rezeptoren auf
der Oberflache der Krebszellen die zelluldare Aufnahme der Nanotrdger zu verbessern. Beispiele fur
hierbei adressierte Rezeptoren sind der Transferrin Rezeptor mit seinem Liganden Transferrin, der
Folat-Rezeptor, der Folate und dessen Konjugate bindet, auf der Zelloberfliche exprimierte
Glykoproteine, an die die sogenannte Lektine binden kénnen, und der Epidermal Growth Factor
Receptor EGFR [10].
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Das aktive Targeting des Endothels hat zum Ziel, durch die Zerstérung wachsender BlutgefaRe und
dem resultierenden Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen zur Zerstérung des Tumors zu fiihren.
Beispiele sind Liganden die gegen den Vascular Endothelial Growth Factor VEGF, gegen das vasculdre
Cell Adhesion Molekil VCAM-1 oder Matrix-Metalloproteasen MMPs gerichtet sind [10].

Zugelassene Medikamente mit einem aktiven Targeting sind unter anderem Trastzumab (anti-ERB2,
Herceptin©) und Bevacizumab (anti-VEGF, Avastin©), wobei bei beiden der Antikérper sowohl das
Targeting als auch die Wirkung tbernimmt. ,Echte” Konjugate, bei denen ein Wirkstoff oder
Nanotrdager mit einem Liganden fir ein aktives Targeting verknipft wird, sind bisher erst selten in
Klinischen Phasen untersucht worden. Hingegen existiert eine groRe Anzahl pra-klinischer Studien,
die sich mit verschiedenen Nanotrdagern und unterschiedlichsten Targeting-Liganden beschaftigen
[10]. Ein Problem ist, dass tumorspezifische Liganden zwar die intrazelluldre Konzentration der
Therapeutika erh6hen kénnen, die Penetration in den Tumor im Vergleich zu anderen Nanotragern
aber nicht signifikant verbessern. Zudem erhohen diese Liganden die GréBe und potentielle
Interaktion mit anderen Strukturen, was die Extravasation aus den BlutgefaBen und ihren
interstitiellen Transport erschweren kann [15].

Ein weiterer Ansatz besteht in der Entwicklung von ,aktivierbaren“ Nanotragern, bei denen durch
das Microenvironment des Tumors die Freisetzung des Wirkstoffes oder die Interaktion mit einer
spezifischen Zielstruktur initilert wird. Beispiele sind pH-sensitive Mizellen oder Linker, die
enzymatische Aktivierung von Prodrugs oder die enzymatische Spaltung von Linkern durch die
Proteasen des Tumors, sowie temperatursensitive Polymere, die entweder auf die haufig im Tumor
auftretende Hyperthermie oder auf extern zugefiihrte Erwdarmung z.B. durch Ultraschall reagieren
[10, 15, 19].

3.3 Endozytose

Die Zellmembran bildet eine Barriere, die von jeder Substanz auf dem Weg in die Zelle Gberwunden
werden muss [6]. Die Zellmembran ist fir kleine und ungeladene Molekiile permeabel, demzufolge
kénnen Wassermolekiile entlang eines Konzentrationsgradienten in die Zelle diffundieren. Einige
groRRere Molekile, wie zum Beispiel die ungeladene Form der schwachen Base Doxorubicin, sind
dank ihrer Hydrophobizitat ebenfalls in der Lage, die Plasmamembran ohne weitere Hilfe durch
passive Diffusion zu durchqueren [7, 20]. Niedermolekulare Substanzen wie Aminosauren, Zucker
und lonen gelangen dagegen durch spezifische Membranpumpen oder -kanale in das Innere einer
Zelle. GroRere Makromolekile werden Uber einen Prozess namens Endozytose aufgenommen, bei
dem sich durch ein Einstilpen und Abschniiren der Membran Vesikel bilden, die dann innerhalb der
Zelle entlang definierter ,Routen” weitertransportiert werden. Endozytose dient nicht nur der
Aufnahme von Nahrstoffen, sondern beeinflusst auch sehr komplexe Prozesse wie die Zellmigration,
-polaritat und —entwicklung oder die hormonell vermittelte Signaltransduktion. Sie findet demzufolge
nicht willkirlich statt sondern unterliegt einer strengen Kontrolle [6, 7].

3.3.1 Einteilung

Die beiden Hauptkategorien der Endozytose sind die Phagozytose und die Pinozytose. Wahrend
Phagozytose auf spezialisierten Zellen, sogenannten Phagozyten, beschriankt ist, findet die
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Pinozytose in allen Sdugetierzellen statt. Die Pinozytose kann wiederum in verschiedene
Mechanismen unterteilt werden, deren Bezeichnung sich zumeist an den jeweils essentiellen
Proteinen orientiert. Generell bestimmt die Art des zu transportierenden Molekiils, Gber welchen der
Mechanismen es in die Zelle gelangt [6].

Endocytosis
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ABBILDUNG 3-3

EINTEILUNG DER ENDOZYTOSE
Modifiziert nach [7]

Prinzipiell gibt es Clathrin-abhdngige und Clathrin-unabhangige Endozytose. Bei der Clathrin-
unabhangigen Endozytose wird weiter zwischen Caveloa-vermittelte Endozytose, Clathrin- und
Caveolin-unabhangige Endozytose und Macropinozytose unterschieden. Clathrin- und Caveolin-
unabhangige Endozytose teilt sich dann weiter in Arf6-abhingige, Flotillin-abhidngige, Cdc42-
abhidngige oder RhoA-abhdngige Endozytose auf (vgl. Abbildung 3-3) [7]. Neben diesen jeweils
essentiellen Proteinen gibt es weitere Molekiile, die bei einer Anzahl von verschiedenen
Aufnahmemechanismen eine Rolle spielen. Ein Beispiel hierfiir ist die GTPase Dynamin, welche bei
der Phagozytose, der Caveolae-vermittelte Endozytose, der Clathrin-vermittelte Endozytose und bei
einigen Clathrin- und Caveolin-unabhangige Endozytose-Mechanismen die Abschniirung der Vesikel
von der Zellmembran vermittelt [6]. Cholesterol wiederum ist essentieller Bestandteil der
Zellmembran und hier insbesondere in Lipid Rafts und Caveolae pradsent. Eine Entfernung von
Cholesterol aus der Zellmembran scheint jedoch einen unspezifischen inhibitorischen Effekt auf
verschiedene Endozytose-Mechanismen wie der CME, Fluid-Phase-Endozytose und Phagozytose zu
haben [21]. Vergleichbares gilt fliir das Aktin-Zytoskelett, da ein Eingriff in die Reorganisation der
Aktin-Filamente zusatzlich die Verteilung und Funktion zahlreicher Plasmamembranproteine
verandern kann und zudem eine Zerstérung des Zytoskeletts den Transport aufgenommener Ladung
von den frilhen Endosomen zu den spaten Endosomen blockiert (siehe auch 3.3.2 Das endosomal-
lysosomale System sowie Tabelle 3.1) [8, 21].
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Aufnahmeweg | Cargo (u.a.) beteiligte Dynamin Chemische Inhibitoren Biologische
Proteine (u.a.) Inhibition DN=
dominant negativ
Clathrin- Rezeptor-Tyrosinkinasen  Clathrin Ja Hypertone Sucrose AP180 DN
vermittelte GPC-Rezeptoren AP2 Kaliummangel Dynamin 2 DN
Endozytose Transferrinrezeptor Epsin Chlorpromazin CHC RNAI
LDL-Rezeptor Amphiphysin Cytosol. Ansduerung AP2 RNAi
Rab5 Monodansylcadaverin
(viele weitere) Phenylarsenoxid
Caveolin- Cholera Toxin B Caveolin Ja Mangel an Cholesterol Dynamin 2 DN
vermittelte SV40 Cavin Genistein Caveolin 1 DN
Endozytose (modifiziertes) Albumin  Src PP2 Caveolin 1 RNAi
GPI-verankerte Proteine PKC
Arf 6 MHC Klasse 1 Proteine Arf 6 Nein Mangel an Cholesterol Arf6 DN
Protectin Genistein
Carboxypeptidase
Flotillin Choleratoxin B Flotillin 1 und 2  Nein Mangel an Cholesterol
Protectin Genistein
Proteoglykane
Cdc42 Fluid-Phase Marker Cdc42 Unklar Mangel an Cholesterol Cdc42 DN
Choleratoxin B Arfl Genistein Clostridium Toxin B
GPIl-verankerte Proteine
RhoA Interleukin2 Rezeptor B Rho A Unklar Mangel an Cholesterol Rho A DN
FCe Rezeptor 1 Rac1 Genistein Clostridium Toxin B

TABELLE 3.1

Nach [7]

Abkurzungen:
Arf 1 bzw. 6 = Adenosindiphosphate-ribosylation Factor

LDL-Rezeptor

PP2 = Protein Phoshpatase 2

Rab = ras-like in rat brain

ras = rat sarcoma

Cdc42 = Cell division control Protein 42

GPC-Rezeptoren = G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Low density Lipoprotein Rezeptor

Rac1 = ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Rho A = ras homolog gene family, member A
PKC = Proteinkinase C
Src = sarcoma (protoonkogene Tyrosinkinase)
SV 40 = Simian Virus 40

GPl-verankerte Proteine = Glycophosphatidylinositol-verankerte Proteine

AUFSTELLUNG DER ENDOZYTOSE-MECHANISMEN, IHRER LADUNG, BETEILIGTEN PROTEINE UND BEKANNTEN INHIBITOREN

Einleitung
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3.3.2 Das endosomal-lysosomale System

Vereinfacht dargestellt besteht das endosomal-lysosomale System aus drei Komponenten: einem
Recycling-Kreislauf, der aufgenommene Substanzen und Membranproteine wieder zur Zelloberflache
befordert, einem abbauenden System, das fiir den Verdau aufgenommener Substanzen zustandig ist,
und einer die beiden Elemente verbindenden Komponente [8].

Die bei der Abschniirung von der Zellmembran enstandenen Vesikel fusionieren und liefern ihre
Ladung in sogenannten friihen Endosomen (early endosomes = EE) ab, die fiir durchschnittlich
10 min ankommende Flissigkeit
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Golgi-Netzwerk bereits | DAS ENDOSOMAL-LYSOSOMALE SYSTEM

Hydrolasen und sind leicht | Nech (&l

sauer (pH 6,8-5,9), in ihnen
beginnt auch die Bildung von intraluminalen Vesikeln (ILV), die fiir die spdten Endosomen (late
Endosomes = LE) oder auch , Multivesicular bodies” (MVB) charakteristisch sind. ILVs dienen zum
einen der Inaktivierung von signalisierenden Rezeptoren, da diese so den Kontakt zum Cytosol
verlieren, und zudem erleichtern sie den Angriff von Hydrolasen auf Lipide und
Membrankomponenten, da die umschlieBende Membran der ILVs keinen Schutzmantel aus
hochglycosylierten Proteinen besitzt. Late Endosomes entstehen aus ILV-reichen Gebieten der EEs
und sind fir den Transport der aufgenommenen Substanzen zum abbauenden System, den
Lysosomen, verantwortlich. Zuséatzlich transportieren sie auch neue lysosomale Hydrolasen und
Membranproteine zu den Lysosomen, die ohne diese Lieferung aus dem endosomalen System ihre
Integritat, ihren sauren pH-Wert und ihre perinucledre Lokalisation verlieren. Die Eliminierung von
endosomalen und die Ankunft von lysosomalen Komponenten wahrend der endosomalen Reifung
vom EE zum LE und wahrscheinlich auch noch nach der Fusion von LEs mit Lysosomen erfolgt Gber
einen kontinuierlichen Austausch mit dem Trans-Golgi-Netzwerk. Nach ihrer initialen Bildung
verandern sich die LEs wahrend der nachsten 10-40 min hinsichtlich ihrer Membrankomponenten,
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ihrer moglichen Fusionspartner, der Bildung von zusatzlichen ILVs, des Abfalls des pH-Wertes und der
Agquisition von lysosomalen Komponenten. Reife LEs besitzen bereits lysosomale Membranproteine
wie LAMP-1, verschiedene saure Hydrolasen, einen pH-Wert zwischen 6,0 und 4,9 sowie oft mehr als
30 ILVs innerhalb eines MVBs. Wahrend der Reifung bewegen sich die LEs in die perinukledre Region
der Zelle, wo sie miteinander, mit Lysosomen und mit bestehenden endosomalen-lysosomalen
Hybridorganellen verschmelzen. Aus den so generierten Hybridorganellen werden schlieRlich reine
Lysosomen, die den Endpunkt des abbauenden Systems markieren. Sie haben einen hohen Gehalt an
Hydrolasen, der pH-Wert kann in ihnen bis auf pH 4,5 abfallen und sie dienen zudem als Speicher fir
lysosomale Komponenten, die auf einen erneuten Einsatz bei der Fusion mit einem LE warten [8].

Das endosomal-lysosomale System mit seinen unterschiedlichen Komponenten ist hochstgradig
dynamisch und die einzelnen Vesikel reifen, fusionieren und teilen sich stindig. Spezifische Marker
flir die einzelnen Organellen sind demzufolge auch nur bedingt aussagekraftig, da konstant
Komponenten aufgenommen, entfernt oder recycelt werden [8, 20].

3.3.3 Die Endozytose von Nanotherapeutika

Je nach Art der Interaktion mit einer Zellmembran kann die Aufnahme von Nanotragern lber Fluid-
Phase Endozytose, adsorptive Endozytose oder Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgen. Bei der
Fluid-Phase Endozytose liegt das Molekill in der aufgenommenen Flissigkeit gelost vor, die
intrazelluldare Aufnahme ist also direkt proportional zur Konzentration in der umgebenden Losung
und dem Volumen der aufgenommenen Vesikel. Eine verbesserte Aufnahme wird durch die
unspezifische Bindung an der Zellmembran erreicht, der sogenannten adsorptiven Endozytose. Die
effizienteste Aufnahme erfolgt hingegen Uber spezialisierte Rezeptoren, die nach Bindung ihres
jeweiligen Liganden internalisiert werden (Rezeptor-vermittelte Endozytose) [6]. Verschiedenste
Liganden, die Uber eine rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen werden, werden als
Mediatoren fiir die Aufnahme von Nanopartikeln untersucht, unter den bekanntesten sind der
Epidermal Growth Factor EGF und Transferrin. Die verwendeten Nanotrager sind allerdings haufig
selber grof® genug, um unspezifische Oberflacheninteraktionen mit der Zellmembran einzugehen,
und diese koénnten einen vergleichbaren Effekt auf die Aufnahme und intrazelluldare Verteilung
haben, wie die spezifische Rezeptor-Liganden Interaktion. Zudem werden so konstruierte
Nanotrager-Ligand-Konstrukte nicht unbedingt Uber den gleichen Endozytose-Mechanismus
aufgenommen wie der unverknipfte Ligand, und auch das intrazellulare Trafficking kann sich
unterscheiden. Auch unkonjugierte Nanomaterialien koénnen haufig Uber mehr als einen
Mechanismus in die Zelle aufgenommen werden, wobei GroRRe, Hydrophobizitat, Ladung und Form
einen entscheidenden Einfluss ausiben [7].

3.3.4 Mechanismen
3.3.4.1 Phagozytose

Phagozytose ist typisch flir spezialisierte Phagozyten wie Macrophagen, Monozyten, Neutrophile
oder Dendritische Zellen. Allerdings gibt es Hinweise, dass Phagozytose in sehr viel geringerem MaRe
auch in nichtprofessionellen Phagozyten wie Fibroblasten, epithelialen und endothelialen Zellen
stattfindet [7]. Die Phagozytose ist fiir die Aufnahme von Partikeln gréRer als 300 nm essentiell und
dient hauptséchlich der Entfernung von fremdem Material wie Bakterien oder Hefen aus dem
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Organismus beziehungsweise der Entfernung von (iberschissigen oder zerstérten korpereigenen
Zellen. Phagozytose wird durch Zelloberflaichenrezeptoren wie den Fc-Rezeptor vermittelt, der an
den Fc-Teil von Antikdérpern bindet und so die Internalisierung von mit Antikérpern besetzten
korperfremden Partikeln initiiert. Die Rezeptor-Ligand Interaktion fiihrt zu einer Signalkaskade, bei
der es zu einer Umbildung des Aktin-Skelettes, Einstlilpung der Plasmamembran und der Bildung
eines Phagosoms kommt [6].

3.3.4.2 Macropinozytose

Die Macropinocytose gehort in die Klasse der Clathrin-, Caveolin- und Dynamin unabhangigen
Endozytose. Als Antwort auf die Stimulation durch Wachstumshormone werden Rezeptor-
Tyrosinkinasen aktiviert, was zur Veranderung des Aktinskelettes und zur Ausbildung sogenannter
Membran-,Ruffles” fihrt. Zusatzlich kdnnen auch bestimmte Bakterien, Virusarten und apoptotische
Korper die Ausbildung dieser Ruffles unabhdngig von Wachstumsfaktoren induzieren. Durch das
Kollabieren der Ausstilpungen und dem Verschmelzen mit der Zellmembran werden grofle
endozytotische Vesikel, die Macropinosomen, generiert, die so Teile der FlUssigkeit und geldsten
Nahrstoffe des extrazelluldren Raums enthalten. Macropinozytose ist, mit wenigen Ausnahmen wie
zum Beispiel in Macrophagen oder den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke, in allen Zelltypen
moglich und erlaubt so auch die Aufnahme von grolRen Partikeln in Zellen, die keine Phagozytose
durchfiihren kénnen [7].

3.3.4.3 Clathrin- und Caveolin- unabhdngige Endozytose

Die Mechanismen, die die Clathrin- und Caveolin- unabhangige Endozytose regulieren, sind bisher
noch nicht abschlieBend untersucht, was auch durch die Tatsache illustriert wird, dass sie
hauptsachlich in negativen Worten beschrieben werden [6]. Basierend auf den sie regulierenden
Proteinen wird die Clathrin- und Caveolin- unabhangige Endozytose bisher in Arf6-abhangig, Flotillin-
abhidngig, Cdc42-abhangig und RhoA-abhadngig beschrieben [7]. Diese Aufnahmemechanismen
unterscheiden sich nicht nur in der Art der transportierten Ladung sondern auch beziglich ihrer
Vesikelformation [6]. So benétigt die RhoA-abhangige Endozytose wahrscheinlich Dynamin fir die
Bildung der Vesikel, die Cdc42-abhangige Endozytose hingegen wahrscheinlich nicht [22].

Gemeinsam ist ihnen die Abhangigkeit von Cholesterol und die Assoziation mit sogenannten ,Lipid
Rafts” [7]. Das Lipid Raft Konzept beruht auf der Existenz von circa 40-50 nm groRen, cholesterol- und
sphingolipid-reichen Regionen der Zelloberflache, die frei auf der Zellmembran diffundieren konnen
[6]. Der Theorie nach kénnen sich Sphingolipide mit langen gesattigten Karbonketten zusammen mit
Cholesterol in Strukturen zusammenfinden, die eine hohe Ordnung aufweisen, wohingegen
Phospholipide mit oft ungesattigten und daher geknickten Fettsduren sich hier nicht integrieren
kénnen. Inwieweit weitere Lipide und Proteine sich innerhalb dieser Lipid Rafts aufhalten kénnen,
hédngt also von ihrer Fahigkeit ab, ihre Fettsdureketten bzw. Transmembrandomanen ohne Stérung in
diese hohe Ordnung zu integrieren. Die Lipid Rafts kbnnten nach dieser Theorie bestimmte Lipide
und Proteine in ihrer Struktur akkumulieren und die physikalische Basis fiir eine Konzentration von
Membranproteinen und Glykolipiden in definierten Regionen auf der Zelloberflache liefern [6, 22].

Beispiele fir Gber Clathrin- und Caveolin-unabhdngige Endozytose aufgenommene Substanzen sind
der Interleukin-2 Rezeptor B auf Lymphozyten, der Gber RhoA-abhingige Endozytose internalisiert
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wird sowie Glycophosphatidylintositol (GPl)-verankerte Proteine, fir die eine Cdc42-abhangige
Endozytose gezeigt wurde [22].

Die Hemmung der Clathrin- und Caveolin- unabhangigen Aufnahmemechanismen kann durch Aktin-
Polymerisations-Inhibitoren und die Entfernung von Cholesterol aus der Zellmembran erfolgen.
Allerdings haben beide Ansdtze den Nachteil, zusatzlich auch Effekte auf andere Endozytose-
Mechanismen zu zeigen [21, 23]. Genistein ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der die Clathrin- und
Caveolin-unabhangige Endozytose Uber eine Zerstorung des Aktin-Skeletts am Ort der Endozytose
und zudem die Rekrutierung von Dynamin Il verhindert [24, 25]. Allerdings ist insbesondere die
Caveolae-vermittelte Endozytose, die ebenfalls mit Lipid Rafts assoziiert ist, ebenso durch Genistein
hemmbar und ebenso empfindlich gegenliber Aktin-Polymerisations -Inhibitoren und der Entfernung
von Cholesterol wie die Clathrin- und Caveolin-unabhéangige Endozytose [21].

3.3.4.4 Caveolae-vermittelte Endozytose

Caveolae sind flaschenférmige Einbuchtungen in der Plasmamembran. lhr charakteristisches
Aussehen verdanken sie dem dimeren, haarnadelférmigen Protein Caveolin-1, das mit sich selbst

assoziiert und so einen Caveolin-
Mantel auf der Unterseite der
Membraneinstilpungen bildet [6].
Caveolae sind mit Lipid Rafts
assoziiert, sphingolipid- und
cholesterolreichen Regionen der
Plasmamembran (siehe  auch
3.3.4.3) und Caveolin selbst bindet
sowohl Cholesterol als auch andere
Lipide, Fettsduren und @ Abumin  Q Src-family kinase ® G p/y

Membranpmteine und trégt S0 zu (\n& Caveolin U gp60 QholesterqI-/sphingolipid-
deren riaumlicher Anordnung auf N dimer rich lipid bilayer

der Zelloberfliche bei. Caveolae

sind in Muskelzellen, Fibroblasten | ABBILDUNG 3-5
CAVEOLAE-VERMITTELTE ENDOZYTOSE

und Adipozyten nachweisbar, aber
Nach [6]

nicht in Neuronen und Leukozyten
[7]. Extrem hé&ufig treten sie in Endothelzellen auf und konnen hier zwischen 10 % und 20 % der
Oberflache ausmachen [6]. Caveolae sind relativ statische Gebilde auf der Zellmembran [23] und
werden in den meisten Zellen nur sehr langsam internalisiert (Halbzeit t;,>20 min) [6]. Die Funktion
der Caveolae sind vielfdltig und schlielt neben der Endozytose und der Transzytose auch die
Regulation von verschiedenen Signaltransduktions-Vorgdangen mit ein [26]. So sind zahlreiche
Signaltransduktionsmolekile und Membrantransporter mit Caveolae assoziiert, unter anderem
heterotrimere G-Proteine, Tyrosinkinasen, der Insulin-Rezeptor und die endotheliale NO-Synthase
[7]. Die Caveolae-vermittelte Endozytose ist zudem die wichtigste transendotheliale Route, so
initiiert die Bindung von Serumalbumin an seinen gp60-Rezeptor die Caveolae-vermittelte
Transzytose von Albumin durch das Endothel (siehe auch 3.4.1 Bekannte Albumin-bindende Proteine
und Rezeptoren) [6].
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Vergleichbar mit der Clathrin- und Caveolin- unabhangigen Endozytose wird die Caveolae-vermittelte
Endozytose durch Inhibitoren der Aktinpolymerisation, durch die Entfernung von Cholesterol aus der
Zellmembran und durch Genistein gehemmt (siehe auch 3.3.4.3). Insbesondere Filipin, ein Makrolid-
Antibiotikum, das aufgrund seiner Struktur mit dem Cholesterol der Zellmembran interagiert und
grofRe Aggregate bildet, wird verbreitet zu Untersuchung der Caveolae-vermittelten Endozytose
eingesetzt [21, 27-30]. Aufgrund des Wirkmechanismus wird jedoch die Aufnahme von Lipid-Raft
Liganden ebenso gehemmt [21], und zusatzlich zerstort Filipin auch die Verbindung zwischen dem F-
Aktin des Zytoskeletts und der Plasmamembran [31]. Nichtsdestotrotz gilt Filipin als relativ
spezifischer Inhibitor fir die Lipid Raft / Caveolae-vermittelter Endozytose [21]. PP2, ein Inhibitor der
Src-Tyrosinkinase-Familie, inhibiert die Dynamin-abhdngige Abschniirung der aus den Caveolae
generierten Vesikel von der Zellmembran [32].

3.3.4.5 Clathrin-vermittelte Endozytose

Clathrin-vermittelte Endozytose (clathrin- mediated Endocytosis = CME) wurde friiher synonym mit
dem Begriff ,Rezeptor-vermittelte Endozytose” bezeichnet, aber mittlerweile ist bekannt, dass nicht
nur die CME sondern die meisten Mechanismen der Pinozytose Uber Rezeptor-Ligand Interaktion
verlaufen [6]. CME ist in allen eukaryotischen Zellen aktiv [33] und hat neben der Aufnahme von
essentiellen Nahrstoffen auch weitergehende Funktionen, da durch sie die Expression von Proteinen
auf der Zelloberfldche reguliert werden kann. Uber die Internalisierung von Membranrezeptoren und
-pumpen hat die Clathrin-vermittelte Endozytose einen Einfluss auf Schlisselfunktionen der Zelle wie
der Homeostase, Wachstumskontrolle, Zelldifferenzierung und der synaptische Transmission [6, 7,
33].

Clathrin selbst besteht aus drei schweren Ketten (clathrin heavy chain = CHC), von denen jede mit
einer leichten Kette assoziiert ist, wodurch die typische dreibeinige Struktur des Molekils entsteht
[6]. Diese Monomere polymerisieren miteinander zu hexagon- und pentagonartigen Strukturen,
wodurch sie sich an unterschiedlichste Membraneinstllpungen bzw. —formen anlagern kénnen.
Clathrin ist nicht nur fir die Clathrin-vermittelte Endozytose essentiell, sondern hat auch andere
Funktionen, wie die ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) — abhangige
Sortierung aufgenommener Substanzen im Endosom, der Proteinsekretion aus dem Golgi-Netzwerk
und der Mitose. Obwohl Clathrin-umhiillte Vesikel so auch aus intrazelluldren Membranen entstehen
kénnen, wird der Begriff CME nur fir die Bildung von Clathrin-ummantelten Vesikeln aus der
Zellmembran verwendet [33].

Die Bildung der Clathrin-umhllten Vesikel in der CME entsteht in fiinf Stufen. Clathrin selber bindet
nicht an die Zellmembran oder an membranstandige Rezeptoren und ist somit auf die Hilfe von
Adapterproteinen bzw. -komplexen sowie von sogenannten Accessory Proteins angewiesen. Eines
der Schllsselproteine ist das Adapterprotein AP2, das sowohl an PtIns(4,5)P, in der Zellmembran als
auch an Clathrin bindet. Nach der initialen Ausbildung einer Senke in der Membran wird AP2
rekrutiert und es bildet sich ein Clathrin-Netzwerk auf der Innenseite der Membran, weswegen diese
erste Stufe in der CME als Bildung eines ,clathrin-coated pit“ bezeichnet wird. Der nachste Schritt ist
die Auswahl der aufgenommenen Substanzen, des Cargo. AP2 bindet direkt an die cytoplasmatische
Region von vielen Transmembranrezeptoren und vermittelt so deren Konzentration in den clathrin-
coated Pits. Zusatzlich kann diese Anreicherung von Membranzereptoren indirekt Uber Cargo-
spezifische Adapterproteine erfolgen, so exprimieren Leberzellen das Adapterprotein ARH, welches
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die Bindung zwischen AP2 und dem Low-density Lipoprotein Rezeptor (LDLR) vermittelt. Die
Expression der Adapterproteine kann je nach Zellytp unterschiedlich sein, was die selektive
Aufnahme einzelner Substanzen in spezifische Zellen ermdéglich. Zudem verhindern Cargo-spezifische
Adapterproteine, dass ein stark exprimierter Membranrezeptor die Aufnahme eines weniger
prasentierten Rezeptors hemmt [33].

Aus dem clathrin-coated Pit entsteht in einem ndchsten Schritt eine Clathrin-ummantelte
Einstllpung in der Membran, die schlussendlich mit Hilfe der GTPase Dynamin abgeschniirt wird und
ein Clathrin-umhiilltes Vesikel bildet (vgl. Abbildung 3-6). Die Polymerisation der Clathrin-Monomere
reicht wahrscheinlich nicht fir diese ausgepragte Verformung der Membran, die wohl durch
zusatzliche Effektoren wie Epsin hervorgerufen und durch den Clathrin-Kafig stabilisiert wird. Ein
synaptisches Clathrin-umbhiilltes Vesikel bendtigt z.B. ungefahr 100 Clathrin-Molekdile [33].

Nach der Abschniirung der Vesikel kommt es dann zu einem ,Uncoating”, bei dem der Clathrin-
Mantel durch die ATPase HSC70 (heat shock cognate 70) und dem dazugehdrigen Co-Faktor Auxilin
auseinandergenommen wird. Das so freigesetzte Vesikel ist dann in der Lage, mit einem Early
Endosom zu verschmelzen. Sowohl Clathrin als auch die anderen Adapter- und Accessory Proteine
stammen aus dem Cytosol und werden nach dem Uncoating auch wieder hierhin zuriick recycelt, um
an einem weiteren CME-Kreislauf teilzunehmen [33].

Aktin ist in vielen Zelltypen
nicht essentiell fir die

Aufnahme von klassischen 7 Assembly

CME-Liganden wie m proteins

Q

Transferrin, dennoch kann
es an der Bildung von
Clathrin-umhdillten Vesikeln
beteiligt sein. Die
Rekrutierung erfolgt meist

erst kurz vor der
%3

Abschniirung und es wird f >
CCV  To lysosomes

vermutet, dass Aktin

zusatzliche Energie fir die

AbSChnurung von sehr CCV = clathrin-coated vesicles

grolRen Vesikeln liefert wie
ABBILDUNG 3-6

VEREINFACHTE DARSTELLUNG DER CLATHRIN-VERMITTELTEN ENDOZYTOSE
hohen Starrheit der Nach [7]

sie wahrscheinlich bei einer

Membran nétig ist [33].

Membranrezeptoren werden entweder konstitutiv internalisiert oder erst nach Ligandenbindung.
Der Transferrinrezeptor TfR1 und der Low-density Lipoprotein Rezeptor LDLR sind Beispiele fir
konsitutiv internalisierte Rezeptoren, wobei TfR1 direkt an AP2 bindet, wahrend LDLR das Protein
ARH als cargospezifischen Adapter bendtigt. Rezeptortyrosinkinasen wie der ,Epidermal Growth
Factor Receptor” EGFR und G-Protein gekoppelte Rezeptoren wie der B,-Rezeptor werden hingegen
ligandeninduziert aufgenommen. Die Bindung des Liganden induziert eine Dimerisierung (bei
Rezeptortyrosinkinasen) oder eine Konformationsanderung (bei G-Protein gekoppelten Rezeptoren),
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wodurch sie entweder AP2 (Beispiel EGFR) oder ihre jeweiligen cargo-spezifischen Adaptorproteine
(Beispiel B,-Rezeptor) binden konnen und in die clathrin-coated Pits rekrutiert werden. Nach der
Aufnahme in die Zelle werden die Rezeptoren von ihren Liganden getrennt und entweder zurlick zur
Zelloberflache transportiert oder in den Lysosomen abgebaut [33]. Bei Transferrin fiihrt die saure
Umgebung zur Freisetzung von zwei Fe**-lonen aus dem holo-Transferrin, also dem mit Eisen
beladenen Transferrin-Molekiil. Der Transferrin-Transferrinrezeptorkomplex wird dann zuriick zur
Zelloberflache recycelt, wo er beim physiologischen pH-Wert 7,4 dissoziiert und apo-Transferrin, also
das unbeladene Molekiil, wieder freigesetzt wird [34]. Der TfR gelangt innerhalb von Minuten nach
seiner Internalisierung wieder an die Zellmembran und ist neben dem LDLR einer der klassischen
Membranrezeptoren, die benutzt werden, um CME zu untersuchen.

3.3.4.6 Methoden zur Hemmung der CME

Die Clathrin-abhangige Endozytose kann durch Monodansylcadaverin (MDC), Phenylarsinoxid (PAO),
Chlorpromazin, hypertone Sucrose, Kaliummangel und cytosolische Ansdauerung gehemmt werden.
[33]. Alle diese Techniken rufen jedoch auch unspezifische Effekte hervor. Spezifischere Effekte
lassen sich durch RNAi-Interferenz, die gegen Clathrin Heavy Chain oder den o- bzw. p,-
Untereinheiten von AP2 gerichtet sind, erzielen. Die Uberexpression von mutierten
Adapterproteinen ist eine weitere Moglichkeit, die CME zu untersuchen [33].

Die Wirkung von Monodansylcadaverin (MDC) beruht wahrscheinlich auf der Stabilisierung von
clathrin-coated Pits auf der Zellmembran und erfolgt in Konzentrationen von 100-300 uM. Obwohl
keine inhibitorischen Effekte auf Lipid-Raft-abhangige bzw. Caveolae-vermittelte Endozytose bekannt
sind, wird ein Einfluss auf die Phagozytose und Macropinozytose immer noch diskutiert. MCD hat
zudem inhibitorische Effekte auf Mitglieder der Transglutaminasen, was wiederum zu
Veranderungen in der Organisation und Dynamik des Aktin-Zytoskeletts fihren konnte [21].

Warum Phenylarsinoxid (PAO) bereits in sehr niedrigen Konzentrationen (1-20 uM) die CME hemmt,
ist bisher unklar. Neben der CME sind auch die Macropinozytose und die Phagozytose empfindlich
gegeniliber PAO. PAO hat einen starken Einfluss auf die Organisation des Zytoskeletts, wahrscheinlich
sowohl durch die Inhibition von Hauptregulatoren wie Protein Tyrosin Phosphatasen und Rho
GTPasen als auch liber die Verminderung des intrazellularen ATPs. Durch die ausgepragten
Endozytose-unspezifischen Effekte ist PAO als Inhibitor der CME nur bedingt geeignet [21].

Chlorpromazin, eingesetzt in Konzentrationen von 50-100 uM, hemmt die CME wahrscheinlich durch
den Zusammenschluss von Clathrin und dem AP2-Adapterkomplex auf endosomalen Membranen,
wodurch die Molekiile nicht mehr auf der Zellmembran prasent sind [35]. Inhibitorische Effekte auf
die Lipid-Raft- bzw. Caveolae-vermittelte Endozytose sind nicht bekannt, ein Einfluss auf die
Phagozytose und eventuell die Macropinozytose allerdings schon. Chlorpromazin hemmt die
Phospholipase C, welche fiir die Regulation der Aktin-Dynamik und der Macropinozytose wichtig ist,
und kann sich zudem als amphiphiles Molekil in die Lipid-Doppelmembran einfligen, was zu
Verdnderungen der Membranfluiditdt und damit potentiell zur Stérung der Bildung von grofien
Membraneinstilpungen fihren kénnte [21].

Kalium-Mangel inhibiert die CME wahrscheinlich (iber eine verminderte Ausbildung von Clathrin-
Netzwerken auf der Plasmamembran [36]. Die Technik wird in zwei Schritten durchgefiihrt: nach
einem initialen hypotonen Schock folgt eine Inkubation in isotonischem, kaliumfreien Medium.
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Obwohl Kalium-Mangel einen Einfluss auf das Zytoskelett haben kann, gilt diese Art der Inhibition als
relativ spezifisch fiir die CME. Es sind keine Effekte auf Caveolae-vermittelte Endozytose bekannt,
allerdings wurde teilweise die verminderte Aufnahme von Fluid-Phase Markern gezeigt [21].

Cytosolische Ansduerung wird eingesetzt, um Uber einen Abfall des cytosolischen pH-Wertes die
Abschniirung der Vesikel von der Zellmembran zu verhindern. Gleichzeitig hat ein veranderter
intrazelluldarer pH-Wert jedoch auch ausgepragt Effekte auf das Aktin-Zytoskelett, das intrazellulare
Trafficking und auf andere Aufnahmewege wie der Macropinozytose [21].

Hypertone Sucrose (0,4-0,5 M) zerstort die Clathrin-Netzwerke auf der Plasmamembran und inhibiert
so die Clathrin-abhdngige Endozytose. Allerdings verschwinden auch nicht-Clathrin-ummantelte
Einstlilpungen wie Caveolae [37] und die Aufnahme von klassischen Lipid-Raft-Liganden wie Cholera
Toxin und des Fluid-Phase Markers Meerrettich Peroxidase wird ebenfalls gehemmt. Zusatzlich
wurde in kardialen Myozyten nach Exposition mit moderat hypertoner Sucrose (150 mM) auch ein
abnormales Anschwellen der Caveolae beobachtet und ein Verschwinden von Caveolae-residenten
Proteinen. Zudem induziert eine extrazelluldre Hypertonizitdt ein Schrumpfen der Zellen, was im
Gegenzug eine kompensierende Aktivierung von lonentransportern, Pumpen und Kanalen auf der
Plasmamembran verursacht. Neben diesen Effekten hat die hypertone Sucrose zudem einen Einfluss
auf die Architektur des F-Aktins [21].

Keiner der oben genannten Techniken weist also eine absolute Selektivitat fir die CME auf,
insbesondere hemmen viele Inhibitoren die Aufnahme von Fluid-Phase Markern und beeinflussen die
Organisation des Zytoskeletts, was enorme Veranderungen hinsichtlich der Lokalisation und Funktion
von Plasmamembranproteinen fiihren kann. Chlorpromazin, Kaliummangel und MDC sind dennoch
flir eine erste Untersuchung auf Clathrin-vermittelte Endozytose geeignet, wahrend PAO und
hypertone Sucrose eine so groRe Anzahl unspezifischer Nebeneffekte verursachen, dass die
Interpretation der durch sie gewonnenen Daten stark erschwert wird [21].

Eine Untersuchung der CME durch die Verwendung von RNAi-Interferenz oder stabil transfizierten
Mutanten ist ebenfalls mdglich. Vorsicht bei der Interpretation der Ergebnisse ist trotz der
spezifischen Blockade einzelnen Proteinen geboten, da die zur Transfektion benutzten Reagenzien
ebenfalls einen Effekt auf die Zellphysiologie austiben kénnen [7]. Zudem ist Clathrin nicht nur fir
die Bildung von Clathrin-ummantelten Vesikeln aus der Zellmembran essentiell, sondern spielt auch
eine Rolle beim Sortieren der aufgenommenen Ladung im Endosom und der Proteinsekretion aus
dem trans-Golgi Netzwerk [38, 39]. So kann eine RNAi-Interferenz der CHC-Expression auch zu einer
verminderten Pradsentation eines Rezeptors auf der Zellmembran fiihren, indem es entweder sein
Recycling oder auch seinen Transport aus dem Golgi-Apparat stort. Indirekt wiirde so die Aufnahme
einer Substanz in die Zelle durch die CHC RNAi verhindert, auch wenn die eigentliche Endozytose
Clathrin-unabhangig ist. AP2 ist eines der wichtigsten Proteine flr die Bildung der clathrin-coated
Pits auf der Zellmembran und bietet sich somit als weiteres Target fiir eine RNAi-Interferenz an.
Allerdings ist ein extensives Knock-down nétig, da sich selbst bei 90 % Inhibition durch RNAi noch
AP2 in den wenigen clathrin-coated Pits, die an der Zellmembran gebildet werden, befindet [33].

Dynamin, dessen Funktion entweder durch RNAI, Inhibition mit Dynasore, Dynole-34-2 oder
Dyngo 4a, sowie durch die stabile Transfektion mit disfunktionalen Mutanten gehemmt werden
kann, hat neben der CME auch Aufgaben in anderen Prozessen wie zum Beispiel der Caveolae-
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vermittelten Endozytose, weswegen eine verminderte Aufnahme einer Substanz nach der Inhibiton
von Dynamin keine Aussage (iber einen spezifischen Mechanismus ermoglicht [6, 33].

3.4 Humanes Serumalbumin

Humanes Serumalbumin ist ein aus 584 Aminosauren bestehendes Protein [40] mit einem
berechneten Molekulargewicht von 66438 Da [41]. Die Plasmakonzentration von Albumin bei einem
gesunden Menschen liegt zwischen 33 und 52 g/l, damit reprasentiert HSA ungefihr 60 % der im
menschlichen Plasma vorhandenen Proteine. Es trdgt so zur Aufrechterhaltung des onkotischen
Drucks, fiir den es zu 80 % verantwortlich ist, sowie zur Stabilisierung des pH-Wertes bei und agiert
zudem als Antioxidans [40]. Das HSA-Molekiil besitzt Bindungsstellen fiir verschiedenste Substanzen
und arbeitet so unter anderem als Solubilisator fiir schlecht wasserldsliche Molekiile wie langkettige
Fettsduren oder Gallensduren. Weitere Aufgaben von HSA sind der Transport von Bilirubin, dem
Abbauprodukt des Him, sowie von Metallionen wie Cu**, Ni**, Ca®* und Zn**. Auch Steroid- und
Schilddriisenhormone binden an Albumin, wodurch eine Art Reservoir entsteht, da die an Albumin
gebundene Fraktion biologisch inaktiv ist. Neben diesen endogenen Substanzen binden auch eine
Reihe von pharmazeutisch eingesetzten Wirkstoffen an Albumin, unter anderem Salicylate, Ibuprofen
und Furosemid [41].

Albumin ist extrem l6slich in Wasser und verdiinnten Salzlosungen, so kdnnen bis zu 50 %ige
Losungen hergestellt werden. Obwohl es ein komplexes Molekil ist, kann es sich von
Strukturveranderungen, die durch normalerweise denaturierende Bedingungen hervorgerufen
werden, erholen. Albumin ist stabil zwischen pH 4-9, 16slich in 40 % Ethanol und kann bis zu 10 h auf
60° C erhitzt werden. Auch die vollstandige Spaltung der Disulfid-Briicken ist reversibel. Es enthalt
insgesamt 35 Cysteine, wobei nur Cystein34 nicht an intramolekularen Disulfid-Briicken beteiligt ist
[41].

HSA wird in der Leber synthetisiert, wobei die Regulation Uber den extravaskuldren kolloid-
onkotischen Druck erfolgt. Unter normalen Bedingungen betragt die Produktion ungefahr 0,2 g/kg
Koérpergewicht am Tag, was bei einer 70 kg schweren Person circa 15 g entspricht. Die gesamte
Menge an Albumin im menschlichen Korper belduft sich auf ungefahr 360 g, basierend auf einem
zwei-Kompartiment Modell verteilt sich diese Menge zu circa 40 % im intravaskuldren Volumen und
zu 60 % im extravaskuldaren Volumen. Die durchschnittliche Halbwertszeit von HSA betragt 18-21
Tage, wobei diese umgekehrt proportional zur Plasmakonzentration ist. Eine hohere
Albuminkonzentration kann also den Abbau um bis zu 50 % erhdhen, wohingegen eine niedrige
Plasmakonzentration in einer verlangerten Halbwertszeit resultiert [40, 41]. Vermittelt wird dies
durch den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn), der aufgenommenes HSA in den Endosomen bindet und
anschliefend wieder zur Zelloberflache transportiert. Die an den FcRn gebundene Fraktion wird
somit vor dem Abbau in den Lysosomen der Zelle geschiitzt, Gber die Bindungskapazitat des FCRN
hinausgehende Mengen hingegen nicht, wodurch die umgekehrte Proportionalistdit von
Plasmakonzentration und Halbwertszeit des HSA entsteht (siehe auch 3.4.1) [42-44].

Eine verringerte Menge an zirkulierendem Albumin ist charakteristisch fir verschiedene
Erkrankungen, so fiir akute Sepsis, Trauma oder nach groBen Operationen [40]. Hypoalbumindmie ist
ein negativer prognostischer Faktor fiir Patienten mit neu diagnostizierten unheilbaren
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Krebserkrankungen und assoziiert mit einem verkiirzten Uberleben der Patienten [45]. Im Gegenzug
wurde eine im Ublichen Bereich liegende Konzentration an Serumalbumin bei Patienten, die an
gastrointestinalen Karzinomen erkrankten, in 26 von 29 Studien mit einem besseren Uberleben
assoziiert. Bis jetzt fehlt allerdings der Beweis, dass eine Erhohung der Albumin-Konzentration durch
Infusion oder Hyperalimentation die Mortalitat verringert [46]. Obwohl die Anwendung von HSA und
insbesondere von Albumin-Infusionen im klinischen Alltag weit verbreitet ist (siehe auch 3.4.2) und
unter anderem auch bei hypovoldmischen Patienten oder Patienten mit starken Verbrennung
eingesetzt werden, ist hier bisher ebenfalls nicht bewiesen worden, dass ein Albumin-Ersatz die
Sterblichkeit dieser Patienten verringert, insbesondere wenn man diese Therapie mit glinstigeren
Alternativen wie infundierten Salzlosungen vergleicht [47].

Ein erh6hter Abbau von Albumin bei progressiven malignen Erkrankungen wurde in den 1950er
Jahren festgestellt [48]. C. Andersson et al. publizierten 1991, dass das Tumorgewebe in Sarkom-
tragenden Mdusen Albumin und andere Plasmaproteine im héheren Mal3e zur Nahrstoffversorgung
benutzten als normales Gewebe [49]. Stehle et al. postulierten 1997 auf der Basis von Versuchen mit
radioaktiv markiertem Albumin in Ratten, dass der Tumor selbst den Ort des hochsten Albumin-
Katabolismus im Korper darstelle und somit einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung der
Kachexie und Hypoalbumindmie in Krebspatienten leiste. Albumin dient ihrer Theorie nach als
Energie- und Stickstoff-Quelle fir die stark proliferierenden Zellen des Tumors [50].

Auch Patienten mit aktiver rheumatoider Arthritis entwickeln haufig eine Kachexie und zeigen
reduzierte Serumalbuminkonzentrationen [51-53]. Ein Merkmal der rheumatoiden Arthritis ist die
im Vergleich zu gesundem Gewebe ungefdhr 6-fach erhohte Extravasation von Albumin in die
entziindeten Gelenke [54]. Wunder et al. zeigten, dass sich Albumin in den entziindeten Zehen von
Mausen mit kollagen-induzierter Arthritis einlagert [55]. Die Aufnahme von Plasmaproteinen wie HSA
in synoviale Zellen, deren Metabolismus durch die Entziindung hochreguliert ist, konnte durch den
hohen Bedarf an Stickstoff und Energie begriindet sein [56].

3.4.1 Bekannte Albumin-bindende Proteine und Rezeptoren

Wie bereits oben erwahnt, bindet der neonatale Fc-Rezeptor durch Endozytose aufgenommenes
Albumin und ist durch einen Transport des gebundenen HSA zuriick zur Zelloberflache in der Lage,
die Halbwertszeit von Albumin abhangig von der Plasmakonzentration zu verlangern. Flr oxidierte,
konformativ veranderte sowie stark glycosilierte Albumin-Molekile hingegen gibt es ,Scavenger
Rezeptoren”, die so modifiziertes HSA binden und aus der Zirkulation entfernen. Albondin, oder auch
gp60, ist hingegen ein Rezeptor, der die Caveolin-abhdngige Transzytose von nativem Albumin durch
das Endothel vermittelt. Im proximalen Tubulus der Niere wiederum befinden sich die Albumin-
bindenden Proteine Megalin und Cubulin, durch die die Reabsorption des in den Primarharn
gefilterten HSA erfolgt. Zusatzlich wird eine Albumin-Endozytose durch den Transforming Growth
Factor beta Rezeptor Typ Il (TGFBRI) und die Aktivierung der TGFB-rezeptorabhangigen
Signalkaskade durch HSA in der Literatur beschrieben.

3.4.1.1 Neonataler Fc-Rezeptor (FcRn)

Der neonatale Fc-Rezeptor (FcRn) transportiert wahrend einer Schwangerschaft die IgG Molekiile der
Mutter Uber die Plazenta zum F6tus und stellt so eine passive Immunitat des heranwachsenden
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Kindes sicher. Spater sichert die Bindung von IgG an FcRn die lange Halbwertszeit dieser Proteine in
der Zirkulation, da der neonatale Fc-Rezeptor in die Zelle aufgenommene IgG Molekiile wieder zur
Zelloberflache transportiert [57]. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass der FcRn nicht nur IgG bindet und
vor dem Abbau in den Lysosomen schiitzt, sondern iber einen vergleichbaren Mechanismus zudem
eine entscheidende Rolle in der Albumin-Homeostase spielt [44, 58]. Die pH-abhangige
Bindungsaffinitat der Molekiile zueinander spielt hier eine entscheidende Rolle. Der neonatale Fc-
Rezeptor befindet sich hauptsachlich in leicht sauren, endosomalen Kompartimenten, wo er eine
hohe Bindungsaffinitat zu IgG und Albumin besitzt. Die Bindung der Liganden an den FcRn resultiert
in den Transport der Liganden-Rezeptor-Komplexe zuriick zur Zelloberflache, wo sie, bedingt durch
den vorherrschenden physiologischen pH-Wert, wieder von dem Rezeptor dissoziieren [59]. Dieses
Rezeptor-abhangige Recycling ist sattigbar, somit wird proportional mehr HSA in den Lysosomen
abgebaut, wenn durch hoéhere Serumkonzentrationen groRere Mengen an HSA vorliegen. Bei
geringen Serumkonzentrationen ist hingegen der proportional durch FcRn von dem Abbau
geschitzte Anteil hoher und die durchschnittliche Halbwertszeit des HSA wird so stark verlangert [42,
43].

Der FcRn-vermittelte Schutz von IgG gegen Katabolismus findet wahrscheinlich hauptsachlich im
vaskuldren Endothel statt. Zusatzlich wird der neonatale Fc-Rezeptor aber auch im Darmepithel, in
den Epithelzellen der Nierentubuli, den Podozyten der Niere sowie von antigen-prasentierenden
Zellen wie Monozyten und Macrophagen exprimiert. Eine starke Expression findet sich zudem im
Endothel des zentralen Nervensystems (ZNS), wo es wahrscheinlich fiir den Ricktransport von 1gG
aus dem ZNS zuriick in die Zirkulation verantwortlich ist. Die Expression in der Lunge ist beim
Menschen hauptsachlich im Epithel der oberen Luftwege nachweisbar [57].

3.4.1.2 Scavenger Rezeptoren

Der Plasmahalbwertszeit von Albumin ist stark verkiirzt, wenn das Protein oxidiert oder seine
Konformation veradndert ist [60-62]. Stark glykosiliertes Albumin gehoért in die Gruppe der AGE
(advanced glycation end products), die durch eine Maillard-Reaktion mit Glucose gebildet werden
und im Zuge der Alterung und bei Diabetes entstehen [63]. Zu den Rezeptoren, die diese AGE aus der
Zirkulation entfernen, gehoéren unter anderem das Zelloberflachenglykoprotein CD36 [64], LOX-1
(Lectin-like oxidizes low-density lipoprotein Rezeptor 1) [65], SREC-1 (Scavenger Receptor expressed
by endothelial cells -1) [66], FEEL-1 und FEEI-2 (fasciclin EGF-like, laminin-type EGF-like, and link
domain-containing scavenger receptor-1 bzw. 2 [63], sowie die Scavenger Rezeptoren Klasse Al / All
[67, 68]. Chemisch modifizierte Maleyl- und Formyl-Derivate von Albumin hingegen binden an die
Albumin Scavenger Rezeptoren gp 18 und gp30 auf den Endothelzellen der Leber [69, 70]. Stehle et
al. zeigten 1997 am Beispiel von Methotrexat-Albuminkonjugaten in Ratten, dass Albuminmolekdle
mit einer hohen Beladung an Methotrexat durch Scavenger-Rezeptoren in der Leber abgefangen
wurden und nur Konjugate mit einer durchschnittlichen Beladungsrate von ungefahr einem Molekiil
Methotrexat zu einem Molekil Albumin eine selektive Anreicherung im Tumor zeigten [71].

3.4.1.3 Albondin

Natives Albumin bindet an Albondin (gp60) auf dem Endothel, was zu einer Transzytose von Albumin
aus dem Blutgefal in das umliegende Gewebe fiihrt [72, 73]. Obwohl die ersten Arbeiten (iber gp60
aus den spaten 1980er Jahren stammen [74], wurde die Rolle von gp60 als Albumin-bindender
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Rezeptor, der einen Transport von Albumin durch die Endothelzellen hindurch vermittelt, bis Anfang
der 2000er Jahre kontrovers diskutiert [75, 76]. Albondin sitzt in den Caveolae der Endothelzellen
und die Bindung von Albumin flihrt wahrscheinlich zu einem Zusammenschluss mehrerer Rezeptoren
[6]. Dieses ,clustering” wiederum aktiviert, durch Gia-vermittelt, die Phosphorylierung von Caveolin-
1 durch Src-Tyrosinkinasen [32, 77, 78] und filihrt schlussendlich zur Internalisierung der aus den
Caveolae gebildeten Vesikeln [79].

Albondin wurde im Kapillarendothel von verschiedenen Rattengeweben nachgewiesen, so im
Herzen, in der Lunge, im Fettgewebe und der Skelettmuskulatur. In den GefalRen der Pankreas, der
Leber und der Dinndarmmukosa, die nicht mit einem kontinuierlichen, sondern mit einem
fenestrierten oder sinusoidalen Endothel ausgelegt sind, wurde es hingegen nicht gefunden [73]. Die
einzige bisher bekannte Ausnahme sind die Kapillaren des Gehirns, welche trotz ihres
kontinuierlichen Endothels keinen gp60-Rezeptor fiir die Transzytose von Albumin aufweisen [73,
80]. Zusatzlich zu dem Albumintransport im Endothel wurde die Transzytose von Albumin durch gp60
auch in alveolaren Epithelzellen der Ratte nachgewiesen [27].

3.4.1.4 Megalin und Cubulin

Zwei weitere Albumin-bindende Rezeptoren sind die Proteine Megalin und Cubulin, die ausgepragt
im proximalen Tubulus der Niere exprimiert werden und dort unter anderem fiir die Reabsorption
gefilterter Proteine verantwortlich sind [81]. Megalin ist ein 600 kDa Transmembranprotein, das zur
LDL (Low Density Lipoprotein) Rezeptorfamilie gehoért [82]. Die Sequenz fir Cubilin hingegen liefert
weder Hinweise auf eine Transmembrandomane noch auf Strukturen, die fir eine Interaktion mit
Adapterproteinen oder anderen Bestandteilen der Clathrin-vermittelten Endozytose nétig sind [83].
Megalin und Cubilin binden einander jedoch hochaffin und kolokalisieren in verschiedenen Geweben
[83], so auch im proximalen Tubulus der Niere [84]. Da Cubilin trotz der fehlenden Interaktion mit
den Bestandteilen der Endozytose-Mechanismen fiir die Reabsorption des gefiltertem Albumins im
proximalen Tubulus essentiell ist, wird vermutet, dass der Cubilin-Albumin-Komples lber die Bindung
an Megalin internalisiert wird [85]. Megalin und Cubulin teilen sich neben Albumin eine Reihe
weiterer Liganden, wobei fiir Megalin bisher die groRere Anzahl an Bindungspartnern identifiziert
wurde, unter anderem der Epidermale Growth Factor EGF, das Vitamin-D bindende Protein DBP und
Insulin [81]. Fur Cubulin wurde zusatzlich zum proximalen Tubulus auch eine starke Expression im
Epithel des Dinndarms und der Plazenta nachgewiesen. Megalin hingegen wird in vielen
endothelialen Zellen exprimiert, zusatzlich zum proximalen Tubulus unter anderem auch in der
Schilddrise, im Endometrium und in Typ Il Pneumozyten [86]. Megalin soll zudem fiir einen clathrin-
vermittelten transendothelialen Transport von Albumin aus den Alveolen der Kaninchenlunge
verantwortlich sein [87].

3.4.1.5 Transforming Growth Factor beta Rezeptor Typ 2 (TGFBRII)

Der Transforming Growth Factor beta Receptor Typ 2 (TGFB RIl) ist ein auf dem vaskuldren Endothel
prasentes Albumin-bindendes Protein und vermittelt in Ratten die Endozytose von HSA in die
Epithelzellen der Lunge. Albumin induziert hier zudem die TGF3R Il abhéngige Signalkaskade, wofir
Sequenzhomologie von Albumin und TGF[ verantwortlich sein kdnnten [88]. Auch in Astrozyten soll
Albumin die TGFBR-abhdngige Signalkaskade aktivieren [89] und durch den TGF[B-Rezeptor
vermittelt in die Zellen aufgenommen werden [90].
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TGFB1 wiederum soll die Megalin-Cubulin-vermittelte Endozytose von Albumin in OK-Zellen
(oppossum kidney cells), welche aus dem proximalen Tubulus des Oppossums stammen, induzieren
[91]. Im Gegensatz hierzu beschreiben andere Autoren die Hemmung der Albumin-Aufnahme durch
TGFB1 in IRPT Zellen, einer immortalisierten Zelllinie aus dem proximalen Tubulus der Ratte [92].
Eine weitere Publikation fand eine verstarkte Sekretion von TGFB1 in proximalen Tubuluszellen nach
der Exposition derselben gegeniiber Albumin, dies allerdings unabhangig von einer Albumin-
Endozytose sowie von der Interaktion mit dem TGF beta Rezeptor Il und der Interaktion mit Megalin
[93].

3.4.2 Humanes Serumalbumin in der Forschung und klinischen Anwendung

Albumin-Praparationen werden in der Klinik benutzt um Schock, Verbrennungen und
Hypalbumindmie zu behandeln und zudem bei Operationen und akutem Trauma eingesetzt [94].
Zusatzlich wird HSA als Stabilisator fir pharmazeutische Produkte wie Impfstoffe, rekombinante
Therapien und Beschichtungen von Medizinprodukten benutzt [95].

Die Entwicklung von rekombinantem Serumalbumin ermdglicht die Herstellung von HSA ohne auf
humanes Plasma angewiesen zu sein. Recombin™ von Novozym erflillt als erstes die Anforderungen
der Monographie fiir rekombinantes Albumin der USP-NRF (2009) und wird unter anderem fir die
Herstellung des Masern-Mumps-Rételn-Impfstoffs (MMRVaxpro) von Sanofi-Pasteur verwendet.
Zusatzlich bietet Novozym seine Albufuse™-Technologie zur Herstellung von rekombinanten
Albumin-Fusionproteinen an und hat zudem sequenz-modifizierte Varianten von Albumin im
Programm, die durch eine verstarkte Bindung an den neonatalen Fc-Rezeptor eine bis zu doppelt so
lange Halbwertszeit als natiirliches Albumin aufweisen sollen [96].

Auch ohne gentechnische Herstellung besteht die Mdglichkeit einer chemischen oder physikalischen
Modifikation des HSA-Molekils. An der Oberfliche zugdngliche Carboxyl-Gruppen kdnnen zum
Beispiel mit Hexamethylendiamin modifiziert werden, so dass primdre Amine entstehen und durch
deren basische Eigenschaften sogenanntes kationisiertes Albumin entsteht [97]. Kationisiertes
Albumin wird als Vektor fiir auf adsorptive Endozytose basierten Transport durch die Blut-Hirn-
Schranke untersucht [97] und auch als Oberflachen-Modifikation fir Nanopartikel [98, 99].
Unabhangig von dieser sehr speziellen Anwendung gibt es eine Vielzahl weiterer Ansatze, die
vorteilhaften Eigenschaften von Albumin, insbesondere die lange Halbwertszeit, die Akkumulation in
soliden Tumoren, die fehlende Immunogenitdt und die hohe Stabilitdit des Molekiils gegeniiber
Modifikationen und Lésungsmitteln, fir die Entwicklung neuer Therapeutika auszunutzen. Neben
klassischen Konjugaten werden Albumin-bindende Prodrugs untersucht, die erst in vivo an
zirkulierendes Albumin binden sollen. Eine spezielle Abwandlung dieses Prinzips ist die verbesserte
Albumin-Bindung von Wirkstoffen durch die Konjugation mit langkettigen Fettsduren, wie sie zum
Beispiel bei dem bereits zugelassenen Insulin Detemir erreicht wurde. Albumin-Fusionsproteine, die
durch die Fusions des HSA-Gens mit dem eines therapeutischen Proteins und der nachfolgenden
Expression in Hefezellen entstehen, wurden und werden zum Teil bereits in Phase Ill Studien
untersucht. Im Bereich der seit langem in der Forschung prdsenten Nanopartikel ist sicherlich
Abraxane®, die Albumin-Nanopartikel Formulierung von Paclitaxel, eines der bekanntesten Albumin-
Praparationen der letzten Jahre.
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3.4.2.1 Konjugate

Das erste in klinischer Phase I/Il untersuchte Konjugat des humanen Serumalbumins war
Methotrexat-HSA (MTX-HSA). Methotrexat selbst hat verglichen mit anderen Zytostatika nur geringe
antiproliferative Wirkung und wird nicht zur Therapie von soliden Tumoren verwendet [19]. MTX-
HSA hingegen zeigte in zwei Klinischen Phase Il Studien mit Patienten, die an metastasierendem
Nierenkarzinom erkrankt waren, bzw. mit Patienten, die eine Kombinationstherapie mit Cisplatin zur
Therapie des fortgeschrittenen Blasenkarzinoms erhielten, bei jeweils 50 % eine Stabilisierung der
Erkrankung. Eine komplette Remission konnte jedoch nur bei einem Patienten mit fortgeschrittenem
Blasenkarzinom erzielt werden [100, 101]. Bemerkenswert ist, dass das Konjugat selbst nach
Langzeit-Administration keine immunogene Reaktion bei den Patienten induzierte [102]. MTX-HSA
wird derzeit dennoch nicht weiter als Tumortherapeutikum entwickelt [19]. In der Therapie der
rheumatoiden Arthritis hingegen wird MTX-HSA als besser vertragliche und besser wirksame
Alternative zu MTX untersucht [103].

Die Anreicherung von HSA in soliden Tumoren beziehungsweise in chronisch-entziindlichen Regionen
des Korpers wird nicht nur fiir therapeutische Konjugate ausgenutzt, sondern auch bei der
Entwicklung von spezifischen Kontrastmitteln. Mit Gadolinium-Komplexen konjugiertes HSA wurde
als Kontrastmittel fiir die MRT zur Darstellung von Plattenepithelkarzinomen in Mausen untersucht
[104]. 5-Aminofluorescein-konjugiertes Albumin hingegen wurde bereits in Patienten erfolgreich zur
Anfarbung von Hirntumoren (Glioblastomen) wahrend der Operation benutzt [105].

Andere Ansdtze in der Forschung beschéaftigen sich mit Albumin-Konjugaten, die Liganden fiir ein
aktives Targeting enthalten. Beispiele hierfiir sind unter anderem mannosyliertes Aloumin, welches
an den Mannose-Rezeptor der nicht-parenchymalen Leberzellen binden soll [106] sowie ein Lactose-
Albumin-Konjugat, das Uber den Galaktose-bindenden Asialoglycoprotein-Rezeptor eine spezifische
Anreicherung in der Leber zum Ziel hat [107]. HSA-Konjugate mit Mannose-6-Phosphat hingegen
sollen an den in verschiedenen Tumoren exprimierten Mannose-6-Phosphat/Insulin-like Growth
Factor Rezeptor binden und wurden als Tragersystem fiir Doxorubicin an Mausen mit B16 Melanom
erfolgreich getestet [108].

3.4.2.2 Albumin-bindende Prodrugs

Doxo-EMCH (ein (6-maleimidocapryol)hydrazon)-Derivat des Doxorubicins) ist eine Prodrug, das nach
i.v. Applikation an das Cys34 von zirkulierendem Albumin binden soll und einen sdurelabilen Linker
zur Freisetzung des Doxorubicins beinhaltet [109, 110]. Es zeigte eine hohere maximal tolerierbare
Dosis als das freie Doxorubicin [111] und wird nach Angaben des Herstellers CytrRx als Aldoxorubicin
(friher INNO-206) in Phase Il Studien untersucht. Die FDA hat Aldoxorubicin den Status als ,Orphan
Drug” zur Therapie von Weichteilsarkomen und duktalem Adenokarzinom des Pankreas in Aussicht
gestellt. Eine Phase Il Studie soll fiir 2013 geplant sein [112].

Kratz et al. haben eine Reihe weiterer Albumin-bindender Prodrugs synthetisiert, die ebenfalls Gber
eine Maleimid-Gruppe an die Thiolgruppe des freien Cys34 von zirkulierendem Albumin binden
sollen. Neben Derivaten des Doxorubicins wurden auch Derivate von 5-FU und Platin lI-Komplexen
hergestellt, sowie eine Reihe von enzymatisch spaltbaren Linkern untersucht, die die wirksame
Substanz mit Hilfe von Matrix Metalloproteasen, Cathepsin b, Urokinase oder ,Prostate Specific
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Antigen” freisetzen sollen. Weiterhin wurde ein MTX-Prodrug, dass durch Cathepsin oder Plasmin
spaltbar ist, fir die Therapie der rheumatoiden Arthritis in Madusen untersucht [56].

Die Firma ConjuChem modifizierte therapeutische Peptide mit einem Verbindungsstiick und einer
Maleimid-Gruppe, um sie an Albumin zu konjugieren, und bot dies entweder als ,Drug Affinity
Complex” (DAC™) Technologie beziehungsweise , Preformed-Conjugate Drug Affinity Complex“ (PC-
DAC™) Technologie an. Bei der DAC™-Variante sollte die Konjugation in vivo an zirkulierendes
Albumin erfolgen, die ,preformed conjugates” der PC-DAC™ Variante wurden hingegen ex vivo an
rekombinant hergestelltes HSA gekoppelt. CJC-1131, ein DAC™-basiertes Maleimid-Derivat des
Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1), war angeblich nach subkutaner Injektion in der Lage, an endogenes
Albumin zu binden und wies danach eine Halbwertszeit von 9-15 Tagen im Menschen auf [113]. Die
klinische Entwicklung wurde jedoch nicht weiter verfolgt. Laut Herstellerangaben wurde stattdessen
ein preformed Konjugat mit Exenidin-4, einem GLP-1 Rezeptoragonisten, in der Klinischen Phase Il
untersucht [114]. Die Homepage des Unternehmens ist jedoch seit Sept. 2011 nicht aktualisiert
worden, was zusammen mit den finanziellen Schwierigkeiten des Unternehmens in 2010 fiir eine
Einstellung der Geschafte von ConjuChem spricht [115].

Eine Alternative zur kovalenten Bindung eines Prodrugs an das zirkulierende Albumin ist die auf
hydrophoben Wechselwirkungen basierende reversible Bindung durch langkettige Fettsauren. Insulin
Detemir (Levemir™ Novo Nordisk) ist ein Insulin-Derivat, dem das C-terminale Threonin fehlt und an
dessem terminalen Lysin eine zuséatzliche C14 Fettsdurekette (Myristinsaure) gebunden ist. Insulin
Detemir ist vollstandig wasserloslich und muss vor der Injektion nicht aufgeschwemmt werden.
Durch die starke Selbstassoziation der Molekiile werden sie nur langsam aus dem subkutanen Depot
freigesetzt, zudem binden sie durch die hydrophobe Fettsdure reversibel an Albumin, was zu einer
verlangerten Halbwertszeit und verlangerten Wirkung des Insulinderivates fiihrt. Levemir ist seit
2004 in Europa zugelassen [116, 117]. Eine dhnliche Strategie verfolgt Liraglutid (Victoza™, Novo
Nordisk) das ein mit Palmitinsdure modifiziertes GLP-1 Analog darstellt, welches bis zu 99 %
reversibel an Albumin bindet. Victoza™ braucht so nur einmal taglich gespritzt werden und ist fir die
Behandlung von Typ 2 Diabetes seit 2009 in Europa zugelassen [118].

3.4.2.3 Albumin-Fusionsproteine

Albumin-Fusionsproteine entstehen durch die Fusion des Gens fiir humanes Serumalbumin mit dem
Gen eines therapeutischen Proteins und der nachfolgenden Expression in Hefezellen [56](Kratz
2008). Albuferon-a (Zalbin® in den USA, Joulferon® in Europa) ist ein Fusionsprotein aus Albumin
und Interferon a-2b, das dhnlich wie pegyliertes Interferon eine verlangerte Halbwertszeit, weniger
Immunogenitat und eine verbesserte Resistenz gegenliber Proteasen aufweisen soll, und zudem nur
alle 2 Wochen appliziert werden muss. Albuferon-a wurde in klinischen Phase Ill Studien als Therapie
gegen chronische Hepatitis C getestet, zeigte aber im Vergleich zu pegyliertem Interferon starkere
Nebenwirkungen und hohere Abbruchraten, zudem starb ein Patient wahrend der Studie an einer
durch das Albuferon-a hervorgerufenen interstitiellen Lungenerkrankung, weswegen Novartis und
Human Genome Services auf die Zulassung verzichteten. Eine weitere Studie mit vierwochiger
Applikation an Patienten mit dem selteneren Hepatitis C Virus Genotyp 2/3 ist jedoch in Planung
[119-121].

Albiglutide ist ein Albuminfusionsprotein aus rekombinantem humanem Serumalbumin mit zwei
GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1) Molekilen, die durch eine Aminosauresubstitution (ala8—>gly)
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resistent gegen den Abbau durch DPP-4 (Dipeptidyl-Peptidase 4) sind [122]. Albiglutide ist derzeit in
Klinischen Phase Il Studien zur Therapie von Patienten mit Diabetes Mellitus Typ 2 [123].

3.4.2.4 Albumin-Nanopartikel

Albumin-Nanopartikel sind bioabbaubar, relativ leicht zu reproduzieren und erlauben die
Funktionalisierung ihrer Oberflache, so dass weitere Liganden fiir ein aktives Targeting eingefiihrt
werden kénnen [124]. Ein Beispiel hierfir ist die Modifikation von Albumin-Nanopartikeln mit
Trastzumab, dem gegen Her2-positive Zellen gerichteten Antikorper [125]. Eines der bekanntesten
Albumin-basierten Therapeutika der letzten Jahre ist jedoch die Aloumin-Nanopartikel Formulierung
von Paclitaxel, das sogenannte nab-Paclitaxel.

Nab-Paclitaxel (Abraxane™) entsteht durch die Mischung des schwerléslichen Paclitaxel mit Albumin
in einer wassrigen Losung und der nachfolgenden Passage durch einen Jet mit hohem Druck,
wodurch Albumin-Nanopartikel mit einer Gréfle von 100-200 nm entstehen [56, 124, 126]. Nab-
Paclitaxel hat eine hohere maximal tolerierbare Dosis (MTD) und eine um circa 33 % hohere
Anreicherung im Tumor im Vergleich zu reinem Paclitaxel, was einerseits eine hohere Wirkstoffgabe
ermoglicht und andererseits in einer hoheren Wirkstoffkonzentration im Tumorgewebe resultiert
[126]. Einer der groRten Vorteile von Nab-Paclitaxel ist seine Loslichkeit, weswegen der bisher
verwendeten Losungsvermittler Cremophor EL™, der fir toxische Nebenwirkungen wie
Neutropenien und peripheren Neuropathien bekannt ist, tGberflissig ist [127]. Abraxane hat seit 2005
eine Zulassung flir metastasierendes Mammakarzinom in den USA und seit 2008 in Europa [128-130].

Die Albumin-Nanopartikel Formulierung soll die transendotheliale Passage von Paclitaxel in das
Interstitium des Tumors Uber eine Bindung an den gp60-Rezeptor vermitteln (siehe auch 3.4.1.3
Albondin) [126, 127]. Albondin, oder auch gp60, ist fiir die Caveolae-vermittelte Transzytose von
nativem Albumin verantwortlich [131]. Als Basis fiir diese Theorie dient eine Publikation, die in einem
Zellkulturmodell eine erhoéhte Endothelbindung und einen erhdhten Transport durch ein
endotheliales Monolayer von nab-Paclitaxel, jeweils im Vergleich zu cremophor-geléstem Paclitaxel,
feststellte. Letzteres wurde durch die Konzentration von fluoreszenzmarkiertem Paclitaxel in der
Kammer unter dem Monolayer bestimmt, wobei eine Inkubation mit Methy-R-Cyclodextrin, welches
Cholesterol aus der Zellmembran entfernt, diesen transendothelialen Transport verhinderte und die
Autoren auf eine gp60/Caveolae-vermittelte Transzytose schlieRen lies [126].

Zusatzlich zu der Albondin-vermittelten Transzytose wird diskutiert, dass nab-Paclitaxel durch die
Bindung an SPARC (secreted protein acidic and rich in cystein) im Tumorgewebe akkumuliert [132].
SPARC ist ein glycosiliertes, 43 kDa groRes Protein, das eine hohe Bindungsaffinitdt zu Albumin
besitzt [133]. Es kann sowohl von Tumorzellen als auch von Stromazellen der Tumormatrix sezerniert
werden und wird durch Hypoxie und Aziditit induziert [134]. Eine Uberexpression von SPARC, wie sie
in vielen Tumoren nachweisbar ist, ist mit einer verstiarkten Tumorinvasion und Metastasen
assoziiert und ein negativer prognostischer Faktor in vielen Tumorarten, so von Brust-, Prostata-,
Osophagus-, Leber-, Lungen-, Nieren-, Blasen-, und Schilddriisenkarzinomen sowie von Hirntumoren
[135]. Die Daten zur Korrelation von SPARC-Expression und erfolgreicher Therapie mit Abraxane sind
jedoch wiedersprichlich. Fir Patienten mit Kopf- und Halskarzinomen war das Ansprechen auf eine
nab-Paclitaxel basierte Therapie positiv mit einer erhéhten Expression von SPARC verkniipft, SPARC
negative Patienten sprachen hingegen nur zu 25 % auf die Therapie an [132]. Eine andere Studie, die
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allerdings keine Patienten sondern nur aus Patienten gewonne nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome
in Mausen untersuchte, stellte jedoch fest, dass die verbesserte Wirksamkeit von nab-Paclitaxel
gegeniiber Cremophor-gelostem Paclitaxel unabhangig von der endogenen SPARC Expression ist
[136].

3.5 hnRNP A2/B1 und Calreticulin als Albumin-bindende Proteine

Die Basis fiir die Versuche dieser Arbeit bildet die Doktorarbeit von T. Fritzsche, deren Ziel die
Charakterisierung von Albumin-bindenden Proteinen (ABPs) auf der Oberfliche von humanen
Krebszellen war [2]. Uber ein Crosslinking membranstindiger Proteine mit radioaktiv markiertem
HSA sowie der Isolation von Albumin-bindenden Proteinen aus aufgereinigten Plasmamembranen
und der nachfolgenden Charakterisierung dieser Proteine Uber MALDI-TOF MS identifizierte er
verschiedene hnRNPs (hnRNP A1, hnRNP A3, hnRNP A2/B1 bzw. hnRNP B1) und Calreticulin als ABPs
auf der Zelloberflache drei verschiedener Zelllinien (Brustkrebs MCF7, Melanom MV3, humane T-Zell-
Leukdmie CCRF-CEM) (siehe auch 3.5.3). Wegen der bekannten Assoziation von hnRNP A2/B1 und
Calreticulin - mit malignen und Autoimmun- Erkrankungen, beides bereits publizierte
Anwendungsgebiete von HSA-Konjugaten in klinischen Prifungen (siehe auch 3.4.2) wurden diese
beiden Proteine fiir eine weitere Untersuchung ihrer Funktion in der Alboumin-Aufnahme ausgewahlt.

3.5.1 Heterogenous nuclear Ribonucleoprotein A2 /B1

hnRNP A2/B1 gehort zur Familie der heterogenen nukledren Ribunukleoproteine (heterogenous
nuclear ribonucleoproteins = hnRNPs), einer Gruppe von RNA-bindenden Proteinen, die eine
Schllsselrolle im mRNA-Metabolismus spielen indem sie post-transkriptionale Vorgiange wie das
Splicing, den Transport, die zelluldre Lokalisation, den Abbau und die Translation der mRNA
koordinieren. In humanen Zellen wurden bisher mehr als 20 unterschiedliche hnRNPs identifiziert,
die nach aufsteigendem Molekulargewicht als hnRNP A1 bis hnRNP U benannt wurden [137]. hnRNPs
gehdren zu den am meisten exprimierten Proteinen in der Zelle und ihr Expressionslevel ist
vergleichbar mit denen von Histonen [138]. Obwohl hnRNPs groRtenteils im Nucleus nachweisbar
sind, sind einige von ihnen, zum Beispiel hnRNP A1, D, F/H und K auch im Zytoplasma vorhanden
[139]. hnRNP A2/B1 und hnRNP Q kommen ebenfalls im Zytoplasma in den mRNA-Granules vor und
regulieren so das Trafficking der mRNA [138]. Eine Isoform von hnRNP M ist zudem ein
membrangebundener Rezeptor [138].

Die hnRNP A/B Gruppe besteht aus den Isoformen A1, A2/B1 und A3 mit einem Molekulargewicht
zwischen 32-40 kDa [137]. hnRNP B1 ist eine Splice-Variante von hnRNP A2 und unterscheidet sich
von diesem nur durch 12 zuséatzliche Aminosduren [140]. hnRNP A2/B1 gehoren zu den in Zellen am
meisten vorkommenden Proteinen [138]. Die Expression und die Relation von hnRNP A2 zu B1
unterscheidet sich in unterschiedlichen Zelltypen [141], wobei hnRNP B1 nur zu 2-5 % im Vergleich
zu hnRNP A2 vorliegt [137]. Die Expression der hnRNP A/B Proteine ist in der Entwicklung streng
reguliert, so sind in der embryonalen Entwicklung der Lunge hohe Level an hnRNP A2/B1
nachweisbar, in der erwachsenen Lunge jedoch nicht mehr. hnRNP A2/B1 reguliert das Splicing von
mRNA und antagonisiert andere Splicing Faktoren wie ASF/SF2 A10 [137]. Es ist zudem wichtig fir
das zytoplasmatische RNA-Trafficking [138]. hnRNP A2/B1, ebenso wie hnRNP Al und A3, bindet
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ausserdem an humane telomerische DNA-Sequenzen [142] und kdnnte so als molekularer Adapter
agieren, der die Interaktion zwischen Telomeren und Telomerase reguliert [138].

Eine Anzahl von hnRNPs, unter anderem A1, A2, B, C, H, | und R, wurden als Autoantigene bei
Autoimmunerkrankungen identifiziert [139]. hnRNP A2, B1 und B2 bilden zusammen den RA33
Komplex, ein Autoantigen, das zuerst bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) gefunden wurde
[143]. Anti-RA33 ist der am besten untersuchte Autoantikorper gegen hnRNPs [139], er wurde bei
35 % der Patienten mit rheumatoider Arthritis, sowie bei 20-30 % der Patienten mit Systemischer
Lupus Erythematodes (SLE) und bei bis zu 40 % der Patienten mit Mixed Connective Tissue Disease
(MCTD) identifziert [143]. Das synoviale Gewebe von RA-Patienten zeigt zudem eine Uberexpression
und zytoplasmatische Lokalisation von hnRNP A2 [143].

Das Protein hnRNP A2/B1 wird nicht nur in Bezug auf Autoimmunerkrankungen untersucht, sondern
auch in einer Reihe von anderen Erkrankungen. Bei Patienten mit Morbus Alzheimer wurde eine (iber
die verschiedenen Stadien der Erkrankung verdnderte Expression der Isoformen von hnRNP A2/B1 im
Hippocampus nachgewiesen. Eine verdnderte Expression von hnRNPs ist auch charakteristisch fiir
verschiedene Krebsarten [138]. hnRNP A2/B1 Expression ist erhéht in Brustkrebs, Pankreas- und
Magenkrebs, sowie erniedrigt im Schilddriisenkarzinom. Eine verstarkte Expression von hnRNP Bl
wurde bei Lungenkrebs, Osophaguskarzinom, Leukdmie und Lymphom sowie bei oralen und
gastrointestinalen Krebsarten nachgewiesen [142, 144]. hnRNP A2/B1 ist ausserdem im Glioblastom
Uberexprimiert und mit einer schlechten Prognose assoziiert [145]. Das Protein wurde zudem als
potentieller prognostischer Biomarker fiir das hepatozellulare Carcinom identifiziert [146]. Wie
hnRNP A2/B1 zur Carcinogenese beitragt, ist noch immer nicht vollstindig geklart [144]. Bekannt ist,
dass eine Korrelation zwischen hnRNP A2/B1 Uberexpression, Microsatellit-Verdnderungen und dem
Verlust der Heterozygositit in frithen Stadien der Malignitit existiert [137]. Eine Ubexpression von
hnRNP A2/B1 in immortalisierten Zellen fuhrt zu einer malignen Transformation [145]. Da das
Expressionslevel von hnRNPs eng mit der Zellproliferation verkniipft ist, ist die Etablierung von
,hormalen” Kontrollzellen jedoch schwierig, da immortalisierte, nicht-kanzerogene Zellen eine
dhnliche Expression von hnRNP-Proteinen aufweisen wie kanzerogene Zelllinien [137].

hnRNP A2/B1 wurde insbesondere im Zusammenhang mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom
(non small cell lung cancer = NSCLC) untersucht. Durch das Immunostaining von hnRNP A2/B1 in
Speichelproben konnten friihe invasive Stadien von Lungenkrebs detektiert werden [147-150].
hnRNPA2/B1 sollte so als diagnostischer Marker NSCLC bis zu zwei Jahre vor klassischen Screening-
Methoden wie dem Rontgen oder cytomorphologischen Untersuchungen erkennen [137, 142].
Neuere Untersuchungen fanden hingegen, dass nur die Splice-Variante hnRNP B1 eine hohe
Spezifitat flir Tumorzellen aufweist. Ein positiver Nachweis flir hnRNP A2/B1 war allerdings mit einer
schlechten Prognose assoziiert, was eine Verwendung als prognostischen Marker ermoglichen
konnte [151]. Wegen der widerspriichlichen Ergebnisse gibt es noch keinen Konsens tber die
Verwendung von hnRNP A2/B1 oder hnRNP B1 als diagnostischen Marker fir NSCLC, insbesondere
da die Rolle der hnRNP A/B Proteine in der Carcinogenese unklar ist. Dennoch wird hnRNP B1
mittlerweile als ein spezifischerer und sensitiverer Biomarker als hnRP A2/B1 angesehen [137].

Einleitung Seite 31



3.5.2 Calreticulin

Calreticulin (CRT) ist ein 46 kDa groRes Ca*-bindendes Protein, das zum groRten Teil im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert ist [152]. Im ER bindet Calreticulin als Chaperon-
Protein an neu synthetisierte (Glyco-)Proteine, verhindert deren Aggregation und assistiert bei der
korrekten Faltung [153]. Durch seine Fahigkeit, groRe Mengen an Ca** zu binden, ist CRT wichtig fir
die Ca’*-Homeostase und hat direkten Einfluss auf den Gehalt an Ca®* im ER [153]. Die Regulation
des Ca®* Metabolismus durch CRT beeinflusst wiederum zahlreiche zelluldren Funktionen wie die
Signaltbertragung sowie ER-Funktionen wie Apoptose, Lipid- und Steroidsynthese [4, 152, 153].

CRT besitzt eine C-terminale KDEL-Sequenz, mit der es im ER zuriickgehalten wird. Es ist unklar, wie
CRT trotzdem das Endoplasmatische Retikulum verlassen kann [4]. Wie CRT an die Zelloberflache
gelangt, ist ebenfalls nicht gesichert [153]. CRT besitzt keine Transmembrandomane [4], wurde aber
auf der Oberflaiche einer Anzahl von Zellen nachgewiesen [152]. Es wird diskutiert, dass
plasmamembranstandiges Calreticulin von benachbarten Zellen stammt. So fiihrt die Bestrahlung
von Zellen mit UV-Licht nachweislich zu einer Aktivierung der Caspase-1 sowie der Sekretion von CRT.
CRT ist zudem ein Stress-Response Protein, das zum Beispiel als Reaktion auf Hypoxie, Hitze,
chemischen oder physikalischen Stress und Bestrahlung exprimiert wird [4]. In Abwesenheit einer
Transmembrandomane wurde CD91 als ein verankernder Rezeptor fiir CRT vorgeschlagen [154].

Nicht im ER lokalisiertes CRT ist in der Zelladhesion involviert [4] und induziert Zellproliferation und
WundschlieBung in humanen Keratinozyten und Fibroblasten [153]. Auf der Zelloberflache
beeinflusst CRT eine Reihe von zellularen Funktionen, so wird der (Thromospondin-induzierte)
Zerfall der Fokalen Adhasionen wahrend der Zellmigration durch plasmamembranstandiges
Calreticulin vermittelt [4, 152]. CRT auf der Zelloberfliche interagiert zudem mit dem
Komplementfaktor C1q und aktiviert das Komplementsystem [153]. Clq ist fir die Entfernung von
Immunkomplexen zustandig [152] und spielt eine wichtige Rolle bei der Elimination von
apoptotischen Zellen durch Macrophagen (ber eine indirekte Interaktion mit CD91 [153]. Eine
mangelnde Elimination von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen wiederum ist ein wichtiger
Faktor bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen. So bekommen Patienten, die kein Clq
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elektrischen Weiterleitung des Herzens [4, 152, 153]. Es wird postuliert, dass CRT nicht nur eine
Rolle als Autoantigen in vielen Autoimmunerkrankungen spielt, sondern Uiber die Interaktion mit Clq
zudem an der Entstehung dieser Erkrankungen beteiligt ist [153].

Autoantikorper gegen Calreticulin wurden zudem in den Sera von Patienten mit Pankreaskarzinom
gefunden, was die Verwendung von Calreticulin als Biomarker fir diese Krebsart ermdglichen
koénnte. Calreticulin wurde ausserdem als Marker fiir Blasenkrebs identifiziert. In verschiedenen
Krebsarten ist Calreticulin Gberexprimiert, so beim humanen Brustkarzinom und in Hepatomzellen.
Es gibt allerdings keine Korrelation zwischen dem Expressionslevel von Calreticulin und dem
Progressionsgrad des Karzinoms. Auf der anderen Seite inhibieren sowohl Calreticulin als auch seine
N-terminale Region, genannt Vasostatin, die Neo-Angiogenese und die Zellproliferation in humanem
Burkitt Lymphom, humanem Kolonkarzinom und Lungenkrebs [153].

Neueste Erkenntnisse zeigen, dass Calreticulin einen sogenannten ,immunogenen” Zelltod von
Krebszellen induzieren kann. Die Behandlung von Tumorzellen mit Anthrazyklinen beziehungsweise
mit Inhibitoren der Protein Phosphatase 1 (GADD34) fiihren durch ein Herabsenken des Calcium-
Gehaltes im ER zu einer Translokation von vorsynthetisiertem Calreticulin auf die Zelloberflache. Dies
geschieht innerhalb von wenigen Minuten [4, 153, 155], so dass Calreticulin noch vor
Phosphatidylserin auf der Plasmamembran von apoptotischen Zellen nachweisbar ist [155].
Dendritische Zellen eliminieren die Calreticulin-markierten Zellen und prasentieren die
Tumorantigene nachfolgend auf ihrer Oberfliche, was zu einer Aktivierung von cytotoxischen, CD8'-
positiven T-Zellen gegen die apoptotischen Krebszellen fiihrt. Ohne CRT auf der Zelloberflache fehlt
diese adaptive Immunantwort gegen den Tumor. Die Adsorption von CRT an lebende Krebszellen
alleine verstarkt die Phagozytose durch Dendritische Zellen in vitro und in vivo, ist aber abhdngig von
einer Zelltod-induzierenden Chemotherapie. Den Autoren gelang in Mausen zudem eine
Tumorregression durch eine Impfung der Tiere mit Calreticulin-exprimierenden Tumorzellen [155].

3.5.3 Die Arbeit von T. Fritzsche et al.

Das Ziel der Arbeit war der Nachweis und die Charakterisierung von Albumin-bindenden Proteinen
(ABPs) auf der Oberfliche von humanen Krebszellen. T. Fritzsche verwendete verschiedene
Methoden, um die Existenz von ABPs auf der Zellmembran von Brustkrebszellen (MCF7),
Melanomzellen (MV3) und einer humanen T-Zell-Leukdmie (CCRF-CEM) nachzuweisen, die
nachfolgend genauer erldutert werden [2, 5].

3.5.3.1 Crosslinking mit **°I-ASD-HSA

T. Fritzsche verwendete einen SASD-Crosslinker (Pierce), der an seinem Benzolring iodiert werden
kann und zusatzlich eine UV-aktivierbare Azid-Gruppe enthalt. Durch lodierung und Konjugation an
HSA entstand der **’I-ASD-HSA Crosslinker, mit einem ungefahren Verhaltnis von 6,9 Mol 125 .6ASD zu
1 Mol HSA. Nach Zugabe des synthetisierten Konjugats zu den Zellen diente die aktivierbare Azid-
Gruppe zur kovalenten Kopplung an Albumin-bindende Membranproteine. Eine Disulfid-Briicke im
Crosslinker ermoglichte im Anschluss die Abspaltung des HSA, so dass die ABPs nach einer Zelllyse

125

isoliert und nach Auftrennung mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese Uber das radioaktive “~I in einer

Autoradiographie sichtbar gemacht werden konnten.
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Sowohl die Lysate der MCF7 als auch die der MV3 Zellen zeigten in der Autoradiographie eine 18 kDa
und eine 40 kDa grolRe Bande. Bei den Proben der MCF7 Zellen waren zusatzlich weniger deutliche
Banden bei 28, 31, 36, 44 und 50 kDa sichtbar . In allen Proben war bei ca. 67 kDa noch die '*’I-
markierte Bande des urspriinglich eingesetzten HSA-Crosslinker Konjugats klar zu erkennen. Deutlich
wird, dass die hier gewahlte Versuchsanordnung nur eine ungefdhre Abschitzung des
Molekulargewichts der ABPs erlaubt, aber keine weitgergehenden Aussagen hinsichtlich ihrer
Identitdt. Eine Kontrolle, die die unspezifische Bindung des Konjugats und / oder des Crosslinkers
Uberprift, fehlt ebenfalls.

3.5.3.2 Isolation von aufgereinigten Plasmamembranen

Aus allen drei Zelllinien wurden aufgereinigten Plasmamembranen durch differentielle Zentrifugation
und einer nachfolgenden Auftrennung Uber einen Sucrose-Dichtegradienten (angelehnt an die
Methode fiir Kaninchen-Enterozyten und fiir Caco-2 Zellen [156-158]) hergestellt.

Die Isolation der aufgereinigten
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Membranpréaparation auszufallen, (12 mM Tris / HCl, pH=7.4) 35%

Endoplasmatische Retikulum aus der

wurden 10 mM MgCl, zur Probe

hinzugegeben. Die Solubilisierung der 45%
einzelnen Fraktionen erfolgte mit n- U
Octyl-R-D-glucopyranosid und Triton-X
100.

ABBILDUNG 3-7

HERSTELLUNG DER MEMBRANPRAPARATIONEN
Nach [2]

Zur Verifizierung der extrazelluldren

Orientierung der ABPs wurden aufgereinigte Plasmamembranen aus Zellen isoliert, die vorher mit
Trypsin behandelt worden waren. Eine weitere Kontrolle bestand in der Isolation von Zellmembranen
aus Zellen, die vorher mit einem Homogenat aus toten Zellen inkubiert worden waren. Hierdurch
sollte die Artefakt-Bildung durch intrazelluldre Proteine toter Zellen lGberprift werden.
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3.5.3.3 Albumin-Affinitatschromatographie und Identifizierung der isolierten Proteine mit
MALDI-TOF MS

Die solubilisierten Fraktionen des Sucrose-Dichtegradienten wurden zur Isolation der ABPs einer
Albumin-Affinitatschromatographie mit einer HSA-Sepharose-Saule unterzogen. Die Eluation der
ABPs von der Saule erfolgte mit 8 M Harnstoff, im Anschluss erfolgte die Auftrennung Uber eine 4-
12 %ige SDS-PAGE Gelelektrophorese und die Anfarbung mit kolloidalem Coomassie-Blau.
Proteinbanden aus den SDS-Gelen der Fraktion B, der Fraktion mit der hochsten Ausbeute, (siehe
auch Abbildung 3-7) wurden ausgeschnitten und mit MALDI-TOF MS analysiert. Fir MCF7 und MV3
Zellen wurden eine 36 kDa grof3e Bande ausgeschnitten, fiir die CCRF-CEM Zellen zusatzlich die 50,
40, 31 und 18 kDa grolRen Banden. Die funf so identifizierten Proteine waren Mitglieder der hnRNP-
Familie (hnRNP A1, hnRNP A3, hnRNP A2/B1 bzw. hnRNP B1, hnRNP C1) sowie Calreticulin
(sieheTabelle 3.3). Nicht erwahnt in der Veroffentlichung [2] aber in der Dissertation aufgefiihrt ist
die Detektion von ATP Synthase subunit beta precursor.

Membranisolationen  von
lebenden Zellen. die vorher Albumin-binding proteins identified with MALDI-TOF-MS and PSD
7’
mit einem Homogenat aus Size on  Source Identified protein
. SDS-
toten  Zellen  exponiert .
. PAGE
worden waren, zeigten laut
. . . 50 kDa CCRF-CEM Calreticulin
T. Fritzsche keine weiteren
X X 40 kDa CCRF-CEM hnRNP A3
oder intensiveren Banden
i . . 36 kDa CCRF-CEM, MV3, MCF7 hnRNP A2/B1
im Vergleich zu den nicht-
. 36 kDa CCRF-CEM hnRNP C1
exponierten Zellen.
36 kDa MCF7 hnRNP A1
Der Vergleich der 31 kDa CCRF-CEM hnRNP A1
Fraktionen von 31 kDa CCRF-CEM hnRNP A2/B1
trypsinierten und nicht- 18 kDa CCRF-CEM hnRNP B1
trypsinierten Zellen zeigte 50 kDa CCRF-CEM ATP synthase beta chain
laut T. Fritzsche keine ABPs mytochondiial precursor
. .. kursiv = aus [5
in den trypsinierten Proben, ursty = aus [3]
b ) isch ABP TABELLE 3.3
aber ein typisches " | DURCH T. FRITZSCHE IDENTIFIZIERTE ABPS
Bandenmuster in den nicht- | nNach[2]

trypsinierten Zellen.

3.5.3.4 Western Blotting: Nachweis von ABPs in den Fraktionen und Ausschluss der
Kontamination mit nukledren Membranen

Die Proteine in den solubilisierten Fraktionen des Dichtegradienten wurden in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran (ibertragen. Die Membranen wurden mit HSA
inkubiert und danach die an den Membranen gebundenen Albumin-Molekiile tiber einen anti-HSA
Antikorper (Kaninchen), gefolgt von einem anti-Kaninchen Antikérper (Schwein) und einem
Peroxidase-Anti-Peroxidase Komplex (Kaninchen), nachgewiesen. Als Kontrolle wurde die eine Halfte
der Membranen ohne Albumin inkubiert. Die in diesem Versuch nachgewiesenen Banden waren
jedoch auch in der Kontrollmembran, welche ohne Albumin inkubiert worden war sichtbar. T.
Fritzsche gesteht hier ein, keine Erklarung fiir dieses Phdnomen zu haben.
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Der Nachweis von Nucleopor-Proteinen, hier zur Kontrolle der Reinheit der isolierten
Plasmamembranen und als Marker fir eine Kontamination mit nuklearen Membranen eingesetzt,
erfolgte Uber einem primaren anti-Nucleopor-Antikorper (Maus) gefolgt von einem Alkaline-
Phosphatase-gekoppelten Kaninchen Anti-Maus Antikorper. In den untersuchten Fraktionen A-D von
CCRF-CEM Zellen und MCF7 Zellen waren die Nucleopor-Proteine zunachst nicht detektierbar.
Wurden dieselben Membranen danach mit Albumin, anti-Albumin Antikérper (Kaninchen) und der
korrespondierenden Antikérper-Kaskade (Schwein anti-Kaninchen, dann Kaninchen Peroxidase/anti-
Peroxidase Komplex) inkubiert, wurden zumindestens in Fraktion C (CCRF-CEM) und D (CCRF-CEM
und MCF7) Nucleopor-Proteine sichtbar. Laut T. Fritzsche lag dies wahrscheinlich daran, dass durch
die Detektion des Alkaline-Phosphatase konjugierten sekundarem Kaninchen Anti-Maus Antikorpers
der Nucleopore-Detektion durch den Schwein anti-Kaninchen Antikérper der zweiten Antikorper
Inkubation erhoht wurde. In der Plasmamembranfraktion B, die fir die Albumin-
Affinitatschromatographie und MALDI-TOF MS Analyse benutzt worden war, waren keine Nucleopor-
Proteine sichtbar. Laut T. Fritzsche konnte damit ausgeschlossen werden, dass die identifizierten
Proteine  durch  Verunreinigungen mit Zellkernen bzw. Kernmembranen in den
Plasmamembranfraktionen auftraten.
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4 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Albumin-bindenden Proteinen auf der Oberflache von
lebenden Tumorzellen sowie die Untersuchung des potentiellen Aufnahmemechanismus von
Albuminkonjugaten in die Zelle.

Basierend auf der Arbeit von T. Fritzsche sollte die Expression zweier der von ihm identifizierten
Proteine, hnRNP A2/B1 und Calreticulin, auf der Zellmembran von lebenden Zellen Uberprift
werden. Beide Molekiile sind sowohl mit malignen als auch mit chronisch-entziindlichen
Erkrankungen assoziiert (siehe 3.5). Da Albumin-Konjugate nachweislich in soliden Tumoren
akkumulieren und auch eine Anreicherung in chronisch-entziindlichen Geweben beschrieben ist
(siehe 3.4), empfahlen sich diese beiden Proteine als potentielle Kandidaten fiir eine Beteiligung an
einer postulierten Rezeptor-vermittelten Endozytose von HSA. Der Nachweis wurde durch
Quantifizierung der Oberflichenmarkierung von CCRF-CEM Zellen, einer humanen T-Zell Leukdmie
[159], die auch von T. Fritzsche in seinen Versuchen verwendet wurde, durch anti-CRT und anti-
hnRNP A2/B1 Antikorper im FACS konzipiert.

In einem zweiten Teil sollte zur funktionellen Analyse der intrazellularen Aufnahme die Beteiligung
der Clathrin-abhdngigen Endozytose an der Internalisierung von HSA untersucht werden. Die
Clathrin-abhangige Endozytose (CME) wurde aufgrund ihrer guten Charakterisierung und dem
spezifischen Markermolekdl Transferrin, das selektiv durch den Transferrin-Rezeptor Giber CME in die
Zelle aufgenommen wird, ausgewahlt. HnRNP A2/B1 wurde in der Literatur als Markerprotein fiir das
nichtkleinzellige Bronchialkarzinom (non-small-cell lung cancer = NSCLC) diskutiert, und 1996 durch
Zhou et al. (noch als p31 (Antigen) bzw. 703D4 (Antikorperklon)) auf der Zellmembran von
Adenokarzinomzellen in Gewebeschnitten identifiziert [160]. Aus diesem Grund sollten die Versuche
mit A240286S Zellen, einer urspriinglich aus einer Metastase eines mannlichen Patienten isolierten
und spater als NSCLC charakterisierten Zelllinie [161], durchgefihrt werden. Die Quantifizierung der
intrazelluldren Aufnahme sollte lGber eine Messung der Endozytose von fluoreszierendem BSA im
FACS erfolgen, wobei verschiedene Methoden zur Hemmung der CME, namlich hypertone
Bedingungen wahrend der Inkubation, intrazelluldrer Kaliummangel, Chlorpromazin und eine
transiente Transfektion mit siRNA gegen Clathrin Heavy Chain, einem essentiellen Protein der CME,
verwendet werden sollten. In den Versuchen zur Inhibition der CME mit siRNA gegen Clathrin Heavy
Chain wurden zuséatzlich Hela Zellen, Epithelzellen eines Zervixkarzinoms [162], als Kontrollen
vorgesehen, da sie bereits erfolgreich mit der angewendeten Methode transfiziert worden waren
[163].

Der dritte Teil dieser Arbeit sollte eine neue Methode zur Identifzierung von abumin-bindenden
Proteinen auf der Zellmembran von humanen Tumorzellen etablieren. Um eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der Literatur zu gewahrleisten, sollten anstelle der oben
verwendeten Zelllinie A549 Zellen, eine Modellzellinie fir NSCLC [164], verwendet werden. Zur
Isolation von Albumin-bindenden Proteinen wurde ein HSA-Konjugat entworfen, dass sowohl einen
photoaktivierbaren Crosslinker zur Konjugation an potentielle Bindungspartner als auch ein Biotin-
Tag enthalt. Nach einer Aufreinigung Gber Streptavidin aus dem Zell-Lysat sollten die ankonjugierten
Bindungspartner durch die im Crosslinker vorhandene SS-Briicke von dem HSA-Konjugat abgespalten
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und lGber MALDI-TOF MS charakterisiert werden. Ein vergleichbares Transferrin-Konjugat sollte eine
Funktionskontrolle des Protokolls durch die Isolation des Transferrinrezeptors CD71 ermdglichen. Um
falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, sollten die einzelnen Schritte des Protokolls, insbesondere
die Reinheit der Konjugate, die extrazelluldre Bindung an die Zellmembran, das UV-induzierte
Crossllinking sowie die Anwesenheit und Spaltbarkeit von Rezeptor-Ligand-Konjugaten in den
Lysaten, jeweils gesondert liberpriift werden.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Material

5.1.1 Verbrauchsmaterial

Alle Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, entweder von Greiner Bio-One
(Frickenhausen), Eppendorf (Hamburg) oder neolLab (Heidelberg) bezogen.

5.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien, soweit nicht anders angegeben, wurden in der héchsten Reinheitsstufe entweder
von Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Carl Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) oder Thermo Fisher

Scientific (Rockford, USA) bezogen.

5.1.3 Antikorper und Streptavidin-Konjugate

Klon-Nr./

Katalog-Nr. | Hersteller
Anti-a-Tubulin B-5-1-2 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Anti-Calreticulin FMC75 Stressgen Biotechnologies (Victoria, CA)
Anti-CD4 (human) RPA-T4 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Anti-CD71, Biotin konj. MEM-75 Exbio Antibodies (Prag, CZ)
Anti-CD71 EPR4012 Biomol (Hamburg)
Anti-Clathrin Heavy Chain 23/CHC BD Transduction Laboratories
Anti-hnRNP A2/B1 DP3B3 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)
Goat anti-Mouse, Alexa488-konj. 1858413 Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Goat anti-Mouse, HRP konj. 32430 Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
Goat anti-Rabbit , HRP konj. 10004301 Cayman Chemical Company (Michigan, USA)
Streptavidin, HRP konj. SA-5010 Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, USA)
Streptavidin-FITC BLD-405201 | Biozol Diagnostica (Eching)
Streptavidin, Agarose-gebunden SA-5010 Vector Laboratories (Burlingame, USA)

TABELLE 5.1

ANTIKORPER UND STREPTAVIDIN-KONJUGATE

5.1.4 Medien, Puffer und Lésungen

5.1.4.1 Medien und PBS

Vollmedium DMEM

DMEM (Biochrom, Berlin), 4 mM L-Glutamin, 10 % inaktiviertes FCS (Seraplus, Pan-Biotech,

Aidenbach)
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Vollmedium RPMI 1640
RPMI 1640 (Biochrom, Berlin), 2 mM L-Glutamin, 25 mM HEPES, 5 % inaktiviertes FCS (Seraplus, Pan-
Biotech, Aidenbach)

Vollmedium RPMI 1640 fir Hela Zellen
RPMI 1640 incl Glutamin (Invitrogen, Carlsbad, USA), 100 1U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
10 % inaktiviertes FCS (Seraplus, Pan-Biotech, Aidenbach)

Serumfreie Medien (SFM)
Wie das jeweilige Vollmedium, ohne FCS

Trypsin-Lésung
0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA (w/v) in PBS ohne Ca**und Mg**

10x PBS
80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na,HPO,, 2,4 g KH,PO, Aqua bidest ad 11|

PBS
100 ml 10x PBS, 900 ml Aqua bidest
pH-Wert auf pH 7,4 mit HCI einstellen

PBS mit Ca’" und Mg*"
11 PBS, versetzt mit 0,9 mM CaCl, und 0,49 mM MgCl,

5.1.4.2 Puffer und Lésungen fir SDS-PAGE und Western-Blotting

4x Probenpuffer
3,8 ml Aqua bidest, 1 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,8 ml Glycerol, 1,6 ml 10 % SDS, 0,4 ml 1 %
Bromphenolblau

5x Laufpuffer
144 g Glycin, 25 g SDS, 30,4 g Tris (freie Base), 1 L Aqua bidest
Fir den 1x konzentrierten Laufpuffer wurde die Stamml&sung mit Aqua bidest 1:5 verdiinnt.

Transferpuffer
22,5 g Glycin, 4,85 g Tris (freie Base), 400 ml Methanol, Aqua bidest ad 2 |

10x TBS
24,2 g Tris (freie Base), 80 g NaCl, Aqua bidestad 11
pH-Wert auf pH 7,6 mit HCI einstellen

TBS-T, pH 7,6
100 ml 10x TBS, 1 ml Tween-20, 900 ml Aqua bidest

Blocking Solution
5 % Milchpulver in PBS
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Blocking Solution fiir die Detektion mit Streptavidin
5 % Milchpulver in TBS-T

5.1.4.3 Puffer und Lésungen fiir Coomassie-Farbung und MS-kompatible Silberfarbung

Fixierlésung fiir Coomassie-Farbung
50 % Ethanol (v/v) in Aqua bidest mit 10 % (v/v) Essigsdure in Aqua bidest

Waschlésung und Entfarbeldsung fiir Coomassie-Farbung
50 % Methanol (v/v) in Aqua bidest mit 10 % (v/v) Essigsdure

Farbelosung fir Coomassie-Farbung
0,1 % (w/v) Coomassie Blau R350, 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure

Aufbewahrung fiir Coomassie-gefarbte Gele
5 % (v/v) Essigsaure

Fixierl6sung fir Silberfarbung
30 % Ethanol (v/v) in Aqua bidest mit 10 % (v/v) Essigsdure

Waschlosung fir Silberfarbung
20 % Ethanol (v/v) in Aqua bidest

Sensitivierungslosung fiir Silberfarbung
23,1 g Natrium Acetat-Trihydrat, 1 g Kalium Tetrathionat, 100 ml Ethanol, Aqua bidest ad 333 ml

Farbelosung far Silberfarbung
0,2 % (w/v) Silbernitrat in Aqua bidest

Entwicklerldsung fir Silberfarbung
11,5 g Natrium Carbonat, 62 ul 10 % Natrium Thiosulfat Pentahydrat in Aqua bidest, 150 pul Formalin
(37 %), Aqua bidest ad 500 ml

Stop-Losung fir Silberfarbung

10 g Tris (freie Base), 5 ml Essigsdure, Aqua bidest ad 250 ml
5.1.5 Zelllinien
5.1.5.1 CCRF-CEM

Die CCRF-CEM Zelllinie ist eine humane lymphoblastoide Zelllinie, die aus dem peripheren Blut eines
an akuter lymphatischer T-Zell-Leukdmie erkrankten 4-jahrigen Kindes gewonnen wurde [159].

5.1.5.2 A240286S

Die Zelllinie A240286S gehort zu den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (non-small-cell lung
cancer = NSCLC) und wurde urspriinglich aus einem mannlichen, 64jdhrigen Patienten mit einem
Lungen-Adenocarcinom isoliert. Diese adhdrenten Zellen sind seitdem als DKFZ-eigene Zelllinie
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etabliert, wobei in der Zellkultur eine Multidrug-Resistenz, unter anderem gegen Doxorubicin,
nachgewiesen wurde [161].

5.1.5.3 A549

Die A549 Zellen wurden 1972 aus einem Lungen-Adenocarcinom (NSCLC) eines 58jahrigen,
mannlichen Patienten isoliert [165] und dienen der Forschung als Modell fir Typ Il Pneumozyten
[164].

5.1.5.4 Hela

Hela—Zellen stammen urspriinglich aus dem Epithel eines Zervixkarzinoms und wurden 1951 im John
Hopkins Hospital einer afroamerikanischen Frau, der Patientin Henrietta Lacks, entnommen [162]. Es
sind die ersten menschlichen Zellen, aus denen eine permanente Zelllinie etabliert wurde, und
werden mittlerweile weltweit in Labors kultiviert.

5.2 Allgemeine Methoden und Zellkultur

5.2.1 Die laufende Kultivierung der Zelllinien
5.2.1.1 Die laufende Kultivierung der Zelllinie CCRF-CEM

Die Suspensionszellen wurden in 30 ml Vollmedium RPMI1640 in 75 cm” Zellkulturflaschen bei 37° C
und 5 % CO, kultiviert. Die Passage erfolgte zwei Mal pro Woche nach folgender Methode: Die
Zellzahl wurde mit dem CASY-1 Cell Counter (Scharfe System, Reutlingen) bestimmt und 8x10° Zellen
(fur 4 Tage) bzw. 10x10’ Zellen (fur 3 Tage) wurden in eine neue Zellkulturflasche mit 30 ml frischem
Medium Ubertragen.

5.2.1.2 Die laufende Kultivierung der Zelllinie A240286S

Die adharente Zelllinie wurde in 30 ml Vollmedium RPMI 1640 in 75 cm” Zellkulturflaschen bei 37° C
und 5 % CO, kultiviert. Die Passage erfolgte zwei Mal pro Woche bei 80-90 % Konfluenz nach
folgender Methode: Das Medium wurde entfernt, der Zellrasen 1x mit 8 ml PBS gewaschen und
1,5 ml Trypsin-Loésung hinzugegeben. Nach der Benetzung der Zellen wurde die Trypsin-Lésung
wieder abgezogen und die Zellen fiir 5 min bei 37° C / 5 % CO,; inkubiert. Die Trypsinierung wurde
daraufhin mit 10 ml Vollmedium gestoppt und die abgel6sten Zellen suspendiert. Die
Zellkonzentration der Suspension wurde mit dem CASY-1 Cell Counter (Scharfe System, Reutlingen)
bestimmt und 8x10° Zellen (fiir 4 Tage) bzw. 10x10° Zellen (fir 3 Tage) in 30 ml frischem Vollmedium
in eine neue Zellkulturflasche libertragen.

5.2.1.3 Die laufende Kultivierung der Zelllinie A549

Die adharente Zelllinie wurde in 30 ml Vollmedium DMEM in 75 cm? Zellkulturflaschen bei 37° C und
5 % CO, kultiviert. Die Passage erfolgte zwei Mal pro Woche bei 80-90 % Konfluenz wie unter 5.2.1.2
beschrieben. Jeweils 6x10° Zellen (fir 4 Tage) bzw. 8x10° Zellen (fiir 3 Tage) wurden in 30 ml frischem
Vollmedium in eine neue Zellkulturflasche tGbertragen.
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5.2.1.4 Die laufende Kultivierung der Zelllinie Hela

Die adhirente Zelllinie wurden in 30 ml Vollmedium RPMI 1640 fir Hela Zellen in 75 cm?
Zellkulturflaschen bei 37° Cund 5 % CO, kultiviert. Die Passage erfolgte drei Mal pro Woche bei 80-
90 % Konflueszenz. Die Zellen wurden wie unter 5.1.5.2 beschrieben trypsiniert und danach bei
1500 g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 10 ml frisches Medium
hinzugefigt, die Zellen suspendiert und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Jeweils 1,5x10°
Zellen wurden in eine neue Zellkulturflasche mit 30 ml Vollmedium Gbertragen.

5.2.2 Herstellung von inaktiviertem FCS

Das fotale Kalberserum (FCS) (Seraplus, Pan-Biotech, Aidenbach) wurde bis zur Verwendung bei
-80° C gelagert. Fir die Inaktivierung wurde es bei 4° C aufgetaut, fiir 30 min bei 56° C inaktiviert und
danach in Aliquots bei -20° C eingefroren.

5.2.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen
5.2.3.1 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden Zellen in der log-Phase ihres Wachstums verwendet. Adharente
Zellen wurden wie in 5.2.1.2 beschrieben trypsiniert, in 10 ml des jeweiligen Vollmediums
aufgenommen und die Zellkonzentration mit dem CASY-1 Cell Counter (Scharfe System, Reutlingen)
bestimmt. Fir die Suspensionzelllinie CCRF-CEM wurde die Zelldichte direkt mit dem CASY-1 Cell
Counter bestimmt. Die Zellsuspensionen wurden daraufhin zentrifugiert (RT, 10 min, 120 g), der
Uberstand verworfen und die Zellen in ihrem jeweiligen Einfriermedium (Vollmedium + 10 % DMSO)
aufgenommen. Je 1ml mit einer Zelldichte von 5-10x10° Zellen/ml wurden in ein Kryordhrchen
(Nunc, Thermo Electron) tberfihrt und diese fiir 24 h in einem Einfrierbehéltnis (Nalgene Cryo 1° C
Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) mit 70 %igem Isopropanol auf -80° C
gekilhlt. Im Anschluss wurden die eingefrorenen Zellen in der Dampfphase von flissigem Sticktstoff
bei -196° C aufbewahrt.

5.2.3.2 Auftauen der Zellen

Zum Auftauen der kryokonservierten Zellen wurde das gefrorene Kryoréhrchen rasch im Wasserbad
bei 37° C aufgetaut und die Zell-Suspension in 9 ml Vollmedium (37° C) Gberfihrt. Die Zellen wurden
suspendiert und danach zentrifugiert (RT, 10 min, 120 g). Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 10 ml Vollmedium (37° C) aufgenommen. Die Zelldichte und der Anteil an toten Zellen nach
dem Auftauen wurde durch Trypanblau-Zahlung bestimmt. Die Zellsuspension wurden vollstandig in
eine Zellkulturflasche mit 20 ml vorgelegtem Vollmedium tberfihrt und 24 h nach dem Auftauen
wurde entweder das Medium gewechselt (weniger als 70 % Konfluenz) oder die Zellen wie unter
5.2.1 beschrieben passagiert. Die weitere Kultivierung erfolgte wie unter 5.2.1 angegeben.

5.2.4 Ablosen von adharenten Zellen mit EDTA

Zum Ablésen von adhirenten Zellen mit EDTA wurde der Zellrasen zweimal mit PBS ohne Ca®" und
Mg”* (4° C) gespiilt und danach eine 4° C-kalte EDTA-Losung (0,02 % in PBS ohne Ca** und Mg*")
hinzugegeben. Die Zellen wurden zuerst 5 min auf Eis und danach 10 min bei 37° C /5 % CO, mit der
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EDTA-L6sung inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden zusatzlich mit einem sterilen Zellschaber
(Nunc, Thermo Fisher Scientific, Rockland, USA) abgel6st, in serumfreiem Medium (4° C) suspendiert
und in Eppendorf-Gefalle Gibertragen. Die Zellen wurden danach zwei Mal mit serumfreiem Medium
gewaschen (120 g, 3 min, 4° C) und dann wie jeweils angegeben weiterverwendet.

5.2.5 Uberpriifung der Zellvitalitidt und Messung der apoptotischen Zellpopulation
5.2.5.1 Farbung mit Prodidium lodid (PI)

Nekrotische und spat-apoptotische Zellen mit defekter Membranintegritdt kénnen durch ihre
schnelle Aufnahme des DNA-interkalierenden Farbstoffs Propidium lodid von der lebenden
Zellpopulation unterschieden werden [166]. Zu diesem Zweck wurde die Zellsuspension 1 min vor der
Analyse im FACS mit PI (1 ug/ml Endkonzentration) (Biomol, Hamburg) versetzt. Die aufgenommene
Menge Pl wurde an einem BD FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-2 Kanal (564-
606 nm) gemessen und ausgewertet. Fir alle Zelllinien wurden die Positionen sowohl der PI-
positiven als auch der Pl-negativen Zellpopulation im Forward Scatter/Sideward Scatter Dotplot
markiert und diese Einstellung fiir alle weiteren Versuche verwendet.

5.2.5.2 Nachweis der Apoptose durch Annexin-V FITC

Die Exprimierung von Phosphatidylserin auf der Zellmembran ist ein friiher Marker der Apoptose und
kann durch die Bindung von AnnexinV-FITC nachgewiesen werden. Nekrotische und Zellen im
Spatstadium der Apoptose werden durch ihre schnelle Aufnahme von Pl von den Zellen im
Frihstadium der Apoptose unterschieden [166].

Die Zellen wurden zu je 1x10° Zellen/ml in Eppendorf-GefiRe iibertragen und zwei Mal mit je 1 ml
PBS (4° C) gewaschen. Im Anschluss wurden sie in 1 ml Annexin Binding Buffer (4° C) (Biozol
Diagnostica, Eching) aufgenommen und 100 ul in ein neues Eppendorf-Gefal} lberfihrt. Je 5 pl
fertige AnnexinV-FITC Losung (Biozol Diagnostica, Eching) wurden hinzugegeben und die Proben fir
30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Kurz vor der Messung wurden mit je 400 pl Binding Buffer (4° C)
aufgefillt und im Falle einer zusatzlichen Anfarbung mit Propidium-lodid zusatzlich 0,2 pl Propidium-
lodid Lésung (Biomol, Hamburg) dazugegeben. Die Messung erfolgte an einem BD FACScan (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, USA) und nur AnnexinV-FITC positive, aber Pl-negative Zellen (beides im
Vergleich zu einer nicht-behandelten Kontrolle) wurden zur Berechnung des Anteils an apoptotischen
Zellen in der Gesamtpopulation bericksichtigt.

5.2.6 Proteinbestimmung mit dem Bicinchoninic-Assay (BCA)

Diese Proteinbestimmung kombiniert die proteinabhingige Reduktion von Cu?* zu Cu® mit der
Detektion von Cu® durch einen farbigen Chelat-Komplex mit der Bicinchoninsdure [167].

Die Bestimmung erfolgte in 96well-Platten mit einem Standard aus bovinem Serumalbumin (BSA) in
dem jeweiligen Losungsmittel der zu messenden Proben. Pro Well wurden 200 pl Reagenz aus 49
Teilen BCA-L6sung und 1 Teil Kupfersulfat-Losung (beides Thermo Fisher Scientific, Rockland, USA)
frisch hergestellt und zu 20 ul Probe beziehungsweise Standard hinzugegeben. Die Messung der
Absorption erfolgte nach 20-30 min Inkubation (37° C) bei 550 nm. Die Proteinkonzentration der
Proben wurde im Anschluss anhand des BSA-Standards berechnet.
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5.2.7 SDS-PAGE Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE Gelelektrophorese erfolgte in Anlehnung an die Methode von Laemmli [168]. Wenn
nicht anders angegeben, wurde ein 4 %iges Bis-Acrylamid-Gel als Sammelgel und ein 8 %-, 10 %-
oder 12 %iges Bis-Acrylamid-Gel als Laufgel verwendet. Der Laufpuffer wurde wie unter 5.1.4.2
beschrieben hergestellt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 90-150 min bei 20-40 mA. Im Anschluss
wurden die Gele entweder anhand der Methoden fiir Coomassie Farbung (siehe 5.2.9) Western
Blotting (siehe 5.2.8) oder MS-kompatibler Silberfarbung (siehe 5.2.10) weiterbehandelt.

8 %iges 10 %iges 12 %iges 4 %iges
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Losung (40%) Mix 19:1 2ml 2,5 ml 3ml iml
(Acrylamid:Bisacrylamid)
3 M Tris-HCl pH 8,8 1,3ml 1,3 ml 1,3 ml
1M Tris-HCl pH 6,8 1,3 ml
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Aqua bidest 6,6 ml 6,2 ml 5,6 ml 7,6 ml
TEMED 7,5 Wl 7,5 7,5 pl 10 pl
APS 10 % (w/v) 75 pl 75 Hl 75 75 Kl
TABELLE 5.2

ZUSAMMENSETZUNG DER ACRYLAMID-GELE FUR SDS-PAGE

5.2.8 Western Blotting

Das Western Blotting erfolgte in Anlehnung an die Methode von Towbin et al. [169]. Der
Proteintransfer erfolgte auf Nitrocellulose-Membranen (Whatman, GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) bei 4° C und 80 mA fiir 2 h bis 5 h. Im Anschluss wurden die Membranen fir 1 h oder Gber
Nacht im Kiihlschrank mit Blocking Solution behandelt.

Die Inkubation mit den primaren Antikorpern erfolgte direkt im Anschluss. Einzige Ausnahme war die
Detektion mit Streptavidin, bei der die Membranen nach dem Blockieren der unspezifischen
Bindungsstellen je drei Mal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen wurden. Alle Membranen wurden vor der
Inkubation mit einem nachfolgenden HRP-konjugierten sekundaren Antikorper (Dauer 1-2 h) sowie
vor der Inkubation mit dem ECL (enhanced chemiluminescence)-Reagenz je drei Mal fiir 5 Minuten
mit 5 % Milch / PBS bzw. mit TBS-T gewaschen. Zur Detektion der HRP-vermittelten Oxidation von
Luminol wurde das Supersignal West Pico ECL-Reagenz (Thermo Fischer Scientific, Rockland, USA),
verwendet, welches frisch hergestellt und vor der Belichtung des photosensiblen Films fiir 5 min auf
die Membranen gegeben worden war.

Antikoérper-Lésungen

Anti-Clathrin Heavy Chain 1:500 in 5 % Milchpulver/PBS
Anti-alpha Tubulin 1:1000 in 5 % Milchpulver/PBS
HRP-konjugierter goat anti-Mouse 1:1000 in 5 % Milchpulver/PBS
Streptavidin-HRP 1:10 000 in 5 % BSA/TBS-T

Anti-CD71, Biotin-konjugiert 1: 4000 in 5 % Milchpulver /TBS-T
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Antikorper-Losungen (Fortsetzung)
Anti-CD71 1:1000 in 5 % BSA / TBS-T
HRP-konjugierter goat anti-Rabbit 1:10000in 5% BSA / TBS-T

5.2.9 Coomassie Farbung

Die Farbung der Acrylamid-Gele erfolgte in Anlehnung an die Methode von Sasse et al. [170]. Die
Gele wurden direkt nach der Elektrophorese fiir 1 h in Fixierlésung inkubiert und danach (iber Nacht
in Waschldsung gelagert. Am nachsten Tag wurden die Gele fiir 3-4 h in die Coomassie-Farbeldsung
gelegt. Danach wurden die Gele mehrmals mit Entfarbeldsung behandelt, bis die Proteinbanden klar
sichtbar waren. Zur Aufbewahrung wurden die Gele dann fir 1 h in Aufbewahrungslésung gelegt und
im Anschluss auch in Aufbewahrungslosung bei 4° C gelagert.

5.2.10 MS-kompatible Silberfarbung

Die MS-kompatible Silberfarbung erfolgte in Anlehnung an die Methode von Chevallet et al. [171].
Alle Losungen wurden am Tag des Experiments frisch hergestellt. Das Formalin wurde maximal eine
Stunde vor Gebrauch zu der Entwicklerlésung hinzugegeben.

Jedes Gel wurde einmal flir 1 h und danach (ber Nacht in frischer Fixierlosung fixiert. Im Anschluss
wurden die Gele flir 45 min in Sensitivierungslésung gelegt und danach zwei Mal mit Waschldsung
und vier Mal mit Aqua bidest (je 10 min) gewaschen. Die Farbung erfolgte dann fiir 20 min - 2 h mit
der Silbernitrat-Loésung. Fir die Entwicklung wurden die Gele danach einzeln weiterbehandelt. Jedes
Gel wurde fiir 10 s in Aqua bidest getaucht und danach in die Entwicklerlésung tberfiihrt. Je nach
Proteinkonzentration der Banden wurden die Gele unter konstanter Bewegung zwischen 5 min -
45 min entwickelt. Im Anschluss wurde fiir 30 min mit Stop-Losung inkubiert und die Gele schlieRlich
mindestens zwei Mal fir 30 min mit Aqua bidest gewaschen. Die fertigen Gele wurden in Aqua bidest
gelagert.

5.3 Methoden zum Nachweis von hnRNP A2/B1 und Calreticulin auf der
Oberflache von lebenden Zellen

5.3.1 Detektion membranstandiger Proteine im FACS

Die Inkubation der Zellen mit den Antikérpern erfolgte in Anlehnung an die Methode von Obeid et al.
[155]. Um eine Internalisierung der Antikorper zu vermeiden, wurden alle Schritte bei 4° C bzw. auf
Eis und mit eisgekiihlten Lésungen durchgefihrt.

5.3.1.1 CCRF-CEM Zellen

Je 5x10° Zellen wurden in ein Eppendorf-GefiR tiberfihrt, zentrifugiert (350 g, 4 min, 4° C) und ein
Mal mit je 1 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 500 pl SFM aufgenommen und
30 min auf Eis inkubiert. Vor der Zugabe der primaren Antikérper wurden die Zellen erneut mit je
1 ml PBS gewaschen, in 500 ul SFM aufgenommen und Anti-CRT (1:20), Anti-hnRNP A2/B1 (1:20)
bzw. Anti-CD4 (1:500) direkt hinzugegeben. Die Inkubation mit den primaren Antikérpern erfolgte
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dann fiir 30 min auf Eis. Nach der ersten Inkubation wurden die Zellen zwei Mal mit 1 ml PBS und ein
Mal mit 1 ml SFM gewaschen und in je 500 pl SFM mit sekundarem Antikérper (1:500 Alexa488-
konjugierter Goat anti-Mouse) fir 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Vor der Messung im FACS
wurde Uberschissiger Sekundarantikérper durch zweimaliges Waschen (350 g, 4 min, 4° C) mit PBS
entfernt und die Zellen in 200 ul PBS aufgenommen, in FACS-Messrohrchen (5 ml Falcon Polystyrene
Round-Bottom Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) lberfihrt und auf Eis zum FACS
transportiert.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm). Unbehandelte Zellen (Kontrolle 1) sowie Zellen, die nur mit dem
Sekundarantikorper inkubiert worden waren (Kontrolle 11), dienten als Negativ-Kontrolle. Zellen, die
mit CD4-Antikérper behandelt worden waren, dienten als Positiv-Kontrolle. In jeder Probe wurde die
Fluoreszenz von 15 000 lebenden Zellen (s.5.2.5.1) gemessen und das Geometrische Mittel (GM) der
relativen Fluoreszenz-Einheiten (RFU) bestimmt. Fir jede Probe wurde das Experiment finf Mal an
unterschiedlichen Tagen wiederholt.

5.3.1.2 A549 Zellen

Die adharenten Zellen wurden in 6well-Platten ausgesat (5x10° Zellen / well) und 24 h unter
Standardbedingungen (siehe 5.2.1) kultiviert. Am Tag des Experiments wurden die Zellen mit EDTA
abgeldst (siehe 5.2.4), in PBS mit Ca’* und Mg®* aufgenommen und je 5x10° Zellen in ein Eppendorf-
Gefald Gberfiihrt. Die abgeldsten Zellen wurden daraufhin zentrifugiert (340 g, 5 min, 4° C), einmal
mit je 1 ml eiskaltem PBS mit Ca®* und Mg** gewaschen und fir 10 min auf Eis in PBS mit der
doppelten Konzentration von Ca’* und Mg®* inkubiert. Im AnschluR wurden die Zellen erneut
zentrifugiert, in 500 ul SFM (4° C) aufgenommen und anti-CRT Antikérper (1:100) bzw. anti-hnRNP
A2/B1 (1:20) hinzugegeben. Die Inkubation mit dem priméaren Antikorper erfolgte dann fir 60 min
auf Eis. Ungebundener Priméarantikérper wurde daraufhin durch zweimaliges Waschen mit je 1 ml
eiskaltem PBS mit Ca** und Mg** entfernt. Die Zellen wurden dann in 500 pl SFM (4° C) aufgenommen
und der Sekundéarantikorper (Alexa488-konjugierter Goat anti-Mouse Antikorper, 1:500)
hinzupipettiert. Diese Inkubation erfolgte fir 30 min im Dunkeln und auf Eis.

Vor der Messung im FACS wurden die Zellen zwei Mal mit je 1 ml eiskaltem PBS mit Ca’*und Mg**
gewaschen, in 300 pl PBS mit Ca**'und Mg**aufgenommen, in FACS-Messréhrchen (Falcon 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) Uberfihrt, auf Eis zum
FACS transportiert und wie unter 5.3.1.1 beschrieben vermessen.

5.3.2 Induktion der Apoptose durch Mitoxantron
5.3.2.1 CCRF-CEM Zellen

Die Zelldichte der Suspensionszellen wurden am Tag des Versuch mit dem CASY-1 Cell Counter
(Scharfe System, Reutlingen) bestimmt und je 1,75x10° Zellen mit 2 ml Vollmedium in ein Loch einer
12well-Platte Uberfihrt. Mitoxantron wurde fir 8, 4 oder 2 h in einer Endkonzentration von 1 uM zu
den Zellen gegeben und diese unter Standardbedingungen (siehe 5.2.1) inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle dienten Zellen ohne Zusatz von Mitoxantron in ihrem Medium.
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Nach Ablauf dieser 8 Stunden wurden die Zellen in Eppendorf-GefalRe Uberfihrt, zentrifugiert (350 g,
3 min, 4° C), ein Mal mit 1,5 ml PBS (4° C) gewaschen und danach jeweils in ein 1000 pl Aliquot und in
ein 500 ul Aliquot aufgeteilt. Die 1000 pl Aliquots wurden in einem nachsten Schritt in SFM
aufgenommen und wie unter 5.3.1 beschrieben mit Anti-CRT Antikérper (1:20) und Alexa488-
konjugiertem Goat anti-Mouse Antikorper (1:500) inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit
dem sekundaren Antikoérper inkubiert worden waren. Die Messung erfolgte an einem BD FACScan
Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1 Kanal (515-545 nm), wobei jeweils 10 000 PI-
negative Zellen ausgewertet wurden (siehe 5.2.5.1).

Parallel wurden die Gbrigen 500 ul Aliquots mit AnnexinV-FITC und PI auf ihren prozentualen Anteil
an apoptotischen Zellen Gberprift (siehe 5.2.5). Von jeweils 15 000 Zellen wurde der Anteil lebender
(PI'/Annexin V), nekrotischer bzw. spat-apoptotischer (PI’/Annexin V') und apoptotischer (PI
/Annexin V') Zellen bestimmt. Fiir jede Probe wurde das Experiment drei Mal an unterschiedlichen
Tagen wiederholt.

5.3.2.2 A549 Zellen

Die adharenten Zellen wurden in einer Zelldichte von 5x10° Zellen (in 4 ml Medium pro Loch) 24 h
vor dem Experiment in 6well-Platten ausgesiat. Am Tag des Experiments wurde Mitoxantron
(Endkonzentration 5 uM) fiir 4 h Stunden zu dem Medium der Zellen hinzugegeben, danach wurden
die Zellen mit EDTA abgel6st (siehe 5.2.4), ausgezahlt und wie unter 5.3.1 beschrieben mit anti-CRT
Antikorper (1:100) bzw. anti-hnRNP A2/B1 Antikdrper (1:20) und mit sekunddrem Alexa488-
konjugiertem Goat anti-Mouse Antikorper (1:500) inkubiert. Die Messung erfolgte ebenfalls wie
unter 5.3.1 beschrieben. Fiir jede Probe wurde das Experiment drei Mal an unterschiedlichen Tagen
wiederholt.

5.4 Methoden zur Untersuchung der Clathrin-abhangigen Endozytose von
HSA-Konjugaten

Zur Untersuchung der Clathrin-abhangigen Endozytose (CME) von HSA wurde die Aufnahme von
Alexa488-konjugiertem BSA in behandelten (s.u.) und unbehandelten Zellen im FACS quantifiziert.
Die grundlegende Versuchsandordnung erfolgte in Anlehnung an die Methode von Al Soraj et al. [11].
Die Aufnahme von Alexa488-konjugiertem Transferrin, das spezifisch tiber die CME aufgenommen
wird, diente zur Kontrolle der jeweils induzierten Effekte [33]. Die Aufnahme von
Tetramethylrhodamin (TMR)-Dextran, das Uber Fluid-Phase Endozytose internalisiert wird, diente
gegebenenfalls zur Kontrolle unspezifischer Effekte [20]. Da Transferrin sehr schnell in die Zelle
aufgenommen wird, wurden mit Alexa488-Transferrin inkubierte Zellen gegebenenfalls mit saurer
Waschlosung behandelt, um extrazelluldr bindendes Transferrin vollstdndig zu entfernen und die
intrazelluldre Aufnahme nach der Inkubationszeit zu stoppen [172]. Bei allen Versuchen wurde PBS
mit Ca®* und Mg’* verwendet, um eine Abldsung der Zellen wihrend der Vielzahl der Waschvorgénge
zu minimieren [173].
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5.4.1 Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose durch hypertones Medium

Die Hemmung der Clathrin-abhadngigen Endozytose durch hypertones Medium erfolgte in Anlehnung
an die Methode von Heuser et al. [174]. Die adharenten A240286S Zellen wurden am Tag vor dem
Versuch in einer Zelldichte von 3,5x10° Zellen mit je 4 ml Medium in 6well-Platten bzw. 1,8x10° Zellen
mit je 2 ml in 12well-Platten ausgesat. Nach Ablauf von 24 h wurden die Zellen zwei Mal mit je 1 ml
PBS mit Ca** und Mg** (37° C) und ein Mal mit je 1 ml SFM (Kontrollen) bzw. hypertonem Medium
(SFM + 0,45 M Sucrose) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit je 1 ml SFM bzw. hypertonem
Medium fiir 30 min unter Standardbedingungen inkubiert.

Die Zellen wurden danach mit je 1 ml SFM bzw. hypertonem Medium gewaschen und im Anschluss
entweder mit Alexa488-Transferrin-Losung (100 nM in 625 pl SFM bzw. hypertonem Medium;
Inkubationszeiten 32, 16, 8, 4, 2, 0 min) oder mit Alexa488-BSA-Lésung (0,1 mg / ml = 1,5 uM in
500 pl SFM bzw. hypertonem Medium, Inkubationszeiten 64, 32, 16, 8, 0 min) oder mit TMR-Dextran
(MW 70 kDa; 1 mg / ml = 14,3 uM in 700 pl SFM bzw. hypertonem Medium, Inkubationszeiten 90,
60, 30, 0 min) unter Standardbedingungen inkubiert (Alexa488-Tf, Alexa488-BSA und TMR-Dextran
von Invitrogen/ Life Technologies, Carlsbad, USA). Abweichend hierzu wurden fiir die Quantifzierung
der Aufnahme bei 4° C alle Schritte mit eisgekiihlten Losungen und auf Eis durchgefiihrt.

Im Anschluss wurde pro Well jeweils 1 ml PBS mit Ca** und Mg** (4° C) hinzugegeben und die Zellen
danach sechs Mal mit eiskaltem PBS mit Ca®* und Mg** gewaschen. Zellen, die mit Alexa488-
Transferrin inkubiert worden waren, wurden zwei Mal mit PBS mit Ca®* und Mg2+ (4° C), ein Mal fur
1 min mit saurer Waschlosung (0,2 M NacCl, 0,2 M Essigsdure) und wiederum zwei Mal mit eiskaltem
PBS mit Ca** und Mg”* gewaschen. Im folgenden wurden die Zellen fiir 5 min bei Raumtemperatur
trypsiniert (200 ul Trypsin-Losung pro Well) und danach 700 pl Vollmedium (4° C) zu jedem Well
hinzugegeben. Die abgelosten Zellen wurden in Eppendorf-GefaRe Uberfiihrt, ein Mal mit PBS mit
Ca’* und Mg** (4° C) gewaschen (110 g, 3 min, 4° C), in 200 pl PBS mit Ca** und Mg** (4° C)
suspendiert und zur Messung in FACS-Messrohrchen (Falcon 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) Gberfihrt.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm; Alexa488-Transferrin, Alexa488-BSA) bzw. im FI-2 Kanal (564-606 nm, TMR-
Dextran) wobei das geometrische Mittel (GM) der Fluoreszenz von 15 000 Zellen bestimmt wurde.
Die Hintergrundfluoreszenz, hervorgerufen durch die Autofluoreszenz der Zellen und durch
extrazelluldr bindende fluoreszenz-markierte Proteine, wurde durch die 0 min-Probe bestimmt und
deren GM-Wert von allen korrespondierenden Proben abgezogen. Jeder Versuch wurde insgesamt
drei Mal an unterschiedlichen Tagen wiederholt.

5.4.2 Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose durch Kalium-Mangel

Puffer ohne K*
140 mMol/I NaCl, 20 mMol/I HEPES, 1 mMol/I CaCl,, 1 mMol/l MgCl,, 1 mg/ml d-Glucose
eingestellt auf pH7,4

Kontrollpuffer
Puffer ohne K*, versetzt mit 10mM KCl
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Hypotonischer Puffer

Puffer ohne K, 1:2 mit Aqua bidest verdiinnt

Die Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose durch Kalium-Mangel wurde in Anlehnung an die
Methode von Vercauteren et al. durchgefiihrt [175]. Abweichend wurde nach dem hypotonischen
Schock fiir 30 min statt fiir 15 min mit Puffer ohne K" bzw. mit Kontrollpuffer inkubiert.

Am Tag vor dem Versuch wurden die adharenten A240286S in einer Zelldichte von 1,8x10° Zellen mit
je 2 ml Medium in 12well-Platten ausgesat. Nach Ablauf von 24 h wurden die Zellen zwei Mal mit je
1ml Puffer ohne K bzw. Kontrollpuffer gewaschen. Daraufhin wurde fir 5 min mit 1 ml
hypotonischem Puffer inkubiert, wobei die Kontrollen wdhrenddessen je 1 ml Kontrollpuffer
erhielten. Im Anschluss wurden die Zellen fir weitere 30 min mit je 1 ml Puffer ohne K* bzw.
Kontrollpuffer unter Standardbedingungen inkubiert.

Die Zellen wurden dann erneut mit je 1ml Puffer ohne K* bzw. Kontrollpuffer gewaschen, jeweils
500 pl Alexa488-Transferrin-Lésung (100 nM in Puffer ohne K" bzw. Kontrollpuffer) fiir 0, 2, 4, 8, 16
bzw. 32 min hinzugegeben und fiir diese Zeit unter Standarbedingungen inkubiert.

Im Anschluss wurde jeweils 1 ml PBS mit Ca®* und Mg** (4° C) hinzugegeben und die Zellen danach
zwei Mal mit PBS mit Ca®" und Mg2+ (4° C), ein Mal 1 min mit saurer Waschlosung (0,2 M NaCl, 0,2 M
Essigsaure (4° C) und wiederum drei Mal mit eiskaltem PBS mit Ca®* und Mg>* gewaschen. Die Zellen
wurden fir 5 min bei Raumtemperatur trypsiniert (200 pl Trypsin-Losung pro Well) und danach
500 pl Vollmedium (4° C) zu jedem Well hinzugegeben. Die abgelésten Zellen wurden in Eppendorf-
GefiRe uberfihrt, ein Mal mit PBS mit Ca** und Mg2+(4° C) gewaschen (110 g, 3 min, 4° C), in 200 pl
PBS mit Ca** und Mg (4° C) suspendiert und zur Messung in FACS-Messrohrchen (Falcon 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) tiberfihrt.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm), wobei das geometrische Mittel (GM) der Fluoreszenz von 15 000 Zellen
bestimmt wurde. Der Versuch wurde zwei Mal an unterschiedlichen Tagen wiederholt.

5.4.3 Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose mit Chlorpromazin

Die Hemmung der Clathrin-abhédngigen Endozytose durch Chlorpromazin erfolgte in Anlehnung an
die Methode von Marina-Garcia et al. [176]. Die Inkubation mit Chlorpromazin erfolgte Gber zwei
verschiedene Zeitspannen (30 min und 2 h) sowie mit finf verschiedenen Konzentrationen (0, 2, 5, 8,
10 uM). Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin nach 16 min und 32 min wurde flr beide
Chlorpromazin-Vorinkubationszeiten und alle Konzentrationen bestimmt. Zellen, die weder mit
Chlorpromazin noch mit Alexa488-Transferrin behandelt wurden, dienten fir die jeweilige
Zeitspanne als Kontrolle zur Messung der Autofluoreszenz. Der GM-Wert der so gemessenen
Autofluoreszenz wurde von den Werten aller korrespondierenden Proben abgezogen und fir die so
korrigierten Werte das Verhaltnis zu den nicht mit Chlorpromazin-behandelten Kontrollen bestimmt.

Am Tag vor dem Versuch wurden die adhdrenten A240286S Zellen in einer Dichte von 3,5 x 10° Zellen
mit je 4 ml Medium in 6well-Platten ausgesat. Nach Ablauf von 24 h wurden die Zellen zwei Mal mit
je 1 ml PBS mit Ca®* und Mg®* (37° C) und ein Mal mit jeweils 1 ml Chlorpromazin-Medium (0, 2, 5, 8
bzw. 10 uM in SFM) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit je 2 ml der jeweiligen
Chlorpromazin-Medium fiir 30 min oder fir 2 h unter Standardbedingungen inkubiert.
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Die Zellen wurden dann mit je 1 ml Chlorpromazin-Medium gewaschen, jeweils 700 ul Alexa-
Transferrin Loésung (100 nM in dem jeweiligen mit Chlorpromazin-versetztem Medium) fiir 16 min
oder 32 min hinzugegeben und unter Standardbedingungen inkubiert.

Im Anschluss wurde jeweils 1 ml PBS mit Ca** und Mg”* (4° C) hinzugegeben und die Zellen danach
zwei Mal mit PBS mit Ca** und Mg** (4° C), ein Mal fiir je 1 min mit saurer Waschlésung (0,2 M Nacl,
0,2 M Essigsaure; 4° C) und wiederum zwei Mal mit eiskaltem PBS mit Ca** und Mg”* gewaschen. Die
Zellen wurden fir 5 min bei Raumtemperatur trypsiniert (300 pl Trypsin-Losung pro Well) und
danach 700 pl Vollmedium (4° C) zu jedem Well hinzugegeben. Die abgel6sten Zellen wurden dann in
Eppendorf-GefiRe berfiihrt, ein Mal mit PBS mit Ca®* und Mg”* (4° C) gewaschen (110 g, 3 min,
4° C), in 200 ul PBS mit Ca** und Mg”** (4° C) suspendiert und zur Messung in FACS-Messréhrchen
(Falcon 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) Giberflhrt.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm) wobei das geometrische Mittel (GM) der Fluoreszenz von 15 000 Zellen
bestimmt wurde. Jeder Versuch wurde insgesamt drei Mal an unterschiedlichen Tagen wiederholt.

5.4.4 Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose durch siRNA gegen Clathrin-heavy-
Chain (CHC)

Die Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose durch den siRNA-vermittelten Knock-Down von
Clathrin Heavy Chain (CHC) erfolgte in Anlehnung an die Methode von Al Soraj et al. [11]. Die
Transfektion erfolgte mit dem Oligofectamin Transfection Agent (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, USA), einem Lipid-basierten Reagenz zur Transfektion mit Oligonucleotiden. Fiir die
verwendeten siRNA-Sequenzen vergleiche Tabelle 5.3. Zur Kontrolle der angewendeten Methode
dienten Hela Zellen, bei denen diese Methode der transienten Transfektion bereits erfolgreich
angewendet wurde [177-179].

siRNA Sequenz Referenz
CHC UAAUCCAAUUCGAAGACCAAUCTAT | [1]
Lamin- A/C CUGGACUUCCAGAAGAACACTAT [3]

GFP GGCUACGUCCAGGAGCGCAdTdT [11]
TABELLE 5.3

SIRNA SEQUENZEN

Am Tag vor dem Versuch wurden A240286S- bzw. Hela-Zellen in 12well-Platten ausgesat (3x10*
Zellen / well in 1 ml Vollmedium) und unter Standardbedingungen bis zu einer Konfluenz von
mindestenst 50 % kultiviert.

Nach Ablauf von 24 h wurden die benétigte Menge Oligofectamin und Opti-mem | Medium (2 ul
Oligofectamine mit 8 ul Opti-Mem | Medium pro Well (beides Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
USA)) vermischt und bei Raumtemperatur fir 5-10 min inkubiert. Parallel wurden pro Well 0,5 ul
siRNA Stammlosung (50 pM) mit 89,5 ul Opti-Mem | Medium verdinnt. Beide Losungen
(Oligofectamine und Oligonucleotid-Vediinnung) wurden anschlieRend gemischt und fiir 15-20 min
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bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen in den 12well-Platten ein Mal mit
400 pl Opti-Mem | gewaschen und danach zu jedem Well zunachst 400 pl Opti-Mem | und schlieRlich
100 pl der fertigen Transfektions-Losung hinzugegeben. Die so behandelten Zellen wurden fiir 4 h
unter Standarbedingungen inkubiert und danach jeweils 250 pl Opti-Mem | mit 30 % FCS zu jedem
Well hinzupipettiert. Die Zellen wurden daraufhin fiir weitere 48h unter Standardbedingungen
kultiviert.

5.4.4.1 Quantifizierung der Endozytose von Alexa488-Transferrin und Alexa488-BSA

48 h nach der Transfektion wurden die adharenten Zellen (Hela bzw. A240286S) zwei Mal mit PBS
(RT) gewaschen und fir 30 min in serumfreien Medium unter Standardbedingungen inkubiert. Im
Anschluss wurde erneut zwei Mal mit PBS gewaschen und dann jeweils 500 pl Alexa488-Transferrin
Losung (100 nM in SFM) fiir 32, 16, 8 und 0 min (A240286S) bzw. fir 32, 16, 8, 4, 2 und 0 min (Hela)
oder 300 pl Alexa488-BSA-Losung (0,1 mg/ml = 1,5 uM) fir 60, 20 und 0 min zugegeben und
wahrend dieser Zeit weiterhin unter Standardbedingungen inkubiert. Fir die Untersuchung der
Aufnahme von Alexa488-BSA bei 4° C wurde verfahren wie hier beschrieben, mit dem Unterschied,
dass alle Schritte mit eisgekihlten Losungen und auf Eis durchgefiihrt wurden.

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Platten sofort auf Eis gestellt und zwei Mal mit eiskaltem
PBS, ein Mal fiir 1 min mit saurer Waschlésung (0,2 M NaCl, 0,2 M Essigsdure) und wiederum drei
Mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur trypsiniert
(200 ul Trypsin-Lésung pro Well) und danach 600 pl Vollmedium (4° C) zu jedem Well hinzugegeben.
Die abgel6sten Zellen wurden dann in Eppendorf-Gefalle lberfiihrt, zwei Mal mit eiskaltem PBS
gewaschen (110 g, 3 min, 4° C), in 200 ul eiskaltem PBS suspendiert und zur Messung in FACS-
Messrohrchen (Falcon 5ml Polystyrene Round-Bottom Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
Gberfihrt.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm), wobei das geometrische Mittel der Fluoreszenz von 10 000 Zellen bestimmt
wurde. Die Hintergrundfluoreszenz, hervorgerufen durch die Autofluoreszenz der Zellen und durch
extrazelluldr bindende fluoreszenz-markierte Proteine, wurde durch die 0 min-Probe bestimmt und
deren GM-Wert von allen korrespondierenden Proben abgezogen. Jeder Versuch wurde insgesamt
drei Mal an unterschiedlichen Tagen wiederholt, mit Ausnahme der Aufnahme von Alexa488-BSA bei
4° C, die nur ein Mal durchgefiihrt wurde.

5.4.5 Uberpriifung der transienten Transfektion mit Western-Blotting

5.4.5.1 Herstellung der Zelllysate und Probenvorbereitung

Lysepuffer ++
50 mM Tris (freie Base); 150 mM NacCl; 1 % Triton-X 100 in Aqua bidest

eingestellt auf pH 8
versetzt mit 1 Tablette Mini Protease Inhibitor/ 10 ml

Hela- und A240286S Zellen wurden wie unter 5.4.4 beschrieben ausgesat und transfiziert. Nach
Ablauf von 48 h wurden die Zellen nach folgender Methode lysiert:
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Die 12well-Platten wurden auf Eis gestellt und die Zellen drei Mal mit PBS (4° C) gewaschen. Im
Anschluss wurden 200 pl Lysepuffer++ (4° C) zu dem ersten Well hinzugegeben und fir 5 min bei
4° C unter standiger Bewegung inkubiert. Die entstandene Losung wurde dann vollstandig in das
nachste Well gegeben und diese Zellen wiederum fiir 5 min unter kreisenden Bewegungen lysiert.
Insgesamt wurden so die Zellen von jeweils 4 Wells in den 200 ul Lysepuffer++ lysiert. Das fertige
Lysat wurde in Eppendorf-GefaRe tberfihrt, fir 10 min bei 13000 g und 4° C zentrifugiert und der
Uberstand in ein frisches Eppendorf-GefiR tibertragen. Nach einer Proteinbestimmung mit dem BCA-
Assay (siehe 5.2.6) wurden die Lysate bis zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert.

Fir die Analyse mit SDS-PAGE wurden fiir jede Probe 50 pg Protein mit Aqua bidest auf 60 ul
verdliinnt. Nach der Zugabe von 16,5 ul des 4x Probenpuffers und 2M DTT (Endkonzentration
100mM) wurde bei 95° C fir 5-10 min erhitzt.

5.4.5.2 SDS-PAGE und Blotting

Die SDS-PAGE und das Western Blotting erfolgte wie unter 5.2.7 und 5.2.8 beschrieben mit einem
4 %igen Sammelgel und einem 10 %igen Trenngel. Von jeder Probe wurden je 50 pg Protein auf das
Gel aufgetragen und die Elektrophorese erfolgte fiir 90 min bei 110 V. Der Proteintransfer erfolgte
bei 4° C und 100 V fiir 2 h. Im Anschluss wurden die Nitrozellulose-Membranen waagerecht zwischen
50 und 80 kDa in zwei Teile zerteilt.

5.4.5.3 Inkubation mit Antikérpern und deren Nachweis mit verstarkter Chemilumineszenz

Vor der Inkubation mit den primaren Antikérpern wurden die Membranen fiir 1 h oder Gber Nacht in
Blocking Solution (5 % Milchpulver in PBS) behandelt. Die eine Halfte der Membranen
(Molekulargewichte >80 kDa) wurde fiir 1 h mit anti-Clathrin Heavy Chain Antikérper (1:500 in 5 %
Milchpulver / PBS), der andere Teil (Molekulargewichte < 80 kDa) wurde fir 1 h mit anti-aTubulin
(1:1000 in 5 % Milchpulver / PBS) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (je 5 min) wurden
beide Membranhilften fiir 1 h mit HRP-konjugiertem goat anti-Mouse Antikorper (1:1000 in 5 %
Milchpulver / PBS) inkubiert. Uberschiissiger Sekundarantikérper wurde durch dreimaliges Waschen
mit PBS entfernt.

Der Nachweis des HRP-konjugierten Sekundarantikérpers erfolgte direkt im Anschluss mit frisch
hergestellter Chemilumineszenz-Entwicklerlosung Supersignal West Dura (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA).

5.5 Methoden zur Identifzierung von HSA-bindenden Molekiilen auf der
Zellmembran von lebenden Zellen

Zur ldentifizierung und Isolation von HSA-bindenden Molekile aus der Zellmembran von lebenden
Zellen wurde ein HSA-Konjugat synthetisiert, das sowohl einen photoaktivierbaren Crosslinker
(SDAD) als auch ein Biotin-Tag fiir die spezifische Aufreinigung der HSA-Bindungspartner-Konjugate
nach der Lyse enthielt. Parallel wurde zur Funktionskontrolle des Protokolls ein vergleichbares
Transferrin-Konjugat synthetisiert. Die Synthesen gliederten sich in zwei Schritte, wobei zunachst
jeweils ein Biotin-Protein Konjugat hergestellt und die Biotinylierung Gberprift wurde, und in einem
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nachsten Schritt der UV-aktivierbare Crosslinker SDAD an die Molekiile konjugiert wurde. Der
Vollstandigkeit halber wird hier zusatzlich die Synthese der SBED (Sulfo-Biotin-Label Transfer
Reagent)-Konjugate aufgefiihrt, wobei mit dem so hergestellten SBED-HSA und SBED-Transferrin
keine weiteren Versuche durchgeflihrt wurden, da das Biotin-Tag hier wenige Tage nach der
Synthese nicht mehr nachweisbar war. Die Biotinylierung und Reinheit von Biotin-HSA-SDAD und
Biotin-Tf-SDAD wurde durch Nachweis mit Streptavidin-HRP im Western Blotting (berprift. Die
extrazellulare Bindung der Konjugate an A549 Zellen wurde durch Streptavidin-FITC im FACS
nachgewiesen, ebenso das UV-induzierte Crosslinking. Da endogene biotin-haltige Enzyme den
Nachweis der biotinylierten Konjugate storten, wurde bei der Zelllyse ein zusatzlicher Schritt zur
Entfernung der Mitochondrien, der Hauptlokalisation der endogenen biotinhaltigen Carboxylasen in
der Zellen, eingefiihrt. Die Ausbeute an HSA-bzw. Transferrin-Bindungspartner-Konjugaten und die
Spaltbarkeit durch die im SDAD-Crosslinker enthaltene SS-Briicke mit DTT erfolgte durch Detektion
der biotinhaltigen Banden in den Lysaten mit Streptavidin-HRP im Western Blotting. Die Bindung der
Ausgangskonjugate an Streptavidin-Agarose wurde Uberprift. In einem abschlieRenden Versuch
wurden im Anschluss an die Inkubation der Zellen mit den Konjugaten, dem UV-induzierten
Crosslinking, der Lyse der Zellen, der Aufreinigung durch Streptavidin-Agarose und der Abspaltung
der Bindungspartner durch DTT die so hergestellten Eluate Uber SDS-Page aufgetrennt und die
enthaltenen Proteine mit MS-kompatibler Silberfarbung sichtbar gemacht. Ein parallel hergestelltes
SDS-PAGE Gel wurde nach Western Blotting auf Nitrocellulose mit anti-CD71 und
korrespondierendem Sekundarkantikorper behandelt, um den Transferrinrezeptor im Eluat
nachzuweisen.

5.5.1 Synthese von Biotin-Tf und Biotin-HSA

5.5.1.1 Synthese

Biotinylierung
Synthesel6sung
0,1 N NaHCO; 100 ml

Acetronitril 25 ml

Humanes Serumalbumin EZ-Link NHS-LC-Biotin Biotin-HSA

+ —
]
Waschldsung

0,9 % NaCl v v
10 % 1 N NaHCOs3

10 % EtOH

ABBILDUNG 5-1

Die Synthese der biotinylierten Proteine erfolgte nach der vom Hersteller des verwendeten EZ-Link
NHS-LC-Biotins (Thermo Fischer Scientific, Rockland, USA) empfohlenen Methode:

EZ-Link NHS-LC-Biotin (50 mg= 110 uMol) wurde vor der Verwendung auf Raumtemperatur erwarmt.
Jeweils 380 mg humanes Serumalbumin (HSA= 5,7 pMol) bzw. 205 mg holo-Transferrin (Tf=
2,6 uMol) wurden eingewogen und in Synthesepuffer gelost (HSA: 9,5 ml = 40 mg/ml; Tf: 5 ml =
40 mg/ml). EZ-Link NHS-LC Biotin wurde in 2 ml wasserfreiem DMF gelost und sofort zu den
Proteinlésungen hinzugegeben (HSA: 1350 pl; Tf: 640 pl). Dies entspricht einem 13,5 fachen
Uberschuss an NHS-LC-Biotin. Die Reaktion erfolgte fiir 30 min bei Raumtemperatur unter standigem
Rahren.
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Im Anschluss wurden die Proteine in Vivaspin Concentrators (15 ml, 10.000 MWCO PES) Sartorius,
Gottingen) Gberfihrt und finf Mal mit Waschpuffer gewaschen (30-90 min, 3010 g, 4° C). Daraufhin
wurde je ein Mal mit 0,9 %iger NaCl-Loésung gewaschen und die fertigen Proteine in 9 ml (Biotin-HSA)
bzw. in 5 ml (Biotin-Tf) 0,9 %iger NaCl aufgenommen. Die fertigen Losungen wurden sterilfiltriert
(0,2 um Filtereinheit) und bis zur weiteren Verwendung unter Lichtausschluss bei 4° C gelagert.

5.5.1.2 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Assay wie unter 5.2.6 beschrieben.
5.5.1.3 Bestimmung des Biotin-Gehalts mit dem HABA/Avidin-Assay

Die Biotinylierung der beiden Proben wurde mit Hilfe des HABA/Avidin-Assay berechnet, welcher die
spektrophotometrische Bestimmung des Biotin-Gehalts einer Probe ermdglicht. In der Losung ist der
Farbstoff HABA (2(4-Hydroxyphenolazo)benzoesaure) an Avidin gebunden und wird nach Zugabe von
Biotin aus der Bindungsstelle verdrangt. Dies fiihrt zu einer Verringerung der Absorption bei 500 nm
(mit bekanntem Extinktionskoeffizienten), da freies HABA im Gegensatz zu dem HABA/Avidin-
Komplex hauptsachlich bei 348 nm absorbiert. [180, 181] Die Bestimmung des Biotin-Gehalts erfolgte
wie vom Hersteller (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) beschrieben, abweichend hierzu wurde die
Messung in 96well-Platten nach folgender Methode durchgefiihrt:

Das HABA/Avidin-Reagenz wurde in 10 ml Aqua bidest gel6st. Die Biotinbestimmung erfolgte gegen
einen Standard aus in 0,9 %iger NaCl geléstem D-Biotin (Invitrogen, Carlsbad, USA) mit
Konzentrationen zwischen 0 und 0,2 mM. Jeweils 20 ul Probe wurden zu 180 ul geléstem HABA-
Avidin-Reagenz gegeben, suspendiert, und die Absorption bei 500 nm nach 1 min gemessen. Fir
jedes Protein wurden die Absorption von vier verschiedenen Konzentrationen bestimmt und der
Mittelwert von zwei separaten Messungen berechnet. Der Biotin-Gehalt wurde jeweils anhand einer
Biotin-Eichkurve bestimmt.

5.5.2 Synthese von Biotin-Tf-SDAD und Biotin-HSA-SDAD

Die Synthese erfolgte wie vom Hersteller (Thermo Fisher Scientific, Rockland, USA) empfohlen nach
folgender Methode:

NHS-SS-Diazirine (SDAD) (50 mg=

128 uMol) wurde vor der Synthese von SDAD an Biotin-HSA

Verwendung auf Raumtemperatur

erwarmt. Die nachfolgende Synthese NHS-S5-Diazirine (SDAD) o
wurde unter Lichtausschluss Biatin-HSA

durchgefihrt. + —

5,7 uMol Biotin-HSA bzw. 2,4 uMol

Biotin-Tf wurden von ihren 4 %igen v
Stammldsungen (siehe 5.5.1) U

ausgehend mit sterilem PBS auf 18
ml (Biotin-HSA; ca 320 pM =
21 mg/ml) bwz. 9 ml (Biotin-Tf; ca
270 pM = 22 mg/ml) verdinnt. SDAD wurde in 3,2 ml wasserfreiem DMSO gel6st (= 40 mM

ABBILDUNG 5-2
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Stammlosung) und sofort zu den Proteinlésungen hinzugegeben (Biotin-HSA = 2 ml; Biotin-Tf = 1 ml).
Dies entspricht einer Endkonzentration von circa 4 mM SDAD in der Reaktionsldsung und einem
14,5fachen Uberschuss im Vergleich zum Protein. Die Kopplungs-Reaktion erfolgte fiir 30 min unter
standigem Rihren.

Im Anschluss wurde (iberschiissiges Reagenz durch Zugabe von 1 M Tris-HCl (pH 8,8) und 5minitigem
Rihren inaktiviert (Endkonzentration Tris-HCI in der Losung 100 mM). Zur Aufreinigung wurden die
Proteinlésungen in Vivaspin 15 ml Concentrators (MWCO 10.000 PES, Sartorius, Gottingen)
Ubertragen und jeweils vier Mal mit Waschpuffer (siehe 5.5.1) gewaschen (30 min, 4500 rpm, 18° C).
Die Konjugate wurden daraufhin je ein Mal mit sterilem PBS gewaschen und schliefRlich in 9 ml
(SDAD-Biotin-HSA) bzw. 5 ml (SDAD-Biotin-Tf) aufgenommen. Die Lésungen wurden sterilfiltriert
(0,2 um Filtereinheit), aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung unter Lichtausschluss bei 4° C
gelagert.

5.5.3 Synthese von SBED-HSA und SBED-Tf

Die Synthese erfolgte wie vom Hersteller (Thermo Fisher Scientific, Rockland, USA) empfohlen nach
folgender Methode:

Jeweils 200 mg humanes Serumalbumin (= 3 pMol) bzw. 120 mg holo-Transferrin (= 1,5 puMol)
wurden eingewogen und in PBS gel6ést (HSA: 20 ml = 10 mg/ml; Tf: 12 ml = 10 mg/ml). Die
nachfolgende Synthese wurde bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss durchgefiihrt.

Sulfo-SBED Biotin Label Transfer Reagent (10 mg = 11,3 pMol) wurde vor der Verwendung auf
Raumtemperatur erwarmt, in 200 pl wasserfreiem DMF geldst und sofort zu den Proteinlésungen
hinzugegeben (HSA: 130 pl; Tf: 66 pl). Dies entspricht einem 2,5fachen Uberschuss an Sulfo-SBED.
Die Kopplungs-Reaktion erfolgte fiir 30 min unter standigem Rihren.

Im Anschluss wurden die Protein-Losungen in Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel-10k (Millipore,
Merck, Darmstadt) Uberfihrt und vier Mal mit Waschpuffer (siehe 5.5.1) gewaschen (30 min,
4500 rpm, 18° C). Daraufhin wurde je ein Mal mit PBS gewaschen und die fertigen Konjugate in 4 ml
(SBED-HSA) bzw. 2 ml (SBED-Tf) PBS aufgenommen (HSA: 50 mg/ml = 5 %ige Losung; Tf: 60
mg/ml=6 %ige Losung). Die Losungen wurden sterilfiltriert (0,2 um Filtereinheit) und aliquotiert. Bis
zur Verwendung wurden die fertigen Konjugate unter Lichtausschluss bei 4° C gelagert.

5.5.4 Uberpriifung der Biotinylierung und UV-Stabilitdt von SDAD-Biotin-Tf und SDAD-
Biotin-HSA

Zur Uberpriifung der Biotinylierung und der UV-Stabilitit der Konjugate wurden je 30 pl SDAD-HSA-
Biotin Stammlésung bzw. 60 pl SDAD-Tf-Biotin Stammlosung (entspricht ungefahr 3 pg (SDAD-HSA-
Biotin) bzw. 3,66 pg (SDAD-Tf-Biotin) und je circa 0,05 uMol) zu 370 pl (SDAD-HSA-Biotin) bzw. 340 ul
(SDAD-Tf-Biotin) SFM (RPMI1640) in die Locher einer 12well-Platte gegeben und fir 10 min auf Eis
mit UV-Licht (366 nm) belichtet. Die Losungen wurden dann in drei Stufen insgesamt 1:2000 mit SC-
Puffer (siehe 5.5.6) verdiinnt und je 10 pl mit 4 pl 4x Probenpuffer und 0,8 pl 2 M DTT versetzt. Zur
Kontrolle wurden die gleichen Losungen unter Lichtausschluss und ohne UV-Belichtung angesetzt.

Die Proteinldsungen wurden Uber ein 4 % / 8 % SDS-Acrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe
5.2.7) und wie unter 5.2.8 beschrieben auf Nitrocellulose-Membranen (Whatman, GE Healthcare,
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Little Chalfont, UK) geblottet und die biotinhaltigen Banden mit Streptavidin-HRP (1:10.000 in 5 %
BSA/TBS-T; Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, USA) detektiert.

5.5.5 Methoden-Entwicklung im FACS

Die Inkubation der Zellen mit Biotin-HSA-SDAD und Biotin-Tf-SDAD erfolgte wie unter 5.4
beschrieben in Anlehnung an die Methode von Al Soraj et al. [163]. Das UV-induzierte Crosslinking
erfolgte nach der Empfehlung des Herstellers (Thermo Fisher Scientific, Rockland, USA) bei 366 nm,
zur Reduktion der intrazellularen Aufnahme wurden die Zellen bei 4° C fiir 20 min belichtet. Die
Detektion der membrangebundenen Konjugate erfolgte mit Streptavidin-FITC (Biozol Diagnostica,
Eching) nach dem Abldsen der Zellen mit EDTA (siehe 5.2.4) in Suspension, in Anlehnung an die
Methode von Schmutz et al. [182].

5.5.5.1 Detektion membrangebundener Konjugate mit Streptavidin-FITC

Am Tag vor dem Versuch wurden die adhirenten A549 Zellen in einer Zelldichte von 4-5x10° Zellen
mit je 4 ml Medium in 6well-Platten ausgesat. Nach Ablauf von 24 h wurden die Zellen zwei Mal mit
je 1 ml PBS mit Ca®* und Mg”* (4° C) gewaschen und daraufhin mit je 2 ml SFM (DMEM) 30 min auf
Eis inkubiert.

Die Zellen wurden danach mit je 1 ml PBS mit Ca®* und Mg”* (4° C) gewaschen, 700 pl SFM mit Biotin-
Tf-SDAD (0; 0,5; 1; 4,7; 10; 50 und 100 ul entspricht ungefahr 0; 0,35; 0,7; 3,3; 7; 35 und 70 uM) bzw.
mit Biotin-HSA-SDAD (0; 1; 10; 20; 50 und 100 pl entspricht ungefdhr 0; 0,9; 9,3; 18,6; 46,6 und
93,2 uM) im Dunkeln hinzugegeben, und 30 min auf Eis in Alufolie und unter langsamer Bewegung
inkubiert. Im Anschluss wurde jeweils 1 ml PBS mit Ca** und Mg?* (4° C) hinzugegeben und die Zellen
danach zwei Mal mit PBS mit Ca** und Mg** (4° C) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in 800 pl
PBS mit Ca** und Mg** (4° C) fiir 20 min auf Eis mit UV-Licht (365 nm) belichtet.

Im Anschluss wurde vier Mal mit 4° C kalter Waschldsung (Kontrollen: PBS mit Ca** und Mg”"; Biotin-
HSA-SDAD: 1 % BSA in PBS mit Ca’* und Mg”"; Biotin-Tf-SDAD: 1 % apo-Tf in PBS mit Ca** und Mg>*)
und zwei Mal mit PBS ohne Ca®* und Mg”* (4° C) gewaschen. Die Zellen wurden anschlieRend wie
unter 5.2.4 beschrieben mit EDTA abgel6st und in 500 pl SFM suspendiert. Streptavidin-FITC (1:250;
1 ug) wurde zu jeder Probe hinzugegeben, suspendiert und fiir 1 h auf Eis und im Dunkeln inkubiert.

Vor der Detektion im FACS wurde ungebundenes Streptavidin-FITC durch dreimaliges Waschen
(340 g, 4 min) mit je 1 ml PBS mit Ca®* und Mg** (4° C) entfernt, die Zellen in 200 ul PBS mit Ca** und
Mg>* aufgenommen und in FACS-Messrohrchen (Falcon 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) Gberfiihrt.

Die Messung erfolgte an einem BD FACScan Gerat (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) im FI-1
Kanal (515-545 nm), wobei das geometrische Mittel (GM) der Fluoreszenz von 15 000 lebenden
Zellen bestimmt wurde. Zellen, die nicht mit den Konjugaten, aber mit Streptavidin-FITC inkubiert
worden waren, dienten zur Bestimmung der Autofluoreszenz und unspezifischen Bindung von
Streptavidin-FITC an der Zelloberflaiche. Der so jeweils bestimmte Nullwert wurde von allen
korrespondierenden Proben abgezogen. Fiir jede Probe wurde der Mittelwert aus drei unabhangigen
Versuchen bestimmt.
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5.5.5.2 Uberpriifung des UV-abhiangigen Crosslinkings

Zur Uberpriifung des UV-abhingigen Crosslinkens wurden mit Biotin-HSA-SDAD (50 pl in 700 pl SFM
entspricht ungefdhr 46,6 uM) sowie mit Biotin-Tf-SDAD (1 pl bzw. 10 pl in 700 pl SFM entspricht
ungefdhr 0,7 bzw. 7 uM) inkubierte Zellen entweder 20 min mit UV-Licht (366 nm) behandelt oder
stattdessen direkt mit den Waschldsungen (siehe 5.5.5.1) gewaschen und abgeldst. Die weitere
Behandlung und die Messung der relativen Fluoreszenz erfolgte dann wie unter 5.5.5.1 beschrieben.
Wie oben dienten Zellen, die nicht mit den Konjugaten, aber mit Streptavidin-FITC inkubiert worden
waren, zur Bestimmung der Autofluoreszenz und unspezifischen Bindung von Streptavidin-FITC an
der Zelloberflache. Der
so jeweils fir UV- UV-abhingiges Crosslinken
belichtete und nicht-

belichtete Zellen
bestimmte Nullwert
SDAD-Biotin-HSA SDAD-Biotin-HSA

wurde von allen

. &UV%Gnm,
korrespondierenden 20min, Eis
Proben abgezogen. Von

den so korrigierten RFU- ]\ /[ ]\ /[

Werten wurde jeweils Jezepter Rezeptor
das Verhdltnis der nicht-
belichteten zu den UV-
behandelten Zellen | ABBILDUNG 5-3

Zellmembran Zellmembran

berechnet.
5.5.5.3 Uberpriifung der extrazelluldren Bindung der Konjugate

Zur Uberpriifung der extrazelluldren Lokalisation der UV-induziert kovalent gebundenen Konjugate
wurden mit Biotin-HSA-SDAD (0; 20; 50 und 100 ul in 700 ul SFM entspricht ungefahr 0; 18; 45 bzw.
90 uM) bzw. mit Biotin-Tf-SDAD (0; 1; 10 und 100 ul in 700 ul SFM entspricht ungefahr 0; 0,7; 6,9
bzw. 69 uM) inkubierte Zellen nicht mit EDTA, sondern mit Trypsin-Losung (siehe 5.4) abgel6st. Die
weitere Behandlung der Zellen war identisch zu 5.5.5.1.

5.5.6 Herstellung von Zelllysaten mit und ohne Entfernung der Mitochondrien

Die Herstellung der Zelllysate erfolgte in Anlehnung an das Subcellular Fractionation Protocol von
Abcam (Cambridge, UK) [183].

Subcellular Fractionation (SC) — Puffer
250 mM Sucrose, 20 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl, 2 mM EDTA
1x Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Grenzach-Wyhlen)

gegebenenfalls wurde der Puffer bis zur Verwendung in Aliquots bei -18° C gelagert.

PBS+Proteaseinhibitor
PBS ohne Ca’" und Mg**
versetzt mit Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Grenzach-Wyhlen)

Seite 58 Material und Methoden



Die adharenten A549 Zellen (jeweils 4 Wells einer 6Well-Platte pro Konjugat bzw. fir die Kontrolle)
wurden wie unter 5.5.5 beschrieben mit den Biotin-HSA-SDAD (50 ul = 46,6 uM in 700 pl SFM) bzw.
Biotin-Tf-SDAD (10 ul = 7 uM in 700 pl SFM) inkubiert und gewaschen. Als Kontrolle dienten Zellen,
die nur mit SFM inkubiert wurden.

Im Anschluss an den letzten Waschschritt mit PBS ohne Ca®* und Mg”* wurden die Zellen einmal mit
PBS+Proteaseinhibitor gespiilt und danach mit einem sterilen Cell-Scraper (Corning small Cell-
Scraper, Corning Inc., Corning, USA) vom Boden gel6st. Die Zellen von jeweils 4 Wells wurden so in
insgesamt 1000 pl PBS+Proteaseinhibitor (4° C) aufgenommen und in Eppendorf-GefdlRe Uberfihrt.
Die Zellen wurden zentrifugiert (340 g, 3 min, 4° C) und in jeweils 400 pl Sc-Puffer (4° C)
aufgenommen. Jede Probe wurden daraufhin zehn Mal durch eine Kaniile (27 G) gezogen und
danach fiir 20 min auf Eis inkubiert.

Jeweils die Halfte der 400 pl jeder Probe wurde dann zur Sedimentation der Mitochondrien und
Zellkerne bei 11.000g fiir 40 min und 4° C zentrifugiert. Die Uberstiande wurden in neue Eppendorff-
Gefdlle Uberfihrt, je 20 pl einer 10 %igen TritonX-100 Losung hinzugegeben und mehrmals
gevortext. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -18° C gelagert.

Zu den jeweils Ubrigen 200 ul der Proben wurden parallel je 10 ul einer 10 %igen TritonX-100 L6sung
hinzugegeben, die Proben gevortext, erneut zehn Mal durch eine 27G Kaniile gezogen und mit
weiteren 10 pl der Detergenz-Losung versetzt. Die Proben wurden danach ebenfalls fir 40 min bei
11.000 g und 4° C zentrifugiert. Die Uberstiande wurden in neue Eppendorff-GefiaRe iberfiihrt und
wie oben bis zur weiteren Verwendung bei -18° C gelagert.

Zur Visualisierung der endogenen Biotin-haltigen Enzyme wurden je 30 ul der Zelllysate in einer SDS-
PAGE (4 % / 8 %) aufgetrennt und mit Western Blotting (siehe 5.2.7 bzw. 5.2.8) analysiert. Die Proben
wurden daflir einmal auf einem reduzierenden (je 100 mM DTT) und einmal auf einem nicht-
reduzierenden Gel (keine Zugabe von DTT) aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit STR-HRP
(1:10.000).

Lyse und DTT-Spaltung

SDAD-Biotin-HSA

SDAD-Biotin-HSA SDAD-Biotin-HSA

Subcellular
Fractionation, 100mM DTT

R —

a4 4

Rezeptor Rezeptor

Rezeptor

Zellmembran
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5.5.7 Bindung der Biotin-Protein-SDAD Konjugate an Streptavidin-Agarose

Die Bindung der Biotin-Protein-SDAD Konjugate an Streptavidin erfolgte in Anlehnung an die
Protokolle von Thermo Fisher Scientific [184] bzw. Koraha et al. [185].

Binding Buffer
48,5 ml PBS ohne Ca®* und Mg** (steril), 1250 pl 10 % Triton X 100 (Endkonz. 0,25 %), 250 pl 10 % SDS

(Endkonz. 0,05 %), Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Grenzach-Wyhlen)
Die Losung wurde frisch hergestellt und sterilfiltriert.

Zur Uberpriifung des Protokolls zur Immunoprazipitation wurden verschiedene Verdiinnungen der
Biotin-HSA-SDAD - bzw. Biotin-Tf-SDAD - Konjugate zu konstanten Mengen Streptavidin-Agarose
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) gegeben und die vorhandene Menge an Biotin-Konjugaten in
Losung vorher und hinterher durch Western Blotting und die Detektion mit Streptavidin-HRP
Uberprift.

Von beiden Biotin-Protein-SDAD — Konjugaten wurden je zwei verschiedene Konzentrationen
getestet (alle Verdiinnungen der Stammlosung wurden mit Binding Buffer hergestellt). Im Fall des
Biotin-HSA-SDAD Konzentrationen von sowohl 5,25 pg/ml als auch 1,05 pg/ml gewahlt (entspricht ca
80 nM bzw. 16 nM), fiir Biotin-Tf-SDAD wurden 5,13 pg/ml und 1,03 pg/ml (entspricht ca 65 nM bzw.
13 nM) untersucht.

Die Streptavidin-Agarose (STR-Agarose) Beads wurden vor der Zugabe der Proteinlésungen je sechs
Mal mit PBS und danach zwei Mal mit Binding Buffer gewaschen. Im Anschluss wurden von den
jeweiligen Protein-Losungen je 400 pl (entspricht fir Biotin-HSA-SDAD ca 2,1 pg und 0,42 ug ;
entspricht flr Biotin-Tf-SDAD ca 2,05 pg und 0,41 pg) zu 100 pl STR-Agarose (entspricht ca 50 ug)
gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (610 g,
2 min) und der Uberstand in neue Eppendorf-GefiBe Uberfiihrt. Dieser Uberstand und die
urspriingliche Proteinldsung wurden miteinander anhand ihres Gehaltes an Biotin-Protein-SDAD —
Konjugat verglichen (siehe 5.2.7 und 5.2.8). Die héher konzentrierten Lésungen wurden vor dem
Auftragen auf die SDS-PAGE jeweils 1:4 verdiinnt, um eine identische Menge an Protein auf dem Gel
zu erreichen. Von jeder Probe wurden dann insgesamt 15 pl mit 5 pl 4x Probenpuffer gemischt und
vor der Gelelektrophorese fiir 5 min bei 45° C erhitzt. Die Detektion der Biotin-haltigen Konjugate
erfolgte dann mit STR-HRP wie unter 5.2.8 beschrieben.

5.5.8 Aufreinigung der Lysate durch Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose

Die Herstellung der Lysate erfolgte mit SC-Buffer, versetzt mit 0,5 % Triton-X 100 und 0,1 % SDS, wie
unter 5.5.6 beschrieben. Fir jede Probe (Biotin-HSA-SDAD, Biotin-Tf-SDAD, Kontrolle) wurde jeweils
eine Probe mit subzellularer Fraktionierung und eine Probe ohne subzellulare Fraktionierung
hergestellt. Bis zur Verwendung wurden die Lysate bei -18° C gelagert und vor der Zugabe zu den
STR-Agarose Beads 1:1 mit PBS ohne Ca*" und Mg?* (steril) verdiinnt.

Je 600 pl der 50 %igen STR-Agarose Suspension wurden in 4 Eppendorff-Gefalle vorgelegt, sechs Mal
mit je 600 ul PBS (RT) und danach zwei Mal mit je 600 ul Binding Buffer (siehe 5.5.7) gewaschen und
auf 6 Eppendorff-GefiaRe aufgeteilt. Der Uberstand wurde erneut abzentrifugiert (610 g, 1 min) und
danach jeweils 400 upl der Zelllysate zu je einem Aliquot STR-Agarose hinzugegeben. Die
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Immunoprazipitation erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur, wobei die Proben alle 10 bis 15 Minuten
suspendiert wurden.

Im Anschluss wurden

die Agarose-Beads Immunoprecipitation mit STR-Agarose
und DTT-Spaltung

zehn Mal mit je 1 ml

Binding BUffer Streptavidin
gewaschen und STR-Agarose

SCh|IeB|ICh Je 120 l,ll Streptavidin
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versetzt mit 50 mM

SDAD-Biotin-HSA
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DTT, hinzugegeben.

Die Spaltung der SDAD-Biotin-HsA

Thiol-Linker  erfolgte 50mM DTT,
30min, RT

fir 30 min bei ——

Raumtemperatur. Die J\ ; t
Rezeptor

Agarose-Beads Rezeptor

wurden daraufhin
sedimentiert (610 g, 4

ABBILDUNG 5-5

min) und die
Uberstinde in neue Eppendorff-GefiRe tberfiihrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben
bei -18° C gelagert.

5.5.9 Detektion des Transferrin Rezeptor 1 (CD71)

Die Herstellung der Zelllysate erfolgte wie unter 5.5.6 beschrieben. Die Aufreinigung durch
Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose und die Abspaltung der kovalent gebundenen
Zellmembranproteine mit DTT erfolgte wie unter 5.5.8 beschrieben. Je 30 ul der von der
Streptavidin-Agarose mit DTT abgespaltenen Proteinlésungen wurden mit 10 ul 4x Probenpuffer
versetzt und jeweils zur Halfte auf einem 8 %igen Acrylamid-Gel aufgetragen. Die weitere
Auftrennung mit SDS-PAGE Gelelektrophorese und das Western Blotting erfolgten wie unter 5.2.7
(SDS-PAGE Gelelektrophorese) und 5.2.8 (Western Blotting) beschrieben. Jeweils ein Gel wurde mit
MS-kompatibler Silberfarbung angefarbt (siehe 5.2.10), das andere Gel wurde zunachst mit Biotin-
konjugiertem anti-CD71 (1:4000) inkubiert und danach mit STR-HRP wie unter 5.2.8 beschrieben. In
einem zweiten Versuch wurden stattdessen anti-CD71 (1:1000) (Rabbit Monoclonal) und HRP-
konjugierter Goat anti-Rabbit Antikorper verwendet (vergleiche auch 5.1.3 Antikérper und
Streptavidin-Konjugate).
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Nachweis von hnRNP A2/B1 und Calreticulin auf der Zellmembran von
lebenden Zellen

T. Fritzsche identifizierte in seiner Doktorarbeit mehrere Albumin-bindende Proteine auf der
Zellmembran von drei verschiedenen Tumorzelllinien [5]. Er verwendete hierzu adhdrente MCF7 und
MV3 Zellen, die er mit einem UV-aktivierbaren und an HSA gekoppelten SASD-Crosslinker inkubierte,
mit UV-Licht den Linker kovalent an potentiell Albumin-bindende Proteine koppelte und diese nach
einer 2-Mercaptoethanol vermittelten Abspaltung des HSA durch ein im Crosslinker inkorporiertes
| per Autoradiographie sichtbar machte. Zusitzlich unterzog er durch einen Sucrose-
Dichtegradienten isolierte Plasmamembranen von CCRF-CEM, MCF7 und MV3 Zellen einer Albumin-
Affinitatschromatographie und identifizierte aus den Uber eine SDS-PAGE aufgetrennten Eluaten
Uber MALDI-TOF MS mehrere Albumin-bindende Proteine. Als Kontrollen dienten in diesem letzten
Versuch sowohl Zellen, die zur Uberpriifung der extrazelluldren Orientierung der ABPs vor der
Plasmamembranisolation mit Trypsin behandelt worden waren, als auch Zellen, die vor der
Plasmamembranisolation mit einem Zellhomogenat inkubiert worden waren um Artefaktbildung
durch tote Zellen auszuschlieBen.

Um in einem ersten Schritt die von T. Fritzsche identifizierten Proteine auf der Zellmembran von
lebenden Zellen nachzuweisen, wurden die beiden Proteine hnRNP A2/B1 und Calreticulin als
Zielstrukturen ausgewéhlt. Eine erhohte Expression von sowohl hnRNP A2/B1 als auch von
Calreticulin ist mit verschiedenen malignen Erkrankungen assoziiert [142, 144-146, 153], weswegen
ihre potentiell Albumin-bindende Funktion eine mdgliche Erklarung fir die Akkumulation von HSA-
Konjugaten in soliden Tumoren [50, 186, 187] liefern wiirde. Beide Proteine sind zudem auch mit
Autoimmunerkrankungen assoziiert, insbesondere der rheumatoiden Arthritis [139, 143, 152-154],
einer weiteren Indikation fiir die Therapie mit HSA-Konjugaten [55].

6.1.1 Markierung von CCRF-CEM Zellen mit anti-CRT und anti-hnRNP A2/B1

Alle Schritte wurden bei 4° C durchgefiihrt, um eine Internalisierung der Antikdrper zu vermeiden.
Die Inkubationen erfolgten in serumfreiem Medium, um eine Maskierung von Calreticulin und hnRNP
A2/B1 durch BSA aus dem fotalen Kélberserum zu verhindern. Die Inkubation erfolgte mit anti-
hnRNP A2/B1 und anti-CRT in einer Verdiinnung von jeweils 1:20. Als Negativ-Kontrollen dienten
Zellen, die nur mit Sekundar-Antikorper (Alexa488-konjugierte Ziege anti-Maus Antikorper) inkubiert
worden waren. Als Positiv-Kontrolle dienten Zellen, die mit anti-CD4, einem Antikdrper gegen das
Transmembran-Glycoprotein CD4 auf der Oberflache von T-Zellen [188], in der Verdiinnung 1:500
inkubiert worden waren. Alle verwendeten primaren Antikdrper waren vom Isotyp 1gG (CRT: 1gG2b;
hnRNP A2/B1: 1gG2a; CD4: IgG1k).

Die folgende Abbildung 6-1 A zeigt die durchschnittliche relative Fluoreszenz (relative fluorescence
units = RFU) von jeweils 15 000 lebenden Zellen, identifiziert durch eine fehlende Anfarbung mit dem
nur nekrotisierende Zellen anfarbenden Farbstoff Propidium lodid (PI). Die Abbildung B zeigt die RFU
flir alle Proben ausser den anti-CD4 behandelten Zellen.
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ABBILDUNG 6-1
MARKIERUNG VON CCRF-CEM ZELLEN MIT ANTI-CRT, ANTI-HNRNP A2/B1 UND ANTI-CD4

Die Zellen, die mit anti-hnRNP A2/B1 und auch diejenigen, die mit anti-CRT markiert worden waren,
zeigten nur einen minimalsten Anstieg der durchschnittlichen Fluoreszenz. Im Vergleich mit den anti-
CD4 inkubierten Proben ist dieser Anstieg vernachlassigbar. Demzufolge zeigte die von T. Fritzsche
verwendete Zelllinie CCRF-CEM keine durch Antikorper detektierbare Expression von hnRNP A2/B1
oder Calreticulin auf ihrer Zellmembran. Zumindestens fiir Calreticulin konnte die Erkldrung fir diese
Diskrepanz eine durch Apoptose induzierte Translokation auf die Zelloberflache sein. Obeid et al.
veroffentlichten 2007, dass eine Inkubation von Krebszellen mit Anthrazyklinen wie Doxorubicin und
Mitoxantron zu einer Translokation von Calreticulin auf die Zellmembran von apoptotischen Zellen
fihrt (siehe auch 3.5.2) [155]. Calreticulin zeigte sich bereits nach kurzen Inkubationszeiten und noch
vor Phosphatidylserin auf der Zelloberflaiche, und konnte hier durch Antikorper-Farbung im FACS
nachgewiesen werden.

6.1.2 Induktion der Apoptose durch Mitoxantron

CCRF-CEM Zellen wurden mit Mitoxantron inkubiert um zu Uberprifen, ob der von T. Fritzsche
erbrachte Nachweis von Calreticulin auf der Zellmembran durch apoptotische Zellen in der von ihm
verwendeten, sehr dichten Zellsuspension verursacht wurde. Die Zellen wurden hierzu mit 1 uM
Mitoxantron fir 2 h, 4 h und 8 h inkubiert, als Kontrollen dienten nicht mit Mitoxantron behandelte
Zellen. Der Anteil an apoptotischen Zellen wurde durch Anfarbung mit Annexin V FITC und einer
Gegenfarbung mit Propidium lodid (Pl) bestimmt. Annexin V bindet an Phosphatidylserin auf der
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Oberflache von apoptotischen Zellen. Nekrotische Zellen, die ihre Membranintegritdat bereits
verloren haben, kdnnen durch eine Farbung mit Pl identifiziert werden.

Die nachfolgende Abbildung 6-2 zeigt den prozentualen Anteil apoptotischer Zellen an der
Gesamtpopulation zu verschiedenen Zeitpunkten. Der Anteil an Zellen, die nur Pl-positiv, aber nicht
Annexin V FITC positiv gefarbt waren, lag bei allen Proben unter 1 %, weswegen diese Daten hier
nicht dargestellt werden.

100,00
90,00
80,00 +—
70,00 -+
60,00 -+
50,00 +—
40,00 -+
30,00 +——
20,00 +—
10,00 +—f

0,00

O0h
O2h
@ 4h
m8h

% der Gesamtpopulation

68 82 70 90

AnnexinV -/ Pl- AnnexinV +/ PI - AnnexinV + / Pl+

ABBILDUNG 6-2
APOPTOSE IN CCRF-CEM ZELLEN NACH INKUBATION MIT MITOXANTRON (1 uM)

Nach 8h waren durchschnittlich 25,9 % der Zellen Annexin V-FITC positiv und der Anteil an lebenden,
Annexin V FITC und Pl negativen, Zellen hatte sich auf 56 % reduziert.

Die durch Annexin V FITC angefarbte Population apoptotischer Zellen konnte auch in der Forward-
Scatter (FSC) vs Sideward-Scatter (SSC) Darstellung identifiziert werden, welche die Zellpopulation
abhangig von ihrer GroRRe (FSC) und Granularitat (SSC) zeigt. Die folgende Abbildung 6-3 zeigt die FSC
vs SSC Graphik und die durch Anfarbung mit AnnexinV-FITC bzw. Pl erzeugte Fluoreszenz fiir eine 8 h
mit 1 uM Mitoxantron inkubierte Probe.

Seite 64 Ergebnisse und Diskussion



cofcem 008 coHcemn. 008

104

T

1000

200
1

GO0
1

3 5
Eg_ T
B e e e e e 10! 02 10e 104
FSC-Height FL1-Height
Abbildung A = FSC / SSC Dotplot Abbildung B = Annexin V-FITC (FL1) / PI (FL3) Dotplot
Region Annexin V Pl % der Gesamtpopulation
R1 - - lebend 58,89
R2 + B apoptotisch | 22,92
R3 + + nekrotisch 9,29

ABBILDUNG 6-3
LOKALISATION DER APOPTOTISCHEN ZELLPOPULATION IM FSC/SSC DOTPLOT

Die hier tilrkis dargestellten Zellen der R2-Region wurden durch ihre positive Annexin V FITC-
Markierung als apoptotische Zellpopulation identifiziert, und waren auch durch ihre Lokalisation im
FSC-SSC Graphen von den lebenden Zellen in der Region R1 (rot) zu unterscheiden. Sie waren bei
Proben, die entweder garnicht oder nur 2 h bzw. 4 h mit Mitoxantron inkubiert wurden, nicht in der
FSC/SSC-Darstellung zu sehen.

Die nachfolgenden Bildern in der Abbildung 6-4 zeigen hierzu beispielhaft die FSC/SSC-Verteilung flir
2 h, 4 h und 8 h mit 1 uM Mitoxantron inkubierten Proben sowie von unbehandelten Zellen.
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ABBILDUNG 6-4
FSC/SSC DARSTELLUNG DER CCRF-CEM ZELLEN NACH DER INKUBATION MIT MITOXANTRON (1 pM)
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6.1.3 Markierung von CCRF-CEM Zellen mit anti-CRT nach Inkubation mit Mitoxantron

Obeid et al. konnten CRT bereits nach 1 h auf der Zelloberflache nachweisen, eine positive Annexin-
Farbung war in den von ihnen verwendeten Zellen erst nach 24 h fiir ca 20 % der Zellpopulation
moglich, wobei zu diesem Zeitpunkt auch ca. 40-50 % nekrotische Zellen, in ihrem Fall identifiziert
durch eine Anfarbung mit dem Farbstoff DAPI, vorhanden waren.

Aus diesem Grund wurden CCRF-CEM Zellen nach einer Vorinkubation mit 1 uM Mitoxantron nach
verschiedenen Zeitpunkten bis zu maximal 8 h, dem ersten Zeitpunkt, an dem eine apoptotische
Zellpopulation nachgewiesen werden konnte, mit anti-CRT als primdren und Alexa488-konjugiertem
Sekundarantikorper angefarbt. Die Markierung erfolgte parallel zum Nachweis der Apoptose mit
Annexin V-FITC und PI (Daten siehe oben). Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen sowie fir
jeden Zeitpunkt eine Probe, die nur mit Sekundarantikorper inkubiert worden war. Die dargestellten
Daten zeigen absolute Werte. Eine Korrektur, bei der die Autofluoreszenz der Zellen abgezogen
wurde, wurde nicht durchgefiihrt.
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ABBILDUNG 6-5
ANTI-CRT FARBUNG VON CCRF-CEM ZELLEN NACH INKUBATION MIT MITOXANTRON (1 uM)

Bei allen untersuchten Zeitpunkten ist gegeniber der Kontrolle nur eine minimal erhéhte anti-CRT
Bindung nachzuweisen. Insbesondere die Proben, die 8 h mit Mitoxantron inkubiert worden waren,
zeigen eine anti-CRT Markierung, die mit den Kontrollen vergleichbar ist. Die parallel zu der anti-CRT-
Markierung mit Annexin V- FITC und Pl behandelten Zellen zeigten zu diesem Zeitpunkt jedoch einen
ungefdhren Anteil von 26 % an eindeutig identifzierbaren apoptotischen Zellen (vergleiche Abbildung
6-2). Durch die in der FSC/SSC-Darstellung bestimmten Lokalisation der apoptotischen Zellpopulation
(vergleiche Abbildung 6-3 und Abbildung 6-4) war auch bei den mit Antikérpern inkubierten Proben
eine klare Gruppe apoptotischer Zellen zu erkennen, die aber keine intensivere anti-CRT Farbung
zeigten als die Ubrigen Proben.

Die nachfolgendeAbbildung 6-6 zeigt hierzu beispielhaft die graphische Auswertung einer 8 h mit
1 uM Mitoxantron inkubierten und im Anschluss mit anti-CRT eingefarbten Probe. In der Abbildung
6-6 A wird die FSC/SSC-Verteilung der Probe im Dotplot dargestellt. Zur Identifizierung von Zellen mit
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intakter Membranintegritdt wurden die Zellen mit Pl angefarbt und Abbildung 6-6 B zeigt die
Verteilung der Zellpopulation hinsichtlich der durch Annexin V-FITC und der durch PI
hervorgerufenen Fluoreszenz. Die prozentualen Anteile der einzelnen Subpopulationen (LL = CRT/PI;
LR = CRT'/PI; UL = CRT/PI; UR = CRT'/PI") werden in der zugehdrigen Tabelle aufgelistet. Abbildung
C zeigt zusatzlich die Verteilung der Fluoreszenzintensitdten im Fl-1 Kanal (515-545 nm, anti-CRT /
Alexad88-konjugierter Sekundarantikorper).
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ABBILDUNG 6-6
GRAPHISCHE DARSTELLUNG DER ANTI-CRT FARBUNG VON 8H MIT 1uM MITOXANTRON INKUBIERTEN CCRF-CEM ZELLEN

Deutlich zu erkennen ist die apoptotische Zellpopulation in der FSC/SSC-Darstellung (Abbildung A). In
der Abbildung B liegt der grofRte Anteil der Zellpopulation im anti-CRT und PI negativem Quadranten
(lower left = LL), insgesamt knapp 89 %. Nekrotische Zellen kénnen anhand ihrer defekten
Membranintegritat und der daraus resultierenden Anfarbung mit Pl identifiziert werden, sie befinden
sich in der Abbildung B im oberen linken Quadranten (upper left = UL). Ihr Anteil betrdgt ungefahr
6,7 %. Anti-CRT positive Zellen mit intakter Membranintegritdt befinden sich im unteren rechten
Quadranten (lower right = LR), wobei ihr Anteil hier bei 0,15 % liegt. Im oberen rechten Quadranten
(upper right = UR) liegen die restlichen 4,27 % an Zellen, die sowohl anti-CRT positiv als auch PI
positiv fluoreszierten. Abbildung C zeigt die Fluoreszenz-Verteilung der Probe, die aus der anti-CRT
Farbung resultiert.
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Deutlich zeigt sich die Haufung im Bereich RFU 1-10, wobei ein schwaches Signal auch auf der
restlichen x-Achse zu erkennen ist. Die Quadranten-Auswertung zeigt jedoch, dass insgesamt nur
4,42 % der Zellen anti-CRT positiv farbten, wobei hiervon nur 0,15 % nicht Pl positiv waren. Zellen,
deren Membranintegritat verloren gegangen ist, konnen unspezifisch Sekundarantikérper
akkumulieren und somit positiv im Fl1-Kanal erscheinen. Die restlichen 0,15 % der anti-CRT positiven
Zellen sind im Hinblick auf die nachweisbare Apoptose von durchschnittlich 26 % einer
Zellpopulation, die unter gleichen Bedingungen inkubiert worden war, vernachlassigbar.

Obwohl Mitoxantron folglich eindeutig eine Apoptose in CCRF-CEM Zellen induzierte, zeigte auch die
apoptotische Zellpopulation der CCRF-CEM kein durch Antikoérper-Farbung nachweisbares CRT auf
der Zellmembran.

6.1.4 Markierung von A549 Zellen mit anti-CRT

Die durch Obeid et al. erzeugte Translokation von CRT auf die Zellmembran konnte von diesen auch
in A549 Zellen, eine humane NSCLC-Zelllinie, nach der Inkubation mit Anthracyclinen nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund wurde die Antikdrper-Farbung mit anti-CRT sowie, als Kontrolle, mit anti-
hnRNP A2/B1 fir diese Zelllinie wiederholt. Die adhirenten Zellen wurden zunichst fur 4 h mit 5 pM
Mitoxantron inkubiert, als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen. Im Anschluss wurden sie anstelle
des Ublicherweise verwendeten Trypsins mit EDTA abgelost, um einen Abbau von
zellmembranstandigem CRT durch das Enzym zu vermeiden. Die Inkubation mit den Antikdrpern
erfolgte in Suspension und bei 4° C wie in den Methoden beschrieben. Die nachfolgende Abbildung
6-7 zeigt die durchschnittliche Fluoreszenz von jeweils 15000 lebenden Zellen.
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ABBILDUNG 6-7
MARKIERUNG VON A549 ZELLEN MIT ANTI-HNRNP A2/B1 UND ANTI-CRT NACH INKUBATION MIT MITOXANTRON

Wie erwartet war die durchschnittliche Fluoreszenz der unbehandelten Zellen, der nur mit
Sekundarantikorper inkubierten Zellen sowie der mit anti-hnRNP A2/B1 behandelte Zellen
vergleichbar und gering. Mit anti-CRT behandelte Zellen zeigten eine eindeutig erhohte
durchschnittliche Fluoreszenz, allerdings mit einer hohen Varianz in den drei Versuchen. Zudem
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konnten die Zellen auch mit anti-CRT markiert werden, wenn sie zuvor nicht mit Mitoxantron
inkubiert worden waren. Fiir alle Proben war die Fluoreszenz des Alexa488-konjugierten
Sekundarantikorpers geringer, wenn die Zellen vorher mit Mitoxantron inkubiert worden waren.
Dieses ,,Quenching” der Fluoreszenz durch Mitoxantron ist wahrscheinlich bedingt durch eine
Absorption von Mitoxantron bei der Emissionswellenlange von 520 nm des Alexa488-konjugierten
Sekundarantikorpers. Das Absorptionsmaximum von Mitoxantron liegt zwar bei 610 nm
(Emissionsmaximum bei 690 nm), aber eine geringe Anregung findet auch bei 520 nm statt [189]. Ein
dhnlicher Effekt wird in den Untersuchungen der Aufnahme von Substanzen, die mit einem 488
nm/520 nm- Fluorophor konjugiert sind, ausgenutzt. Trypan Blau dient hier dazu, die Fluoreszenz von
extrazelluldr bindender Substanz zu l6schen, da es bei 520 nm absorbiert. Ubrig bleibt nur die
Fluoreszenz der intrazellular aufgenommenen Substanz [190, 191].

Die mit anti-CRT inkubierten Proben zeigten jeweils einen deutlichen Anstieg in ihrer
durchschnittlichen Fluoreszenz im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, den Zellen, die nur
mit Sekundarantikorper inkubiert worden waren und den mit anti-hnRNP A2/B1 markierten Zellen.
Dieser Effekt kann nicht durch eine unspezifische Akkumulation von Antikdrpern in Zellen mit
zerstorter Membranintegritat hervorgerufen worden sein, da weder Proben, die nur mit sekundarem
Antikorper inkubiert worden waren, noch Proben, die mit anti-hnRNP A2/B1 als primaren Antikrper
in 5fach hoherer Konzentration inkubiert worden waren, diesen Effekt zeigten. Zudem wurden bei
diesen Versuchen nur Zellen, die nicht mit Pl angefarbt werden konnten, in der Auswertung
bericksichtigt. Die positive Farbung mit anti-CRT Antikorper war zwar jeweils eindeutig, das Ausmal
war jedoch sehr unterschiedlich und zudem unabhangig von einer Inkubation mit Mitoxantron. Eine
Erklarung hierflr kénnte in dem experimentellen Ablauf liegen, dem die adhdrenten A549 Zellen
ausgesetzt wurden. Die Abl6sung mit EDTA erforderte ein unterstiitzendes Abschaben mit einem Cell
Scraper, zudem wurden die Zellen UGber einen langeren Zeitraum in Suspension gehalten, um eine
Antikorper-Farbung zu ermoglichen. Diese Behandlung fiihrte wahrscheinlich zu einer Apoptose der
Zellen unabhangig von der Vorinkubation mit Mitoxantron, weswegen sich bei allen Proben bereits
Calreticulin auf der Zelloberflache zeigte. Auch wenn eine geringere Varianz wiinschenswert ware,
zeigen die Ergebnisse jedoch, dass die anti-CRT Farbung prinzipiell funktioniert und im FACS
quantifizierbar ist.

6.1.5 Zusammfassende Diskussion zur Detektion von CRT und hnRNP A2/B1

Im Gegensatz zu den von T. Fritzsche publizierten Daten war es nicht moglich, die Anwesenheit von
Calreticulin oder von hnRNP A2/B1 auf der Oberflache von CCRF-CEM Zellen nachzuweisen. Auch die
Hypothese, dass der Nachweis von Calreticulin in den von T. Fritzsche isolierten
Zellmembranpraparationen aufgrund eines Anteils an apoptotischen Zellen gelang, lies sich nicht
bestdtigen. Die von ihm verwendeten CCRF-CEM Zellen zeigten trotz Mitoxantron-induzierter
Apoptose keine positive CRT-Farbung im FACS. Die zur Kontrolle der verwendeten Methode
untersuchten A549 Zellen hingegen konnten erfolgreich mit anti-CRT und dem korrespondierenden
Sekundarantikorper markiert werden. Diese Markierung war zwar unabhangig von einer Inkubation
mit Mitoxantron und zudem mit einer hohen Varianz behaftet, beweist aber dennoch, dass eine
Anfarbung von auf der Zellmembran lokalisierten CRT mit dem verwendeten anti-CRT Antikérper im
FACS funktioniert. Die Mitoxantron-unabhangige Farbung erklart sich hier wahrscheinlich aus der
verwendeten experimentellen Methode, die eine Inkubation der adharenten Zellen in Suspension
Uber einen ldngeren Zeitraum erforderte. Hinsichtlich der Auswahl des anti-CRT Antikorpers sei auch
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erwdhnt, dass ein Antikérper desselben von mir verwendeten Zellklons (FMC75) mit dem Fluorophor
Dylight 488 konjugiert auch fir Flow Cytometry angeboten wird (Calreticulin Monoclonal Antibody
(FMC 75) DylLight 488 Conjugate, Stressgen, Ann Arbor, USA). Die vom Hersteller empfohlene
Verdinnung (1:20) entspricht der in meinen Versuchen verwendeten.

Anders als flir anti-CRT war es nicht moglich, eine positive Farbung der verwendeten Zellen mit anti-
hnRNP A2/B1 in einem der Versuche zu erreichen. Der verwendete Antikérper ist laut
Herstellerangaben in der Immunoprazipitation von Zelllysaten und der Immunofluoreszenz mit
fixierten Zellen erprobt, eine Farbung von lebenden Zellen mit intakter Membran ist nicht publiziert,
da es sich bei hnRNP A2/B1 um ein intrazelluldres, insbesondere im Nukleus lokalisiertes, Protein
handelt. Im Anbetracht der Tatsache, dass es jedoch auch fiir Calreticulin, einem Protein mit
nachgewiesener Lokalisation auf der Zellmembran von apoptotischen Zellen, nicht moglich war, die
Ergebnisse von T. Fritzsche et al. zu verifizieren, ist der fehlende Nachweis von hnRNP A2/B1 meiner
Ansicht nach jedoch kein methodischer Fehler sondern die Abbildung der Realitdt. Zur Begriindung
dieser These mochte ich im folgenden nochmals genauer auf die von T. Fritzsche verwendeten
Methoden eingehen (vergleiche auch 3.5.3 Die Arbeit von T. Fritzsche et al.).

T. Fritzsche isolierte Zellmembranen aus CCRF-CEM Zellen und reinigte diese durch einen Sucrose-
Dichtegradienten auf. Nach einer anschliefenden Albumin-Affinitatschromatographie wurden die
Eluate Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt, mit kolloidalem Coomassie angefarbt, einzelne Banden
ausgeschnitten und im MALDI-TOF MS analysiert. Alternativ wurden die solubilisierten Fraktionen
des Sucrose-Dichtegradienten direkt (ber eine SDS-PAGE aufgetrennt und Albumin-bindende
Proteine Uber eine Inkubation mit HSA und einer nachfolgenden Antikorper-Kaskade detektiert.
Zusatzlich wurde hier die Kontamination mit nukledren Membranen durch anti-Nucleopor Antikérper
Gberprift.

Diskussionswiirdig an der Arbeit von T. Fritzsche ist die Tatsache, dass er die Aufreinigung seiner
isolierten Membranen als eine Methode zur absoluten Trennung der unterschiedlichen in der Zelle
vorhandenen Organellen bzw. Membranen betrachtet. So Uberpriift er zwar die Anwesenheit von
nucledren Proteinen, wobei hier erwdhnt werden muss, dass die Zellkerne relativ gut durch eine
initiale Zentrifugation von den restlichen zelluldaren Bestandteilen abgetrennt werden kénnen, aber
er Uberprift nicht die Anwesenheit weiterer intrazellulirer Membranen wie zum Beispiel des
endoplasmatischen Reticulums (ER), welches die Hauptlokalisation von Calreticulin in der Zelle
darstellt [152]. Zudem ist meiner Ansicht nach auch sein Beweis, dass keine nucledren Proteine in
seinen Fraktionen vorhanden sind, fragwirdig. In einzelnen Fraktionen seiner Auftrennung tber den
Sucrose-Dichtegradienten konnten sie lber eine Verstarkung des Signals durch weitere Antikérper im
Rahmen der Albumin-Anti-Aloumin Kaskade sichtbar gemacht werden. Die durch den
Dichtegradienten erzielte Auftrennung bewirkt zwar eine Anreicherung bestimmter intrazellularer
Bestandteile in einzelnen Fraktionen, aber es handelt sich hierbei eben nicht um eine absolute, zu
100 % effektive Trennung. Ein Nachweis von Nucleopor-Proteinen in einigen, von ihm
zugegebenermallen nicht fir die Identifikation von Albumin-bindenden Proteinen verwendeten,
Fraktionen schlieft demzufolge eine minimale Kontamination der fiir die Identifizierung von
Albumin-bindenden Proteinen verwendeten Fraktionen nicht aus. Dies ist insbesondere hinsichtlich
der hauptsachlich nucledren Lokalisation von hnRNP A2/B1 interessant.

Auffallend ist zudem, dass T. Fritzsche in seiner Dissertation eine frihere Methode erwédhnt, in der
die Auftrennung (iber einen Dichtegradienten und die Ausfallung des glatten ER lber MgCl, fehlt.
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Nach Charakterisierung der so isolierten Proteine iber MALDI-TOF MS wurden eine ganze Anzahl
Proteine aus dem ER und aus Mitochondrien identifiziert, unter anderem die ATP Synthase subunit
alpha, die Untereinheit einer in der inneren Membran der Mitochondrien lokalisierte ATPase, welche
von T. Fritzsche selbst als Anzeichen einer Kontamination mit mitochondrialen Proteinen angesehen
wurde. Durch die Fraktionierung mit dem Sucrose-Dichtegradienten postulierte T. Fritzsche eine
,Anreicherung” der Plasmamembranen in den Fraktionen A und B. Selbst wenn man dieser
Argumentation folgt, schlielSt dies wie bereits erwahnt eine Kontamination mit anderen Membranen,
insbesondere des ER, nicht aus. So wird in der von T. Fritzsche verfassten Publikation auch nicht
erwahnt, dass auch nach der Modifizierung der Methode noch die , ATP Synthase subunit beta chain
mitochondrial precursor” als Albumin-bindendes Protein durch MALDI-TOF MS identifiziert wurde,
der Vorlaufer einer anderen Untereinheit der gleichen mitochondrialen ATPase. Hier sei angemerkt,
dass die /B Untereinheiten der ATP Synthase zuerst 1999 tatsichlich auf der Zelloberflache von
Endothelzellen gefunden wurden [192], die a-Untereinheit zudem auch auf der Zelloberflache von
humanen T-Zellen [193]. Allerdings identifizierte T. Fritzsche explizit den ,, mitochondrial precursor”
der B-Untereinheit, also den mitochondriellen Vorldufer. Meiner Ansicht nach ist dies ein klarer
Hinweis auf eine trotz modifizierter Methode bestehende Kontamination der ,aufgereinigten
Zellmembranen” mit intrazelluldren Membranen.

Neben dieser experimentell bedingten Kontamination der aufgereinigten Plasmamembranen mit
intrazellularen Membranen, setzte T. Fritzsche aufgrund hoher Verluste in der Ausbeute seine
zunachste  verwendete  CNBr-Sepharose Vorsdule nicht mehr vor der Albumin-
Affinitatschromatographie ein. Vor der Elution der , Albumin-bindenden Proteine” wurde die HSA-
Sepharose zudem nur drei Mal gewaschen. Bei der Verwendung von Streptavidin-Beads (siehe 5.5.8
Aufreinigung der Lysate durch Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose) habe ich durch eigene
Erfahrung feststellen miissen, dass ich auch nach doppelt so haufigem Waschen noch hauptsachlich
unspezifische Banden der Lysate auf der SDS-PAGE anfarben konnte. Beides zusammen spricht dafir,
dass sowohl eine unspezifische Bindung an die HSA-Sepharose als auch eine ungeniligende Reinigung
als weitere Ursache fir eine Isolation von hnRNP A2/B1 und Calreticulin aus den Zellmembranen
nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Diese methodischen Probleme sind deswegen von Bedeutung, weil die so extrahierten Proteine tber
eine sehr sensitive Analysenmethode, MALDI-TOF MS, identifiziert wurden. Auch kleine
Kontaminationen bekommen so in der nachfolgenden Auswertung ein groRes Gewicht. hnRNP A2/B1
ist eines der am héaufigsten in der Zelle vorkommenden Proteine [138] und zudem konnte meiner
Ansicht nach Restbestinde von nucledren Bestandteilen in den verwendeten Fraktionen nicht
nachweislich eliminiert werden. Zwar wurde von Zhou et al. 1996 eine ,membrangebundene”
Lokalisation fir hnRNP A2/B1 in Gewebeschnitten von NSCLC Proben gezeigt [160], nachfolgend ist
dies jedoch nie wieder publiziert worden und auch eine intensive Literaturrecherche lieferte keine
weiteren Ergebnisse oder Methoden zu diesem Thema. Calreticulin hingegen ist zwar mittlerweile
auf der Plasmamembran von apoptotischen Tumorzellen identifiziert worden [155], dieser Nachweis
war jedoch fir die von T. Fritzsche verwendeten CCRF-CEM Zellen nicht moglich. Im Anbetracht der
moglichen Verunreinigung mit ER-Membranen ist meiner Ansicht nach auch die Identifikation von
Calreticulin in den von ihm verwendeten Fraktionen ein experimentelles Artefakt. Hinsichtlich der
Aufnahme von Albumin-Konjugaten in humane Tumorzelllinien ware aber auch die Lokalisation von
Calreticulin auf der Zellmembran von bereits apoptotischen Zellen nicht fiir die Entwicklung von HSA-
basierten Therapeutika relevant, selbst wenn Calreticulin hier als Albumin-bindendes Protein agieren
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wiirde. Der letzte Teil der hier vorgelegten Arbeit beschaftigt sich mit der Etablierung einer Methode
zur Identifizierung von Albumin-bindenden Proteinen auf der Oberflache von lebenden Zellen, die die
oben beschriebene Aufreinigung durch den Dichtegradienten und die mit hohen Verlusten behaftete
Albumin-Affinitatschromatographie umgeht.
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6.2 Untersuchung der Clathrin-abhangiger Endozytose von HSA

Die Akkumulation von HSA in dem Gewebe von soliden Tumoren wurde bereits mehrfach
nachgewiesen [104, 187, 194-196]. Gleiches gilt fir die Akkumulation in chronisch entziindlichen
Geweben, wie sie zum Beispiel fiir die rheumatoiden Arthritis charakteristisch sind [55, 197]. Auch in
der Zellkultur konnte die intrazellulare Aufnahme von Albumin-Konjugaten sowohl in humane
Tumorzellen [198, 199] als auch in synoviale Fibroblasten, die aus Rheuma-Patienten isoliert wurden
[200], nachgewiesen werden. Der eigentliche Mechanismus dieser intrazellularen Aufnahme wurde
jedoch bisher nicht weiter untersucht. Die Clathrin-abhangige Endozytose ist eine der am besten
untersuchten Mechanismen der Rezeptor-vermittelten zellularen Aufnahme. Um eine Versuchsreihe
fir die Untersuchung des Endozytose-Mechanismus von HSA in humane Tumorezellen zu etablieren,
wurde daher in einem ersten Schritt die Untersuchung der Clathrin-abhdngigen Endozytose
ausgewahlt. Die CME wird durch Monodansylcadaverin, Phenylarsinoxid, Chlorpromazin, hypertone
Sucrose, Kaliummangel, cytosolische Ansduerung und RNAi Interferenz gegen CME-spezifische
Proteine gehemmt [21]. In meiner Arbeit habe ich die Inhibition der CME durch hypertone Sucrose,
Kaliummangel, Chlorpromazin und siRNA gegen Clathrin Heavy Chain (CHC) in A240286S Zellen
untersucht und, wo moglich, den resultierenden Effekt auf die Internalisierung von Albumin
quantifiziert. In den Versuchen zur Hemmung der CME mit siRNA gegen CHC wurden zusatzlich Hela-
Zellen, fur die die verwendete Transfektions-Methode bereits etabliert war [163], als Kontrolle der
Transfektionseffektivitat in den A240286S Zellen eingesetzt.

6.2.1 Generelle Anmerkungen zu den Experimenten

Da Transferrin nach seiner Bindung an den Transferrinrezeptor spezifisch Gber CME in die Zelle
aufgenommen wird [201], diente Alexa488-Transferrin (Alexad488-Tf) in allen Versuche als
Kontrollsubstanz, um das erreichte Ausmal} der CME-Inhibition zu Giberprifen. Transferrin wird sehr
schnell internalisiert und nach der pH-bedingten Ablosung der gebundenen Eisenionen in den Early
Endosomes auch sehr schnell wieder zur Zelloberflache recycelt [201]. Die Transferrin-Aufnahme
wurde demzufolge jeweils bis zu einem Zeitpunkt von maximal 32 min untersucht. Durch die
spezifische Bindung an den Transferrinrezeptor und die schnelle Internalisierung ist es bei der
Untersuchung der Aufnahme nétig, an der Membran adsorbiertes Transferrin sofort nach
Beendigung der Inkubationszeit durch eine saure Waschlésung zu entfernen [172]. Im Gegensatz zu
Transferrin wird Albumin sehr viel langsamer aufgenommen und die Inkubationszeit wurde
deswegen in einigen Versuchen bis auf maximal 64 min ausgedehnt. Langere Inkubationszeiten sind
wegen der nicht-quantifzierbaren Effekte von Recycling, Abbau und unspezifischer Fluid-Phase
Endozytose der verwendeten Probe fiir eine Untersuchung des Aufnahmemechanismus nicht
geeignet [20]. Im Falle der Inhibition der CME durch hypertones Medium wurde zusatzlich der
Einfluss auf die Internalisierung von Tetramethylrhodamin-Dextran (TMR-Dextran) untersucht.
Dextran ist ein Molekil, dass als Marker fiir eine unspezifische Aufnahme, zum Beispiel Gber Fluid-
Phase Endozytose, verwendet wird [20]. TMR-Dextran diente hier folglich zur Quantifizierung der
durch das hypertone Medium induzierten Effekte auf CME-unabhingige Aufnahmemechanismen.

Die Quantifizierung der aufgenommenen Proben erfolgte jeweils anhand der intrazellularen
Fluoreszenz im FACS. Neben der Aufnahme bei 37° C wurden die Versuche parallel bei 4° C
durchgefiihrt, eine Temperatur, bei der keine energiehabhingigen Vorgadnge in der Zelle stattfinden
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[20], um unspezifische Effekte wie Adsorption der Probe an die Zellmembran und Diffusion von
freiem, als potentielle Verunreinigung in den Proben vorhandenem, Fluorophor in die Zelle zu
Uberptfen. In allen Versuchen wurde zudem die Hintergrundfluoreszenz der Zellen, hervorgerufen
durch Autofluoreszenz und eventuell noch extrazellular gebundene Probe, durch eine Inkubation bei
,0 min“, also einer sich direkt nach der Zugabe anschlieRenden Entfernung der Inkubationslésung,
bestimmt und von den Messwerten aller korrespondierenden Proben abgezogen.

Aminofluorescein- oder FITC-markiertes Albumin ist nicht flir eine Quantifizierung der Aufnahme
geeignet, da beide Fluoreszenzfarbstoffe eine pH-abhangige Fluoreszenz aufweisen [202, 203]. Die
Aufnahme in zunehmend saure Organellen wie den Early oder Late Endosomes und auch den
Lysosomen nach der initialen Internalisierung verandert die Fluoreszenz der Probe und verfdlscht so
das Messergebnis. Zunachst wurde ein selbst-synthetisiertes TRITC (= Tetramethylrhodamin-5-
isothiocyanat)- HSA fir Aufnahmestudien verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass eine
minimale Verunreinigung der Probe mit freiem Fluorophor zu einer Anreicherung desselben in der
Zelle flhrte. TRITC hat eine dhnliche chemische Struktur wie der zur Anfarbung von Mitochondrien
verwendete Farbstoff Rhodamin 123 [204]. Unkonjugierter Farbstoff diffundierte deshalb
unspezifisch in die Zelle und reicherte sich in Mitochondrien an, die gemessene durchschnittliche
Fluoreszenz konnte daher so nicht als MaR fir die Aufnahme von TRITC-HSA verwendet werden. Zur
Etablierung der Methoden wurde deshalb zundchst kommerziell erwerbliches Alexa488-BSA
(Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt) verwendet. Alexa488 ist ein pH-unabhangiges Fluorophor
mit geringem Ausbleichen und einer hohen Quantenausbeute, was insbesondere im Hinblick auf die
langsame Aufnahme von Albumin eine wichtige Eigenschaft darstellt. Die durschnittliche Beladung
des verwendeten Alexa488-BSA war laut Herstellerangaben 7 Molekiile Fluoreszenzfarbstoff pro
Proteinmolekiil.

Eine Behandlung der mit fluoreszenz-markiertem Albumin inkubierten Zellen mit saurer
Waschlosung, welche bei der Inkubation mit Alexa488-Transferrin verwendet wurde, um an der
Zellmembran gebundene Probe zu entfernen, fiihrte zu stark schwankenden Ergebnissen sowohl
zwischen den einzelnen Versuchen als auch innerhalb der Zellpopulation. Letzteres war anhand der
breiten Verteilung der im FACS bestimmten RFU deutlich zu erkennen. Anders als erwartet,
reduzierte sich die Fluoreszenz der Zellen nach der Behandlung mit saurer Waschldsung nicht,
sondern war im Vergleich zu den nicht mit Waschlésung behandelten Zellen erhéht. Da Albumin wie
alle Proteine an seinem isoelektrischen Punkt (pH 4,7) am wenigsten in Wasser |6slich ist [41],
vermute ich, dass eine Absenkung des pH-Wertes zu einer verstarkten Adsorption der Probe an der
Zellmembran flihrte, was die Fluoreszenz-Verstarkung und die unterschiedliche Intensitat innerhalb
der Zellpopulation erkldren wirde. Aus diesem Grund wurde die Behandlung mit saurer Waschlésung
flr mit Albumin-inkubierten Proben nur bei den Transfektions-Versuchen mit siRNA gegen Clathrin
Heavy Chain durchgefiihrt. Alle Zellen wurden jedoch von der Kulturschale mit Trypsin abgelost,
einer Protease, die per se extrazellulare (Membran)proteine spaltet, und die unspezifische Bindung
zudem Uber die Inkubationen bei 4° C liberprift.

6.2.2 Inhibition der CME durch hypertones Medium

Hypertones Medium inhibiert die Clathrin-abhangige Endozytose durch eine Zerstérung der Clathrin-
Netzwerke auf der Plasmamembran [205]. Angelehnt an die urspriingliche Methode von Heuser et al.
[174] wurden A240286S Zellen fur 30 min mit serumfreiem Medium, das 0,45 M Sucrose enthielt,
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vorinkubiert, bevor entweder Alexa488-Transferrin (100 nM), Alexa488-BSA (1,5 uM) oder TMR-
Dextran (14 uM) zugegeben wurde. Der durch die Sucrose hervorgerufene Effekt ist reversibel,
weswegen die Inkubation mit den verwendeten Proben ebenfalls in hypertonem Medium stattfinden
muss [206]. Zellen, die zur Quantifizierung der ungehemmten Aufnahme verwendet wurden, wurden
30 min mit serumfreiem Medium vorinkubiert. Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin, Alexa488-
BSA bzw. TMR-Dextran wurde anhand der im FACS gemessenen, durchschnittlichen Fluoreszenz
(RFU) von 15 000 lebenden Zellen verfolgt.

Die nachfolgende Abbildung 6-8 A zeigt die Aufnahme von Alexa488-Transferrin in A240286S Zellen
Uber 32 min. Parallel wird durch ein Balkendiagramm 6-9 B die Aufnahme von Alexa488-Transferrin
unter hypertonen Bedingungen als prozentualer Anteil der Aufnahme in serumfreiem Medium
dargestellt. Abbildung 6-8 C zeigt die Aufnahme von Alexa488-BSA in A240286S Zellen Gber 64 min.
Das Balkendiagramm in Abbildung 6-8 D stellt parallel dazu die Aufnahme von Alexa488-BSA unter
hypertonen Bedingungen als prozentualer Anteil der Aufnahme in serumfreiem Medium dar.

Dextran wird als Kontrollsubstanz fiir die Fluid-Phase Endozytose einer Zelle eingesetzt. Es wird nur
unspezifisch aufgenommen und wurde hier verwendet, um den Einfluss des hypertonen Mediums
auf andere Endozytose-Mechanismen als der CME zu iberpriifen. Die nachfolgende Abbildung 6-8 E
zeigt die Aufnahme von TMR-Dextran in A240286S Zellen Uber 90 min unter hypertonen
Bedingungen. Parallel wird durch das Balkendiagramm in Abbildung 6-8 F die Aufnahme von TMR-
Dextran in die mit hypertonem Medium vorbehandelten Zellen als prozentualer Anteil der Aufnahme
in die unbehandelten Kontrollen dargestellt.
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Aufnahme von Alexa488-Transferrin
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ABBILDUNG 6-8

SFM = serumfreies Medium; Kontrolle = SFM ohne Sucrose

AUFNAHME VON ALEXA488-TF, ALEXA488-BSA UND TMR-DEXTRAN IN A240286S ZELLEN UNTER HYPERTONEN BEDINGUNGEN

Seite 76

Ergebnisse und Diskussion



Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin ist ein energieabhadngiger Prozess, da A240286S-Zellen, die
bei 4° C inkubiert wurden, nur eine sehr geringe Aufnahme zeigten. Der zeitabhdngige Anstieg der
intrazelluldren Fluoreszenz (Abbildung 6-9 A) verlduft, wie erwartet, nicht linear. Der
charakteristische Kurvenverlauf einer Transferrin-Aufnahmestudie kommt durch die schnelle
Aufnahme und das zu spateren Zeitpunkten bereits stattfindende Recycling der fluoreszenz-
markierten Probe zustande [207]. Die relative Hemmung der Aufnahme unter hypertonen
Bedingungen (Abbildung 6-9 B) ist dementsprechend auch hoher fiir die kiirzeren Inkubationszeiten.
Nichtsdestotrotz wurde in den behandelten Zellen auch nach 32 min nur ca 44 % der in den
unbehandelten Zellen gemessenen Fluoreszenz nachgewiesen. Die Quantifizierung der Aufnahme
von Alexa488-Transferrin in A240386S Zellen im FACS war also erfolgreich und eine Hemmung der
CME-vermittelten Aufnahme von Alexa488-Transferrin in A240286S Zellen durch das hypertone
Medium konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden.

Vergleichbar mit der Aufnahme von Alexa488-Tf war auch die Aufnahme von Alexa488-BSA in
A240286S Zellen energieabhingig, wie die niedrigere Fluoreszenz der Zellen bei 4° C zeigen.
Insgesamt ist die aufgenommene Menge an Albumin-konjugiertem Fluorophor jedoch sehr viel
geringer als die von Alexa488-Transferrin. Die Messeinheit fiir die im FACS bestimmte Fluoreszenz
wird als ,,Relative Fluorescence Units” dargestellt, da die absolute Fluoreszenz abhangig ist von der
jeweils verwendeten Einstellung am Gerat, dem ,Fluorescence Gain“, also der Verstarkung des
urspriinglichen Signals. Aus diesem Grund wurden jeweils Kontrollzellen (,0 min Inkubation®) als
Mal fir die eingestellte Autofluoreszenz benutzt, da theoretisch auch das Signal der zelluldren
Autofluoreszenz der Zellen nahezu unendlich hoch verstarkt werden kann. Fir die Versuche mit
Alexa488-BSA wurde der Fluorescence Gain hoher eingestellt als fiir die Versuche mit Alexa488-
Transferrin. Die absoluten Messwerte sind deshalb nicht direkt vergleichbar, aber auch mit der héher
eingestellten Verstarkung war die gemessene relative Fluoreszenz sehr viel geringer in den
Versuchen zur Aufnahme von Alexa488-BSA als in den Versuchen zur Aufnahme von Alexa488-
Transferrin, obwohl eine 15fach hohere Konzentration an Alexa488-BSA (1,5 uM gegen 100 nM fir
Alexad488-Tf) eingesetzt und die Inkubationszeit auf 64 min verlangert wurde. Nichtsdestotrotz
konnte die Aufnahme von Alexa488-BSA durch hypertones Medium gehemmt und im FACS
quantifiziert werden. Das Balkendiagramm zur prozentualen Aufnahme von Alexa488-BSA in
behandelte Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigt jedoch klare Unterschiede zu dem
vergleichbaren Diagramm fiir die Alexa488-Transferrin Aufnahme. Die starkste Hemmung war nach
64 min zu beobachten, wahrend kirzere Inkubationszeiten eine weniger ausgepragte Inhibition
zeigten, sowie mit hoheren Schwankungen behaftet waren. Diese Unterschiede lassen sich zum Teil
durch das oben erwahnte Recycling von Transferrin erklaren, welches im Verlauf der 30 min zu einer
stetig ansteigenden prozentualen Aufnahme fiihrt. Fiir Alexa488-BSA ist dieser Recycling-Effekt nicht
zu beobachten. Die mit hypertoner Sucrose erreichte Hemmung der Alexa488-BSA Aufnahme lag
folglich konstant bei Giber 50 % und erreicht nach 64 min einen maximalen Wert von ca 85 %.

Das verwendete Tetramethylrhodamin-Dextran (TMR-Dextran) hat ein mit Albumin vergleichbares
Molekulargewicht (70 kDa) und wurde, um eine im FACS quantifizierbare Aufnahme zu erreichen, in
einer Konzentration von 1 mg/ml (14 uM) Gber 90 min eingesetzt. Die Abbildung E zeigt deutlich,
dass auch die Aufnahme von TMR-Dextran in A240286S Zellen durch hypertones Medium in
ausgepragtem Male gehemmt wird. Die eingesetzte Menge TMR-Dextran ist zwar im Vergleich zu
den anderen beiden Proben (Alexa488-Transferrin und Alexa488-BSA) relativ hoch, allerdings
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vergleichbar mit den von anderen Autoren eingesetzten Konzentrationen (0,75 mg/ml fir TMR-
Dextran 70 von Al Soraj et al. [163]). Da Dextran nicht iber einen spezifischen Rezeptor sondern nur
Uber Fluid-Phase Endozytose aufgenommen wird, ist trotz der eingesetzten Konzentration keine
Sattigung der Aufnahme zu befilirchten. Fir alle Zeitpunkte betragt die Aufnahme von TMR-Dextran
nur ungefahr 30 % der unbehandelten Kontrollen. Anders als fiir Alexa488-Transferrin und Alexa488-
BSA bleibt das AusmalR der Hemmung Uber die gesamte Inkubationszeit relativ konstant. Dieser
Versuch zeigt, dass die hypertonen Bedingungen nicht nur die Clathrin-vermittelte Endozytose in
A240286S Zellen hemmt. Eine eindeutige Aussage Uber die CME-Abhadngigkeit der Alexa488-BSA
Endozytose in A240286S Zellen kann aufgrund der hier dargestellten Daten folglich nicht getroffen
werden.

Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin und von Alexa488-BSA in humane A240286S Zellen konnte
im FACS quantifiziert werden. Die Aufnahme war energieabhangig, wie die Vergleichsversuche bei
4° C zeigen, und hemmbar durch hypertone Bedingungen. Obwohl die Inhibition der Aufnahme durch
hypertone Sucrose als starker Hinweis auf einen Clathrin-vermittelten Mechanismus angesehen wird
[21], zeigte ein Kontrollversuch, dass in meinen Zellen auch die Aufnahme des Fluid-Phase Marker
TMR-Dextran in starkem Malle gehemmt wurde. Der durch das hypertone Medium hervorgerufene
Effekt war in den A240286S Zellen demzufolge nicht spezifisch fir die Clathrin-abhangige
Endozytose. Auch andere Autoren haben bereits die verminderte Aufnahme von Fluid-Phase
Markern nach einer Inkubation mit hypertoner Sucrose beschrieben [208, 209]. Zudem wurden
Effekte von hypertonem Medium auf das Aktin-Zytoskelett beschrieben [21], was wiederum fiir eine
unspezifische Beeinflussung verschiedener Aufnahmemechanismen verantwortlich sein kann (siehe
auch 3.3.1). Eine hypertone Umgebung kann zusatzlich zu einem Schrumpfen der Zellen und
kompensatorisch aktivierten Plasmamembran-lonentransportern und -Kandlen fiihren [210].
Konsistent mit diesen Ergebnissen zeigten auch meine Zellen eine verdnderte Lokalisation in der
FSC/SSC-Darstellung wéhrend der Messung im FACS. Forward-Scatter und Sideward-Scatter dienen
zur Abbildung von GréRe und Granularitat der untersuchten Zellen, wobei mit hypertonem Medium
inkubierte Zellen durchschnittlich eine geringere Grofle aufwiesen und eine breitere Verteilung
hinsichtlich ihrer Granularitat zeigten.

Eine eindeutige Aussage Uber die Beteilung der CME an der Aufnahme von Alexa488-BSA in
A240286S Zellen kann anhand der hier vorliegenden Ergebnisse folglich nicht getroffen werden.

6.2.3 Inhibition der CME durch Kaliummangel

Kaliummangel inhibiert die CME wahrscheinlich durch eine verminderte Ausbildung von Clathrin-
Netzwerken an der Plasmamembran [211]. Die urspriingliche Methode stammt von Larkin et al.
[212], bei der Zellen fir 5 min einem hypotonen Schock in 1:2 verdinntem, kaliumfreiem Medium
ausgesetzt und im Anschluss in kaliumfreiem Puffer inkubiert werden. Angelehnt an die hinsichtlich
der Pufferzusammensetzung modifizierten Methode von Hansen et al. [205] wurden A240286S
Zellen fiir 5 min mit hypotonem Puffer und danach fiir 30 min mit kaliumfreiem Puffer inkubiert. Die
Kontrollen wurden parallel mit Kontrollpuffer (kaliumfreier Puffer versetzt mit 10 mM KCI)
behandelt. Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin (100 nM in kaliumfreiem Puffer bzw.
Kontrollpuffer) wurde wie oben nach verschiedenen Zeitpunkten (0-32 min) im FACS quantifiziert.
Die ,0 min“-Proben diente auch hier zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz und die fir sie
bestimmten RFU wurden von allen korrespondieren Proben abgezogen.
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Die nachfolgene Abbildung 6-9 zeigt die Aufnahme von Alexa488-Transferrin in A240286S Zellen nach
der oben beschriebenen Vorbehandlung zur Reduktion des intrazellularen Kaliums.

600

400

=)

T

3

E /V

< 300

g

5 200

=

- 100

O T T T 1
0 10 20 30 40
Inkubationszeit (min)
—— Kaliumhaltiger Puffer —&— hypotoner Schock / kaliumfreier Puffer

ABBILDUNG 6-9

EINFLUSS DES INTRAZELLULAREN KALIUMGEHALTES AUF DIE AUFNAHME VON ALEXA488-TRANSFERRIN IN
A240286S ZELLEN

Die hier dargestellten Ergebnisse stellen das Mittel aus zwei Versuchen nach der oben
beschriebenen Methode dar. Die Daten zeigen keinen Unterschied zwischen der Aufnahme von
Alexad488-Transferrin in Kontrollzellen und Zellen mit reduziertem intrazellularem Kaliumgehalt. Eine
Untersuchung zu Aufnahme von Alexa488-BSA wurde demzufolge nicht durchgefiihrt.

Zur Reduzierung des intrazellularen Kaliumgehaltes existieren verschiedenste Methoden in der
Literatur. Abbildung 6-9 zeigt die Daten zur Alexad488-Transferrin Aufnahme, die nach einer leicht
modifizierten Methode von Hansen et al. [205] gewonnen wurden. Anstatt wie von den Autoren
beschrieben fiir 15 min, wurden die A240286S Zellen nach dem hypotonen Schock fiir 30 min in
kaliumfreiem Puffer inkubiert, da die urspriingliche Veroffentlichung von Larkin et al. zeigte, dass
diese verlangerte Inkubationszeit den Kaliumgehalt der Zellen noch mal um die Hélfte reduziert
[212]. Andere Methoden beinhalten zum Beispiel einen hypotonen Schock fiir 15 min und die direkt
anschliefRende Inkubation der Zellen mit den untersuchten Proben in kaliumfreiem Puffer [175] oder
eine Inkubation bei 4° C fir 60 min im Anschluss an einen 5minitigen hypotonen Schock [213].
Insgesamt habe ich verschiedenste Methoden ausprobiert, inklusive einem 15minitigen hypotonem
Schock, einer zweistlindigen Inkubation in kaliumfreiem Puffer, einer einstiindigen Inkubation in
kaliumfreiem Puffer bei 4° C, sowie einer Inkubation mit Alexa488-Transferrin in serumfreiem
Medium anstatt in kaliumfreiem/-haltigem Puffer. In keinem der Versuche konnte ich einen
Unterschied zwischen der Aufnahme in behandelte und unbehandelte A240286S Zellen feststellen.
Eine Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose von Alexa488-Transferrin in A240286S Zellen
war durch die verwendete Methode zur Reduktion des intrazelluldren Kaliumgehaltes folglich nicht
moglich. Inwieweit der intrazellulare Kaliumgehalt der Zelle nicht ausreichend abgesenkt werden
konnte oder aber die CME der verwendeten Zellen unempfindlich gegeniiber einem veranderten
Kaliumgehalt ist, wurde hier nicht weiter untersucht. Vercauteren et al. zeigten 2010, dass der
erfolgreiche Einsatz von Inhibitoren zur Untersuchung der CME abhangig ist von der verwendeten
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Zelllinie. Sie wiesen unter anderem auch nach, dass ein reduzierter Kaliumgehalt der Zellen nur in
zwei von finf Zelllinien die erwartete Hemmung der Transferrin-Aufnahme erzielte. In den anderen
untersuchten Zelllinien hatte die verwendete Technik entweder keinen messbaren Effekt oder
steigerte die Aufnahme von Alexa488-Transferrin sogar um ca 20 %. Insbesondere waren diese
Unterschiede auch zwischen zwei Linien der gleichen Tumorart zu beobachten, also keine
gewebspezfischen Effekte [175]. Dieser von Vercauteren beobachte zelltypspezifische Unterschied in
der Empfindlichkeit gegeniber Inhibitoren der CME konnte durch meine Daten bestatigt werden. Da
die CME in A240286S Zellen offensichtlich nicht durch eine Reduktion des intrazelluldren
Kaliumgehaltes beeinflusst werden konnte, wurde auch die Aufnahme von Alexa488-BSA nicht mit
dieser Technik untersucht.

6.2.4 Inhibition der CME durch Chlorpromazin

Chlorpromazin, eingesetzt in Konzentrationen zwischen 50-100 uM, hemmt die CME wahrscheinlich
durch einen Zusammenschluss von Clathrin und dem AP2-Adapterkomplex, wodurch die Molekiile
nicht mehr an der Zellmembran prasent sind [35]. Angelehnt an die Methode von Marina-Garcia et
al. [176] wurden A240286S Zellen fiir 30 min oder 2 h mit Chlorpromazin (0, 2, 5, 8, 10 uM)
vorinkubiert und im Anschluss die Aufnahme von Alexa488-Transferrin (100 nM) nach 16 min und
nach 32 min im FACS bestimmt. Hohere Konzentrationen an Chlorpromazin (20 uM bzw. 50 puM)
konnten nicht eingesetzt werden, da sie in Vorversuchen zu einer quantitativen Ablésung der Zellen
von den Zellkulturplatten fihrten. Die Aufnahme von Alexa488-Transferrin in unbehandelte Zellen
nach 16 min bzw. nach 32 min wurden als Kontrollwerte bestimmt und die Aufnahme in behandelte
Zellen (2, 5, 8, 10 uM Chlorpromazin) als prozentualer Anteil des jeweiligen Kontrollwertes

berechnet.

Die Balkendiagramme in Abbildung 6-10 zeigen die Aufnahme von Alexa488-Transferrin in A240286S
Zellen, die fur 30 min (Abbildung 6-10 A) oder fir 2 h (Abbildung 6-10 B) mit verschiedenen
Konzentrationen Chlorpromazin vorinkubiert wurden. Dargestellt wird der prozentualer Anteil der
Aufnahme von Alexa488-Transferrin in unbehandelte Zellen nach 16 min bzw. nach 32 min.
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ABBILDUNG 6-10
AUFNAHME VON ALEXA488-TRANSFERRIN (ALEXA488-TF) IN A240286S ZELLEN NACH 30 MIN (A) UND 2H (B) VORINKUBATION MIT
CHLORPROMAZIN
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Eine Inkubation der Zellen mit Chlorpromazin fiir 30 min zeigte keinen nachweisbaren Effekt auf die
Alexa488-Transferrin Aufnahme in A240286S Zellen. Eine Inkubation fir 2 h mit hoheren
Konzentrationen Chlorpromazin (8 und 10 uM) fiihrte zu einem geringen Effekt auf die Alexa488-
Transferrin Aufnahme. Relativ zu unbehandelten Kontrollen war jedoch nur eine ca 10 %ige (8 uM)
bzw. eine ca 20 %ige (10 uM) Hemmung der Alexa488-Transferrin Aufnahme innerhalb von 16 min zu
beobachten. Nach langeren Inkubationszeiten (32 min) mit Alexa488-Transferrin war auch dieser
Effekt nicht mehr zu beobachten, da hier wahrscheinlich das Recycling des Transferrin-Rezeptors
einsetzt (siehe auch Abbildung 6-8 A). Chlorpromazin in den eingesetzten Konzentrationen hemmt
die Clathrin-vermittelte Endozytose in A240286S Zellen folglich nur in geringem Ausmal.

Transferrin wird schnell und spezifisch {iber Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen. Eine
schwache und nur kurzfristige Hemmung der Clathrin-vermittelten Aufnahme ist nicht ausreichend,
um eine weitere Untersuchung zur Aufnahme von Alexa488-BSA nach der Vorinkubation mit
Chlorpromazin durchzufiihren. Hohere Konzentrationen (20 uM bzw. 50 pM) als die hier
verwendeten konnten nicht eingesetzt werden, da sich die Zellen nach der Vorinkubation von den
Wellbéden ablosten. Dieser Effekt weist auf toxische Nebenwirkungen des Chlorpromazins in den
A240286S Zellen hin. Auch die hier eingesetzten Konzentrationen zeigten bereits einen Einfluss auf
die Zellmorphologie, was zu einer verdnderten Lokalisation der Zellpopulation in der FSC/SSC-
Darstellung wahrend der Messung im FACS fiihrte. Obwohl Chlorpromazin als ein relativ spezifischer
Inhibitor fir CME angesehen wird [21], zeigten Vercauteren et al.,, dass auch der durch
Chlorpromazin hervorgerufene Effekt abhangig von der verwendeten Zelllinie ist [175]. In ihren
Versuchen hatte Chlorpromazin nicht nur nahezu keinen Effekt in zwei der verwendeten Zelllinien, in
einer anderen induzierte Chlorpromazin sogar die Aufnahme von Transferrin in geringem Male.
Zusatzlich wiesen die Autoren cytotoxische Effekte von Chlorpromazin nach zweistlindiger Inkubation
mit 10 pg/ml Chlorpromazin nach (5,6 uM). Beides konnte hier auch fir die A240286S Zellen gezeigt
werden. Die von dieser Zelllinie durchgefiihrte Clathrin-abhdngige Endozytose war nicht nur
unempfindlich gegeniiber Chlorpromazin, der Inhibitor zeigte zudem auch toxische Nebenwirkungen
und induzierte deutliche Verdnderungen in der Zellmorphologie. Weitere Untersuchungen mit
Chlorpromazin zur Aufnahme von Alexa488-BSA wurde darum nicht durchgefihrt.

6.2.5 Inhibition der CME durch transiente Transfektion mit siRNA

Um eine moglichst spezifische Inhibition der Clathrin-vermittelten Endozytose in A240286S Zellen zu
erreichen, wurden die Zellen mit siRNA gegen Clathrin Heavy Chain (CHC) transfiziert. Diese Versuche
wurden von mir in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Arwyn T. Jones wahrend eines
dreimonatigen Aufenthaltes an der Welsh School of Pharmacy, Cardiff, UK durchgefiihrt. Kleine,
interferierende RNAs (small interfering RNA = siRNA) sind 19-21 Basenpaar lange, doppelstrangige
RNAs, die durch ihre Bindung an komplementire mRNA-Sequenzen einen Abbau derselben
induzieren und so die intrazelluldre Konzentration eines Proteins verringern [214, 215]. Die
Transfektion erfolgte in Anlehnung an die Methode von Al Soraj et al. mit dem Oligofectamin
Transfection Agent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA) [163]. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurden alle Versuche parallel mit Hela-Zellen durchgefiihrt, fir die die
verwendete Methode bereits etabliert war. Der Knock-Down von CHC in A240286S Zellen wurde mit
dem erreichten Knock-Down in Hela-Zellen durch Western Blotting verglichen. In einem nachsten
Schritt wurde die Aufnahme von Alexa488-Transferrin sowie von Alexa488-BSA fiir beide Zelllinien im
FACS quantifiziert. Als Kontrollen dienten hier auf der einen Seite nicht-transfizierte Zellen sowie
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Zellen, die mit siRNA gegen Lamin A/C, einem Bestandteil der Kernlamina, bzw. gegen GFP (green
fluorescent protein), einem aus der Qualle Acquorea victoria stammenden und nicht in humanen

Zellen vorhandenem Protein.

Die folgende Abbildung 6-11 zeigt den Knock-Down von CHC in Hela-Zellen bzw. in A240286S Zellen
48h nach der Transfektion. Als Ladungskontrolle diente in beiden Fallen alpha-Tubulin. Abbildung
6-12 zeigt die Alexa488-Transferrin Aufnahme (100 nM) in Hela-Zellen Gber 32 min (Abbildung 6-
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ABBILDUNG 6-11
KNOCK-DOWN VON CHC IN HELA- UND A240286S ZELLEN
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12 A) bei 37° C und bei 4° C sowie in
einem Balkendiagramm die prozentuale
Aufnahme in Kontroll- und siRNA CHC-
transfizierten Zellen, bezogen auf die
nicht-transfizierten Kontrollen
(Abbildung 6-12 B). Abbildung 6-12 C und
D zeigen die korrespondierenden Daten
flir A240286S Zellen.
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NT = nontreated (unbehandelt); CHC = clathrin heavy chain; GFP = green fluorescent protein

AUFNAHME VON ALEXA488-TRANSFERRIN IN SIRNA CHC TRANSFIZIERTE HELA- UND A240286S ZELLEN
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In Hela-Zellen und in A240286S-Zellen konnte ein vergleichbarer Knock-Down von CHC erreicht
werden, wie der Western Blot in Abbildung 6-11 zeigt. Die Expression von CHC in kontroll-
transifizierten Zellen hingegen war vergleichbar mit der Expression in nicht-transfizierten Zellen. Die
Aufnahme von Alexa488-Transferrin konnte ebenfalls in beiden Zelllinien gehemmt werden. Das
AusmaR der Inhibition war wie erwartet in den frihen Zeitpunkten am hochsten (vergleiche auch
5.4.1). Insgesamt lag sie bei beiden Zelllinien zwischen 50 % und 80 %. Die Kontroll-transfizierten
Zellen zeigten Uber die untersuchte Zeitspanne dagegen eine Alexa488-Transferrin-Aufnahme, wie
sie auch in den nicht-transfizierten Zellen messbar war.

Die nachfolgende Abbildung 6-13 zeigt die Alexa488-BSA Aufnahme (1,5 pM) in Hela-Zellen
(Abbildung 6-13 A) und A240286S Zellen (Abbildung 6-13 C) liber 60 min, die entweder nicht-
transfiziert (NT), mit Kontroll-siRNA transfiziert (siRNA Lamin bzw. siRNA GFP) bzw. mit siRNA gegen
CHC transfiziert worden waren. In Abbildung 6-13 D ist zusatzlich die Aufnahme von Alexa488-BSA in
A240286S Zellen bei 4° C (n=1) dargestellt. Abbildung 6-13 B und Abbildung 6-13 E stellen die
jeweilige prozentuale Hemmung der Aufnahme wie oben in einem Balkendiagramm dar.
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In Hela-Zellen ist nach 60 min eine geringe Hemmung von ca 20 % der Alexa488-BSA Aufnahme zu
erkennen, allerdings sowohl fiir die mit siRNA CHC als auch fir die kontroll-transfizierten Zellen. Fir
20 min hingegen ist die Aufnahme in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den nicht-transfizierten
Zellen leicht erhoht und liegt hier jeweils zwischen 100-110 %. Die korrespondierenden Daten fir die
A240286S Zellen zeigen fir beide Zeitpunkte (20 min und 60 min) eine erhéhte Aufnahme von
Alexa488-BSA in die transfizierten Zellen. Dieser Effekt ist fiir die siRNA CHC transfizierten Zellen
etwas weniger stark ausgepragt, die hohen Standardabweichungen erlauben jedoch keine validierte
Aussage. Eine Aufnahme von Alexa488-BSA in transfizierte A240286S Zellen fand bei 4° C nicht statt,
allerdings wurde dieser Versuch nur einmal (n=1) durchgefiihrt.

Der Knock-Down von CHC durch die Tranfektion mit Oligofectamin und den verwendeten siRNA
Sequenzen (siehe 5.4.4) war erfolgreich, wie der Western Blot in Abbildung 6-11 zeigt. Die Aufnahme
von Alexa488-Transferrin wurde auch in beiden Zelllinien gehemmt, durchschnittlich lag sie zwischen
50 % und 80 %. Wie bereits in 6.2.2 dargestellt, ist bei Alexa488-Transferrin die prozentuale
Hemmung fiir kurze Zeitpunkte hoher, da spater bereits ein Recycling des Transferrins zurlick zur
Zelloberflache stattfindet. Die durch die Transfektion erreichte Inhibition der CME war insgesamt
weniger ausgepragt als die durch hypertones Medium. Die hypertonen Bedingungen induzierten
jedoch auch unspezifische Effekte in den untersuchten Zellen, wie die Hemmung der Aufnahme des
Fluid-Phase Markers Dextran zeigte. Da auch die Transfektion der Zellen mit siRNA unspezifische
Effekte induzieren kann, so zum Beispiel eine Immunantwort mit verstarkten Produktion von
Zytokinen [216], oder ein Off-Targeting, also die Bindung an andere Nucleotid-Sequenzen als der
Zielstruktur [217], wurden bei allen Versuchen auch Kontrollzellen untersucht, die entweder mit
siRNA Lamin oder mit siRNA GFP transfiziert worden waren. Da auch bei siRNA Lamin ein Effekt auf
die Zellmorphologie nicht ausgeschlossen werden kann, wurde die Kontroll-siRNA im Laufe der
Versuche gegen siRNA GFP ausgetauscht, da hier keine durch die Hemmung von zelluldren Proteinen
induzierten Verdanderungen auf die Endozytose zu befiirchten sind. Die mit siRNA gegen Lamin bzw.
gegen GFP transfizierten Zellen zeigten keine Anderung der Aufnahme von Alexa488-Transferrin, dies
gilt sowohl fiir Hela als auch fiir A240286S Zellen. In den Versuchen zur Aufnahme mit Alexa488-BSA
zeigt sich jedoch ein anderes Bild. Beide siRNA, also sowohl siRNA CHC als auch siRNA Lamin/GFP,
transfizierte Hela-Zellen zeigten eine geringe Hemmung der Aufnahme von Alexa488-BSA, in
transfizierte A240286S Zellen hingegen war die Aufnahme im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen
sogar erhoht. Im Falle der Hela-Zellen spricht dies fiir unspezifische Effekt des Transfektionreagenz
Oligofectamin auf andere Endozytose-Mechanismen als der CME, eine weitere Kontrolle mit Dextran
wurde allerdings nicht durchgefiihrt. Eine Erklarung fur die erhohte Aufnahme von Alexa488-BSA in
die A240286S Zellen ist meiner Ansicht nach ebenfalls in dem Einfluss des Oligofectamins auf die
untersuchten Zellen zu finden. In allen Versuchen konnte ich beobachten, dass die Transfektion das
Wachstum der behandelten Zellen verlangsamte, weswegen sie zu dem Zeitpunkt der
Aufnahmeversuche weniger dicht gewachsen waren als die unbehandelten. Da die Aufnahme von
Substanzen auch von Bedingungen wie der Zelldichte abhingt [7], kdnnte dies die Ursache fir die
hohere Aufnahme in transfizierte Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierte Zellen sein.
Zugegebenermalien ist dieser Einfluss hinsichtlich der Alexa488-Transferrin Aufnahme nur sehr
schwach und nur in Hela-Zellen zu sehen (vergleiche Abbildung 6-12 A). Eine geringere Zelldichte
hatte durch ein diinneres Aussden der Zellen erreicht werden kénnen, allerdings stagnierte das
Wachstum von transfizierten Zellen, wenn sie bei weniger als 50 % Konfluenz behandelt wurden. Ein
Aussaen in unterschiedlichen Zelldichten, also diinner fur die Kontrollen und dichter fur die Proben,
hatte wiederum eine unterschiedliche Versuchsanordnung fiir Kontrollen und Proben bedeutet.

Seite 84 Ergebnisse und Diskussion



Offensichtlich ist auch, dass die Standardabweichungen in beiden Versuchsreihen zur Alexa488-BSA
Aufnahme, und hier insbesondere bei den Versuchen mit den A240286S Zellen, sehr hoch ausfallen.
Wahrend mit Alexa488-Transferrin sehr reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnten,
schwankte die gemessene Fluoreszenz der mit Alexa488-BSA inkubierten Zellen sehr stark. Mogliche
Erklarungen hierflir waren entweder eine variierende Transfektionseffizienz in diesen Versuchen,
insgesamt eine stark variierende Aufnahme von Alexa488-BSA in die Zellen oder andere
Versuchsbedingungen, die die hohe Varianz der Daten verursachen. Da die Transfektion in allen
anderen Versuchen erfolgreich war und eine FACS-Messung der Alexa488-BSA Aufnahme durchaus
reproduzierbare Daten liefern kann, wie die Aufnahme unter hypertonen Bedingungen zeigen (vgl.
6.2.2), wurden die hohen Standardabweichungen meiner Ansicht nach durch die in den friiheren
Versuchen nicht verwendete Behandlung der Zellen mit einer sauren Waschldsung verursacht. Diese
wird bei der Aufnahme von Alexa488-Transferrin zur Entfernung extrazelluldr bindenden Transferrins
benutzt [172]. Diese Methode, die bei der Untersuchung der Transferrin-Aufnahme etabliert ist und
hier die Messung von wirklich aufgenommener im Gegensatz zu nur ,zelluldr assoziierter”
Fluoreszenz ermdoglicht, scheint nicht auf Alexa488-BSA (bertragbar zu sein. Im Falle des Alexa488-
BSA war auffillig, dass die 0-Minuten Werte fiir mit Waschlosung behandelte Zellen héher lagen als
die 0-Minuten Werte fir unbehandelte Zellen, wie sie zum Beispiel unter hypertonen Bedingungen
gemessen wurden. Eine Behandlung mit der sauren Waschlosung fiihrte also zu einer héheren
Fluoreszenz der Zellen, anstatt diese, wie eigentlich gewiinscht, zu verringern. Meiner Ansicht nach
verursachte die Absenkung des pH-Wertes in die Ndhe des isoelektrischen Punktes von BSA (pl = 4,7)
[41], dem Punkt der aufgrund der geringsten Ladung des Molekiils auch der Punkt der geringsten
Loslichkeit in wassrigen Losungen darstellt, dass die fluoreszenz-markierte Probe hydrophober wurde
und eher an der Zellmembran adsorbierte als unter physiologischen Bedingungen bei pH 7,4.

Auch wenn bei dem Vergleich der Alexa488-BSA Aufnahme bei 37° C und bei 4° C deutlich wird, dass
die Alexa488-BSA Probe aktiv in die A240286S Zellen aufgenommen wird und die gemessene
Fluoreszenz nicht nur auf versuchsbedingten Artefakten beruht, ist eine klare Aussage tber die CME-
Abhangigkeit der Alexa488-BSA anhand dieser Daten nicht moglich.

6.2.6 Zusammenfassende Diskussion zur CME von HSA

Eine Clathrin-vermittelte Endozytose von Albumin in die untersuchte Zelllinie A240286S konnte in
den Versuchen weder bestdtigt noch eindeutig ausgeschlossen werden. Hypertones Medium
inhibierte die Aufnahme des Alexa488-BSA zwar in hohem MaRe, genauso wie die Aufnahme des
CME-Markers Alexa488-Transferrin, allerdings wurde gleichzeitig die Aufnahme von TMR-Dextran
gehemmt, einem Markermolekiil fir die Fluid-Phase Endozytose. Dieser Effekt ist auch von anderen
Autoren bereits beschrieben worden [21]. Die Reduzierung des intrazelluldren Kalium-Mangels zeigte
in A240286S Zellen keinen Einfluss auf die Endozytose von Alexa488-Transferrin, gleiches gilt flr eine
Behandlung der Zellen mit dem CME-Inhibitor Chlorpromazin. Chlorpromazin konnte zudem nur in
geringen Konzentrationen verwendet werden, da sich die adhdrenten Zellen in hoheren
Konzentrationen von den Plattenbdden |6sten. Zu vergleichbaren Ergebnissen kommen Vercauteren
et al., die unter anderem fiir den intrazellularen Kalium-Mangel und fir Chlorpromazin nachwiesen,
dass die von den beiden Inhibitoren hervorgerufenen Effekte abhangig von der verwendeten Zelllinie
sind. Zudem wiesen auch sie cytotoxische Effekte von Chlorpromazin in Konzentration ab 2 pg/ml
(= 5,6 uM) nach. Die transiente Transfektion der A240286S Zellen mit siRNA gegen Clathrin Heavy
Chain war zwar erfolgreich und konnte liber Western Blotting sowie die Inhibition der Aufnahme von

Ergebnisse und Diskussion Seite 85



Alexad88-Transferrin nachgewiesen werden, eine deutliche Hemmung der Aufnahme von Alexa488-
BSA zeigte sich jedoch weder in A240286S Zellen noch in den als Kontroll-Zelllinie verwendeten Hela-
Zellen. Insgesamt scheint die CME also keinen oder nur einen geringen Anteil an der Endozytose von
Albumin in A240286S Zellen zu haben, wobei weitere Versuche noétig waren, um eine endgliltige
Aussage zu treffen.

Von den verwendeten Techniken zur Inhibition der CME hat hypertone Sucrose die ausgepragtesten
Nebeneffekte, aber auch fiir den intrazelluldren Kaliummangel und fir Chlorpromazin werden ein
Einfluss auf die Macropinozytose und auf das Aktin-Zytoskelett diskutiert [21]. Gleiches gilt fur die
nicht untersuchten Inhibitoren Phenylarsinoxid (PAO) und Monodansylcadaverin, insbesondere
Phenylarsinoxid fiihrt zu einem intrazelluldren Mangel an ATP [218], was flr eine ganze Reihe an
unspezifischen Effekten verantwortlich sein kann. Aufgrund der Unempfindlichkeit der A240286S-
Zellen gegeniber den untersuchten Inhibitoren und den erwahnten unspezifischen Effekten von PAO
und Monodansylcadaverin wurden diese nicht untersucht. Die Transfektion mit siRNA ist zwar eine
Moglichkeit, gezielt einzelne Proteine des funktionellen Ablaufs spezifischer Endozytose-
Mechanismen zu hemmen, aber auch sie kann unspezifische Nebeneffekte zeigen [7]. Neben dem
Einfluss der Transfektionsreagenzien, in meinem Fall deutlich an der Wachstumshemmung der
transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen sichtbar, kann durch den Knock-Down von
Clathrin Heavy Chain auch der reduzierte Export eines Proteins aus dem Golgi-Apparat oder ein
reduziertes endozytotisches Recycling induziert werden. Beide Vorgange sind ebenfalls Clathrin-
abhidngig und kénnten zu einer verminderte Prdsentation eines potentiellen Rezeptors auf der
Zellmembran fiihren [33, 38, 39]. Auch ein scheinbar spezifischer Effekt durch den Knock-Down mit
siRNA misste in weiteren Untersuchungen mit anderen essentiellen Proteinen der CME, wie zum
Beispiel mit einer siRNA gegen das Adapterprotein AP2, verifiziert werden, um eine definitive
Aussage Uber den fiir die Aufnahme verantwortlichen Mechanismus zu treffen. In meinem Fall zeigte
jedoch schon die Transfektion mit siRNA gegen CHC keinen deutlichen Einfluss auf die Alexa488-BSA
Aufnahme. Insgesamt wurde im Verlauf der durchgefiihrten Versuche deutlich, wie wichtig es ist,
den mit Inhibitoren erreichten Effekt mit Kontrollsubstanzen, von denen der Aufnahmemechanismus
bekannt ist, zu Gberprifen. Neben Transferrin als Markermolekil fur die CME und dem Fluid-Phase
Marker Dextran sollte zudem auch ein Marker fir die Caveolae-vermittelte Endozytose, z. B.
Lactosylceramid, und die Clathrin- und Caveolin- unabhdngige Endozytose, z. B. der anti-CD 95
Antikorper, untersucht werden, um eine validierte Aussage Uber den Einfluss der CME auf die
Aufnahme einer Substanz treffen zu kénnen [163]. Wie deutlich wird, ist die Evaluation eines
distinkten Endozytose-Mechanismus einer Substanz sehr komplex. Neben den bereits erwahnten
unspezifischen Effekten einzelner Inhibitoren, der Zelltyp-abhangigen Wirkung und eventuellen
cytotoxischen Effekten kommt noch hinzu, dass eine Hemmung eines einzelnen Mechanismus zu
einer kompensatorisch erhéhten Aufnahme (iber einen anderen Mechanismus fihren kann [219,
220]. Einzelne Substanzen werden zudem konzentrationsabhdngig von unterschiedlichen
Mechanismen aufgenommen [7, 221]. Die Schwierigkeit, diese intrazelluliren Vorgidnge zu
untersuchen, unterstreicht auch die Geschichte des ,Caveosoms”, einer lange postulierten eigenen
Entitdt unter den endosomal-lysosomalen Organellen [222], welche von denselben Autoren 9 Jahre
spater selbst als Artefakt ihrer Versuchsanordnung identifiziert wurde [223].

Dennoch haben auch andere Autoren die Aufnahme von Albumin in verschiedene Zelllinien
untersucht, insbesonder im Hinblick auf die Clathrin-vermittelte Endozytose. Eine genauere
Untersuchung der veroffentlichten Literatur zu diesem Thema unterstreicht jedoch die
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Notwendigkeit, die gewahlten Inhibitoren genau hinsichtlich ihrer Spezifitat zu tberprifen, mehr als
einen einzelnen Inhibitor zu verwenden und, bedingt durch die Zelltyp-abhdngige Wirkung der
Inhibitoren, eine Kontrolle des resultierenden Effekts auf die Aufnahme von Markermolekiile wie
Transferrin durchzufiihren.

So postulieren Gekle et al. seit langem eine Clathrin-vermittelte Endozytose fiir Albumin in den
proximalen Tubuluszellen der Niere Uber den Megalin/Cubulin-Komplex. Dies wurde von den
Autoren jedoch untersucht, indem einmal die Ansduerung von Endosomen durch die Substanz EIPA
gehemmt wurde [224] und auf der anderen Seite Cytochalasin D, eine Substanz, die die
Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts induziert [21] eingesetzt wurde [225]. Beide Methoden sind
nicht geeignet, um eine Clathrin-vermittelte von einer anderen, gegebenenfalls Rezeptor-
vermittelten, Endozytose zu unterscheiden. Insbesondere wird EIPA eher als Inhibitor der
Macropinozytose angesehen, der zudem zu einer stark verdanderten intrazellularen Lokalisation der
endosomal-lysosomalen Organellen flihrt [226]. Dennoch werden diese Veréffentlichungen von ihm
selbst [91, 227] und anderen [228] immer wieder als Beweis einer Clathrin-vermittelten Endozytose
zitiert. Die Bindung und Aufnahme von Albumin durch Megalin wurde zwar unter anderem durch
Kompetitionsassays gezeigt [229], und auch andere Autoren untersuchten mit anderen Liganden als
Albumin die Clathrin-vermittelte Internalisierung des Rezeptors Megalin [230], dennoch sind die von
Gekle et al. durchgefiihrten Versuche hinsichtlich der Albumin-Aufnahme mit klaren methodischen
Mangeln behaftet.

Noch ausgepragtere Mangel zeigt die Verdffentlichung von Lambot et al. [231], die die Aufnahme
von Albumin in die humane Placenta untersuchten und ebenfalls einen Clathrin-abhangigen
Mechanismus postulierten. Abgesehen von der Tatsache, dass die Autoren eine Aufnahme Uber den
Rezeptor Megalin sowie eine Clathrin- bzw. Caveolae-vermittelte Endozytose als drei separate
Mechanismen ansehen und somit alle verdffentlichten Ergebnisse zur Clathrin-vermittelten
Endozytose von Megalin ignorieren (s. oben), sowie Rezeptoren und Endozytose-Mechanismen
vermischen, verwendeten sie Methyl-B-Cyclodextrin und Chlorpromazin zur Hemmung der CME.
Methyl-B-Cyclodextrin verdndert die Zusammensetzung von Lipid Rafts in der Zellmembran [21], hat
primar also keinen direkten Einfluss auf die CME. Chlorpromazin ist zwar fiir die Inhibition der CME
geeignet, allerdings in Konzentrationen zwischen 50-100 uM oder geringer, unspezifische bzw.
toxische Effekte der hier verwendeten Konzentration (1,4 mM) sind folglich absolut nicht
auszuschlielen. Die Autoren erwdhnen zwar die unspezifischen Effekte von Methyl-R-Cyclodextrin,
allerdings strikt im Zusammenhang mit Clathrin-vermittelter Endozytose, fiir die ausserdem eine
(nicht weiter belegte) ,, Assoziation mit fluid-phase Endozytose” beschrieben wird. Die Untersuchung
von Gewebeproben (!) hinsichtlich der Aufnahme einer Substanz Uber einen spezifischen
Mechanismen mochte ich nicht weiter diskutieren. Der Einfluss verschiedenster Effekte wie das
Uberleben der Zellen, die unspezifische Anreicherung im Gewebe, die Penetration des Inhibitors etc
sind evident. Beispielhaft hierflir sei erwahnt, dass in den von den Autoren durchgefiihrten
Versuchen die ,placental capture” von Albumin bei 4° C immerhin noch 52 % der bei 37° C
durchgefiihrten Versuche betrug. Nichtsdestotrotz wurden die Ergebnisse 2006 (!) unter dem Titel
,Evidence for a clathrin-mediated Recycling of Albumin in Human Term Placenta” veroffentlicht.

Yumoto et al. untersuchten die Aufnahme von FITC-BSA in die alveolare Typ-2 Zelllinie A549, einer
dhnlichen Zelllinie wie die von mir verwendeten A240286S Zellen [232]. Hierzu lysierten sie die Zellen
nach der Inkubation und quantifizierten die Menge an aufgenommenem FITC-BSA an einem
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Spektrophotometer, um die pH-Abhangigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes zu umgehen. Die Autoren
Uberpriften neben der Temperatur- und Konzentrationsabhdngigkeit auch den Einfluss von
Phenylarsinoxid, Chlorpromazin, hypertonem Medium und intrazelluldrem Kalium-Mangel auf die
Albumin-Aufnahme. Zusatzlich benutzten sie Indomethacin und Nystatin zur Inhibition der Caveolae-
vermittelten Endozytose und Cytochalasin D sowie EIPA zur Inhibition der Macropinozytose. Positiv
anzumerken ist die groBe Auswahl an Inhibitoren, die die Autoren in ihren Experimenten untersucht
haben, sowie die gewahlte Inkubationszeit von 60 min. Allerdings betrug die in den Inhibitions-
Versuchen verwendete Konzentration von Alexa488-BSA ganze 20 mg/ml, meiner Erfahrung nach
bereits eine sehr konzentrierte Lésung von Albumin in der sich bereits Aloumin-Nanopartikel bilden,
und die Autoren wiesen eine ,sattigbare” Aufnahme durch Inkubation mit Konzentrationen zwischen
0 und 40 mg/ml nach. Hierzu ist anzumerken, dass auch eine unspezifische Fluid-Phase Endozytose
ab einer bestimmten Substanzkonzentration ,sattigbar” ist, da eine Zelle nur eine bestimmte Menge
an Volumen pro Zeiteinheit internalisieren kann und gleichzeitig ein Recycling der im Volumen der
Early Endosomes geldsten Substanz wieder zur Oberfldche stattfindet. Interessant ist auch, dass laut
den Autoren die Aufnahme von FITC-Albumin in die A549 Zellen 200mal (!) héher war als die
Aufnahme von FITC-Dextran mit einem ahnlichen Molekulargewicht, dazu werden abgesehen von
einer Erwahnung in den Resultaten und der Diskussion keine weiteren Daten oder graphische
Darstellungen geliefert. Zudem wird leider der Einfluss der verwendeten Inhibitoren auf die
Endozytose von FITC-Dextran nicht weiter untersucht. Auch eine Kontrolle mit Transferrin als
Markermolekll der CME unterbleibt. Die Autoren selbst diskutieren eine Beteiligung der
Makropinozytose an der Albumin-Aufnahme in A549 Zellen, basierend auf ihren Versuchen mit
Cytochalasin D und EIPA. Zwar bendtigt die Macropinozytose eine Re-Organisation des Aktinskeletts,
allerdings sind die CME und die Caveolae-vermittelte Endozytose ebenfalls durch eine verminderte
Aktin-Polymerisation, wie sie durch Cytochalasin D induziert wird, hemmbar. EIPA hingegen hemmt
den Na'/H'-Austausch und fiihrt so zu einer reduzierten Ansduerung der Endosomen sowie im
Gegenzug zu einer Absenkung des zytoplasmatischen pH-Wertes. EIPA wird zwar als Inhibitor fir die
Macropinozytose eingesetzt, hat aber ausgepragte Nebeneffekte wie die bereits oben erwdhnten
Veranderungen in der intrazelluldren Lokalisation der endosomal-lysosomalen Organellen und fiihrt
zu morphologischen Veranderungen derselben [226]. Die Inhibition der Albumin-Aufnahme durch
Cytochalasin D und EIPA muss also nicht zwangslaufig durch eine Beteilung der Macropinozytose
hervorgerufen worden sein. Insgesamt sind die von den Autoren gesammelten Daten meiner Ansicht
nach schwierig zu beurteilen, vor allem durch die hohe Konzentration des verwendeten FITC-BSA
sowie der Mangel an Kontrollen hinsichtlich unspezifischer Effekte der untersuchten Inhibitoren.
Auch vor 2012 veroéffentlichten Yumoto et al. eine Reihe weiterer Publikationen, die sich mit der
Clathrin-abhangigen Aufnahme von Albumin in Lungenzellen beschéftigen, auf die ich wegen ihrer
Ahnlichkeit zueinander hier nicht gesondert eingehen méchte [233-235].

John et al. hingegen untersuchten ebenfalls die Aufnahme von Albumin in alveolare Typ-2 Zellen [27,
236], postulieren jedoch eine gp60-vermittelte Aufnahme lber Caveolae. Gleiches gilt fur Kim et al.,
die ein 60 kDa Membranprotein mit Aloumin-bindenden Eigenschaften in priméaren Epithelzellen von
Rattenalveolen nachwiesen [237]. Buchackert et al. hingegen untersuchten die Clathrin-vermittelte
Aufnahme von Albumin in primaren alveolaren Typ 1 und Typ 2 Zellen durch den Rezeptor Megalin
[87]. Der neonatale Fc-Rezeptor FcRn, der im Endothel unter anderem fiir das Recycling von IgG und
von Albumin zustandig ist [44], wird ebenfalls in der Lunge exprimiert [238, 239]. Die bisherigen
Veroffentlichungen konzentrieren sich hier jedoch vornehmlich auf die FcRn-vermittelte Transzytose
von Fc-gekoppelten Proteinen [240], Fc-Erythropoetin Fusionsproteinen [241] und Fc-dekorierten
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Nanopartikeln [242] durch das Lungenepithel als Moglichkeit zur pulmonalen Administration von
neuen Wirkstoffen.

Unabhangig von diesen Veroffentlichungen bleibt zu sagen, dass die genaue Untersuchung eines
Aufnahme-Mechanismus flir eine Zulassung eines neuen Therapeutikums offensichtlich keine bzw.
nur eine geringe Rolle spielt, wie das Beispiel der Albumin-Nanopartikel Formulierung von Paclitaxel,
Abraxane, zeigt. Fiir Abraxane wird die Caveolae-vermittelte Transzytose durch das Endothel nach
Bindung an den gp60-Rezeptor postuliert, zusammen mit einer Anreicherung im Tumorgewebe durch
das Albumin-bindende Protein SPARC, dessen Uberexpression in vielen Tumoren nachweisbar ist.
Dies basiert auf einem einfachen Versuch zur Inhibition der Transzytose von nab-Paclitaxel mit
Methyl-B-Cyclodextrin in einer Veroffentlichung von Desai et al. [126]. Methyl-B-cyclodextrin
verandert, wie oben bereits erwahnt, die Cholesterolzusammensetzung der Plasmamembran und hat
neben einem Einfluss auf die Caveolae-vermittelte Endozytose auch nachgewiesene Effekte auf die
Lipid-Raft-basierte, Clathrin- und Caveolae-unabhingige Endozytose  [243], auf Fluid-Phase
Endozytose [244, 245] und auf die Clathrin-vermittelte Endozytose [36, 246]. Die gp60-Bindung und
Caveolae-vermittelte Transzytose von HSA wurde zwar nachgewiesen (siehe 3.4.1.3 Albondin), aber
dass derselbe Mechanismus in der Lage sein soll, 130 nm groBe Albumin-Nanopartikel durch das
Endothel zu transportieren, basiert auf dieser einen Veroffentlichung von Desai et al. und wird
seitdem immer wieder zitiert [127, 132, 247]. Alternativ wird die HSA-Akkumulation im
Tumorgewebe zum Nachweis der tumorspezifischen Anreicherung von Nab-Paclitaxel herangezogen,
wobei hier auf kovalent mit Gadolinium(Gd)-Komplexen gekoppeltes HSA, welches als Kontrastmittel
im MRT untersucht wurde, verwiesen wird [104]. Hierzu sei anzumerken, dass kovalent-gebundene
Gd-Komplex / Albumin-Konjugate und Albumin-Nanopartikel, die durch eine simple Mischung von
Paclitaxel mit Albumin und nachfolgender Sprihtrocknung entstehen, sehr unterschiedliche
Nanotherapeutika darstellen, deren einzige Gemeinsamkeit die Verwendung von Albumin ist. Ahnlich
diinn ist die Datenlage fiir die postulierte Anreicherung im Tumorgewebe durch eine Bindung des
nab-Paclitaxels an SPARC, das zwar ein Albumin-bindendes Protein mit bekannter Uberexpression in
verschiedenen Tumorarten ist, eine Korrelation von SPARC-Expression und der Empfindlichkeit der
Tumoren gegeniber Abraxane konnte jedoch nur von einigen Autoren nachgewiesen werden, von
anderen hingegen nicht [132, 136]. Nichtsdestotrotz erhielt Abraxane 2008 die Zulassung in Europa
und wird seitdem erfolgreich eingesetzt, unter anderem in der Therapie des Mammacarcinoms. Es
muss auch gesagt werden, dass die Akkumulation von Abraxane im Tumorgewebe aufgrund des EPR-
Effekts (siehe 3.2.2) wahrscheinlich durchaus gegeben ist und die Wirksamkeit von Abraxane
nachgewiesen. Allein die Elimination der durch den Lésungsvermittler Cremophor El verursachten
Nebenwirkungen stellt eine enorme Verbesserung hinsichtlich der Vertraglichkeit dieses
Taxolderivates dar.

Um auf den postulierten Mechanismus der Transzytose zuriickzukommen, wurde hier meiner Ansicht
nach jedoch keine detaillierte Untersuchung durchgefiihrt, anders als die Literatur bzw. die
Firmenprasentation suggerieren. Wie bereits erwdhnt, ist dies ein Beispiel dafiir, dass ein
nachgewiesen wirksames Therapeutikum nicht genauer nachweisen muss, wie es an seinen Wirkort
oder in die Zelle gelangt. In dieser Hinsicht interessant ist auch die postulierte Bindung von ,,Albumin-
bindenden Prodrugs” wie Doxo-EMCH, das an zirkulierendes Albumin binden soll und fiir das laut
Herstellerangaben fir 2013 eine Phase lll Studie geplant ist. Mal abgesehen von der Tatsache, dass
Doxorubicin als lipophiles Molekil per se an Albumin bindet, war ein dhnliches Albumin-bindendes
Prodrug des Glucagon-like Peptide 1, CJC-1131, angeblich auch nach subkutaner (!) Injektion in der
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Lage, seine gewiinschte Wirkung zu erzielen, was mit Blick auf die subkutan ,zirkulierende” Menge
an Albumin die postulierte in vivo Albumin-Bindung dieser Prodrugs fragwirdig erscheinen lasst
[248].

Neben diesen, auch bei anderen Autoren evidenten, methodischen Problemen bei der Untersuchung
eines spezifischen Endozytose-Mechanismus, gestaltete sich in meinem Fall auch die Auswahl des zu
untersuchenden Albumin-Konjugats schwierig. Wie sich herausstellte, kénnen auch kleinste Mengen
freien Fluoreszenz-Farbstoffs nach der Synthese des Albumin-Konjugats die Ergebnisse massgeblich
verfélschen. Insbesondere, wie in meinem Fall, wenn das verwendete Fluorophor (TRITC) eine
strukturelle Ahnlichkeite zu sich in Mitochondrien anreichernden Farbstoffen wie Rhodamin 123
aufweist. FITC- oder Aflc-HSA Konjugate sind hingegen aufgrund der pH-Abhangigkeit ihrer
Fluoreszenz nicht fiir eine Quantifizierung der intrazellularen Aufnahme im FACS geeignet [202, 203].
Yumoto et al. benutzten FITC-Albumin und umgingen das Problem der pH-abhdngigen Fluoreszenz
des Fluorophors durch eine Lyse der untersuchten Zellen, einer Messung der Fluoreszenz des Lysats
und einer nachfolgenden Standardisierung hinsichtlich der analysierten Zellzahl durch den
Proteingehalt der Lésung [233]. Ich habe den gleichen Ansatz fiir die Untersuchung der Aufnahme
von Alexa488-Transferrin verwendet, habe hierbei aber die Erfahrung gemacht, dass die
resultierenden Ergebnisse enorm schwankten, insbesondere nach der Standardisierung auf den
Proteingehalt. Dies kann sicherlich auch durch das in den Versuchen verwendete geringe Format in
96-well-Platten bedingt sein, ein groRerer Ansatz mit mehr Zellen in gréBeren Wells hatte jedoch
auch einen ungleich héheren Verbrauch an fluoresenz-markierten Proben bedeutet. Die Analyse von
lebenden Zellen im FACS erwies sich als eine sehr viel robustere Methode. Zur Etablierung der
Versuche wurde zundchst ein kommerziell erwerbliches BSA-Konjugat untersucht, dass mit
durchschnittlich 7 Molekiilen Alexa488 pro Molekil Protein markiert war. Aber selbst mit Alexa488
als Fluoreszenz-Farbstoff, welcher eine hohe Quanten-Ausbeute und nur geringe Bleicheffekte zeigt,
war die im FACS gemessene Aufnahme von Alexa488-BSA sehr langsam und insgesamt nicht sehr
hoch, gerade verglichen mit der schnellen und spezifischen Aufnahme von Alexa488-Transferrin.
Auch wenn ich in meinen Versuchen nicht zeigen konnte, dass Alexa488-BSA (ber CME
aufgenommen wird, waren weitere Versuche mit einem fluoreszenz-markierten HSA-Konjugat
sicherlich wiinschenswert. In Tierversuchen fihrte jedoch eine zu hohe Beladung des HSA-Molekiils
zu einer Akkumulation der HSA-Konjugate in der Leber, wahrscheinlich weil das Protein als
denaturiert wahrgenommen und konsequent aus dem Organismus eliminiert wurde [195]. Inwieweit
dieser Effekt auch in der Zellkultur zum tragen kommt, ist unklar, dennoch misste fiir eine genaue
Analyse der Endozytose von natiirlichem Albumin und um Hinweise auf die in vivo Situation zu
erhalten, ein Konjugat untersucht werden, dass eine geringe Beladung mit Fluoreszenz-Farbstoff
zeigt. Da schon Alexa488 nicht fiir die hier durchgefiihrten Versuche ausreichte, bliebe eigentlich nur
die Untersuchung der Aufnahme Gber radioaktiv-markierte Konjugate.

Zusammenfassend stellte sich, meiner Ansicht nach, durch die durchgefiihrten Versuche und eine
intensive Literatur-Recherche heraus, dass eine genaue Analyse des Aufnahmemechanismus von HSA
in humane Tumorzellen einen enormen methodischen Aufwand erfordern wiirde, der im Rahmen
dieser Doktorarbeit nicht geleistet werden konnte. Nicht nur die CME, sondern auch die Caveolae-
vermittelte Endozytose und Clathrin- und Caveolin-unabhangige Aufnahmewege missten mit jeweils
verschiedenen Inhibitoren, am besten mit siRNA gegen mindestens zwei Zielproteine untersucht
werden. Eine genaue Analyse der resultiertenden Effekte anhand von Markerproteinen fir jeden
einzelnen Mechanismus, die Uberpriifung unspezifischer Effekte auf die Endozytose von
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Markermolekllen anderer Mechanismen, eine Untersuchung hinsichtlich cytotoxischer
Nebenwirkungen und zudem eine Kontrolle der Fluid-Phase Aufnahme waren erforderlich. Zudem
ware hinsichtlich der Aufnahme von Albumin wahrscheinlich ein radioaktiv-markiertes Konjugat des
humanen Serumalbumins mit geringer Beladung am besten geeignet, um die geringe Aufnahme in
den erforderlichen kurzen Zeitraumen zu untersuchen. Aber selbst diese Versuche missten fir
unterschiedliche Zelllinien wiederholt werden, um eine fundierte Aussage der Albumin-Aufnahme in
einen bestimmten Zelltyp treffen zu kénnen. Die von mir durchgefiihrte Etablierung der Inhibition
der CME und ihrer Quantifizierung war zwar erfolgreich, reicht jedoch bei weitem nicht aus, um eine
Aussage Uber den Aufnahmemechanismus von Albumin zu treffen, erst recht nicht tber einen
allgemein-giiltigen Aufnahmemechanismus von Albumin in humane Tumorzelllinien.

Ergebnisse und Diskussion Seite 91



6.3 HSA-bindende Molekile auf der Oberflache von lebenden Zelllinien

Das Ziel dieser Experimente war die ldentifikation von Albumin-bindenden Proteinen auf der
Zellmembran von Tumorzellen durch eine Methode, welche die vorgeschobene Isolation von
Plasmamembranen und die daraus resultierenden Artefakte, wie ich sie fir die Experimente von T.
Fritzsche postuliere, umgeht. Diese Methode beinhaltet die Synthese eines HSA-Konjugats, das auf
der einen Seite einen UV-aktivierbaren Crosslinker zur kovalenten Kopplung potentiell Albumin-
bindender Proteine auf der Zellmembran besitzt und zusatzlich mit einem Biotin-Tag gekoppelt
wurde. Nach der Inkubation mit dem Konjugat und der nachfolgenden UV-induzierten Kopplung
kénnen die Zellen lysiert und die HSA-Zielprotein-Konstrukte durch eine Immunoprazipitation mit
Streptavidin, einem Protein, das spezifisch an Biotin bindet, isoliert und aufgereinigt werden. Da der
verwendete Crosslinker zudem eine spaltbare Disulfid-Briicke besitzt, ermoglicht diese die
Abspaltung der so isolierten Proteine von dem an das Streptavidin gebundenen Biotin-HSA und in
einem nachsten Schritt die Auftrennung Gber SDS-PAGE und Analyse mittels MALDI-TOF MS.

T. Fritzsche setzte eine adhnliche Methode ein, wo er einen DTT-spaltbaren, UV-aktivierbaren

2 markierte und in einem nachsten Schritt an HSA konjugierte. Seine Inkubation,

Crosslinker mit |
Kopplung, Lyse der Zellen und Spaltung des Konjugats ermoglichte ihm jedoch nur einen Nachweis
der ungefahren GroRen der isolierten Proteine liber eine Autoradiographie eines SDS-PAGE Gels. Um
bei meinen Versuchen den experimentellen Ablauf und die erfolgreiche lIsolation der Proteine
Uberprifen zu konnen, wurde zusatzlich zu dem HSA-Konjugat ein vergleichbares Transferrin-
Konjugat synthetisiert, mit dem Uber die oben erwahnten Schritte der Transferrin-Rezeptor 1
(TfR1=CD71) aus den lysierten Zellmembranen zu isolieren sein sollte. Der TfR1 ist auf den meisten
proliferierenden Zellen exprimiert [249], so auch auf den zur Etablierung der Versuche verwendeten
A549 Zellen [250], die schon im ersten Teil dieser Arbeit zur Uberpriifung der Calreticulin-Expression
auf der Zellmembran dienten. Im Vergleich zu der hausinternen Zelllinie A240286S, die ebenfalls aus
einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) etabliert wurden, werden die A549 Zellen auch
in der Literatur als Modell-Zelllinie fir NSCLC verwendet, wodurch die Ergebnisse auch mit

Veroffentlichungen anderer Autoren verglichen werden kénnen.

Die nachfolgende Abbildung 6-14 zeigt ein Schema des experimentellen Ablaufs und die zur
Uberpriifung der einzelnen Schritte durchgefiihrten Versuche.
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Experimenteller Ablauf Kontroll-Experimente

Synthese von Biotin-HSA und
Biotin-Transferrin Uberpriifungder Biotinylierung iiber den
HABA/Avidin-Assay

\ 4

Synthese von Biotin-HSA-SDAD
und Biotin-Tf-SDAD

Uberpriifung der UV-Stabilitat und
Detektierbarkeit des Biotins Uber Western
Blotting

\ 4

Inkubation der A549 -Zellen
mit den Konjugaten und UV-
induziertes Crosslinking

Nachweis der extrazellularen Bindungdurch
Vergleich der Streptavidin-FITC Markierung
von trypsinierten und EDTA-abgel6sten Zellen
im FACS

Nachweis des UV-induzierten Crosslinkings
durch Vergleich der Streptavidin-FITC
Markierungvon UV-belichteten und -
unbelichteten Zellen im FACS

\ 4
Herstellungvon Zell-Lysaten

Entfernungder endogenen biotin-haltigen
Enzyme aus den Lysaten

Nachweis der Zielproteinkonjugate und ihrer

7 DTT-Spaltbarkeit durch Western Blotting
Immunoprazipitation mit
Streptavidin-Agarose Uberpriifung der Bindungvon Biotin-HSA-
SDAD und Biotin-Tf-SDAD and Streptavidin-
\ 4 Agarose

AbspaltungderZielproteine
durch DTT

SDS-Page und MS-kompatible
Silberfarbung

| Nachweis des Transferrinrezeptors 1 (CD71) in
\l/ den aufgereinigten Lysaten der mit Biotin-Tf-
SDAD inkubierten Zellen

Analyse charakteristischer
Proteinbanden tiber Maldi-Tof
MS

ABBILDUNG 6-14
EXPERIMENTELLER ABLAUF
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6.3.1 Synthese von Biotin-HSA und Biotin-Transferrin

Biotin (Vitamin H) ist ein sehr kleines Molekdl (244 Da) und kann an viele Proteine konjugiert werden,
ohne deren biologische Eigenschaften zu verandern [251]. Eine charakteristische Eigenschaft von
Biotin ist die starke Interaktion mit Avidin, einem aus HiihnereiweiR gewonnenem Protein.
Streptavidin hingegen ist ein aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliertes Protein, das dhnlich
wie Avidin eine hohe Bindungsaffinitat zu Biotin aufweist, aber negativ geladen und nicht-glycosiliert
ist, weswegen es weniger unspezifische Interaktionen mit anderen Proteinen eingeht. Die
Avidin/Streptavidin-Bindung mit Biotin ist eine der starksten, nicht-kovalenten Bindungen in der
Natur, formt sich sehr schnell und ist zudem (ber eine groRe Breite von Temperaturen, pH-Werten
sowie gegenliber organischen Loésungsmitteln und anderen denaturierenden Substanzen stabil [252].

Biotin bindet in ungefihr 9 A tiefen Taschen auf der Oberfliche des Avidins bzw. Streptavidins,
weswegen bei der Konjugation eines Biotin-Tags an ein Protein ein zusatzlicher Spacer die Interaktion
des Biotin mit Streptavidin verbessert [253, 254]. Das hier verwendete EZ-Link NHS-LC-Biotin
(Thermo Scientific (Rockford, USA)) enthilt einen Spacer von 22,4 A um eine sterische Hinderung bei
der Bindung an Streptavidin zu minimieren. Wahrend der Synthese reagiert die NHS-Gruppe des EZ-
Link-LC-NHS-Biotins mit primdren Aminen im Konjugationspartner zu stabilen Amid-Bindungen. Die
Konjugation des EZ-Link-LC-NHS Biotins an HSA und Transferrin erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Die Konzentration der Proteine im Synthesepuffer betrug jeweils 40 mg/ml, weswegen,
den Empfehlungen des Herstellers folgend, ein 13,5facher molarer Uberschuss an EZ-Link NHS-LC-
Biotin flir die Synthese verwendet wurde. Nach der Konjugation wurden die entstandenen Biotin-
Protein-Konjugate finf Mal mit Waschpuffer (0,9 % NaCl, 10 % 1 N NaHCOs, 10 % EtOH) sowie
einmal mit 0,9 %iger NaCl gewaschen und im Anschluss sterilfiltriert.

Die Proteinkonzentrationen der fertigen Losungen wurden mit dem BCA-Assay Uberprift. Die
Biotinylierung der beiden Proben wurde mit Hilfe des HABA/Avidin-Assay berechnet, welcher die
spektrophotometrische Bestimmung des Biotin-Gehalts einer Probe ermdglicht. In der Lésung ist der
Farbstoff HABA (2(4-Hydroxyphenolazo)benzoesdure) an Avidin gebunden und wird nach Zugabe von
Biotin aus der Bindungsstelle verdrangt. Dies flihrt zu einer Verringerung der Absorption bei 500 nm
(mit bekanntem Extinktionskoeffizienten), da freies HABA im Gegensatz zu dem HABA/Avidin-
Komplex hauptsachlich bei 348 nm absorbiert [180, 181]. Da ich den Versuch in einem 96well-Platten
Format durchgefiihrt habe und nicht in den vom Hersteller angegebenen 1 ml-Kivetten, wurde der
Biotin-Gehalt der Proben (iber eine Standardkurve und nicht Uber Berechnung aus dem
Extinktionskoeffizienten bestimmt.

Aus dem Proteingehalt, der Gber den BCA-Assay bestimmt wurde, und der Bestimmung des Biotin-
Gehalts durch den HABA/Avidin-Assay wurde fur Biotin-HSA eine durchschnittliche Konjugationsrate
von 6 Molekilen Biotin pro HSA-Molekiil errechnet. Fir Biotin-Transferrin ergab sich eine
durchschnittliche Beladung von 9 Molekilen Biotin pro Transferrin-Molekil. Da laut dem Hersteller
die zusatzliche Masse pro konjugiertem Biotin-Molekil 339 Da betrdgt, erhoht sich das
Molekulargewicht von Biotin-HSA im Vergleich zum eingesetzten HSA um durchschnittlich ca 2 kDa
auf 69 kDA und das Molekulargewicht von Biotin-Transferrin im Vergleich zum eingesetzten
Transferrin um durchschnittlich ca 3 kDa auf 82 kDa.

Der Hersteller gibt fiir eine erfolgreiche Synthese eine durchschnittliche Beladung von 3-5 Molekdlen
Biotin pro Molekiil Protein an, fiir grolRe Proteine wie Antikdrper eine durchschnittliche Beladung von
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8-12 Molekiilen Biotin pro Molekil Protein. Die von mir bestimmte Beladung des HSA und des
Transferrin liegt also in dem vom Hersteller angegebenen Bereich.

Die Konjugation von Proteinen mit NHS-LC-Biotin erhéht deren Hydrophobizitdt und kann so zur
Aggregation der Molekiile, zur Proteinprazipitation oder Funktionsverlust fiihren. Durch die erhohte
Hydrophobizitdt kann sich zudem die unspezifische Bindung an die Zelloberflache verstarken [255].
Die synthetisierten Konjugate Biotin-HSA und Biotin-Transferrin zeigten jedoch keine Prazipitation in
den hergestellten Stammldsungen. Storm et al. konnten zudem fiir biotinyliertes Transferrin keinen
Unterschied zu nicht-biotinyliertem Transferrin hinsichtlich der Bindung an den Transferrin-Rezeptor
feststellen [255]. Inwieweit die Biotinylierung des HSA einen Einfluss auf unspezifische
Wechselwirkung mit der Zelloberflache hat, ldsst sich jedoch erst nach der Auswertung der
endgiltigen Ergebnisse der Massenspektrometrie feststellen. Inbesondere kénnen durch einen
Vergleich der mit dem HSA-Konjugat isolierten Proteine mit den durch das Transferrin-Konjugat
isolierten Proteinen solche unspezifischen, auf Hydrophobizitdt basierenden Interaktionspartner, die
in beiden Datensatzen vorkommen, identifiziert werden.

6.3.2 Synthese von Biotin-HSA-SDAD und Biotin-Tf-SDAD

Der von T. Fritzsche verwendete Crosslinker (SASD von Thermo Fisher, Rockford, USA) ist nicht mehr
im Handel. Fur die hier synthetisierten Konjugate wurde stattdessen der SDAD-Crosslinker (NHS-SS-
Diazirin) verwendet, der eine Thiol-spaltbare Disulfid-Briicke sowie einen Spacer von 13,6 A enthilt.
Die Konjugation an Biotin-HSA und Biotin-Transferrin erfolgte wiederum Uber einen Amin-reaktiven
N-Hydroxysuccinimid-Ester am Crosslinker, welcher mit primdren Aminen zu einer stabilen Amid-
Bindung reagiert. Die UV-induzierte Kopplung an einen postulierten Rezeptor auf der Zelloberflache
erfolgt durch die im Crosslinker enthaltene Diazirin-Gruppe, welche unter Abspaltung von Stickstoff
eine Carben-Gruppe bildet, die nach den Angaben des Herstellers wiederum mit einer ganzen Reihe
von funktionellen Gruppen reagiert. Die bei der Photoreaktion entstehenden Carbene reagieren
zudem schnell mit Wasser, weswegen nur eng an ihre Rezeptoren gebundene Liganden an diese
gekoppelt werden, ungebundene Konjugate aber durch die Reaktion mit Wasser inaktiviert werden,
bevor sie unspezifische Reaktionen mit anderen Proteinen eingehen [256].

Die Synthese des Biotin-HSA-SDAD und des Biotin-Tf-SDAD Konjugats erfolgte wie vom Hersteller
empfohlen und unter Rotlicht. Die Konzentration der Proteine Biotin-HSA und Biotin-Transferrin im
Synthesepuffer betrug jeweils ca 20 mg/ml, weswegen, den Empfehlungen des Herstellers folgend,
ein 14,5facher molarer Uberschuss an NHS-SS-Diazirin fiir die Synthese verwendet wurde. Nach der
Synthese wurde Uberschissiges Reagenz durch die Zugabe von 1 M Tris-HCl inaktiviert und die
fertigen Konjugate vier Mal mit Waschpuffer und einmal mit sterilem PBS gewaschen. Im Anschluss
wurden die Proteine in sterilem PBS aufgenommen, sterilfiltriert, und bis zur weiteren Verwendung
unter Lichtausschluss bei 4° C gelagert.

Anders als bei der Synthese der Biotin-Konjugate war eine Quantifizierung der Menge an
konjugiertem Crosslinker pro Molekil Protein nicht moglich. Stattdessen wurde die erfolgreiche
Synthese von Biotin-HSA-SDAD und Biotin-Tf-SDAD direkt auf Zellen Gberprift, indem die Bindung an
die Zelloberflache (s. 5.5.5.1), die Abhangigkeit dieser Bindung von der Aktivierung mit UV-Licht
(5.5.5.2) sowie die Bildung von hochmolekularen (>MW der Ausgangskonjugate) Liganden-Rezeptor-
Komplexe (s. 5.5.6) untersucht wurden.
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6.3.3 Nachweis und UV-Stabilitat des Biotin-Tags

Dieser Versuch diente mehreren Zwecken: auf der einen Seite sollte die Stabilitdt des Biotin-Tags in
wassriger Losung (berprift werden, sowie die Stabilitdat des Biotin-Tags und der Proteine wahrend
der UV-Belichtung. Auf der anderen Seite sollte ein Abbild der Biotin-haltigen Banden in den reinen
Konjugatlosungen erstellt werden, um diese spater in den Western Blots der Lysate aus mit den
Konjugaten inkubierten Zellen identifizieren zu kénnen. Die Stabilitdt des Biotin-Tags wurde hier
explizit Gberprift, da in einem Vorversuch festgestellt wurde, dass Azid-basierten Crosslinker den
Abbau von Biotin induzieren kénnen.

In diesem Vorversuch wurde der von Thermo Fisher Scientific angebotene Sulfo-SBED Biotin Label
Transfer Reagent verwendet, der auf der einen Seite (iber eine NHS-Ester Gruppe an primadre Amine
gekoppelt werden kann und auf der anderen Seite eine photoaktivierbare Aryl-Azid Gruppe enthilt.
Zusatzlich enthalt der Crosslinker auch eine Biotin-Gruppe, die kovalent mit dem photoreaktiven Teil
verkniipft, aber von dem Amin-reaktiven Teil durch eine Disulfid-Briicke getrennt ist. So kann nach
dem UV-induzierten Crosslinking und der Aufreinigung Gber Streptavidin/Biotin die Verbindung
zwischen Zielprotein und urspriinglichem Konjugat durch Thiole wie zum Beispiel DTT gespalten
werden, wobei der Biotin-Tag so auf das Zielprotein libertragen wird. Der Sulfo-SBED Crosslinker
vereinigt meine Strategie folglich in einem einzigen Konjugationspartner und hat zudem den Vorteil,
dass die Zielproteine liber den Biotin-Tag auch im Western Blotting identifiziert werden kdénnen. Er
wurde von anderen Autoren unter anderem dafiir benutzt, die Bindungspartner von Neurotensin
durch MALDI-TOF MS und die Bindungsstelle von Alpha-Cristallin, einem Mitglied der small heat
shock protein Familie, an ADH (Alkohol Dehydrogenase) zu identifizieren [257, 258]. Vergleichbar zu
den Biotin-Protein-SDAD Konjugaten habe ich auch HSA- und Transferrin-Konjugate mit dem Sulfo-
SBED Crosslinker hergestellt. Allerdings stellte sich hier heraus, dass die ankonjugierten Strukturen
bzw. der enthaltene Biotin-Tag in Losung nicht stabil war. Der Hersteller macht keine weiteren
Angaben zur Stabilitdt, nach meiner Erfahrung war ungefdhr eine Woche nach der Synthese der
Biotin-Tag an den Proteinen nicht mehr im Western-Blotting nachweisbar. Weitere Untersuchungen
zur Funktionalitdt und Stabilitdt des ebenfalls enthaltenen Crosslinkers (eine Arylazid-Gruppe)
wurden daraufhin nicht weiter durchgefiihrt. Der Grund fiir die Instabilitdt des Biotin-Tags ist
wahrscheinlich die Kombination von Biotin und Azid in wassriger Losung, so sollten Biotin-Losungen
nicht mit Azid konserviert werden, da sie liber einen unbekannten Mechanismus die Degradierung
von Biotin stark beschleunigen [259]. Anders als Arylazide, welche den photoreaktiven Teil des Sulfo-
SBED darstellen, scheinen Diazirine, welche ich als Crosslinker in meinen Konjugaten verwende,
stabiler zu sein [256]. Die Synthese der Crosslinker- und Biotin-Modifikation tragenden Proteine in
zwei einzelnen Schritten und als separate Molekiile kénnte zudem zu einer groReren raumlichen
Distanz zwischen dem Biotin und der Diazirin-Gruppe fiuhren. Aufgrund der Erfahrungen in den
Versuchen von T. Fritzsche war die Moglichkeit zur Funktionskontrolle und Optimierung der
Versuchsparameter ausserdem von entscheidender Bedeutung. Letztere konnen naturgemal
leichter mit einer identischen Probe erreicht werden als mit fir jeden Versuch neu synthetisierten
Konjugaten, wie sie der Sulfo-SBED Biotin Label Transfer Reagent aufgrund der Instabilitdt in Losung
verlangt hatte.

Von den beiden Biotin-Protein-SDAD Konjugaten wurden Ldsungen in serumfreiem Medium
hergestellt und entweder fir 10 min mit 366 nm UV-Licht belichtet oder nicht. Im Anschluss wurden
die Losungen Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet und Biotin-haltige
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Banden mit Streptavidin-HRP detektiert. Von den fertigen Biotin-Protein-SDAD Konjugate wurden
jeweils 50 nMol mit serumfreiem Medium verdiinnt (Endvolumen 400 ul) und in einer 12well-Platte
flr 10 min mit UV-Licht (366 nm) auf Eis belichtet. Als Kontrolle dienten Proben, die nicht mit UV-
Licht belichtet worden waren. Die Proteinlésungen wurden danach Uber eine reduzierende (Zugabe
von 100 mM DTT zum Probenpuffer) SDS-PAGE aufgetrennt und Biotin-haltige Proteinbanden im
Anschluss durch Western-Blotting mit Streptavidin-HRP detektiert. Da das Ublicherweise fiir die
Blockade von unspezifischen Bedingungen verwendete Milchpulver Biotin enthalten kann und somit
den Nachweis von Biotin-haltigen Proteinen durch Streptavidin stort [260], wurden die
Nitrocellulose-Membranen stattdessen vor der Inkubation mit Streptavidin-HRP mit einer 5 %igen
BSA Losung behandelt.

Die nachfolgende Abbildung 6-15 zeigt die Uber SDS-PAGE aufgetrennten belichteten und
unbelichteten Konjugatlésungen beider Konjugate.

Biotin-Tf-SDAD Biotin-HSA-SDAD
+UV -Uv +UV -Uv

75 e—

50 e—

37 —

ABBILDUNG 6-15
NACHWEIS UND UV-STABILITAT DES BIOTIN-TAGS

Biotin-HSA-SDAD und Biotin-Tf-SDAD sind nach der Auftrennung durch SDS-PAGE und dem Western-
Blotting mit Streptavidin-HRP detektierbar. Wie erwartet liegt das Molekulargewicht von Biotin-Tf-
SDAD leicht liber 75 kDa (berechnet ca 82 kDa) und das Molekulargewicht von Biotin-HSA-SDAD
leicht unter 75 kDA (berechnet ca 69 kDa). Der Blot zeigt keinen Unterschied in der Intensitat der UV-
belichteten und unbelichteten Proben. Bei beiden Proteinen sind in geringem Mafle auch Biotin-
haltige Banden im Bereich 50-75 kDa zu sehen, die aber in der gleichen GréRe und Intensitat sowohl
bei belichteten als auch bei unbelichteten Proben auftauchen. Vermutlich sind sie durch
Verunreinigungen in den Ausgangssubstanzen entstanden oder im Verlauf der Synthese. Beide
Konjugate sind folglich (iber ihren Biotin-Tag liber Streptavidin-HRP detektierbar und auch nach der
Belichtung mit UV-Licht stabil.

6.3.4 Extrazelluldare Bindung und UV-induziertes Crosslinking

Das Ziel dieser Experimente war das UV-induzierte Crosslinking der Konjugate an membranstiandige
Proteine zu Uberpriifen und zudem geeignete Konzentrationen fir die weiteren Versuche zu
ermitteln. Hierzu wurden zwei verschiedene Versuchsreihen durchgefiihrt. Auf der einen Seite
wurden A549 Zellen fiir 30 min mit verschiedenen Konzentrationen der Biotin-Protein-SDAD
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Konjugate inkubiert, gewaschen, belichtet und entweder mit 0,02 % EDTA in PBS ohne Ca** und Mg*"
(=“EDTA-abgeldste Zellen“) oder mit Trypsin/EDTA in PBS ohne Ca** und Mg”* (0,05 % Trypsin, 0,02 %
EDTA (w/v)) (=“Trypsin-abgeloste Zellen”) abgel6st. Die Menge an extrazelluldr bindenden
Konjugaten wurde dann durch eine Markierung mit Streptavidin-FITC im FACS quantifiziert. Dies
diente zur Verifizierung der extrazelluldren Lokalisation der gecrosslinkten Konjugate, da die
Behandlung mit Trypsin extrazelluldre Proteine spaltet und sich somit die Streptavidin-FITC
Fluoreszenz der Trypsin-abgelosten Zellen im Vergleich zu den EDTA-abgeldsten Zellen verringern
sollte. Auf der anderen Seite wurden die mit den Konjugaten inkubierten Zellen entweder fir 20 min
mit UV-Licht belichtet oder nicht. Der Nachweis der an den Zellen bindenden Konjugate erfolgte
dann analog zu oben. Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um die Abhangigkeit der extrazelluldren
Bindung von dem UV-induzierten Crosslinking zu Gberprifen. Die Inkubation der A549 Zellen mit den
Konjugaten erfolgte in allen Fallen unter Lichtausschluss und auf Eis, um die Internalisierung der
Konjugate zu minimieren.

6.3.4.1 Vergleich Trypsin- und EDTA-abgel6ster Zellpopulationen

Trypsin ist eine Protease, die in der Zellkultur im allgemeinen zur Ablésung von adharenten Zellen
verwendet wird [261]. EDTA kann auch zur Ablésung von adharenten Zellen genutzt werden, da es
Ca’'lonen cheliert, die fir die Cadherin-vermittelte Zelladh&sion essentiell sind [262]. Der Vergleich
von trypsinierten und EDTA-abgeldsten Zellpopulationen wurde hier verwendet, um die Konjugation
von Biotin-HSA-SDAD bzw. Biotin-Tf-SDAD an extrazellular-membranstandige Proteine nachzuweisen.
Die Konjugate wurden mit Hilfe ihres Biotin-Tags durch Streptavidin-FITC im FACS quantifiziert, es
wurde also die Signalintensitdt von beiden Gruppen quantifiziert und verglichen. Zur Kontrolle der
unspezifischen Bindung des Streptavidin-FITC an die Zellmembran dienten Zellen, die ohne Konjugate
inkubiert und belichtetet worden waren. Dieser so ermittelte O-Wert wurde von allen
korrespondierenden Proben abgezogen. Gemessen wurde die durchschnittliche Fluoreszenz (relative
fluorescence units = RFU) von jeweils 15 000 lebenden Zellen.

Abbildung 6.16 stellt die durchschnittliche Fluoreszenz der untersuchten A549 Zellen in Abhangigkeit
von der eingesetzten Konzentration an Biotin-Protein-SDAD Konjugat dar. Abbildung 6-16 A und
Abbildung 6-16 C zeigen die Daten fiir Biotin-HSA-SDAD bzw. fir Biotin-Tf- SDAD, wohingegen
Abbildung 6-16 E eine vergrofSterte Darstellung der unteren Konzentrationsbereiche aus Abbildung 6-
16 C von Biotin-Tf-SDAD zeigt. In Abbildung 6-16 B (Biotin-HSA-SDAD) und Abbildung 6-16 D (Biotin-
Tf-SDAD) wird die Fluoreszenz der Trypsin-abgel6sten Zellen nocheinmal als prozentualer Anteil der
jeweils korrespondierenden EDTA-abgel6sten Zellen dargestellt.
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Extrazelluldre Bindung von Biotin-HSA-SDAD
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ABBILDUNG 6-16
KONZENTRATIONSABHANGIGE, EXTRAZELLULARE BINDUNG DER KONJUGATE
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Sowohl die Zellen, die mit Biotin-HSA-SDAD, als auch die Zellen, die mit Biotin-Tf-SDAD inkubiert
worden waren, zeigen eine konzentrationsabhangige Zunahme des Streptavidin-FITC Signals und
somit der Biotin-Markierung. Im Gegensatz zu den mit EDTA/PBS abgel6sten Proben zeigten die mit
Trypsin behandelten Zellen eine stark reduzierte Fluoreszenz. Im Falle des Biotin-HSA-SDAD lag diese
fir alle Konzentrationen bei ca 14 % der Messwerte fiir die EDTA abgelOosten Proben, im Falle des
Biotin-Tf-SDAD bei jeweils ca 25 %. Die graphische Darstellung der konzentrationsabhangigen
Bindung der Konjugate zeigt sowohl fiir Biotin-HSA-SDAD als auch fiir Biotin-Tf-SDAD einen
abgeflachten Kurvenverlauf, im Falle des Biotin-Tf-SDAD bereits im Konzentrationsbereich von 1 bis
4 uMol/I.

Die mit Trypsin behandelten Zellen zeigten eine deutlich verringerte Bindung von Streptavidin-FITC.
Da das Streptavidin an den Biotin-Tag der Konjugate bindet, zeigt dieser Versuch, dass die Konjugate
nach dem UV-induzierten Crosslinking hauptsachlich auf der extrazelluldren Seite der
Plasmamembran nachweisbar sind. Durch die unspezifische Aufnahme von Streptavidin-FITC
hervorgerufene Fluoreszenz wurde in Zellen, die ohne Konjugate inkubiert worden waren, bestimmt
und als Leerwert von allen Proben abgezogen. Sowohl Biotin-HSA-SDAD als auch Biotin-Tf-SDAD
zeigen bei hoheren Konzentrationen eine Sattigung der Plasmamembran bzw. Bindungsstellen auf
der Plasmamembran mit dem jeweiligen Konjugat. In der Darstellung dieser Sattigungskurven ist fir
den Beginn dieses Effekts jedoch ein deutlicher Konzentrationsunterschied zwischen dem Biotin-HSA-
SDAD und dem Biotin-Tf-SDAD zu erkennen. Transferrin bindet sehr spezifisch an den
Transferrinrezeptor, und fiir eine Sattigung desselben ist in A549 Zellen offensichtlich bereits eine
Konzentration von ca 0,7 uM ausreichend. Die in Teil 2 dieser Arbeit fir die Untersuchung der
Endozytose in A240286S Zellen verwendeten Konzentration von Alexa488-Tf lag bei 100 nM, also
ungefdhr einem Siebtel dieser Sattigungskonzentration. Fir das Biotin-HSA-SDAD Konjugat lag die
hier ermittelte Sattigungskonzentration mit 20-45 uM merklich héher, was sowohl fir ein stark
exprimiertes Albumin-bindendes Protein auf der Zellmembran von A549 Zellen als auch fiir eine
relativ stark ausgepragte unspezifische Bindung des HSA an die Plasmamembran, oder aber fiir eine
Kombination aus beidem, sprechen kénnte. Auch nach dem Erreichen der Sattigungskonzentration
zeigen die A549 Zellen jedoch insbesondere fir Biotin-Tf-SDAD auch bei hoheren Konzentrationen
einen weniger ausgepragten, aber stetigen, konzentrationsabhangigen Anstieg der Streptavidin-FITC
Bindung. Die Erklarung fiir dieses Phanomen liegt wahrscheinlich in der schnellen Internalisierung
von Transferrin innerhalb von wenigen Minuten, wie sie auch schon bei den Experimenten zur
Clathrin-abhangigen Endozytose beobachtet werden konnten (siehe 6.2). Die Zellen wurden zwar
soweit moglich bei 4° C inkubiert, allerdings gab es zwei Punkte, an denen diese Temperatur
Uberschritten wurde. Zum einen bedeutet eine Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht auch einen
Energieeintrag, der zur Erwdarmung gefiihrt haben kénnte, und zum zweiten war es zur Ablésung der
A549 Zellen mit EDTA erforderlich, dass die Zellen fir insgesamt 10 min bei 37° C mit der EDTA-
Losung inkubiert werden mussten, da sich die Zellen andernfalls nicht quantitativ von den Wellbéden
ablésten. Es wurde zwar zusatzlich ein Cell Scraper verwendet, um die Abldsung zu unterstitzen,
allerdings wurde bei der Messung im FACS die durchschnittliche Fluoreszenz von lebenden Zellen
bestimmt, deren Anteil an der Gesamtpopulation sich stark verringerte, wenn anstatt der Inkubation
bei 37° C nur das (forcierte) Abschaben mit dem Cell Scraper verwendet wurde. Da die
Internalisierung von Transferrin und das Recycling des Transferrinrezeptors sehr schnell verlauft, ist
es wahrscheinlich, dass somit wahrend der Belichtung mit UV-Licht bereits an den
Transferrinrezeptor  konjugiertes Biotin-Tf-SDAD internalisiert und gleichzeitig ,frischer”
Transferrinrezeptor zur Oberflache recycelt wurde, wodurch insgesamt mehr Rezeptor fir die
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Konjugation zur Verfliigung stand als der primar auf der Zellmembran vorhandene. Auch wenn bei
4° C energieabhadngige Prozesse wie die Endozytose nur in sehr geringem AusmaR stattfinden, ist es
so moglich, insbesondere durch die vorherige Erwarmung der Zellen wahrend der Inkubation mit
EDTA, dass wahrend der Inkubation mit Streptavidin-FITC zusatzlich zu den auf der Zellmembran
vorhandenen Biotin-Tf-SDAD-Transferrinrezeptor-Konjugate weitere, im Verlauf des Crosslinkings
gebildete und internalisierte Biotin-Tf-SDAD-Transferrinrezeptor-Konjugate wieder zur Oberflache
gelangt und mit Streptavidin-FITC markiert worden sein konnten. Da der Nachweis der Biotin-Tf-
SDAD-Transferrinrezeptor-Konjugate durch die Bindung von Streptavidin-FITC nachgewiesen wurde,
ist eine andere Erkldrung, wie zum Beispiel die einer unspezifischen Fluid-Phase Endozytose des
Konjugats, nicht moglich, da das Konjugat in diesem Fall im Verlauf der nachfolgenen Behandlung der
Zellen entweder wieder zur Oberflache gelangt und weggewaschen worden ware, oder im Zuge des
endosomalen-lysosomalen Systems zu den inneren Organellen der Zelle transportiert worden ware,
wo es fir eine Detektion mit Streptavidin-FITC nicht zur Verfligung gestanden hatte.

Auch die Trypsin-behandelten Zellen zeigten in dem Versuch eine konzentrationsabhdngige, aber
geringe Streptavidin-FITC Bindung und zudem bei hoheren Konzentrationen, vergleichbar mit den
EDTA-abgelosten Zellen, einen abgeflachten Anstieg der durchschnittlichen Fluoreszenz. Dieser
abgeflachte Verlauf ist wahrscheinlich durch dhnliche Ablaufe begriindet, wie sie bereits oben fiir die
EDTA-abgelosten Zellen diskutiert wurden. Dass auch Trypsin-behandelte Zellen eine gewisse
Streptavidin-FITC Bindung zeigen, war zu erwarten und ist wahrscheinlich durch eine unvollstindige
Spaltung der extrazelluldr gekoppelten Biotin-Protein-SDAD Konjugate bedingt.

Zusammenfassend zeigt dieser Versuch, dass die synthetisierten Konjugate an die extrazellulare
Membran der A549 Zellen binden, dass diese Bindung sattigbar ist und konzentrationsabhangig
ansteigt, sowie dass die Biotin-Protein-SDAD Konjugate extrazelluldr gebunden sind, da sie mit
Streptavidin-FITC markiert und im FACS quantifiziert werden kdnnen.

6.3.4.2 Vergleich UV-belichteter und unbelichteter Zellpopulationen

In einem nachsten Schritt wurde Uberprift, inwieweit die mit Streptavidin-FITC nachweisbare
Bindung der Biotin-Protein-SDAD Konjugate an die Plasmamembran der A549 Zellen abhdngig von
der UV-Belichtung bei 365 nm - und damit von dem UV-induzierten Crosslinking des SDAD-Linkers -
ist. Hierzu wurden A549 Zellen entweder wie oben beschrieben behandelt und mit UV-Licht belichtet
oder direkt nach der Inkubation mit den Konjugaten gewaschen und mit EDTA abgel6st. Die
Inkubation mit Streptavidin-FITC erfolgte fiir die unterschiedlich abgelosten Zellpopulationen parallel
und wie bereits oben beschrieben. Fiir Biotin-HSA-SDAD wurde eine Endkonzentration von 45 uM
(3,1 mg/ml) in der Inkubationslésung verwendet. Bei dieser Konzentration war in dem oben
beschriebenen Versuch zur Konzentrationsabhangigkeit (siehe 6.3.4.1) ungefdhr der Wendepunkt
der Kurve in der graphischen Darstellung der Streptavidin-FITC Bindung. Fiir Biotin-Transferrin-SDAD
wurden zwei verschiedene Endkonzentrationen, sowohl 0,69 uM (0,06 mg/ml) als auch 6,9 uM
(0,6 mg/ml) untersucht, welche in dem oben beschriebenen Versuch einmal ungefihr den
Wendepunkt der Kurve markierten und einmal in dem bereits abgeflachten Kurvenverlauf lagen.
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Abbildung 6-17 stellt die RFU-Werte von unbelichteten Zellen als prozentualen Anteil der Fluoreszenz
von den jeweils korrespondierenden belichteten Zellen dar.
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ABBILDUNG 6-17
NACHWEIS DES UV-INDUZIERTEN CROSSLINKINGS

Das Ausmal der Streptavidin-FITC Bindung an Zellen, die nach der Inkubation mit den Biotin-Protein-
SDAD Konjugaten nicht mit UV-Licht belichtet worden waren, war im Vergleich zu den jeweils
belichteten Zellpopulationen stark reduziert. Wurden die A549 Zellen nach der Inkubation mit den
Konjugaten direkt gewaschen und von den Wellbdden abgel6st, lag der prozentuale Anteil des
extrazelluldar detektierbaren Biotins im Fall des Biotin-HSA-SDAD bei durchschnittlich 21 % der
parallel bestimmten Referenzwerte, im Fall des Biotin-Tf-SDAD bei 13 % fir die verwendete
Endkonzentration 0,69 uM und bei 42 % bei der eingesetzten Endkonzentration 6,9 uM.

Dieser Versuch zeigt, dass die durch Streptavidin-FITC quantifzierte Bindung der Biotin-Protein-SDAD
Konjugate an die Zellmembran der A549 Zellen abhangig von der UV-induzierten Aktivierung des
SDAD-Crosslinkers in den Konjugaten ist. Wird auf die Belichtung der Zellen verzichtet, entfernen
nachfolgenden Waschschritte die membrangebundenen Konjugate zu circa 80 % von der
Zellmembran. Die Aktivierung der Konjugate und das kovalente Crosslinking an die Zellmembran mit
der gewdahlten Methode war also erfolgreich. Allerdings liegt die quantifzierbare Membranbindung
der Konjugate auch ohne UV-Belichtung bei 21 % (Biotin-HSA-SDAD) bzw. im Falle des Biotin-Tf-SDAD
zwischen 13 % (Endkonzentration 0,69 uM) und ganzen 42 % (Endkonzentration 6,9 uM). Eine
mogliche Erkldarung hierfiir liefert die Tatsache, dass die unbelichteten Zellen nach der Inkubation
nicht im Dunkeln sondern bei normalem Raumlicht gewaschen und abgel6st wurden, was
wahrscheinlich bereits zu einer Aktivierung von geringen Mengen der Konjugate und
dementsprechend kovalenten Crosslinkings an die Zellmembran fiihrte. Interessant ist hier, dass eine
hohere Konzentration an Biotin-Tf-SDAD zu einer ausgepragten Verstarkung dieses Effekts fiihrte.
Eine hohere eingesetzte Konzentration an Biotin-Tf-SDAD fihrte also zu einer merklichen
Verstarkung der UV-unabhangigen Membranbindung. Dies spricht flr eine ausgepragt spezifische
und stabile Interaktion des Biotin-Tf-SDAD Konjugats mit Membranproteinen, die oberhalb der oben
ermittelten  Sattigungskonzentration auftritt. Inwieweit dieses Phdnomen durch den
Transferrinrezeptor bedingt ist oder dem ganzen eine andere Erklarung zugrunde liegt, ist unklar. Zur
genaueren Untersuchung wiirde eine Versuchsreihe, die belichtete und unbelichtete Zellen sowie
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aufsteigende Konzentrationen an eingesetztem Biotin-Tf-SDAD miteinander vergleicht, genauere
Angaben Uber die Konzentrationsabhdngigkeit und das Ausmald dieses Effekts liefern. Da hier jedoch
nur die Methode fiir die erfolgreiche Aktivierung des SDAD-Crosslinkers Uberpriift werden sollte,
wurden solche detaillierten Versuchsreihen nicht weiter durchgefihrt.

6.3.5 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten aus mit den Biotin-Protein-SDAD Konjugaten inkubierten und im
Anschluss belichteten Zellen wurden diese wie unter 6.3.4 behandelt und im Anschluss an den
letzten Waschschritt einmal mit PBS, das mit Complete Protease Inhibitor versetzt war, gespilt und
danach mit einem sterilen Cell Scraper von den Platten abgeldst. Die abgelosten Zellen wurden
pelletiert, in Subcellular Fractionation Buffer [183] aufgenommen und durch die Passage durch eine
27G Kaniile mechanisch zerbrochen [263]. Die eigentliche Lyse der Zellen erfolgte durch die Zugabe
von Triton-X 100 (Endkonzentration 0,5 %). Die so hergestellten Zelllysate wurden im Anschluss
durch SDS-PAGE auftgetrennt, auf Nitrocellullose-Membranen geblotten und Biotin-haltige Banden
durch Streptavidin-HRP nachgewiesen. Das Ziel dieser Versuche war der Nachweis von Biotin-
Protein-SDAD-Zielproteinkonjugaten, also der an die urspriinglichen Biotin-Protein-SDAD-Konjugate
durch das Crosslinking kovalent gebundener Zielproteine. Durch den Biotin-Tag kdnnen diese
hochmolekularen Konjugate im Western Blotting durch Streptavidin-HRP sichtbar gemacht werden.
Die Zugabe von DTT zu den Lysaten fiihrt hingegen zu einer Spaltung der Biotin-Protein-SDAD-
Zielproteinkonjugate aufgrund der im Crosslinker eingebauten SS-Briicke. Durch das Crosslinking
erfolgreich gebundene Zielproteine kdnnen so wieder abgespalten werden, wodurch nur noch die
Ausgangkonjugate durch ihr Biotin-Tag mit Streptavidin-HRP detektierbar sind.

Zur Herstellung der Lysate wurde das nichtionische Detergenz Triton-X 100 verwendet. Generell
verhalten sich die meisten Membranproteine aufgrund ihrer Hydrophobizitat problematisch in Bezug
auf ihrer Loslichkeit in wassrigen Puffern und tendieren zu unspezifischer Proteinaggregation und
Denaturierung [264]. Die Wahl des richtigen Detergenz ist somit fir jedes Membranprotein
unterschiedlich und muss experimentell bestimmt werden [265]. Generell wird ein Screening von
unterschiedlichen Detergentien bzw. eine sequentielle Membransolubilisierung, also die Anwendung
von verschiedenen Detergentien hintereinander, empfohlen [265, 266]. Triton-X 100 solubilisiert
Zellmembranen jedoch sehr effizient [267]. Eine prominente Ausnahme sind Lipid Rafts oder
“detergent resistant membranes” (DRM), die sich durch ihre Unloslichkeit in nichtionischen
Detergentien wie Triton-X 100 auszeichnen [268]. Von dem Transferrin-Rezeptor 1 (TfR1) ist jedoch
bekannt, dass er nicht mit Lipid Rafts assoziiert [269, 270]. Triton-X 100 wurde bereits von anderen
Autoren verwendet, um den TfR1 zu isolieren [268]. Aus diesem Grund wurde hier ebenfalls Triton-
X 100 als erstes Detergenz zur Solubilisierung ausgewdhlt, um eine erfolgreiche Isolation des
Transferrin Rezeptors 1 durch das Biotin-Tf-SDAD-Konjugat zu gewahrleisten.

Bei der ersten Analyse von Zelllysaten stellte sich heraus, dass auch in unbehandelten Proben Biotin-
haltige Banden in den Western Blots detektiert wurden. Andere Autoren beschreiben eine Stérung
ihrer Experimente durch endogene Biotin-haltigen Proteine bei der Verwendung von Streptavidin in
der Immunohistochemie [271], in-situ Hybridisierung und Western Blotting [272, 273]. Vergleichbar
mit meinen Experimenten wurden jeweils mindestens drei Biotin-haltige Proteine mit
Molekulargewichten von circa 74 kDa, 80 kDa und 125 kDa detektiert. Diese Molekulargewichte
passen jeweils zu Biotin-haltigen Carboxylasen, in denen das Biotin wahrend des Transfers von CO,
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fiir die Bindung der Carboxylgruppe essentiell ist [273]. Wahrscheinlich handelt es sich bei den im
Western Blot detektierten Proteinen somit um Propionyl CoA- (74 kDa), Methylcrotonyl CoA-
(80 kDa) und Pyruvat CoA (125 kDa) Carboxylase [272, 273]. Offensichtlich stéren diese Proteine die
Detektion des Biotin-HSA-SDAD (69 kDa) und des Biotin-Tf-SDAD (82 kDA) sowie die Detektion von
Biotin-Protein-SDAD-Zielproteinkonjugaten nach der UV-Belichtung, letzteres wird zusatzlich durch
die Acetyl CoA Carboxylase (220 kDa), welche ebenfalls ein kovalent gebundenes Biotin enthalt [273],
gestort. Von anderen Autoren publizierte Losungsansatze, die vor der Inkubation mit den biotin-
konjugierten Antikorpern eine Inkubation der Membranen mit Streptavidin und ein nachfolgendes
Blocken der Streptavidin-Bindungsstellen mit Biotin empfehlen [273], konnte fiir die Detektion
meiner biotin-konjugierten Proteine auf der Membran offensichtlich nicht angewendet werden.
Allerdings sind Propionyl CoA Carboxylase, Methylcrotonyl CoA Carboxylase und Pyruvat CoA
Carboxylase hauptsachlich in den Mitochondrien lokalisiert [274], weswegen bei der Herstellung der
Zelllysate ein zusatzlicher Zentrifugationsschritt (11.000g, 40 min, 4° C) zur Entfernung
Mitochondrien eingefiihrt wurde [275].

Abbildung 6-18 B zeigt die mit Streptavidin-HRP detektierten Banden in den unterschiedlichen
Zelllysaten. Fiir jedes Konjugat (Biotin-HSA-SDAD, Biotin-Tf-SDAD) sowie fiir die ohne Konjugat
inkubierten Kontrollen wurde jeweils eine Halfte der Zellen direkt lysiert wahrend bei der anderen
Halfte der oben erwahnte Zentrifugationsschritt zur Entfernung der Mitochondrien eingesetzt wurde.
Die Proben werden in der Darstellung als +Mito bzw. —Mito bezeichnet. Zusatzlich wurde in diesem
Versuch die Anwesenheit von ,hochmolekularen” Konjugaten liberprift. Die Inkubation der Zellen
mit den Konjugaten und die nachfolgende UV-induziertes Crosslinking sollte zu einer kovalenten
Verknlipfung der Konjugate mit Albumin-bindenden Proteinen (Biotin-HSA-SDAD) bzw. mit dem
Transferrinrezeptor (Biotin-Tf-SDAD) fiihren. In einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE sind diese
,hochmolekularen” Zielproteinkonjugate (>MW der Ausgangskonjugate) aufgrund ihres
Molekulargewichtes oberhalb der Ausgangskonjugate zu finden. In einer reduzierenden SDS-PAGE
hingegen werden die Zielproteinkonjugate aufgrund der eingebauten SS-Briicke gespalten, und zwar
in den Biotin-Protein-SDAD- und den eigentlichen Zielprotein- Molekdlteil. In der reduzierenden SDS-
PAGE sind folglich nur die urspriinglichen Ausgangskonjugate durch das Streptavidin-HRP
detektierbar. Fiir eine bessere Ubersicht zeigt Abbildung 6-18 A die theoretische Bandenverteilung.
In Abbildung 6-18 C ist der Blot der nicht-reduzierenden SDS-PAGE nach einer langeren
Belichtungszeit der photosensitiven Filme zu sehen, um die schwach entwickelte Banden aus
Abbildung 6-18 B deutlicher sichtbar zu machen.
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A Theoretische Bandenverteilung

Theoretische Bandenverteilung nach Detektion mit Streptavidin-HRP
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ABBILDUNG 6-18
BIOTIN-HALTIGE BANDEN IN DEN ZELLLYSATEN
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In den Lysaten der Kontrollzellen sind drei Banden mit endogenen Biotin-haltigen Enzymen deutlich
zu erkennen. Wie bereits oben erwdhnt, handelt es sich hier vermutlich um die Propionyl CoA
Carboxylase (74 kDa), Methylcrotonly CoA Carboxylase (80 kDa) und um die Pyruvat CoA Carboylase
(125 kDa). Ebenso wird deutlich, dass gerade die Propionyl CoA Carboxylase und die Methylcrotonyl
CoA Carboxylase im selben Molekularbereich wie Biotin-HSA-SDAD (MW ca. 69 kDa) und Biotin-Tf-
SDAD (MW ca. 82 kDa) detektiert werden. Ein Vergleich der Mitochondrien-freien und
Mitochondrien-haltigen Lysate zeigt, dass der eingefiihrte Zentrifugationsschritt vor der eigentlichen
Lyse die endogenen Biotin-haltigen Enzyme nahezu quantitativ entfernt. Anders als erwartet wird
allerdings durch die verwendete Methode auch ein groBer Anteil der Biotin-Protein-SDAD-
Zielprotein-Konjugate entfernt, welche im Vergleich ebenfalls ein stark reduziertes Signal zeigen. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass auch groBere Zellbruchstiicke mit den Mitochondrien wahrend der
Zentrifugation pelletiert werden. Es ist bekannt, dass eine differentielle Zentrifugation zur
Auftrennung der einzelnen Organellen der Zelle zunachst einmal langwierig ist und ausserdem haufig
nur eine geringe Ausbeute erzielt. Oft wird ein groRBer Teil der Plasmamembranen in den ersten
Schritten der Zentrifugation verloren [266]. Obwohl also ein grofler Anteil der Proteinkonjugat-
Zielprotein-Konjugate durch den Zentrifugationsschritt, der die endogenen Biotin-haltigen Enzyme
aus dem Lysat entfernt, augenscheinlich ebenfalls abgetrennt wird, zeigt Abbildung 6-18 C durch die
langere Belichtungszeit auch in den Mitochondrien-freien Lysaten noch klar detektierbare und
deutlich zu erkennende hochmolekulare, Biotin-haltige Banden.

Bei beiden Konjugaten sind ohne die Entfernung der Mitochondrien zudem eine Reihe von kleineren
Biotin-haltigen Banden sichtbar, die allerdings nicht in den Kontrollen erscheinen. Da ein ahnliches
Phanomen auch in dem oben beschriebenen Versuch zur Detektierbarkeit des Biotins in den
Konjugaten nach der Synthese (siehe 6.3.2) auftrat, sind diese vermutlich durch Verunreinigungen,
die wahrend der Synthese enstanden oder in den Ausgangssubstanzen per se vorhanden waren,
bedingt. Das Verschwinden dieser Banden in den Mitochondrien-freien Lysaten ist somit nur eine
Frage der Verdiinnung bzw. Verstarkung, bei langerer Belichtungszeit tauchten diese Banden hier
ebenso auf.

In der reduzierenden SDS-PAGE treten die Biotin-haltigen Banden sehr viel starker in Erscheinung als
in der nicht-reduzierenden SDS-PAGE. Dieses Phanomen war grundsatzlich bei dem Vergleich von
reduzierender und nicht-reduzierender SDS-PAGE zu beobachten. Firr die Biotin-Protein-SDAD-
Zielproteinkonjugate entspricht dies den Erwartungen, da eine Zugabe von DTT die Disulfid-Briicke
zwischen den Ausgangskonjugaten und den angekoppelten Zielproteinen spaltet. Anders als in der
nicht-reduzierenden SDS-PAGE, bei der sich das detektierbare Biotin-Signal auf einen geringen Anteil
an Ausgangskonjugaten sowie den Biotin-Protein-Zielprotein-Konjugate verteilt, sind somit in der
reduzierenden SDS-PAGE nur noch von den Zielproteinen abgespaltenes Biotin-HSA-SDAD und Biotin-
Tf-SDAD vorhanden, die somit sehr viel prominenter in Erscheinung treten. Anders als erwartet sind
allerdings auch die endogenen Biotin-haltigen Carboxylasen in der reduzierenden SDS-PAGE sehr viel
deutlicher zu erkennen. Eine mogliche Erklarung hierfiir ware eine bessere Detektierbarkeit von
Biotin-Tags nach Aufspaltung der Disulfid-Briicken in den Proteinen.

In dem Blot der nicht-reduzierenden SDS-PAGE sind die hochmolekularen (ca 200 kDa und mehr)
Biotin-Protein-SDAD-Zielproteinkonjugate deutlich in den mit Biotin-HSA-SDAD und Biotin-Tf-SDAD
inkubierten Zellen zu erkennen, treten dagegen wie erwartet in den Kontrollzellen nicht in
Erscheinung. Im Falle des Biotin-Tf-SDAD liegt das erwartete Molekulargewicht bei circa 270 kDa
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bzw. bei ca 350 kDa, da der Transferrinrezeptor, ein (iber Disulfid-Bricken verknlipftes Homodimer,
ein Molekulargewicht von 190 kDa besitzt und bis zu zwei Transferrinmolekile binden kann [276].
Die hier detektierten Banden liegen folglich im erwarteten Bereich des SDS-PAGE Gels. Die
hochmolekularen Banden der mit Biotin-HSA-SDAD inkubierten Zellen liegen in einem vergleichbaren
Molekulargewichtsbereich. Ein Vergleich mit dem Western-Blot in 6.3.3 zeigt zudem, dass die
hochmolekularen Banden nicht entstehen, wenn nur die Konjugate alleine belichtet werden. Deutlich
wird jedoch fiir beide Konjugate, dass die hochmolekularen Anteile in den Zelllysaten nur schlecht
auf dem Gel aufgetrennt werden. Dies kann zum einen an dem hohen Molekulargewicht liegen, auf
der anderen Seite ist aber auch bekannt, dass Membranproteine sowohl unldsliche Aggregate bilden
kénnen, wenn sie im SDS-Probenpuffer erhitzt werden, aber sich ohne Erhitzen selbst in SDS in
schlecht I6slichen, groRen Aggregaten befinden kénnen, die ebenfalls nicht ins Gel eintreten [277].

Zusatzlich fallt bei den Lysaten, deren Mitochondrien entfernt wurden, auf, dass die Intensitat der
Ursprungskonjugate und der Zielproteinkonjugate auf dem Western Blot ungefahr vergleichbar ist.
Durch die endogenen Biotin-haltigen Carboxylasen ist nicht zu erkennen, ob die Lysate ohne die
Entfernung der Mitochondrien einen hoheren Anteil an Zielproteinkonjugaten enthalten.
Wahrscheinlich ist, dass ein nicht unbetrdchtlicher Anteil an Zielproteinkonjugaten als
membrangebundene Fraktion zusammen mit gréBeren Zellbruchstiicken bei der Zentrifugation zur
Entfernung der Mitochondrien mit entfernt wurde. Nichtsdestotrotz ist auch nach den
Waschschritten noch nicht-gecrosslinkte Ausgangskonjugate deutlich nachweisbar. Diese konnten
entweder aus sich noch auf den Zellen befindenden Flussigkeitsreste vor der Lyse stammen, oder
sich aufgrund einer nicht-kovalente Bindung an die Zellmembran noch in den Lysaten befinden. Der
Versuch zu extrazelluldren Bindung und UV-induziertem Crosslinking der Konjugate (siehe 6.3.4)
zeigte, dass auch ohne UV-Belichtung ein gewisser Anteil der Konjugate auf der Zellmembran
nachweisbar war, was insbesondere im Falle der Transferrinkonjugate fiir die starke Interaktion mit
dem Transferrinrezeptor spricht. Eventuell kann sie jedoch auch durch die héhere Hydrophobizitat
der Proteine aufgrund des ankonjugierten Biotin-Tags entstanden sein [255]. Wie nach der Spaltung
der Disulfid-Briicken im Konjugat zu erwarten, sind die Biotin-Protein-SDAD-Zielprotein-Konjugate in
der reduzierenden SDS-PAGE nur noch sehr schwach zu sehen. Die DTT-induzierte Spaltung der
kovalenten Verknipfung war somit erfolgreich. Dies ist insbesondere flir den nachsten Schritt, bei
dem die Biotin-Protein-SDAD-Zielproteinkonjugate mit Streptavidin-Agarose aufgereinigt und im
Anschluss die Zielproteine durch DTT abgespalten werden sollen, wichtig.

Insgesamt war die Entfernung der Mitochondrien und damit der endogenen Biotin-haltigen
Carboxylasen aus den Konjugaten zwar erfolgreich, gleichzeitig scheint sie aber zu einem Verlust der
Ausbeute an Zielprotein-Konjugaten zu fiihren. Natdirlich ist auf der einen Seite die Detektion von
Biotin-haltigen Banden mit Streptavidin-HRP abhéangig von der eingesetzten Menge an Lysat und der
gewidhlten Belichtungszeit der photosensiblen Filme, so dass eine langere Belichtung und eine
hohere eingesetzte Menge an Lysat auch die Biotin-Protein-SDAD Konjugate bzw. Biotin-Protein-
SDAD-Membranprotein Konjugate wieder deutlich sichtbar macht, aber dennoch koénnte die so
reduzierte Ausbeute die spatere Aufreinigung und Detektion der Zielproteine erschweren.

6.3.6 Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose

Zur Etablierung der Immunoprazipitation wurde zunadchst die Bindung der Ausgangskonjugate an
Streptavidin-Agarose Uberprift. Hierzu wurden von beiden Konjugaten zwei verschiedene

Ergebnisse und Diskussion Seite 107



Konzentrationen (ca 5 pg/ml und 1 pg/ml) zu einer identischen Menge an Streptavidin-Agarose
hinzugegeben, fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, und der im Uberstand verbleibende Anteil an
Ausgangskonjugaten im Western Blot durch Streptavidin-HRP nachgewiesen. Der zur Inkubation
verwendete Binding Buffer bestand aus PBS (ohne Ca** und Mg®'), Protease-Inhibitor, sowie den
Detergentien Triton-X 100 und SDS, um deren Einfluss auf die Bindung des Biotin-Tags der Ausgangs-
und Zielproteinkonjugate an die Streptavidin-Agarose zu untersuchen. Vor dem Auftragen der
Uberstandslésungen auf das SDS-Gel wurden die héher konzentrierten Loésungen 1:4 verdiinnt, um
die in der Losung verbliebenen Mengen an Ausgangskonjugat direkt vergleichen zu kénnen.

Die nachfolgende Abbildung 6-19 zeigt den Vergleich der Konjugatlésungen vor (A) und nach (U) der
Zugabe zu Streptavidin-Agarose fiir beide Konjugate und jeweils zwei Konzentrationen in der
Ausgangslosung.

Biotin-Tf-SDAD Biotin-HSA-SDAD
5ug/ml 1pg/ml Sug/ml 1pg/ml
U A U A U A U

A
250 kDQ w7 I ]
130 kDQ e

100 kDa—* D
70 kDa == “ Lo
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A = Ausgangslésung
U = Uberstand nach der Immunoprazipitation

ABBILDUNG 6-19
IMMUNOPRAZIPITATION MIT STREPTAVIDIN-AGAROSE

Die Abbildung zeigt deutlich, dass sich die Menge an detektierbarem Biotin in den Konjugatlésungen
nach der Inkubation mit Streptavidin-Agarose deutlich verringert hat. Dies gilt jeweils fir beide
untersuchte Konzentrationen. Die Ausgangskonjugate Biotin-Transferrin-SDAD und Biotin-HSA-SDAD
binden unter den oben angegebenen Bedingungen folglich an Streptavidin-Agarose. Zielprotein-
Konjugate, die durch die Inkubation der A549 Zellen mit den Konjugaten und der nachfolgenden
Belichtung entstanden sind, konnen somit durch Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose aus
den Zelllysaten isoliert und aufgereinigt werden. Da die eigentlichen Zielproteine zudem (ber eine
SS-Briicke mit den Ausgangskonjugaten verbunden sind, sollten sie nach der Aufreinigung mit DTT
abgespalten werden konnen. Die Spaltbarkeit der Zielproteinkonjugate wurde in 6.3.5 bereits
Uberprift. Abgespaltene Zielproteine wiederum sollen in einem néachsten Schritt Gber SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Da im Falle des Transferrin-Konjugats
das Zielprotein bereits feststeht — der Transferrinrezeptor 1 (CD71), kann hier zusatzlich die
Anwesenheit von CD71 durch Western Blotting und Inkubation mit anti-CD71 nachgewiesen werden.
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6.3.7 Detektion des Transferrinrezeptors 1 (CD71)

Nachdem alle experimentellen Schritte tiberprift wurden, also die Konjugation des Biotin-Tags an die
Proteine und dessen Integritdit nach der UV-Belichtung, die extrazellulire Bindung der
Ausgangskonjugate Biotin-Tf-SDAD und Biotin-HSA-SDAD und das UV-induzierte Crosslinking der
Ausgangskonjugate an die Zellmembran, die Anwesenheit von Zielproteinkonjugaten in den Lysaten
und deren Spaltbarkeit mit DTT sowie die Immunoprazipitation mit Streptavidin-Agarose, wurden
alle Schritte zusammengefiihrt. A549 Zellen wurden mit den Ausgangskonjugaten inkubiert,
gewaschen, UV-belichtet und lysiert, wobei wegen der geringen Ausbeute an Zielproteinkonjugaten
in den Mitochondrien-freien Lysaten jeweils eine Probe mit Mitochondrien und eine ohne
Mitochondrien hergestellt wurde. Die Lysate wurden mit Streptavidin-Agarose inkubiert, die
Agarose-Beads zehn Mal mit Binding Buffer gewaschen und die SS-Briicke zwischen den
Ausgangskonjugaten und den Ziellproteinen durch die Zugabe von 50mM DTT fir 30 min bei
Raumtemperatur gespalten. Die so entstandene Losung mit den abgespaltenen Zielproteinen wurde
Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt, wobei identische Proben auf zwei SDS-Gelen aufgetragen wurden.
Ein Gel wurde mit MS-kompatibler Silberfirbung angefiarbt, das andere auf Nitrozellulose
Ubertragen und mit anti-CD71 sowie dem korrespondierenden HRP-konjugierten sekundaren
Antikorper behandelt. Letzteres erfolgte zundchst mit einem biotin-konjugierten anti-CD71 und
Streptavidin-HRP, in einem zweiten Versuch wurde stattdessen ein monoklonaler
Kaninchenantikorper gegen CD71 und ein HRP-konjugierter Ziege gegen Kaninchen
Sekundarantikorper verwendet.

Die nachfolgende Abbildung 6-20 zeigt den Western Blot nach Inkubation mit dem biotinylierten
anti-CD71 und der nachfolgenden Inkubation mit Streptavidin-HRP.

Kontrollen Biotin-HSA-SDAD Biotin-Tf-SDAD
+Mito -Mito +Mito -Mito +Mito -Mito
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ABBILDUNG 6-20
DETEKTION DES CD71 IN DEN ELUATEN DER STREPTAVIDIN-AGAROSE IMMUNOPRAZIPITATION

Leider zeigten hier alle Versuche ein negatives Ergebnis. In den silbergefarbten Gele zeigten die mit
den Konjugaten inkubierten und mit Streptavidin-Agarose prazipitierten Zelllysate keine zusatzlichen
oder intensiveren Banden als die ohne Konjugate inkubierten und ansonsten parallel behandelten
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Kontrollen. Der Western Blot, der mit biotin-konjugiertem anti-CD71 und Streptavidin-HRP inkubiert
worden war, zeigte nur schwache Banden der Biotin-haltigen Carboxylasen, sowohl in den
Kontrolllen als auch in den mit den Konjugaten inkubierten Zellen (s. Abbildung 6-20). Bei den mit
Biotin-HSA-SDAD inkubierten Zellen sind zudem noch schwache Reste des Ausgangskonjugats
sichtbar. Aus diesem Grund wurde der Versuch wiederholt und ein unkonjugierter anti-CD71 mit
korrespondierendem HRP-konjugiertem Sekundarantikorper eingesetzt, aber in diesem Fall zeigten
sich keine Banden auf dem photosensiblen Film.

Die verbleibenden Biotin-haltigen Carboxylasen zeigen, dass trotz des intensiven Waschens der
Streptavidin-Agarose noch Reste der urspriinglichen Lysate in der mit DTT abgespaltenen
Zielproteinlosung vorhanden waren. Auch in den Silbergelen sind diese Lysatriickstande nachweisbar,
da alle Proben ein vergleichbares Muster an silbergefarbten Proteinbanden aufwiesen. Diese
Proteinbanden waren insgesamt zwar nur schwach ausgepragt, es zeigten sich aber keine
zusatzlichen Banden, die auf ein erfolgreiches Aufreinigen und Abspalten von Zielproteinen wie den
CD71 hinweisen. Ein Ausschneiden einzelner Banden und die Analyse durch MALDI-TOF MS war
demzufolge nicht sinnvoll. Auch im Western Blotting konnte der CD71 nicht in den mit Biotin-
Transferrin-SDAD-Konjugat inkubierten Zellen nachgewiesen werden. Dies kdnnte auf der einen Seite
durch einen nicht-funktionierenden primaren oder sekundaren Antikorper verursacht worden sein,
aber fiir eine Wiederholung des Experimentes fehlte die Zeit. Ein nachster Schritt ware die Titrierung
der Antikorper, also die Bestimmung der zu verwendenden Konzentration, mit durch SDS-PAGE
aufgetrennten Gesamtlysaten der A549 Zellen gewesen, sowie eine Wiederholung des Versuchs, bei
der auf der SDS-PAGE eine Probe mit A549-Gesamtlysat als Kontrolle mitlduft. Zusatzlich misste das
Waschen der Streptavidin-Agarose noch stringenter erfolgen, um Reste der urspriinglichen Lysate
wirklich vollstandig zu entfernen.

Unabhéngig von diesen nachsten (und nicht mehr durchgefiihrten) Experimenten stellt sich die
Frage, ob die fehlende Detektion eines Zielproteins im Silbergel bzw. die fehlende Detektion von
CD71 im Western Blot durch eine andere Versuchsanordnung behoben werden kénnte. Anders
gefragt: hat die Detektion nicht funktioniert oder befanden sich die Zielproteine in Mengen
unterhalb der Nachweisgrenze im Lysat oder funktioniert das hier vorgestellte Konzept der Isolation
von HSA- bzw. Transferrin-bindenden Membranproteinen aufgrund einer mangelnden Interaktion
der Konjugate mit ihren Zielproteinen nicht oder gibt es per se keine Zielproteine fiir HSA und
Transferrin, die so isoliert werden konnten?

Die Theorie, dass die Detektion nicht funktioniert hat, ist zumindestens im Hinblick auf die
silbergefarbten Gele nicht valide, da sich zumindestens unspezifische Proteinbanden anfarben lieRen.
Diese waren sehr schwach ausgepragt, so dass eine prominente, durch die Aufreinigung mit
Streptavidin-Agarose isolierte Bande durchaus sichtbar gewesen wére. Inwieweit eine sehr geringe
Menge an Zielproteinen durch die unspezifischen Banden Gberdeckt wurde, lasst sich jedoch nicht
sagen. Die Detektion mit dem anti-CD71 Antikdrper wiederum wurde zwar so von mir nicht
Uberprift, allerdings wurde er in der hochsten vom Hersteller fir initiale Versuche empfohlenen
Konzentration (1:1000) eingesetzt und vom Hersteller zur Detektion von CD71 in A549 Zelllysaten
durch Western Blotting empfohlen. Auch die Theorie, dass es keine Zielproteine gibt, die hier
nachgewiesen werden kdnnen, ist offensichtlich zumindestens fiir Transferrin falsch. Inwieweit HSA
hingegen Albumin-bindende Proteine als Interaktionspartner auf der Plasmamembran der A549
Zellen hat, ist unklar. Nichtsdestotrotz wurde aus genau diesem Grund diese Versuchsreihe so
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konzipiert, dass das Transferrin-Konjugat als Kontrolle fiir die erfolgreiche Isolation eines Zielproteins
dient. Wie bereits vorne erwahnt, ist die Isolation von Membranproteinen nicht trivial und das
eingesetzte Detergenz sowie dessen Konzentration missen individuell ermittelt werden [265]. Flr
Transferrin bzw. flr den Transferrinrezeptor 1 wurde jedoch bereits eine erfolgreiche Isolation mit
Triton-X 100 beschrieben [268], weswegen dieses hier zur lIsolation der Zielproteinkonjugate
eingesetzt wurde. Inwieweit ein anderes Detergenz oder eine andere Detergenz-Mischung eine
bessere Ausbeute bei der Isolation zeigen wirde, misste in nachfolgenden Experimenten geklart
werden, auch um die Abwesenheit von Albumin-bindenden Proteinen definitiv auszuschlieBen.

Im Anbetracht der Tatsache, dass die experimentelle Abfolge Schritt fiir Schritt Uberprift wurde,
halte ich auch die Theorie, dass das Gesamtkonzept wie es hier vorgestellt wurde, per se nicht
funktioniert, fir falsch. Allerdings fand ich bei meiner Literaturrecherche im Anschluss an den
experimentellen Teil meiner Doktorarbeit eine Verdffentlichung, die eine Stérung der Biotin-
Streptavidin Interaktion durch Zucker beschreibt [278]. Dies gilt insbesondere fiir Mannose, in
geringerem Ausmal allerdings auch fiir Glucose, Fructose und Saccharose. Die Autoren zeigen, dass
sich die Bindung von alkalischer-Phosphatase-konjugiertem Streptavidin an biotinyliertes HSA bei
100 mM und 1 M Saccharose im Puffer auf ca. ein Drittel reduziert. Ungliicklicherweise enthielt der
von mir zur Entfernung der Mitochondrien verwendete SC-Puffer 250 mM Saccharose, da das
Ursprungsprotokoll weitere Schritte zur subzellularen Fraktionierung vorsah [183]. Die Saccharose
diente hier zu Stabilisierung der lysosomalen Membranen um ein Austreten von Proteasen zu
verhindern. Die Bindung der Ausgangskonjugate an Streptavidin-Agarose wurde zwar von mir
Uberprift (siehe 6.3.6), allerdings nur im Hinblick auf die eingesetzten Detergentien, nicht
hinsichtlich der dem SC-Puffer zugesetzten Sucrose. Wahrscheinlich fiihrte die Anwesenheit von
Sucrose in dem fir die Immunoprazipitation eingesetzten Binding Buffer somit zu einer Stérung der
Biotin-Streptavidin  Interaktion und folglich zu einer unvollstindigen Extraktion der
Zielproteinkonjugate aus den Lysaten. Eine Wiederholung der Experimente war mir jedoch zeitlich
nicht moglich. Die Theorie, dass sich die Zielproteine, also der CD71 fiir Transferrin und potentielle
Albumin-bindende Proteine fir HSA, in Mengen unterhalb der Nachweisgrenze in der analysierten
Losung befanden, bedingt durch eine unvollstindige Extraktion aus den Lysaten, halte ich
demzufolge fiir die wahrscheinlichste Erklarung.

6.3.8 Zusammenfassende Diskussion zur Isolation von membranstandigen ABPs

Die Synthese der beiden Ausgangskonjugate Biotin-Tf-SDAD und Biotin-HSA-SDAD war erfolgreich. Es
wurden durchschnittlich 9 bzw. 6 Molekile Biotin an Tf bzw. an HSA konjugiert, das Biotin-Tag war
zudem auch unter UV-Belichtung stabil und konnte durch einen Western-Blot und Streptavidin-HRP
nachgewiesen werden. Die Konjugate enthielten keine hochmolekularen Anteile und konjugierten
auch unter UV-Belichtung nicht mit sich selbst, zeigten aber geringe Verunreinigungen im
niedermolekularen Bereich. Die Aufreinigung der so synthetisierten Konjugate (iber eine
Ultrafiltrationseinheit mit einem héheren MW-Cut-Off als den verwendeten (10 kda) kdnnte diese
beseitigen, eventuell ware auch die Aufreinigung der Ausgangssubstanzen vor der Synthese sinnvoll
gewesen.

Die Konjugate banden extrazellular an die Plasmamembran der Zellen, die mit ihnen inkubiert
wurden, was durch einen Vergleich der Biotin-Markierung von trypsinierten und nicht-trypsinierten
Zellen im FACS nachgewiesen werden konnte. Das UV-induzierte Crosslinking der Konjugate an
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Proteine der Plasmamembran war ebenfalls erfolgreich, was der Vergleich der Biotin-Markierung von
belichteten und unbelichteten Zellen zeigte. Bei der Herstellung von Zelllysaten aus inkubierten und
UV-belichteten Zellen stellte sich jedoch heraus, das endogene Biotin-haltige Enzyme, wahrscheinlich
die Propionyl CoA Carboxylase (74 kDa), die Methylcrotonyl Co A Carboxylase (80 kDa) und die
Pyruvat Co A Carboxylase (125 kDa), den Nachweis der Zielproteinkonjugate, also der durch das
Crosslinking der Ausgangskonjugate an ihre Zielproteine auf der Plasmamembran enstandene
Konstrukte, stéren. Dies wurde auch von anderen Autoren bereits beschrieben [272, 273]. Aus
diesem Grund wurde eine Methode zur Entfernung der Mitochondrien, der Hauptlokalisation der
endogenen Biotin-haltigen Enzyme in der Zelle, etabliert. Dieser Schritt war zwar erfolgreich, fiihrte
aber gleichzeitig zu einem Ausbeuteverlust an Zielproteinkonjugaten, was bei einem Vergleich von
Mitochondrien-freien und Mitochondrien-haltigen Lysaten im Western Blotting deutlich wurde. Das
erfolgreiche Crosslinking zeigte sich zudem durch die Anwesenheit von hochmolekularen Konjugaten
im Western-Blotting, welche zudem durch die Zugabe von DTT zum Probenpuffer gespalten werden
konnten. Durch die SS-Briicke im verwendeten SDAD-Crosslinker konnten so die eigentlichen
Zielproteine wieder von den Ausgangskonjugaten abgespalten werden. Die Bindung der
Ausgangskonjugate an Streptavidin-Agarose war auch in Anwesenheit der verwendeten Detergentien
erfolgreich.

Zur Funktionskontrolle der gesamten Versuchsreihe sollte dann in einem nachsten Schritt das
Zielprotein des Biotin-Tf-SDAD, der Transferrinrezeptor 1 (CD71), in den aus mit Biotin-Tf-SDAD
inkubierten Zellen hergestellten Lysaten isoliert werden, nachdem die Zielproteinkonjugate aus
diesen durch eine Immunopréazipitation mit Streptavidin-Agarose aufgereinigt und durch die
Abspaltung mit DTT isoliert worden waren. Gleichzeitig sollten die so isolierten Zielproteine Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine MS-kompatible Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Leider
konnte der CD71 nicht nachgewiesen werden. Auch die Silbergele zeigten keine definierten
Proteinbanden, die fir die entweder mit Biotin-HSA-SDAD oder mit Biotin-Tf-SDAD bzw. ohne
Ausgangskonjugate (Kontrollen) inkubierten Zellen charakteristisch waren. Eine Erklarung fur diese
Tatsache, insbesondere da die einzelnen experimentellen Schritte der Versuchsreihe vorher einzeln
Uberprift worden waren, ist wahrscheilich eine Kombination aus geringer Ausbeute und der
Tatsache, dass der Binding Buffer fiir die Immunoprazipitation mit Streptavidin Sucrose enthielt. Da
Zucker die Bindung von Biotin an Streptavidin storen kénnen [278], fiihrte dies wahrscheinlich zu
einer verringerten Interaktion der Zielproteinkonjugate mit der Streptavidin-Agarose. Der endgidiltige
Nachweis, dass das hier vorgestellte Protokoll somit erfolgreich Interaktionspartner eines Proteins
aus der Zellmembran einer untersuchten Zelllinie isolieren kann, fehlt somit. Eigentlich ware eine
Wiederholung mit groBerer Zellzahlen, um eine gréRere Ausbeute an Zielproteinkonjugaten zu
erreichen, und eine Optimierung der Immunoprazipitation hinsichtlich des Binding Buffers angezeigt,
um nach einer SDS-PAGE in einem silbergefdrbten Gel einzelne Banden ausschneiden und mit
MALDI-TOF MS analysieren zu konnen. Fir Biotin-Tf-SDAD ist das Zielprotein klar definiert und sollte
auch unter den filr die Lyse verwendeten Bedingungen, insbesondere hinsichtlich der verwendeten
Detergentien, isoliert werden konnen. Triton-X 100 wurde bereits von anderen Autoren zur Isolation
des CD71 verwendet [268]. Die Isolation von Membranproteinen ist jedoch nicht trivial, so ist das
richtige Detergenz flir jedes Membranprotein unterschiedlich und muss empirisch bestimmt werden
[265]. Zudem sind die meisten Membranproteine nur in geringen Mengen in der Zelle vorhanden und
manchmal nur flr eine kurze Zeit innerhalb des Zellzyklus. Insgesamt finden sich in der Literatur viele
Beispiele fir sich widersprechende Ergebnisse hinsichtlich der Aufreinigung und Charakterisierung
von Membranproteinen [264]. Da fur HSA im Gegensatz zu Transferrin das oder die eigentlichen
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Zielproteine nicht definiert sind, sollte zur Identifizierung von Albumin-bindenden Proteinen auf der
Plasmamembran die hier vorgestellten Methode also mehrmals und unter Verwendung von
unterschiedlichen Detergentien durchgefiihrt werden, um eine erfolgreiche Isolation sicherzustellen.
Ein Vergleich der mit Biotin-Tf-SDAD und Biotin-HSA-SDAD isolierten Bindungspartner sollte zudem
erfolgen, um unspezifisch isolierte Proteine auszuschlieRen. MALDI-TOF MS ist eine sehr sensitive
Methode zur Charakterisierung einzelner isolierter Proteine, weswegen eine ausreichende Menge an
Kontrollen nétig sind. Wie bereits im ersten Teil der Arbeit anhand der Ergebnisse von T. Fritzsche
dargestellt, konnen auch geringe Verunreinigungen der analysierten Proteinlosungen die
Identifikation eines neuen Bindungspartner vortauschen. Auch in meinem Fall zeigte sich anhand der
noch schwach sichtbaren unspezifischen Proteinbanden in den Silbergelen, dass trotz des stringenten
Waschens noch Reste der urspriinglichen Lysate in der Zielproteinldsung nachweisbar waren. So
gesehen wadre eine ldentifikation von potentiellen Bindungspartnern fiir HSA durch MALDI-TOF MS
Analyse nur ein erster Schritt, der vergleichbar zu den von mir durchgefiihrten Experimenten in
Abschnitt 1 an lebenden Zellen weiter verifiziert werden muss. Insbesondere kdénnen die fiir die
Aufreinigung und das Crosslinking eingefiihrten Modifikationen die Struktur der untersuchten
Proteine verdandern und somit auch unselektives Crosslinking fordern [257]. Im Hinblick auf die
endogenen Biotin-haltigen Enzyme stellt sich die Frage, ob die Wahl von Biotin als Molekdl zur
spezifischen Aufreinigung der gecrosslinkten Proteine eine geschickte war, allerdings besitzt Biotin
den Vorteil der hochaffinen und stabilen Interaktion mit Streptavidin — solange kein Zucker im
verwendeten Puffer enthalten ist.

Auch der kommerziell erwerbliche Sulfo-SBED Biotin Label Transfer Reagent benutzt Biotin als Tag
zur spezifischen Aufreinigung und Identifizierung der isolierten Proteine. Dieser Crosslinker vereinigt
die beiden separaten Konjugationsschritte meiner Methode in einem einzigen Molekil, das zudem
durch eine andere Lokalisation der SS-Briicke in der Lage ist, das Biotin-Tag auf das Zielprotein zu
Ubertragen. Bei meinen Versuchen mit dem SBED-Crosslinker stellte sich jedoch heraus, dass das
Biotin-Tag ca eine Woche nach der Synthese nicht mehr nachweisbar war, was vermutlich an der
Kombination von Biotin mit Azid als funktionellen Teil des Crosslinkers lag. So sollen Biotin-L6sungen
nicht mit Azid konserviert werden, da dieses den Abbau von Biotin liber einen unbekannten
Mechanismus beschleunigt [259]. Anders als Arylazide, welche den photoreaktiven Teil des Sulfo-
SBED darstellen, scheinen Diazirine, welche ich als Crosslinker in meinen Konjugaten verwende,
stabiler zu sein [256]. Die durchgefiihrten Versuche zur Stabilitdt des Biotin-Tags in Losung und unter
UV-Belichtung bestatigten die Integritdt der von mir hergestellten Konjugate. Dennoch zeigt das
Beispiel des Sulfo-SBED, dass das auch meiner Methode zugrundeliegende Konzept zur Isolation von
Bindungspartnern einzelner Proteine aus der Zellmembran durchaus interessant ist. Frei et al.
entwarfen einen Triceps-Crosslinker, ein Molekdl mit einem Amin-reaktiven NHS-Ester zur
Konjugation an das Ausgangsprotein und einer zusatzlichen Biotin-Gruppe zur Aufreinigung Gber
Streptavidin. Das Crosslinking erfolgt tiber eine Aldehyd-reaktive Trifluoroacetyl-geschiitzte Hydrazin-
Gruppe, die ohne weiter Entschiitzung unter neutralen Bedingungen reagiert, allerdings missen die
Aldehyd-Gruppen erst durch milde Oxidation der Zelloberflachenglykoproteine mit Metaperiodat
hergestellt werden. Der Triceps-Crosslinker wurde von den Autoren unter anderem benutzt, um
durch eine Konjugation an Transferrin den Transferrinrezeptor zu isolieren [279]. Freed et al.
hingegen konjugieren nur Sulfo-NHS-LC-Biotin an das Ausgangsprotein und benutzen den
chemischen Crosslinker DSP (Dithiobis(succinimidy-propionat)) zur Koppelung primarer Amine, in
diesem Fall also der primaren Amine des Liganden und des Interaktionspartners. Auch sie benutzten
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Streptavidin zur Aufreinigung der so erzielten Konjugate und benutzten eine DTT-spaltbare Briicke im
Crosslinker zur Abspaltung der Zielproteine. Die Charakterisierung erfolgte dann, wie auch von mir
geplant, durch MALDI-TOF MS. Interessant ist hier auch, dass sie bei vier hintereinander
durchgefiihrten Experimenten insgesamt 7 Proteine in vier Experimenten, 22 Proteine in drei von
vier und 71 Proteine in jeweils 2 von vier Experimenten nachweisen konnten [280]. Dies zeigt, wie
von Sinz et al. formuliert, dass das Crosslinking trotz des einfach wirkenden Ansaztes immer ein
Versuch-und-Fehler Prozess fiir einen bestimmten Proteinkomplex war bzw. ist [281].

Wie erwdhnt zeigen die auch von anderen Autoren publizierten Methoden zur Isolation von
Bindungspartnern einzelner Proteine Uber Crosslinking der Interaktionspartner und Aufreinigung
durch Biotin-Streptavidin, dass die von mir vorgestellte Methode durchaus auch fiir andere Proteine
als HSA von Interesse ist. Zwar verlangt das Protokoll zwei nacheinander folgende Syntheseschritte,
allerdings sind diese auch ohne groRen experimentellen oder chemischen Aufwand durchfiihrbar. Die
Konjugate sind in LOsung stabil und erlauben so auch eine Charakterisierung der hergestellten
Konstrukte und eine genaue Analyse der durchgefiihrten Experimente. Inwieweit die natiirliche
Interaktion der Proteine durch die Beladung mit zwei unterschiedlichen Liganden gestort wird, hangt
sicherlich von dem jeweils untersuchten Protein ab und diese Problematik besteht offensichtlich
nicht nur bei der von mir gewahlten Methode, sondern bei allen Methoden, die die Struktur des
Ausgangsproteins verandern. Nichtsdestotrotz war mir der endgiltige Nachweis, dass das Protokoll
zur Isolation einzelner Interaktionspartner aus der Zellmembran geeignet ist, nicht moglich. Auch
das eigentliche Ziel, namlich die Isolation und Charakterisierung von ,neuen” Albumin-bindenden
Proteinen auf der Oberflache von humanen Tumorzellen, gelang mir nicht.

Die Frage, inwieweit wirklich ein Rezeptor fiir HSA auf der Oberflaiche von humanen Tumorzellen
vorhanden ist und welchen Einfluss dieser schlussendlich auf die Entwicklung HSA-basierter
Therapeutika in der Onkologie hatte, mochte ich im nachsten Abschnitt genauer diskutieren.
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6.4 AbschlieRende Diskussion

Die zentrale Frage, die in dieser Doktorarbeit beantwortet werden sollte, ldsst sich zusammengefasst
so formulieren: Gibt es auf der Zellmembran von humanen Tumorzellen einen Rezeptor, der fir die
Aufnahme von Albumin Uber einen spezifischen Endozytose-Mechanismus verantwortlich ist? Meine
Antwort auf diese Frage ist mehrteilig und, in einfachen Worten, folgende:

a) Wahrscheinlich nicht.
b) Ein gegenteiliger Beweis wiirde einen groRen methodischen Aufwand bedeuten.
c) Die so gewonnenen Daten waren immer noch nur bedingt aussagekraftig.

d) Ein Nachweis eines spezifischen Albumin-internalisierenden Rezeptors auf Tumorzellen ist
nicht nétig, um die Wirksamkeit von Albumin-basierten Therapeutika zu erkldren.

Zunachst einmal: was spricht fiir die Existenz eines spezifischen Albumin-Rezeptors auf der
Zellmembran von humanen Tumorzellen?

Bereits in den 1950er Jahren wurde ein erhdhter Abbau von Albumin bei Patienten mit progressiven
malignen Erkrankungen festgestellt [48]. Stehle et al. postulierten 1997 auf der Basis von Versuchen
mit radioaktiv markiertem Albumin in Ratten, dass der Tumor selbst der Ort des hochsten Albumin-
Katabolismus im Korper darstelle und somit einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung der
Kachexie und Hypoalbumindmie in Krebspatienten leiste. Albumin dient ihrer Theorie nach als
Energie- und Stickstoffquelle fiir die stark proliferierenden Zellen des Tumors [50]. Unterstitzt wird
diese Theorie unter anderem durch die Tatsache, dass eine Hypoalbuminamie als negativer
prognostischer Faktor fiir Patienten mit neu diagnostizierten unheilbaren Krebserkrankungen gilt und
mit einem verkiirzten Uberleben assoziiert ist [45]. Interessant ist auch, dass Patienten mit einer
aktiven rheumatoiden Arthritis haufig ebenfalls eine Kachexie entwickeln und reduzierte
Serumkonzentrationen von Albumin zeigen [51-53]. Sowohl Tumorgewebe als auch chronisch-
entzlindliche Gewebe zeigen eine verstarkte Akkumulation von HSA, wie mit Hilfe von fluoreszenz-
bzw. radioaktiv-markierten Konjugaten mehrfach gezeigt werden konnte [55, 104, 105, 195]. Auch in
der Zellkultur wurde die Aufnahme und Wirksamkeit von Albumin-Konjugaten bereits mehrfach
publiziert [198, 200]. In einem ersten Schritt auf der Suche nach einem spezifischen Rezeptor
untersuchte T. Fritzsche in seiner Dissertation, die auch die Grundlage fiir diese Arbeit darstellt,
verschiedene Zelllinien (CCRF-CEM, MCF7, MV3) und wies mehrere hnRNP-Proteine (hnRNP Al,
hnRNP A2/B1, hnRNP B1, hnRNP A3, hnRNP C1) sowie Calreticulin als Aloumin-bindende Proteine auf
der Plasmamembran dieser Zellen nach [5]. Die Assoziation der von ihm identifizierten Proteine,
insbesondere von hnRNP A2/B1 und Calreticulin, mit malignen Erkrankungen bzw.
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (vgl. auch 3.5 hnRNP A2/B1 und
Calreticulin als Albumin-bindende Proteine) sind insbesondere wegen der Akkumulation von HSA in
diesen Geweben (s.0.) sowie den fiir diese Erkrankungen durchgefiihrten klinischen Studien zur
Therapie mit Albumin-Konjugaten [100-102, 282] bemerkenswert.

Warum bin ich trotzdem der Meinung, dass ein solcher universell auf der Zellmembran von
Tumorzellen prasenter Rezeptor fir die Aloumin-Aufnahme nicht existiert?
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Die Theorie von Stehle et al. zur Entstehung der Kachexie aufgrund eines hohen Albumin-
Katabolismus des Tumors wird zwar immer wieder gerne zitiert, gerade auch im Zusammenhang mit
dem postulierten Mechanismus der Tumoranreicherung von Abraxane (vgl auch 3.4.2.4 Albumin-
Nanopartikel), allerdings sind seither keine weiteren, diese These untermauernden,
Veroffentlichungen erschienen. Gegen die Theorie von Stehle et al. spricht hingegen, dass in der
,acute phase” - Reaktion, der Reaktion des Korpers auf ein grofleres Trauma, auf Verbrennungen
oder eine Infektion, die Konzentration an Albumin mRNA verringert ist, wahrscheinlich vermittelt
durch hier freigesetzte Cytokine [41]. So wird die Gentranskription von humanem Serumalbumin
durch TNF alpha inhibiert, was die Albumin mRNA um bis zu 90 % reduzieren kann [283]. Diese
Theorie wiirde so nicht nur die Entstehung der Kachexie bei malignen Erkrankungen, sondern auch
bei Patienten mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis erklaren.
Zusatzlich tragt die Umverteilung des Proteins in das Gewebe, verursacht durch eine verstarkte
Extravasation aus den BlutgefdaRen, wahrscheinlich ebenfalls zu der verringerten Konzentration von
Albumin im Blutplasma bei [40]. Insgesamt wahrscheinlicher ist somit eine multifaktorielle
Entstehung der Hypoalbumindmie in kachektischen Krebspatienten [284, 285]. Zudem basiert das
von Stehle et al. entwickelte Modell auf Versuchen mit Ratten, bei denen die Turnover-Rate von
Albumin im Vergleich zum Menschen hoéher und das Gewicht der Tumore im Vergleich zum
Korpergewicht sehr viel gréer ist, was demzufolge nur bedingt eine Aussage liber den absoluten
Beitrag eines soliden Tumors zum Albumin-Katabolismus bei Patienten zuldsst [284, 285].

Unabhangig von dieser Diskussion Uber die Entstehung von Hypoalbumindamie in Krebspatienten ist
die Akkumulation von Albumin im Gewebe von soliden Tumoren seit der Publikation von Stehle et al.
noch mehrfach nachgewiesen worden (s.0.). Dennoch kann nicht allein von diesem Phianomen
ausgehend ein Albumin-spezifischer Mechanismus postuliert werden. Der von Matsumara und
Maeda entdeckte EPR-Effekt liefert eine Erklarung fir die physikalische Akkumulation
hochmolekularer Strukturen auf Basis der lochrigen Endothelwdnde und schlecht ausgebauten
Lymphdrainage im Angio-System des Tumors (vgl auch 3.2.2) [17, 18]. So akkumulieren nicht nur
Albumin, sondern zum Beispiel auch Polymerkonjugate [14] und andere hochmolekulare Strukturen.
Allein die Akkumulation einer Substanz in einem bestimmten Gewebe beschreibt primar eine
erhohte Konzentration im untersuchten Gebiet. Dies bedeutet folglich nicht automatisch, dass die
Anreicherung durch eine gesteigerte intrazelluldre Aufnahme in die einzelne Zelle des Gewebes
hervorgerufen wird, sondern kann ebenso nur die Anreicherung im Interstitium des Gewebes
beschreiben. Natirlich fiihrt eine erhohte Konzentration im Interstitium auch zu einer besseren
Verfligbarkeit einer Substanz in dem Gewebe und in einem néachsten Schritt zu einer hoheren
zellularen Aufnahme. Der springende Punkt ist jedoch, dass alleine der EPR-Effekt bereits einen
Mechanismus fir die Akkumulation und in einem nachsten Schritt auch fiir eine verbesserte
Wirksamkeit von hochmolekularen im Vergleich zu niedermolekularen Therapeutika liefert. Das
verbesserte Targeting eines Nanotherapeutikums hangt somit einzig von dessen GréRe ab und ist
unabhangig von einem spezifischen Rezeptor. Inwieweit also ein Albumin-spezifischer Rezeptor einen
merkbaren zusatzlichen Einfluss auf die Albumin-Akkumulation im Tumorgewebe zeigen wiirde, ist
schwer abzuschatzen. Auch hier gilt, dass eine dhnliche Erklarung fir die Akkumulation von HSA-
Konjugaten in chronisch-entziindliche Geweben herangezogen werden kann, da das hier
angrenzende Endothel ebenfalls durchlassiger ist und eine erhohte Permeabilitat fiir Proteine und
Flissigkeit aufweist [286].
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Vergleichbar mit dem EPR-Effekt fiir die Akkumulation im Gewebe gibt es auch fiir die Aufnahme von
Albumin-Konjugaten in verschiedene Zelllinien, wie sie bereits von anderen Autoren in der Zellkultur
nachgewiesen wurde (s.o0.), eine alternative Erklarung zu einem spezifischen Albumin-Rezeptor. Die
Versuche wurden bisher mit sehr langen Inkubationszeiten von bis zu 48 h [200] durchgefiihrt. Nun
wird jede Substanz, die im Medium gelost ist, friiher oder spater lGber Fluid-Phase Endozytose in die
Zelle aufgenommen. Eine Aussage Uber einen definierten Endozytose-Mechanismus, der (ber eine
unspezifische Fluid-Phase Endozytose hinausgeht, erlauben die Experimente folglich nicht.

Die Daten der Dissertation von T. Fritzsche habe ich bereits in Abschnitt 6.1 diskutiert.
Zusammenfassend sei gesagt, dass ich in meiner Arbeit die von ihm identifizierten Proteine hnRNP
A2/B1 und Calreticulin nicht auf der Zellmembran der von ihm verwendeten CCRF-CEM Zellen
nachweisen konnte. Meiner Ansicht nach basieren seine Ergebnisse auf einer unvollstandigen
Trennung seiner aufgereinigten Plasmamembranen von den Ubrigen Bestandteilen der untersuchten
Zellen. Die Hauptlokalisation von Calreticulin in der Zelle ist das Endoplasmatische Retikulum (ER)
[152] und CRT wird in der subzelluldren Fraktionierung als Markerprotein fiir das ER verwendet [287].
T. Fritzsche verwendete zugesetztes MgCl, um das ER auszufdllen, was aber meiner Ansicht nach
eine Kontamination seiner weiter verarbeiteten Losung mit kleinen Mengen ER-Membran nicht
ausschliesst und was von ihm auch nicht weiter Gberprift wurde. Calreticulin ist zwar auch schon auf
der Oberflache von Zellen, insbesondere Zellen in der frilhen Apoptose, nachgewiesen worden [155],
aber auch dieses Phanomen konnte ich fiir CCRF-CEM Zellen nicht bestatigen. hnRNP A2/B1 hingegen
gehort zu den in Zellen am meisten vorkommenden Proteinen und ist hauptsadchlich im Nucleus
lokalisiert [138]. Obwohl T. Fritzsche die Verunreinigung mit nucledaren Membranen Uberprifte und
hier zumindestens in den von ihm zur weiteren Analyse verwendeten Fraktionen keine detektieren
konnte, schlieRt dies, meiner Ansicht nach, eine geringe Verunreinigung eben nicht aus. Bezeichnend
ist, dass auch der mitochondriale Vorldufer der ATP-Synthase B-Untereinheit in seinen Fraktionen
detektiert wurde, dieser aber in der Publikation [2] im Gegensatz zur Dissertation [5] nicht erwdhnt
wird. Da die Identifikation der Proteine (iber MALDI-TOF MS erfolgte, eine hochsensible Methode zur
Charakterisierung der isolierten Proteine, sind somit auch kleinste Verunreinigungen detektierbar.
hnRNP A2/B1 wurde zwar eine zeitlang als Marker fiir NSCLC diskutiert und von Zhou et al.
mikroskopisch in Gewebeschnitten eine membrangebundene Lokalisation nachgewiesen [160],
seitdem wurde dies jedoch nie wieder publiziert bzw. gilt hnRNP B1 mittlerweile als spezifischerer
Marker fir NSCLC [137]. Insgesamt konnte ich die Ergebnisse von T. Fritzsche folglich nicht
verifizieren und bin der Ansicht, dass hnRNP A2/B1 und Calreticulin nicht auf der Oberflache von
CCRF-CEM Zellen exprimiert werden. Da auch die anderen Indizien, die flir einen spezifischen
Rezeptor auf der Oberflache von humanen Tumorzelllinien sprechen, ebenfalls durch alternative
Mechanismen wie der Zytokin-induzierten verringerten Synthese von Albumin, dem EPR-Effekt und
der Fluid-Phase Endozytose erklart werden kénnen, schliee ich somit, dass ebendieser Rezeptor
wahrscheinlich nicht existiert.

Warum ware ein gegenteiliger Nachweis mit einem so hohen methodischem Aufwand verbunden?

Ein gegenteiliger Nachweis wiirde sich in zwei Teile gliedern: einmal die Identifizierung eines
spezifischen Endozytose-Mechanismus und in einem nachsten Schritt die ldentifizierung des
Albumin-transportierenden Rezeptors.
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Wie meine Versuche und der Blick in die Literatur zeigen, ist die Untersuchung spezifischer
Endozytose-Mechanismen ein weites und komplexes Feld. Die genaue Einteilung in verschiedene
Mechanismen ist bisher nur vorlaufig und noch lange nicht abgeschlossen [6]. Spezifische Inhibitoren
und Marker sind sozusagen noch in der Entwicklung, die zugrundeliegenden Wirkmechanismen der
Inhibitoren haufig nur bedingt bekannt. Gerade zum Thema ,Endozytose von Albumin®“ wird und
wurde viel publiziert, das zum Teil einer genaueren Analyse nicht standhalt (vgl auch 6.2.6).
Problematisch ist die Anwendung von unspezifischen Inhibitoren, die Cytotoxizitdt gewisser
Inhibitoren oder der Einsatz von Substanzen, die einen substantiellen Einfluss auf die generelle
Zellphysiologie, das Aktin-Zytoskelett oder die Membranzusammensetzung haben wie zum Beispiel
EIPA (ein Inhibitor des Na‘/H*-lonenaustausches) oder Cholesterol-entfernende Substanzen wie
Methyl-B-cyclodextrin [21]. Aber auch etablierte Inhibitoren der CME wie Chlorpromazin oder die
Inkubation unter hypertonen Bedingungen kénnen Auswirkungen auf die Morphologie und Viabilitat
der untersuchten Zellen haben. Vercauteren et al. zeigten, dass Chlorpromazin toxische Effekte
aufweist, und dies selbst nach kurzen Inkubationszeiten und in fiir die Untersuchung der Endozytose
verwendeten Konzentrationen. Zudem fiihrte Chlorpromazin in den von den Autoren durchgefiihrten
Versuchen bei zwei von vier verwendeten Zelltypen zwar zu einer Hemmung der Aufnahme von
Transferrin, in einer Zelllinie hatte es jedoch keinen Effekt und in einer weiteren Zelllinie verstarkte
Chlorpromazin die Aufnahme von Transferrin sogar. Zusatzlich verursachte es eine verstarkte
Aufnahme des Lipid-Raft Liganden Lactosylceramid, in einem Fall sogar um 200 % [175]. Auch in
meinen Experimenten konnte ich bei zwei verwendeten Techniken zur Inhibition der CME keinen
Einfluss auf die Aufnahme von Transferrin feststellen, und in einem weiteren Fall war zwar eine
starke Hemmung der Transferrin-Aufnahme zu beobachten, allerdings parallel dazu auch eine starke
Hemmung der Fluid-Phase Endozytose von Dextran (vgl auch 6.2.6).

Dies zeigt, wie komplex das Feld der Endozytose-Mechanismen und ihrer Untersuchung wirklich ist,
wenn man sich die Mihe macht, addaquate Kontrollen durchzufiihren. lllustriert wird dies zum
Beispiel auch durch die Tatsache, dass fiir die Caveolin-abhdngige Endozytose lange Zeit ein
alternatives intrazellulares Trafficking postuliert wurde, welches in der Lage war, die Lysosomen und
somit den Abbau der aufgenommenen Substanzen zu umgehen [7]. Das sogenannte , Caveosom®,
mit dem die durch die Hilfe von Dynamin abgeschnirten Vesikel fusionierten, wurde 2001 von
Pelkmans et al. entdeckt [222]. Neuere Untersuchungen derselben Autoren aus dem Jahr 2010
zeigten jedoch, dass diese neu entdeckten Organellen in Wirklichkeit identisch mit spéaten
Endosomen (LE) bzw. Lysosomen (LYS) waren, in denen das verwendete Caveolin-GFP durch seine
hohe Uberexpression akkumulierte. So konnten jetzt typische Markerproteine fiir intraluminale
Vesikel (ILV) und LE/LYS, wie zum Beispiel Rab7 und Lamp1, nachgewiesen werden und auch der
zuvor gemessene neutrale pH-Wert war wahrscheinlich der Versuchsanordnung mit einer
verspateten Messung eines fluoreszenz-markierten SV-40 (Simian Virus 40) als pH-sensitive Probe
geschuldet, welches sich zu diesem Zeitpunkt bereits zum groBten Teil im ER, einem neutralen
Kompartment, aufhielt [223].

Insgesamt konnte ich keine Beteiligung der CME an der Aufname von Albumin nachweisen. Diese
Formulierung ist durchaus bewusst gewahlt, denn im Umkehrschluss konnte ich die Beteiligung auch
nicht vollstandig ausschliefen. Wollte man hier jedoch eine wirklich aussagekraftige Untersuchung
durchfihren, reicht es nicht, nur einen Mechanismus der Aufnahme in die Zelle isoliert zu
betrachten. Es miissten zumindestens die Caveolae-vermittelte Aufnahme, die Lipid-Raft Endozytose
und die Fluid-Phase Endozytose parallel untersucht werden, zudem jeweils mit verschiedenen

Seite 118 Ergebnisse und Diskussion



Inhibitoren, die zuvor hinsichtlich ihrer wirksamen Konzentration und Cytotoxizitat Uberprift
wurden. Fir jeden analysierten Mechanismus sollte ausserdem ein spezifisches Markermolekiil als
Kontrolle etabliert werden, was, wie oben bereits erwadhnt, nicht trivial ist. Idealerweise wiirden
diese Versuche mit einer selektiven Inhibition durch die Transfektion mit siRNA komplementiert
werden, wobei auch hier durch die Transfektions-Reagenzien induzierte Effekte sowie der Einfluss
auf andere Vorgidnge in der Zellphysiologie durch die verwendete siRNA beriicksichtigt werden
missen. Zusatzlich zu dem experimentellen Aufbau gibt es noch weitere Faktoren, die bei der
Analyse der Aufnahme in die Zelle eine Rolle spielen. So koénnen Substanzen durchaus
konzentrationsabhangig durch verschiedene Mechanismen aufgenommen werden, wie es bereits fir
verschiedene Nanopartikel und Polymere gezeigt wurde [7]. Das Beispiel des FCRN Rezeptors
wiederum illustriert den konzentrationsabhdngigen Unterschied zwischen Aufnahme und Recycling,
so werden 1gG und Albumin in niedrigen Konzentrationen recycelt, aber sobald die Kapazitat des
FCRN Rezeptors Uberschritten ist, verbleiben sie in der Zelle und werden im Lysosom abgebaut [42].
Hinzu kommt, dass die Hemmung eines einzelnen Endozytose-Mechanismus durchaus zu einer
Kompensation und Hochregulierung anderer Mechanismen fiihren kann, was die Auswertung der
gewonnenen Daten zusatzlich erschwert [175].

Die Anwesenheit eines spezifischen Endozytose-Mechanismus ist die Voraussetzung fiir eine gezielte,
Rezeptor-abhangige Endozytose von Albumin. Ein alternativer Weg, der zunachst unabhéangig von der
Untersuchung der zelluldren Aufnahme ist, besteht in der Identifizierung Albumin-bindender
Proteine auf der Zellmembran und in einem nachsten Schritt der Charakterisierung dieser ABPs
hinsichtlich ihrer potentiellen Funktion in der Endozytose von Albumin. Der letzte Teil dieser Arbeit
beschreibt ein Protokoll zur Isolation der HSA-Bindungspartner durch die Synthese eines Biotin-HSA-
SDAD Konjugats, das auf der einen Seite einen photoaktivierbaren Crosslinker zur kovalenten
Bindung an Interaktionspartner und auf der anderen Seite einen Biotin-Tag zur selektiven
Aufreinigung der HSA-ABP-Komplexe durch Streptavidin enthédlt. Auch andere Autoren haben
dhnliche Ansatze publiziert, welche das eigentliche Crosslinking mit einer selektiven Aufreinigung
verbinden [279, 288]. Unter anderem die Arbeit von T. Fritzsche hat gezeigt, dass eine moglichst
stringente Aufreinigung der gesuchten Zielproteine noétig ist, um die Komplexitdt der zu
analysierenden Proteinlésung zu verringern und eine eindeutige Identifikation durch MALDI-TOF MS
zu erleichtern. Interessant ist dennoch, dass Freed et al. bei vier hintereinander durchgefiihrten
Experimenten insgesamt 7 Proteine in vier Experimenten, 22 Proteine in drei von vier und ganze 71
Proteine in jeweils 2 von vier Experimenten nachweisen konnten [280]. Dies zeigt, wie von Sinz et al.
formuliert, dass das Crosslinking trotz des einfach wirkenden Ansatzes immer ein Versuch-und-Fehler
Prozess fiir einen bestimmten Proteinkomplex war und ist [281]. Eine mehrfache Durchfiihrung eines
solchen Experiments und der Vergleich der erzielten Ergebnisse ist somit essentiell. Der Vorteil an
dem in dieser Arbeit vorgestellten Protokoll ist die Tatsache, dass durch die Stabilitdt der Konjugate
in Losung die Experimente mit den gleichen Ausgangssubstanzen mehrfach durchgefiihrt werden
kénnen. Dies ist zum Beispiel mit dem SBED Biotin Label Reagent von Thermo Fisher, der ein zu
meinem Protokoll vergleichbares Prinzip in einer einzelnen Konjugation vereint, nicht moglich, da die
so hergestellten Konjugate in Losung nicht stabil waren. Unzweifelhaft ist jedoch, das jegliche
Modifikation eines Proteins seine natirliche Bindung an Interaktionspartner stéren kann,
insbesondere Biotinylierungen kdnnen zur einer Erhéhung der Hydrophobizitit eines Proteins und
somit einer Erhéhung von unspezifischen Interaktionen mit der Zellmembran fiihren [255]. Eine
stringente Validierung des eingesetzten Protokolls und ausreichende Kontrollen, wie sie von mir
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anhand des parallel synthetisierten Biotin-Tf-SDAD durchgefiihrt und geplant wurden, sind, wie
bereits erwahnt, essentiell. Obwohl in dieser Arbeit alle experimentellen Schritte des Protokolls
Uberpruft wurden, fehlt die endglltige Funktionskontrolle anhand der Isolation des
Transferrinrezeptors. Nichtsdestotrotz ware selbst die erfolgreiche Isolation eines neuen Albumin-
bindenden Proteins eben nur genau das: ein Albumin-bindendes Protein. Eine Aussage, inwieweit ein
solches Protein in die Albumin-Endozytose involviert ist, kann allein anhand dieser Charakteristik
nicht getroffen werden. Ahnliche Versuche, wie ich sie in Teil 1 dieser Arbeit fiir Calreticulin und
hnRNP A2/B1 durchgefiihrt habe, missten zunichst einmal die Anwesenheit auf lebenden Zellen
weiter verifizieren. Der nachste Schritt, die Untersuchung der Aufnahme von Albumin in die Zelle und
die Beteiligung des neuen ABPs wiederum schlieft den Kreis zur Untersuchung der CME im
besonderen und der Endozytose-Mechanismen generell, und den hiermit verbundenen hohen
methodischem Aufwand.

Warum hatten so gewonnene Daten nur eine geringe Aussagekraft?

Um im Umkehrschluss eine hohe Aussagekraft zu erreichen, sollten die gewonnen Daten eine
moglichst universelle Erklarung fir die Aufnahme von Albumin in unterschiedlichste Tumorarten
liefern, zumindestens fiir alle diejenigen, bei denen die Wirksamkeit oder Akkumulation von HSA-
Konjugaten bereits gezeigt wurde. Es gilt aber zu bedenken, dass mehr als 200 unterschiedliche
Zelltypen im menschlichen Korper existieren [20] und die Herkunft der Zelle einen entscheidenden
Einfluss auf die Expression, Aktivitat und Funktionalitdt der einzelnen Endozytose-Mechanismen hat.
Je nach Zelltyp kénnen diese unterschiedlich prasent sein oder sogar vollstiandig fehlen [7]. Ein
universeller, auf verschiedensten Tumorarten (liber)exprimierter Rezeptor ware somit ein wahrer
Gliickstreffer. Ein Blick in die Literatur zeigt, dass verschiedene Labore unterschiedliche Zelltypen,
teilweise heterogene Nanomaterialien und verschiedene Methoden benutzen, um die intrazellulare
Aufnahme zu untersuchen, was die Generalisierung dieser Untersuchungen stark erschwert. Wie ich
bereits oben erwdhnt habe, sollte eine gute Analyse folglich verschiedene Ansdtze und
unterschiedliche  Zelltypen einschlieBen, um eine Aussage (ber den spezifischen
Aufnahmemechanismus einer Substanz treffen zu kénnen. Allerdings zeigten Vercauteren et al., dass
auch in Zelllinien des gleichen Gewebetyps eine stark variierende Empfindlichkeit gegeniber
Endozytose-Inhibitoren existiert [175], was wiederum fiir Unterschiede in der Ausstattung mit bzw.
der Effektivitat der einzelnen Endozytose-Mechanismen spricht. Wenn diese Unterschiede alleine
zwischen Zellen der gleichen Tumorart bestehen, stellt sich die Frage: wieviele Zelllinien missten fir
eine fundierte Aussage analysiert werden? Sowie: Inwieweit sind die so in der Zellkultur und mit
verschiedenen Zelllinine gewonnenen Daten wirklich aussagekraftig flr die spatere Situation in vivo?
Durr et al. konnten zeigen, dass 41 % der in vivo exprimierten Proteine auf den Plasmamembranen
von Endothelzellen der Rattenlunge spater nicht mehr in vitro, also in der Zellkultur, detektiert
werden konnten [289]. Eine Zelllinie in Kultur verandert sich naturgemal und zeigt phanotypische
Veranderungen, die in morphologischen Verdnderungen sowie dem Verlust von nativen Funktionen
und Proteinexpression resultieren [290]. Nichtsdestotrotz stellen Zellkultur und Zelllinien ein Modell
flr die Situation im eigentlichen Gewebe bzw. in einem ganzen Tier oder Menschen dar. Das
eigentlich zugrundeliegende Interesse der hier durchgefiihrten Untersuchungen gilt jedoch der
Aufnahme eines HSA-Konjugats in die Zielzellen eines Tumors oder einer Entziindung in einem
Patienten. Ein gutes Beispiel fir die Unterschiede zwischen Zellkultur und lebendem Organismus ist
die Tatsache, dass Albumin-Konjugate mit zu hoher Beladung in der Leber akkumulieren und durch
das RES aus der Zirkulation entfernt werden [195]. Auch Nanopartikel mit einer GroRRe von 1-3 pum
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werden zu 90 % durch das RES der Leber abgefangen, wohingegen eine durchschnittliche GrolRe von
15-30 um zu einer 99 % Ablagerung im Kapillarbett der Lunge fiihrt.[95] Hier wird deutlich, dass jedes
noch so gut durchdachte aktive Targeting an einfachen physiologischen Gegebenheiten scheitern
kann. Es ist bezeichnend, wie viele unterschiedliche Nanopartikel, Liposomen, sowie Polymer- oder
Proteinkonjugate in vitro weltweit untersucht werden und wie wenig es davon bisher in die
Zulassung geschafft haben.

Warum ist ein spezifischer Rezeptor nicht nétig?

Gerade das Beispiel der Albumin-Nanopartikel Formulierung Abraxane zeigt meiner Ansicht nach,
dass eine einfache ldee manchmal die beste ist, und, um auf den letzten Teil meiner Antwort
zuriickzukommen, dass weder eine genaue Analyse des intrazelluldren Aufnahmemechanismus noch
der Transzytose durch das Epithel noch der Akkumulation im Interstitium des Tumors nétig ist, um
zugelassen und erfolgreich in der Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms eingesetzt zu
werden (vgl auch 3.4.2.4). Um es noch einmal zu betonen: die Kritik der auf, meiner Ansicht nach,
unzureichenden Daten basierenden Produktinformationen zum Wirkmechanismus von Nab-
Paclitaxel heisst nicht, dass es kein Erfolg ist. Abraxane wirkt, es hat eine hohere Anreicherung im
Tumorgewebe als freies Paclitaxel, es hat weniger Nebenwirkungen und es kann einfacher appliziert
werden.

Dies beweist, dass HSA-basierte Therapeutika durchaus “up-to-date” sind. HSA zeigt aufgrund seiner
GroRe einen EPR-Effekt, wie ihn auch andere hochmolekulare Nanotherapeutika aufweisen, aber
zusatzlich ist es per se bioabbaubar, hat eine lange Halbwertszeit wenn es nicht denaturiert ist, es
bindet lipophile Substanzen und kann so als Transportprotein fir Fettsdure-konjugierte Therapeutika
(vgl. 3.4.2.2 ) oder wie im Falle von Abraxane einfach als Losungsvermittler dienen, es ist nicht
pathogen und selbst nach Langzeit-Administration nicht immunogen, wie die jahrzentelange
Anwendung von Albumin-Infusionslésungen in der Klinik zeigt, und zudem ist durch rekombinantes
Albumin auch eine Plasmaspender-unabhangige Herstellung moglich, die ausserdem Moglichkeiten
fir Modifikationen bietet, wie sie bereits hinsichtlich der verlangerten Halbwertszeit durch eine
verbesserte FCRN-Bindung existieren (vgl 3.4.2). Die hohe Stabilitdt von Albumin in verschiedenen
Losungsmitteln und die grolRe Anzahl an funktionellen Gruppen die fiir chemische Modifikationen zur
Verfligung stehen, machen HSA fiir die Entwicklung von unterschiedlichsten Nanotherapeutika
interessant.

Fir ein bereits so erfolgreich eingesetztes Molekil ist ein spezifischer Aufnahmemechanismus
folglich gar nicht notig. Selbst wenn ein solcher Rezeptor auf der Plasmamembran von Tumorzellen
existiert — existiert er dann auf allen Tumorarten? Wenn nicht, was sicherlich wahrscheinlicher ist,
lohnt sich wirklich der Aufwand, auf diesen Rezeptor zu testen, wenn allein aufgrund des EPR-Effekts,
des Endothelrezeptors gp60 und, gegebenenfalls, SPARC bereits genug andere Mechanismen
existieren, um eine Akkumulation im Interstitium des Tumors zu gewahrleisten? Eine Modifikation
von HSA fiir eine verbesserte Bindung an so einen hypothetischen, auf einigen Tumoren exprimierten
Rezeptor wirde die Anwendungsmoglichkeiten folglich zudem nicht verbessern, sondern im
Vergleich zum Orginal eher einschranken.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass ein Rezeptor fiir die spezifische Aufnahme von Albumin auf
der Plasmamembran von Tumorzellen meiner Ansicht nach wahrscheinlich nicht existiert, vor allem
nicht im Sinne eines ubiquitdr exprimierten Rezeptors auf jeder Art von Tumor. Daflir sprechende

Ergebnisse und Diskussion Seite 121



Daten sind entweder veraltet, nicht reproduzierbar oder aufgrund der Versuchsanordnung schwierig
zu beurteilen. Ich gebe gerne zu, dass auch der experimentelle Teil meiner Arbeit noch weiter gefiihrt
werden kénnte. Ich mochte dazu jedoch anmerken, dass es durchaus schwieriger ist, nachzuweisen,
dass etwas nicht existiert, als das Gegenteil. Insbesondere da hier jeder Zweifel an den
angewendeten Methoden ausgerdumt werden muss. Meiner Ansicht nach habe ich in meiner Arbeit
etwas gesucht, das so nicht existiert. Wie ich hier und in der Ubrigen Arbeit allerdings dargestellt
habe, ist ein spezifischen Rezeptor fir die Albumin-Aufnahme in Tumorzellen nicht nur
wahrscheinlich nicht existent, sein Nachweis Ubersteigt auch die methodischen und zeitlichen
Moglichkeiten einer einzelnen Doktorarbeit und ist schlussendlich fiir die Entwicklung neuer HSA-
basierter Therapeutika nicht erforderlich. Insgesamt denke ich somit, dass ich die grundlegende
Aufgabenstellung meiner Arbeit damit durchaus erfolgreich bearbeitet habe.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABP Albumin-bindende Proteine

AP2 Adapterprotein 2

BCA Bicinchoninic-Assay

BSA Bovines Serumalbumin

CHC Clathrin Heavy Chain

CME clathrin-mediated endocytosis = Clathrin-abhangige Endozytose

CRT Calreticulin

ECL enhanced chemoluminescence

EE early endosomes = friihe / unreife Endosomen

EPR-Effekt “Enhanced Permeability and Retention”-Effekt

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence activated cell sorting = Durchflusszytometrie

FcRN neonataler Fc-Rezeptor

FSC forward scatter

GFP green fluorescent protein

GM Geometrisches Mittel

hnRNP heterogenous nuclear Ribonucleoprotein

HRP horseradish peroxidase = Meerrettich Peroxidase

HSA Humanes Serumalbumin

IFP interstitial fluid pressure = interstitieller FlUssigkeitsdruck

ILV Intraluminale Vesikel

LE late endosomes = spate / gereifte Endosomen

MALDI-TOF MS | matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight mass
spectrometry

MDC Monodansylcadaverin

MS Massenspektometrie

MTX-HSA Methotrexat-HSA

MVB multivesicular bodies

MwW molecular weight = Molekulargewicht

NSCLC non small cell lung cancer = nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom

PAO Phenylarsinoxid

Pl Propidium lodid

RES Retikuloendotheliales System

RFU relative fluorescence units = relative Fluoreszenz-Einheiten

RNAI RNA-Interferenz

SBED Sulfo-Biotin-Label Transfer Reagent

SC subcellular fractionation = subzellulare Fraktionierung

SDAD NHS-SS-Diazirin

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SFM Serumfreies Medium

Abkirzungsverzeichnis
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SiRNA small interfering RNA

SPARC secreted protein acidic and rich in cystein

SSC sideward scatter

STR Streptavidin

Tf Transferrin

TfR1 Transferrinrezeptor 1

TGFBRII Transforming Growth Factor beta Rezeptor Typ 2
TMR Tetramethylrhodamin
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