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2.1.6 Lösungen und Puffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

2.1.6.1 Phosphatpuffer in Kochsalzlösung (PBS) . . . . . 16

2.1.6.2 CHAPS-Lysepuffer . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.1.6.3 Ladepuffer für Proteine . . . . . . . . . . . . . . 17

2.1.7 Medien und Seren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.1.8 Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.1 Molekularbiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.1.1 Site-Directed Mutagenesis . . . . . . . . . . . . . 19

2.2.1.2 E. Coli-Transformation . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. Coli . . . . . . 20

2.2.1.4 DNA-Konzentrationsbestimmung . . . . . . . . . 20

2.2.2 Kryokonservierung der Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.2.3 Kultivierung der Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.2.3.1 Modifikation der Cholesterin-Homöostase in der
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Flotillin

Die Familie der Flotilline zählt zwei homologe Proteine zu ihren Mitgliedern:

Flotillin-1 und Flotillin-2. Sie sind ubiquitär in allen Zelltypen vorhanden (Vo-

lonte et al. 1999, Babuke und Tikkanen 2007). Die Tatsache, dass man diese

oder homologe Varianten auch in Pflanzen, Bakterien und Pilzen identifizieren

konnte (Edgar und Polak 2001, Borner et al. 2005), machen sie zu evolutionär

hoch konservierten Proteinen (Galbiati et al. 1998, Málaga-Trillo et al. 2002). Das

apparente Molekulargewicht liegt bei ca. 47 kDa (Babuke und Tikkanen 2007).

Das Gen für Flotillin-1 liegt beim Menschen auf Chromosom 6 und für Flotillin-2

auf Chromosom 17 (Cho et al. 1995, Bickel et al. 1997). Drei Gruppen haben

die Flotilline in unterschiedlichen Zusammenhängen gefunden: Schroeder et al.

(1994) haben sie als erstes publiziert, nachdem sie die komplementäre DNA zu

einer verkürzten Version von Flotillin-2 fanden, welche sie epidermal surface an-

tigen (ESA) benannten. Als sogenannte reggies wurden sie kurze Zeit später von

Schulte et al. (1997) publiziert, die zwei Proteine identifizierten, die bei der Axon-

regeneration nach Läsion des Optikusnervs eines Goldfischs eine Rolle spielten.

Im gleichen Jahr isolierten Bickel et al. (1997) die beiden Proteine als Bestandteil

einer Triton-unlöslichen, flottierenden Lipidfraktion aus dem Lungengewebe der

Maus und nannten sie Flotilline.

1



KAPITEL 1. EINLEITUNG 2

1.1.1 Expressionsmuster in verschiedenen Zelltypen und

intrazelluläre Lokalisation

Im Zebrafisch (Danio rerio) und im Krallenfrosch (Xenopus laevis) hat man die

Flotilline ubiquitär, aber stark exprimiert in neuronalem Gewebe gefunden (von

Philipsborn et al. 2005, Pandur et al. 2004). Beim Säugetier sind Flotillin-1 und

Flotillin-2 in allen Zelltypen ubiquitär expremiert, aber ebenfalls neuronal ange-

reichert (Volonte et al. 1999, Rajendran et al. 2003, Babuke und Tikkanen 2007).

Die intrazelluläre Lokalisation der Flotilline ist vom Zelltyp abhängig. In vielen

Zelltypen sind sie hauptsächlich an der Plasmamembran (PM) lokalisiert, wo sie

in cholesterin- und sphingolipidreichen Membransubdomänen, den sog. lipid rafts

angereichert sind. Flotillin-1 und Flotillin-2 bilden Homo- und Heterooligomere

und finden sich assoziiert an verschiedene zelluläre Membranen, u.a. die Plas-

mamembran (Stuermer et al. 2001, Kokubo et al. 2003), in endosomalen Kom-

partimenten (de Gassart et al. 2003, Langui et al. 2004), Exosomen (Trajkovic

et al. 2008), dem Golgiapparat (Gkantiragas et al. 2001) und in Lipid-droplets

(Reuter et al. 2004, Liu et al. 2005). Ein überlappender Aufenthaltsort der beiden

Proteine ist in den meisten Zelltypen zu finden. Dort, wo sich Unterschiede zeig-

ten, hielt sich Flotillin-2 an der PM und Flotillin-1 an intrazellulären Organellen

auf.

1.1.2 Struktur von Flotillin

1.1.2.1 SPFH-Sequenz

Die Flotilline sind zytosolische Proteine und über eine hairpin-ähnliche Struktur

mit der PM assoziiert, ohne diese zu überwinden oder Transmembrandomänen

auszubilden (Bauer und Pelkmans 2006). Am N-Terminus befindet sich die sog.

”
SPFH-Sequenz“, was die Proteine zu einem Mitglied der Gruppe der Stoma-

tin/ Prohibitin/Flotillin/HflK/C-Proteine macht. Die exakte molekulare Funkti-

on dieser Sequenz ist bisher ungeklärt (Tavernarakis et al. 1999). Die gemeinsame

Struktur legt aber ähnliche Funktionen für die Mitglieder dieser Gruppe nahe.

Aufgrund der weiten Verbreitung der Proteine dieser Gruppe ist eine grundlegen-

de und wichtige Rolle zu vermuten. Die topologischen Eigenschaften erinnern sehr

an Caveolin, auch wenn sich die molekularen Strukturen deutlich voneinander

unterscheiden. Auch Caveolin hat eine hairpin-ähnliche Struktur mit zentralem
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Abbildung 1.1: Struktur von Flotillin-2: aa = Aminosäuren; (nach

Babuke und Tikkanen 2007).

hydrophoben Bereich, die mit der PM interagiert, aber keine Transmembran-

domäne ausbildet; ebenso, wie bei den Flotillinen, sind N- und C-Terminus ins

Zytosol gerichtet (Okamoto et al. 1998); auch Caveolin ist an mehreren Stellen

palmitoyliert und bildet Oligomere (Dietzen et al. 1995, Monier et al. 1995). Ca-

veolin hat verschiedene Funktionen bei der Signaltransduktion, sowie Endozytose

und Transzytose (Cohen et al. 2004).

1.1.2.2 Flotillin-Domäne

Am C-Terminus befindet sich eine einzigartige und den Flotillinen eigene Se-

quenz, die Flotillin-Domäne. Diese besteht aus einer Reihe von Glutaminsäure-

und Alaninrepeats (EA-repeats), welche eine Coiled-Coil -Struktur ausbilden kann

und damit wahrscheinlich durch Homo-/Heterooligomerbildung die Flotilline sta-

bilisiert (Schroeder et al. 1994, Bickel et al. 1997). Die Oligomerbildung ist wichtig
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für die Stabilität von Flotillin-1. Knockdown von Flotillin-2 führt zum zellulären

Abbau von Flotillin-1. Umgekehrt ist dies nicht der Fall (Langhorst et al. 2005).

1.1.2.3 Membranassoziation

N- und C-Terminus sind Richtung Zytosol gerichtet. Eine Assoziation mit der PM

besteht durch modifiizierte Fettketten und hydrophobe Bereiche. Diese zentralen,

hydrophoben Aminosäurenbereiche bilden eine Schleife aus, den bereits erwähn-

ten hairpin-loop, mit dem sich Flotillin an die Plasmamembran anlagert (Morrow

et al. 2002, Gkantiragas et al. 2001). Die Membranassoziation wird durch Acy-

lierung verstärkt: beide Proteine sind an mehreren Cysteinresten palmitoyliert,

allerdings weist nur Flotillin-2 eine Myristoylierung an einem Glycinrest auf.

1.1.2.4 CRAC-Domäne

Flotilline enthalten zwei putative cholesterol recognition/ interaction amino acid

consenus (CRAC) – Domänen ((L/V-(X))(1-5)-Y-(X)(1-5)-R/K)), eine im Ab-

schnitt der Aminosäuren 120-127 (VEQIYQDR), die andere im Abschnitt 157-

169 (VYDKVDYLSSLGK) (Roitbak et al. 2005). CRAC-Motive wurden durch

Li und Papadopoulos (1998) erstmalig im peripheral type benzodiazepine receptor

(PBR) beschrieben, wo sie eine Funktion bei der Cholesterinbindung beschrieben,

sowie eine potentielle Rolle beim Transport von Cholesterin ins Mitochondrium

diskutierten (Li et al. 2001, Jamin et al. 2005). Auch Caveolin enthält eine sol-

che CRAC–Domäne, wobei Caveolin mit dieser Domäne Cholesterin leichter in

cholesterinreiche Membranabschnitte sortieren kann (Epand et al. 2005).

1.1.3 Funktionen von Flotillin

Die Funktion der Flotilline ist bis heute noch nicht vollständig geklärt. Bishe-

rige Erkenntnisse lassen aber auf eine Beteiligung an mehreren Prozessen, wie

rezeptorvermittelter Signaltransduktion, Endo- und Phagozytose, sowie Regula-

tion des Zytoskeletts schließen (Babuke und Tikkanen 2007).

Die Expression von Flotillin-1 und 2 ist u.a. entwicklungsabhängig reguliert. Die

erhöhte Expression während neuronaler Differenzierung (Volonte et al. 1999, Pan-

dur et al. 2004, von Philipsborn et al. 2005) und Regeneration (Schulte et al. 1997)

deutet auf eine Funktion von Flotillin bei diesen Schritten hin.
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1.1.3.1 Signaltransduktion

In Immunopräzipitationsversuchen wurde eine Interaktion von Flotillin mit GPI-

gekoppelten Proteinen (Reuter et al. 2004, Stuermer et al. 2001, Stuermer et al.

2004), verschiedenen Rezeptoren (Hazarika et al. 2004, Wakasugi et al. 2004),

Src-Kinasen (lck und fyn) (Liu et al. 2005, Slaughter et al. 2003) und Transmem-

branproteinen (ABCA1) (Bared et al. 2004) nachgewiesen. Dies deutet auf eine

Funktion der Flotilline in verschiedenen Signaltransduktionsprozessen hin.

In Adipozyten wurde gezeigt, dass Flotillin-1 an einem Zwischenschritt eines al-

ternativen Insulinsignalweges beteiligt ist. Nach Insulinstimulation bewirkt Flotillin-

1 die Rekrutierung des sog.
”
c-Cbl–CAP–Protein-Komplexes“ in Lipid Rafts.

Erst dadurch wird die Glukoseaufnahme in die Adipozyten durch den GLUT4-

Glukosetransporter ermöglicht (Baumann et al. 2000).

Aktuellere Untersuchungen haben sogar gezeigt, dass die Wirkung von Flotillin-1

in dem Signalweg unabhängig von CAP geschieht (Morrow und Parton 2005, Liu

et al. 2005).

1.1.3.2 Flotillin-abhängige Endozytose

Glebov et al. (2006) haben einen Flotillin-1-abhängigen Endozytoseweg charak-

terisiert, der unabhängig von Dynamin, Clathrin und Caveolin ist und über den

Choleratoxin B und GPI-gekoppelte Proteine internalisiert werden.

1.1.3.3 Zytoskelettumbau

Die Überexpression von Flotillin-2 kann in verschiedenen Zellen Filopodienbil-

dung induzieren (Hazarika et al. 1999, Neumann-Giesen et al. 2004). Zusätzlich

interagieren auch bestimmte Mitglieder der Vinexin-Familie (Vinexin-α und -β

und ArgBP2) durch die N-terminale SoHo-Domäne mit Flotillin. Diese können

wiederum mit ihren C-terminalen SH3-Domänen mit anderen entscheidenden Zy-

toskelettregulatoren wie Vinculin, Afadin und Regulatoren der kleinen GTPasen

Grb4 und Sos kommunizieren (Kimura et al. 2001, Kioka et al. 2002).

Flotilline spielen zudem eine Rolle bei dem Aktivierungsprozess von T-Zellen, in-

dem sie den Aufbau einer Makrodomäne aus verschiedenen Signalkomplexen und

zytoskelettalen Umbauvorgängen organisieren (Rajendran et al. 2003, Stuermer

et al. 2004).
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1.1.3.4 Pathophysiologische Bedeutung

Bedeutung in der Pathogenese verschiedener Krankheiten wurde ebenfalls be-

schrieben. Auch die Bildung seniler Plaques aus dem Aβ-Peptid aus dem Vorläufer

APP in neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer (AD) scheint mit den

Flotillinen assoziiert zu sein: Schneider et al. (2008) zeigten, dass die APP-

Prozessierung durch die β-Sekretase von Flotillin-2 und Cholesterin abhängig

ist. Flotillin-2 und Cholesterin begünstigen Clusterbildung von APP an der PM.

Dies erleichtert eine spezielle, clathrin-abhängige Endozytose von APP mit kon-

sekutiver amyloidogener Prozessierung.

AD-Patienten zeigen zudem deutlich höhere Flotillin-Expressionen im Kortex

und Flotillin wurde in senilen Plaques nachgewiesen (Kokubo et al. 2000). Auch

in der Pathophysiologie von Krebserkrankungen wurde den Flotillin-Proteinen

eine Funktion zugeschrieben: in Melanomzellen beeinflusst Flotillin-2 das Inva-

sionspotenzial (Hazarika et al. 2004) und Flotillin-1 spielt eine Rolle bei der

Metastasierung (Neumann-Giesen et al. 2007).

1.2 Cholesterin

1.2.1 Physiologie

1.2.1.1 Homöostase des Cholesterinhaushalts

Die zelluläre Konzentration von Cholesterin wird streng reguliert. Der Chole-

sterinbedarf jeder Zelle kann auf zwei Arten gedeckt werden: entweder die Zelle

synthetisiert Cholesterin selbst oder sie nimmt das benötigte Cholesterin durch

Endozytose von sog.
”
Low-density-Lipoproteinen“ (LDL) auf. Ein negativer Feed-

backmechanismus durch das Endprodukt Cholesterin, der über bestimmte Tran-

skriptionsfaktoren agiert, die sterol regulatory element binding proteins (SREBP),

ist für die Regulierung entscheidend. Bei Mangel an Cholesterin binden diese an

bestimmte Regionen der DNA, die sterol regulatory elements (SRE), um das intra-

zelluläre Cholesterin zu vermehren, indem sie über 30 Gene stimulieren können,

die z.B. die HMG-CoA-Reduktase oder LDL-Rezeptoren ausbilden (Goldstein

et al. 2006).

Diese SREBP sind am ER lokalisiert. Am C-Terminus befindet sich ein zweites

Protein, das SREBP cleavage activating protein (Scap). Scap agiert als Sensor für
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Cholesterin, der, wenn Cholesterin bindet, den gesamten SREBP-Scap-Komplex

über Bindung an ein drittes Protein namens
”
Insig“ an das ER bindet (Yang

et al. 2002, Radhakrishnan et al. 2004).

Wenn kein Cholesterin an Scap bindet, löst sich der SREBP-Scap-Komplex von

Insig und verlässt das ER hin zum Golgiapparat (Goldstein et al. 2006). Damit

der wirksame Teil des Transkriptionsfaktors in den Kern gelangen kann, wird

im Golgi SREBP von zwei Proteasen (Site-1 Protease (S1P) und Site-2 Protease

(S2P)) zurechtgeschnitten (Nohturfft et al. 2000).

Die HMG-CoA-Reduktase spielt eine weitere entscheidende Rolle im Cholesterin-

haushalt. Das Expressionsniveau der Reduktase wird – neben der bereits genann-

ten transkriptionellen Kontrolle über die SREBPs – auch auf posttranskriptionel-

ler Ebene reguliert. Bei diesem Weg initiiert im ER akkumulierendes Lanosterol

(eine Vorstufe des Cholesterins) die Bindung von Insig an die Reduktase. Insig

vermittelt daraufhin die Ubiquitinierung der Reduktase und nachfolgend dessen

Degradierung (Sever et al. 2003, Song et al. 2005).

Biosynthese

Der Großteil (etwa 90%) des zellulären Cholesterins wird beim Säuger de novo

vom Organismus selbst synthetisiert. Bei der Neusynthese bedarf es der Aus-

gangssubstanz Acetyl-Coenzym-A (Acetyl-CoA), die aus verschiedenen Stoffwech-

selvorgängen, wie der oxidativen Decarboxylierung des Pyruvats (als Endprodukt

der Glykolyse) oder aus dem Abbau von Fettsäuren, hervorgeht.

Ein komplexer Weg führt in mehreren Schritten vom Acetyl-CoA über die Zwi-

schenstufen β–Hydroxy–β–methylglutaryl–CoA (HMG-CoA), Mevalonat, Dime-

thylallylpyrophosphat (DMAPP), Geranyl- und Farnesylpyrophosphat, Squalen

und Lanosterol zu Cholesterin. Die enzymatische Reduktion von HMG-CoA zu

Mevalonat durch die HMG-CoA-Reduktase stellt beim Menschen den geschwin-

digkeitsbestimmenden Schritt in der Cholesterinsynthese dar (Bloch 1952, Gould

et al. 1953).

Aufnahme von Cholesterin

Das wasserunlösliche Cholesterin wird im Blutplasma mit Hilfe von LDL zu den

peripheren Zellen gebracht und dort via rezeptorvermittelter Endozytose aufge-

nommen (Brown und Goldstein 1986). Intrazellulär werden aufgenommene Cho-
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lesterinester durch die lysosomale saure Lipase (LAL) zu freiem Cholesterin ge-

spalten. Cholesterin wird darauf aus dem späten Endosom/Lysosom in das ER

oder an die PM transportiert (Sugii et al. 2003, Wojtanik und Liscum 2003).

Intrazellulärer Transport von Cholesterin

Intrazellulär kann Cholesterin z.B. zur PM transportiert und dort als wesent-

licher Membranbestandteil integriert werden (Sugii et al. 2003) oder an High-

density Lipoproteine (HDL) abgeben werden, um über das Blutplasma in ande-

re Organe (Leber, Nebennieren) zu gelangen (Yamauchi et al. 2004). Weiterhin

kann Cholesterin mit Fettsäuren durch die ER-ständige Acyl-CoA-Cholesterin-

Acyltransferase (ACAT) zu Cholesterinestern (CE) verestert und in den Lipid

Droplets gespeichert werden (Spector et al. 1979). Durch die Cholesterin-Ester-

Hydrolase (CEH) können diese Ester wieder aufgelöst werden (Brown et al. 1980).

Im Mitochondrium dient Cholesterin als Basis u.a. für die Steroidhormone (Lis-

cum und Dahl 1992).

Transport zwischen ER und PM

Zwischen ER und PM wird Cholesterin im Wesentlichen durch nicht-vesikulären

Transport, unabhängig vom Mikrotubulisystem und vom Golgi-Apparat, aber

bisweilen ATP-abhängig befördert (Urbani und Simoni 1990, Skiba et al. 1996,

Heino et al. 2000). Es wurden sog. Lipid transfer Proteine (LTP) identifiziert

(hierzu gehört auch NPC2, außerdem Osh4p, StarD4 und MLN64-START), die

Cholesterin in einer kleinen hydrophoben Tasche bedeutend schneller zwischen

Membranen vermitteln können, als es reine Diffusion zuließe (Murcia et al. 2006,

Prinz 2007). Der genaue Mechanismus ist unklar.

Transport ins Mitochondrium

Als Ausgangssubstanz für die Steroidhormone muss Cholesterin ins Mitochon-

drium transportiert werden. Das steroidogenic acute regulatory (StAR)-Protein

kann Cholesterin zur äußeren Mitochondrienmembran (OMM) befördern, von

wo es von dem OMM-translocator proteine (auch als peripheral benzodiazepine

receptor (PBR) bekannt) und anderen Proteinen zu der inneren Mitochondrien-

membran (IMM) transloziert wird (Alpy et al. 2001, Zhang et al. 2002, Hauet
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et al. 2005).

Efflux

Cholesterin kann durch die Zelle nicht abgebaut werden. Etwa ein Drittel des Cho-

lesterineffluxes geschieht über einfache Diffusion. High-density-Liproteine, glo-

buläre Partikel, bestehend aus Phopsholipiden und den Apolipoproteinen A1 und

A2, können Cholesterin und Cholesterinester im Rahmen des reversen Cholesterin-

Transports von den peripheren Zellen abtransportieren.

Der Efflux wird durch verschiedene Proteine erleichtert. Der Transport von Cho-

lesterin kann durch prä-β-HDL über Aktivierung des ATP-binding cassette trans-

porter A1 (ABCA1) unterstützt werden. α-HDL fungiert als Akzeptor für frei-

es, von der PM diffundierendes Cholesterin, wobei die Cholesterinverschiebung

durch den ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1) und den scavenger

receptor class B type I (SR-BI) begünstigt wird (Klucken et al. 2000, Yancey

et al. 2000, Mulya et al. 2007).

1.2.1.2 Besonderheiten des Cholesterinmetabolismus im ZNS

Im ZNS befindet sich eine besonders hohe Konzentration von Cholesterin. In der

einzelnen Zelle befinden sich 50-90% in der PM (Spady und Dietschy 1983).

Die Fähigkeit der extraneuralen Gewebe, neben der endogenen Synthese auch

Cholesterin aus dem Blutplasma aufnehmen zu können, fehlt im Gehirn auf-

grund der Blockade durch die Bluthirnschranke. Deswegen wird nahezu das ge-

samte Cholesterin des ZNS lokal synthetisiert (Jurevics und Morell 1995). Das Ge-

hirn weist eine Reihe von auch im übrigen Körper befindlichen Mechanismen zur

Cholesterinaufnahme auf: Mitglieder der LDL-Rezeptorgruppe (LDL-Rezeptor,

LDL-receptor-related Protein und apo ER2-Rezeptor) und der Apolipoproteine

(E, A1, D und J), sowie der ATP-binding casette (ABC)-Membrantransporter

(ABCA1, ABCG1 und ABCA4) (Wang et al. 2004). Apolipoprotein E (apo E),

als wichtigstes Apolipoprotein im ZNS, wird hauptsächlich von Gliazellen herge-

stellt. Cholesterinhaltige Lipoproteine, in denen sich apo E befindet, werden über

die genannten Rezeptoren aufgenommen (Rothe und Müller 1991).
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1.3 Morbus Niemann-Pick Typ C

Die Niemann-Pick-Krankheit Typ C (NPC) ist eine autosomal rezessive Lipidspei-

cherkrankheit, bei der Cholesterin und Sphingolipide in späten Endosomen in ver-

schiedenen Geweben (hauptsächlich in Leber, Milz, Knochenmark und Gehirn)

akkumulieren und welche mit progressiver Neurodegeneration einhergeht. Die Ur-

sache sind Mutationen im NPC1- (95% der Fälle) oder NPC2-Gen (Vanier 2010).

Die variable Klinik kann sich neurologisch in zerebellärer Ataxie, Dysarthrie,

Dysphagie und progressiver Demenz und extraneural v.a. in Hepatosplenomega-

lie äußern (Kandt et al. 1982).

Cholesterinablagerungen wurden in Neuronen beschrieben (Reid et al. 2004, Van-

ce et al. 2005), obwohl zunächst keine absolute Cholesterinkonzentrationserhöhung

im ZNS betroffener Patienten gefunden werden konnte (Vanier 1999). Eine Li-

pidverteilungsstörung dürfte somit ebenfalls von Bedeutung sein: Cholesterin ak-

kumuliert intrazellulär, wobei es gleichzeitig an anderen Orten, wie der PM und

den Axonen, fehlt (Karten et al. 2002). Die Cholesterin-veresternde Aktivität der

ACAT ist reduziert (Pentchev et al. 1985, Lin et al. 2003), was niedrige Chole-

sterinspiegel in der PM, bei gleichzeitig vermehrtem, intrazellulären Cholesterin

begünstigt (Sokol et al. 1988). In der PM ist Cholesterin essentiell, um die Per-

meabilität und die Fluidität der Membran aufrecht zu erhalten (Mesmin und

Maxfield 2009).



KAPITEL 1. EINLEITUNG 11

Abbildung 1.2: Intrazellulärer Cholesterintransport und NPC:
Über den Blutstrom gelangen LDL-Partikel zu peripheren Zellen, binden

an LDL-Rezeptoren und werden via clathrin-coated pits endozytiert (1) und

gelangen über verschiedene endosomale Stadien (frühes Endosom, Sortie-

rendes Endosom) (2) zum späten Endosom/Lysosom (3), während der LDL-

Rezeptor zur PM zurückkehrt (4,6). Die Cholesterinester werden innerhalb

des späten Endosom/Lysosom durch die lysosomale saure Lipase (LAL) hy-

drolysiert und können dieses mit Hilfe von NPC1 und NPC2 verlassen und

zu anderen Kompartimenten, wie der PM, gelangen (5). Es findet sowohl

vesikulärer, wie auch nicht-vesikulärer Transport zwischen PM und ERC

statt. Hauptsächlich nicht-vesikulärer Transport existiert zwischen PM und

ER, der Informationen über Cholesterinspiegel der Zelle mitliefert (6). Di-

rekter Informationsaustausch über zellulären Cholesteringehalt zwischen

Membrankontaktstellen wird angenommen (7). Bei Überfluss an Choleste-

rin kann Cholesterin durch die ACAT verestert und mitsamt Fettsäuren

in Lipid-Droplets gespeichert werden (8). Im ER neu-synthetisiertes Cho-

lesterin geht üblicherweise zur PM, kann aber auch über den Golgiapparat

die Zelle verlassen (9). Durch Mutation in einem der Transporter, NPC1

oder NPC2, können diese Cholesterin nicht von der LAL übernehmen und

aus dem Lysosom bringen. Das führt zu einem trapping (=Nichtfreigabe)

von Cholesterin in Lysosome-like storage Organelles (Detailansicht). Bild

entnommen aus Mesmin und Maxfield (2009).
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1.4 Exosomen

Exosomen sind Vesikel mit einer Größe von 40-100 nm (Théry et al. 2006). Exoso-

men entstehen in späten Endosomen durch Invagination der äußeren Membran.

Dies führt zunächst zur Ausbildung intraluminaler Vesikel (ILV). Die mit ILV

gefüllten späten Endosomen werden als multivesikuläre Endosomen bezeichnet.

Durch Fusion der multivesikulären Endosomen mit der Plasmamembran wer-

den diese als Exosomen nach extrazellulär freigesetzt (Lakkaraju und Rodriguez-

Boulan 2008, Schorey und Bhatnagar 2008, van Niel et al. 2006).

Exosomen enthalten u.a. Proteine aus Membrantransport und -fusion (Flotil-

lin, Annexine, Rab GTPasen) und aus der MVB-Biogenese (TSG101, Alix). An-

reicherung von Lipiden wie Cholesterin, Ceramid, Sphingolipiden, Glycerophos-

pholipiden und langen, gesättigten Fettsäureketten wurde ebenfalls beobachtet

(Wubbolts et al. 2003, Subra et al. 2007, Trajkovic et al. 2008).

1.5 Ziele der Arbeit

Das Gesamtprojekt umfasst das cholesterinabhängige Verhalten von Flotillin als

Teilaspekt im Hinblick auf die exosomale Cholesterinabgabe bei der Niemann-

Pick-C-Erkrankung (Strauss et al. 2010).

Die Akkumulation von Cholesterin in MVBs (Möbius et al. 2003) führte zu der

Hypothese, dass Cholesterin in Interaktion mit Flotillin in das MVB gebracht

und so über Exosomen abgegeben werden könnte.

In der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Flotillin-2-posi-

tiven, cholesterinhaltigen Exosomen abhängig vom intrazellulären Cholesterin-

spiegel ist: Cholesterinreduktion durch Simvastatin oder intrazelluläre Choleste-

rinakkumulation durch U18666A oder Hinzugabe freien Cholesterins, führte zu

reduzierter bzw. vermehrter Bildung von Flotillin-2-positiven und Cholesterin-

haltigen Exosomen.

Weiterhin war gezeigt worden, dass für die Bildung dieser cholesterinhaltigen

Exosomen Flotillin-2 benötigt wird. SiRNA-knockdown von Flotillin-2 in Oli-

neu-Zellen führte zu einem wesentlich geringeren Gehalt an Cholesterin in den

Exosomen behandelter Zellen gegenüber Kontrollzellen mit Flotillin-2 (Strauss

et al. 2010).
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Exosomale Cholesterinfreisetzung spielt ebenfalls eine Rolle bei der Niemann-

Pick-Krankheit Typ C (NPC). Hier ist die intrazelluläre Cholesterinhomöostase

durch Funktionsverlust des NPC1- oder NPC2-Proteins gestört.

In Oli-neu-Zellen führte eine durch siRNA reduzierte Proteinkonzentration von

NPC1 zu einer Zunahme der Exosomenfreisetzung, die ebenfalls in Patientenfibro-

blasten von NPC-Patienten beobachtet wurde. Ein pharmakologisches Modell der

NPC, bei der Cholesterin in späten Endosomen durch Gabe von U18666A akku-

muliert, zeigte dieselbe Induktion der Exosomenfreisetzung, sowie eine gesteigerte

Rate von exosomaler Cholesterinabgabe der Zelle. Daraus wurde abgeleitet, dass

Exosomen eine Rolle bei der Cholesterinhomöostase der Zelle und bei patholo-

gischen Veränderungen derselben spielen könnten (Strauss et al. 2010). Thema

dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle von Flotillin bei der exosomalen

Freisetzung von Cholesterin. Dazu untersuchten wir die subzelluläre Lokalisation

von Flotillin in Abhängigkeit von Cholesterin. Kokubo et al. (2003) hatten bei der

Untersuchung von Lipid-Rafts bereits festgestellt, dass Flotillin und Cholesterin

in Cholesterin- und Sphingolipid-reichen Membranmikrodomänen kolokalisieren,

und Roitbak et al. (2005), dass Flotillin-2 Cholesterin zur Plasmamembran re-

krutieren kann.

Dabei sollte sowohl die subzelluläre Lokalisation von Flotillin bei sich ändernden

Cholesterinverhältnissen analysiert, als als auch die Rolle der CRAC-Domänen

auf die Verteilung von Flotillin untersucht werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsgüter

Alle Chemikalien in dieser Arbeit sind (sofern nicht anders ausgewiesen) von

folgenden Unternehmen bezogen: AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland),

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, Deutschland) oder Merck KGaA (Darm-

stadt, Deutschland). Von der Invitrogen GmbH (Darmstadt, Deutschland) oder

der PAA Laboratories GmbH (Pasching, Österreich) wurden die Medien, Zusätze,

Antibiotika und Seren für die Zellkultur bezogen. Die in der Zellkultur, in der mo-

lekularbiologischen und biochemischen Analyse benutzten Verbrauchsgüter sind

von der Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland), der Greiner Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland) oder von Falcon (Becton Dickinson Labware Eu-

rope, Le Pont De Claix, Frankreich) erworben.

2.1.2 Zelllinien

In Tabelle 2.1 sind die verwendeten Zelllinien angegeben.

2.1.3 Antikörper

Über Dianova (Hamburg, Deutschland), Invitrogen GmbH (Darmstadt, Deutsch-

land) oder GE Healthcare (München, Deutschland) wurden die sekundären Fluoro-

phor- und die konjugierten Horse Radish-Perixodase (HRP)-Antikörper bezogen.

14
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Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien
Name Ursprung bezogen von

Oli-neu (Jung et al. 1995) Vorläuferzellen von J. Trotter, Universität Mainz,
Oligodendrozyten
der Maus

Deutschland

DH5α Escherichia coli Invitrogen GmbH,
Darmstadt, Deutschland

In Tabelle 2.2 sind die verwendeten Primärantikörper angegeben.

Tabelle 2.2: Primärantikörper
Ziel Wirtstier Gebrauchsform bezogen von

γ-Adaptin Maus WB (1:5000) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Calnexin Kaninchen WB (1:2000) Stressgen Bioreag, Victoria, Kanada
Flotillin-1 Maus WB (1:1000), IF (1:100) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Flotillin-2 Maus WB (1:1000), IF (1:100) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
GFP Kaninchen WB (1:1000) Abcam plc, Cambridge, UK
LAMP-1 Ratte IF (1:50) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

2.1.4 Oligonukleotide

2.1.4.1 Plasmide

Bereits publizierte Plasmide

In Tabelle 2.3 sind die aus anderen Laboren verwendeten Plasmide angegeben.

Tabelle 2.3: Publizierte Plasmide
Plasmid bezogen von

Flotillin-1-GFP L. Rajendran, MPI für molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden, Deutschland

Flotillin-2-GFP L. Rajendran, MPI für molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden, Deutschland

Flotillin-2-RFP L. Rajendran, MPI für molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden, Deutschland

GFP-rab7 M. Zerial, MPI für molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden, Deutschland

GFP-rab11 M. Zerial, MPI für molekulare Zellbiologie und Genetik,
Dresden, Deutschland
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Selbsthergestellte Plasmide

Die cholesterol-recognition/interaction-amino acid (CRAC) -Domänen von Flotillin-

2 wurden einzeln oder beide gleichzeitig durch site-directed Mutagenesis verändert.

Dies geschah, entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Quick Change Site-

Directed Mutagenesis, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland), durch

Einführung der Aminosäurenmutationen Y124G und/oder Y163G.

2.1.5 Modifikatoren der Cholesterin-Homöostase in der

Zelle

In Bezug auf Cholesterin wurde die Homöostase der Zelle mit den in Tabelle 2.4

genannten Modifikatoren verändert.

Tabelle 2.4: Modifikatoren
Verbindung Wirkung bezogen von

Cholesterin in Alkohol Laden von freiem Cholesterin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Cholesterin/methyl-
β-cyclodextrin Komplex Laden von freiem Cholesterin Sigma Aldrich Chemie GmbH,

München, Deutschland
CP-113.818 Hemmung der Acyl-CoA-

Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) Pfizer Inc., New York, NY, USA
Methyl-β-cyclodextrin Komplexierung von Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Membrancholesterin München, Deutschland
Mevalonat Aufrechterhaltung der

Geranylisierung/Farnesylierung Sigma Aldrich Chemie GmbH,
München, Deutschland

Simvastatin Hemmung der HMG-CoA-Reduktase Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

U18666A Trapping von Cholesterin Biomol, Plymouth Meeting,
im späten Endosom PA, USA

2.1.6 Lösungen und Puffer

2.1.6.1 Phosphatpuffer in Kochsalzlösung (PBS)

Analog zu Sambrook und Russell (2001) wurde das PBS hergestellt.
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10× PBS
80.0 g NaCl
2.0 g KCl
14.4 g Na2HPO4 (or 18.5g Na2HPO4 × 2H2O)
2.4 g KH2 PO4

Das 10× PBS wurde zehnfach mit zweifach destilliertem H2O verdünnt, um

dann 1× PBS zu erhalten. Der pH-Wert wurde dabei auf einen Wert zwischen

7.2 – 7.4 eingestellt.

2.1.6.2 CHAPS-Lysepuffer

1× Lysepuffer (1l)
10 g (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat) (CHAPS), (=̂ 1 %)
6.1 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), (=̂ 50 mM)
1.5 g Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), (=̂ 5 mM)

Der pH-Wert wurde hier auf 8 eingestellt.

2.1.6.3 Ladepuffer für Proteine

4× Ladepuffer
10 % Glycerol

50 mM Tris-HCl
2 mM EDTA
2 % SDS

144 mM β-Mercaptoethanol
0.05% Bromphenolblau

Der pH-Wert wurde hier auf 6.8 eingestellt.
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2.1.7 Medien und Seren

Kommerzielle Medien

Die in dieser Arbeit verwendeten, kommerziellen Medien, Seren und Lösungen

sind in Tabelle 2.5 aufgeführt.

Tabelle 2.5: Medien und Lösungen
Lösung/Medium bezogen von

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich
Fetales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich
GlutaMAXTM-I Zusatz Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Hanks’ Balanced Salt Solution Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Pferdeserum (HS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich
Insulin-Transferrin-Selenium – A Zusatz 100× Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Lipoprotein freies Serum (LPS) Sigma–Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland
Opti-MEM + GlutaMAXTM-I Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Phosphatpuffer in Kochsalzlösung (PBS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 100× Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

SATO-Medium

Für die Kultivierung der Oli-neu Zelllinie wurde das SATO-Medium benutzt, des-

sen Bestandteile hier aufgeführt werden. Die Herstellung von serumfreien SATO-

Medium erforderte das Weglassen des Pferdeserums.

SATO Medium (100 ml)
1 ml Insulin-Transferrin-Selenium-A Zusatz ITS-A, 100×
1 ml Putrescin-Dihydrochlorid, stock 10 mM in DMEM
10 µl Progesteron, stock 2 mM in Ethanol
10 µl Triiodthyronin (Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland),

5 mM stock in Ethanol
13 µl L-Thyroxin (Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland),

4 mM stock in 0.26 N NaOH, 25 % Ethanol
1 ml GlutaMAXTM-I Zusatz, 200 mM
1 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 U/5000 µg
5 ml Pferdeserum

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4.5 g/l Glukose
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Kommerzielle Kits

In Tabelle 2.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten, kommerziellen Kits auf-

geführt.

Tabelle 2.6: Kits
Kit Verwendung Hersteller

Nucleobond Xtra Midi Kit DNA Isolation Machery-Nagel, Düren, Deutschland
Quick Change Site-Directed Punktmutation Agilent Technologies, Waldbronn
Mutagenesis Kit Deutschland

2.1.8 Software

Für diese Arbeit wurde die in 2.7 aufgeführte Software verwendet.

Tabelle 2.7: Software
Software Verwendung Hersteller/Ursprung

GraphPad Prism 5 Biostatistik und -darstellung http://www.graphpad.com/
prism/Prism.htm

ImageJ Bildbearbeitung und -analyse http://rsweb.nih.gov/ij/
LateX Textverarbeitungsprogramm http://www.tug.org/mactex/
Leica Confocal Software 2.61 Zugang zu Konfokalbildern Leica Microsystems,

Mannheim, Deutschland
Meta Imaging Series 6.1 Bildbearbeitung und -analyse Universal Imaging Corp.,

Downington, USA
MS Office Excel 2003 Kalkulationstabellen Microsoft Deutschland GmbH,

Unterschließheim, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologie

2.2.1.1 Site-Directed Mutagenesis

Mit Hilfe des Stratagene QuickChangeTMSite-Directed Mutagenesis Kits (siehe

Tabelle 2.6) konnten Punktmutationen in das Flotillin-2 Gen eingeführt werden.

Dies wurde dem Protokoll des Herstellers entsprechend durchgeführt.
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2.2.1.2 E. Coli-Transformation

Der E. Coli-Stamm Subcloning Efficiency DH5α (Tabelle 2.1) wurde zur Ver-

vielfältigung der Plasmid-DNA-Konstrukte genutzt. Für die Transformation wur-

den 50 µl der Zellen für 5 min auf Eis aufgetaut. Danach wurden 100 ng des

gewünschten Plasmids den Zellen hinzugefügt. Dann wurde die Suspension durch-

mischt und für weitere 20 min auf Eis inkubiert, worauf ein Hitzeschock von 42 ◦C

für 42 s folgte. Nach einer Erholungsphase von 2 min auf Eis, wurde die Suspen-

sion nach einer Zugabe von 500 µl LB Medium (25 g LB in 1l H2O, autoklaviert)

für 1h bei 37 ◦C in einem Schüttel-Inkubator untergebracht. Um einzelne Trans-

formanden zu selektieren, wurde die Kultur auf LB-Agarplatten (LB-Agar 40 g

pro 1l H2O, autoklaviert) ausgebreitet und mit entsprechenden Antibiotika (100

µg/ml Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin) bei 37 ◦C für 12–20h inkubiert.

2.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. Coli

Eine einzelne Kolonie wurde, um die Plasmid-DNA zu vervielfältigen, von der LB-

Agarplatte mit einer autoklavierten Pipettierspitze aufgenommen und dann in

200 ml mit Antiobiotikum versetztes LB-Medium gegeben. Die Bakterien wurden

dann für 10–16h bei 37 ◦C unter konstantem Schütteln inkubiert. Die Bakterien

wurden 10 min bei 3000 Umdrehungen/min und 4 ◦C zentrifugiert und lysiert.

Die Plasmid-DNA wurde mit dem Nucleobond Xtra Midi Kit (siehe Tabelle 2.6)

entsprechend dem Protokoll des Herstellers isoliert und aufgereinigt. In der Folge

wurde die DNA erneut in autoklaviertem, zweifach destilliertem H2O aufgelöst.

2.2.1.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen der DNA wurden, unter Anwendung des Lambert-Beer’schen

Gesetzes (Tegge 1975), auf die bei einer Wellenlänge von 260 nm (A260) gemes-

senen optischen Dichten bestimmt. Die Proben wurden hierbei hundertfach mit

H2O verdünnt, wobei der Absorptionsgrad bei 260 nm in Küvetten (UVette, Ep-

pendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit dem BioPhotometer plus (Eppendorf

AG, Hamburg, Deutschland) abgelesen wurde. Die Berechnung der Konzentrati-

on erfolgte anhand dieser Formel:

DNA-Konzentration [µg/ml] = A260 × Verdünnungsfaktor× 50 µg/ml
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2.2.2 Kryokonservierung der Zellen

Einfrieren der Zellen

Um die Zellen über längere Zeit konservieren zu können, wurden sie auf Petri-

schalen von 10 cm Durchmesser oder in Zellkulturflaschen von 75cm2 kultiviert.

Bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 80% wurden die Zellen gewaschen oder

trypsinisiert, wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Daraufhin wurde die Zellsus-

pension bei 900 G für 5 min zentrifugiert und das entstandene Pellet in 0,5 ml

DMEM resuspendiert. Anschließend wurden weitere 0,5 ml von zweifachem Free-

zing Medium (40 %Fetales Kälberserum, 20 % DMSO in DMEM) hinzugefügt, das

Ganze vorsichtig gemischt und in einem Nalgene R⃝Sterile Cryogenic Vial (Ther-

mo Fisher Scientific, Roskilde, Dänemark) mit Hilfe eines Nalgene R⃝ Cryo 1◦C

Freezing Container (Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dänemark) in einem -

80◦C Tiefkühlgerät langsam eingefroren (-1◦C/min). Danach wurden die Zellen

in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.

Auftauen der Zellen

Die kryokonservierten Zellen wurden in einem 37◦C warmen Wasserbad aufge-

taut und in frisches, vorgewärmtes Wachstumsmedium (10 ml) überführt und

bei 900 G für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in vorgewärmtem Wachs-

tumsmedium resuspendiert und dann wahlweise auf einer Petrischale von 10 cm

Durchmesser oder in Zellkulturflaschen von 75cm2 ausplattiert. Falls erforderlich

wurden die Behältnisse zuvor mit PLL beschichtet.

2.2.3 Kultivierung der Zellen

Allgemeine Wachstumsbedingungen für die Zellen waren 37◦C Umgebungstem-

peratur und 7,5% CO2-Gehalt in angefeuchteten Inkubatoren.

Zelllinie: Oli-neu

Oli-neu ist eine Zelllinie von immortalisierten Oligodendrozyten-Vorläuferzellen

(erhalten von J. Trotter, Universität Mainz, Deutschland), die entsprechend ei-

nem bestimmten Protokoll kultiviert wurde (Fitzner et al. 2006). Die Petrischalen

wurden für das Wachstum der Zelle mit Poly–L–lysine (PLL, 30 mg/l) für 30 min
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beschichtet. Sobald die Zellen einen konfluierenden Rasen von 70-80 % gebildet

hatten, wurden sie im Verhältnis 1 zu 6 alle 2-4 Tage passagiert. Hierfür wur-

den sie mit dem Medium ihrer Kultur abgewaschen und damit in Suspension

gebracht. Für die Experimente wurden die Zellen bis zur 30. Passage benutzt.

2.2.3.1 Modifikation der Cholesterin-Homöostase in der Zelle

Die Experimente wurden mit Oli-neu-Zellen durchgeführt, die für Western-Blot-

Experimente auf Plastikpetrischalen von 6 cm Durchmesser oder für Immunofluores-

zenz-Experimente auf Deckgläschen plattiert wurden. Die verwendeten Substan-

zen sind in Tabelle 2.4 aufgeführt.

Depletion von Cholesterin

Für die akute Depletion von Cholesterin wurden die Zellen dreimalig mit PBS ge-

waschen und danach 2 h mit Methyl-β-cyclodextrin (1 mM) in Hanks’ Balanced

Salt Solution (HBSS; siehe auch Tabelle 2.5) inkubiert. Kontroll-Zellen wurden

ausschließlich mit HBSS behandelt. Nach 2 h wurden die Zellen für die Immuno-

zytochemie fixiert.

Ein anderer Ansatz sah vor, die endogene Cholesterin-Biosynthese der Zelle durch

Simvastatin zu hemmen. Simvastatin inhibiert die HMG-CoA-Reduktase, die

HMG-CoA zu Mevalonat reduziert. Hierfür wurden die Zellen ebenfalls dreimalig

mit PBS gewaschen um dann mit serum (HS)-freien SATO-Medium, das mit 1 %

lipoproteinfreiem Serum (LPS; siehe Tabelle 2.5) versetzt war, für 24 h vorinku-

biert. Daraufhin wurden die Zellen mit Simvastatin (4 µM, in HS-freiem SATO, 1

% LPS) für 48 h (für die Immunofluoreszenz) inkubiert. Das Wachstumsmedium

wurde zusätzlich mit 50 µM L-Mevalonat versehen, um Geranylierung und Far-

nesylierung trotz Anwesenheit von Simvastatin zu gewährleisten. Zum Vergleich

wurden Kontroll-Zellen ausschließlich mit serumfreiem SATO-Medium, 1 % LPS

und 50 µM L-Mevalonat ohne Simvastatin behandelt.

Laden der Zellen mit freiem Cholesterin

Zunächst wurden die Oli-neu Zellen dreimalig mit PBS gewaschen. Darauf wur-

den die Zellen 4 h lang in serumfreiem SATO-Medium depletiert und dann für

weitere 4 h in serumfreien SATO-Medium inkubiert, das mit freiem Choleste-
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rin in einer Konzentration von 50 µg/ml versehen war. Die Zugabe erfolgte als

Cholesterin/Methyl-β-cyclodextrin-Komplex, der mit 10 µg/ml Cholesterin in

Ethanol gesättigt war (Gesamtkonzentration von Ethanol 0,1 %). Die Zellen der

Kontrolle wurden mit 0,1 % Ethanol in serumfreiem SATO-Medium behandelt.

Die Zellen wurden für Immunofluoreszenzuntersuchungen nach der Inkubations-

zeit auf den Deckgläschen fixiert.

Hemmung der ACAT

Der Inhibitor CP-113.818 wurde hierzu in einer Konzentration von 10 µM in

serumfreien SATO-Medium für 24 h verwendet, um die Acyl-CoA-Cholesterin-

Acyltrans-ferase (ACAT) zu hemmen (CP-113.818 in DMSO gelöst, Konzentra-

tion von DMSO 0,05 %).

Inhibierung des intrazellulären Cholesterintransports durch U18666A

Ein weitverbreitetes Modell, um den Pathomechanismus der NPC zu imitieren,

haben Liscum und Faust (1989) mit der Anwendung der Substanz U18666A (3β-

(2-Diethyl-aminoethoxy)androst-5-en-17-one) gefunden. Es scheint in bisher un-

geklärter Weise – entweder direkt oder sekundär durch Membranveränderung –

die NPC-Proteine zu blockieren, die zusammen für den Cholesterinexport aus

dem späten Endosom/Lysosom verantwortlich sind (Cenedella 2009).

So konnte durch Zugabe von U18666A eine Behinderung des Transportes von

freiem Cholesterin vom späten Endosom/Lysosom zum endoplasmatischen Reti-

kulum und zum Golgi-Apparat erwirkt werden. Dafür wurde SATO, mit U18666A

in einer Konzentration von 1,5 µg/ml versetzt, für 12 h zu den Zellen gegeben.

Die Zellen wurden, um sie im Western Blot nach Veränderungen der Flotillin-

Expression zu untersuchen, für weitere 4 h in serumfreiem SATO, welches wieder

mit 1,5 µg/ml U18666A versetzt war, inkubiert, nachdem die Zellen dreimalig

mit PBS gewaschen worden waren. Für immunozytochemische Untersuchungen

wurden die Zellen für 24 h mit U18666A in einer Konzentration von 1,5 µg/ml

in SATO behandelt.
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2.2.3.2 Beeinflussung des Zytoskeletts

Die Oli-neu-Zellen wurden wahlweise mit 16,7 µM Nocodazol oder mit 2 µM La-

trunculin A für 30 min vorinkubiert. Anschließend wurden in Anwesenheit dieser

Stoffe die Zellen mit 50 µg/ml Cholesterol (in Form eines Methyl-β-Cyclodextrin-

Komplexes, der mit in Ethanol gelöstem Cholesterin gesättigt war) für 4 h be-

handelt, um etwaige cholesterinabhängige Bewegungen zu provozieren. Die Zellen

wurden fixiert und für Untersuchungen mittels Immunofluoreszenz auf endogenes

Flotillin-1 gefärbt.

2.2.3.3 Plasmidtransfektion

Zur Transfektion der Zellen mit DNA wurde dasMirus Bio TransIT R⃝-LT1 Trans-

fection Reagent (Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA) benutzt. Die transfezierten

Zellen wurden bei einer Konfluenz von 60 % gemäß dem Protokoll des Herstellers

transfeziert.

Tabelle 2.8: Transfektionsansätze
12-well Platte Schale 6 cm Schale 10 cm

Opti-MEM 50 µl 300 µl 600 µl
TransIT 1,5 µl 9 µl 18 µl
Plasmid DNA 0,5 µg 3 µg 6 µg

2.2.4 Protein- und Lipidbiochemie

2.2.4.1 Zelllysate

Die Zellen einer 6 cm Schale wurden in 100 µl CHAPS-Lysepuffer (siehe Abschnitt

2.1.6.2) gekratzt, 10 min auf Eis lysiert und bei 5000 G und 4◦C für 5 min

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand mit 35 µl in Proteinprobenpuffer

aufgenommen und für 5 min bei 95◦C inkubiert.

2.2.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde vor dem Beladen der Polyacryl-

amidgele gemessen, um sie mit gleichen Mengen an Protein beladen zu können.
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Zur Bestimmung wurde der Pierce BCA Protein Assay verwendet (Thermo Fis-

her Scientific In., Rockford, IL, USA), die Absorption sowohl für die Protein-

Standards, wie auch die Proben, bei einer Wellenlänge von 526 nm dem Hersteller-

Protokoll entsprechend gemessen. Die Konzentration berechnet sich entsprechend

dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Tegge 1975) wie folgt:

A = ϵ × l × c

A = gemessene Absorption bei einer bestimmten Wellenlänge

ϵ = molarer Absorptionskoeffizient

l = Länge des Pfades

c = Konzentration des Analyten

2.2.4.3 SDS-Page

Die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) wurde

verwendet, um die Proteine entsprechend ihres molekularen Gewichts im elektri-

schen Feld aufzutrennen. Hierzu wurde das Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 elec-

trophoresis system (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) be-

nutzt. Die Gelelektrophorese fand nach Auftragen gleicher Proteinmengen und

des Proteinmarkers PageRuler R⃝ Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas,

Sankt Leon-Rot, Deutschland) für 90 min bei 100 V in Tris-Glycinpuffer statt.

stacking gel
4 % Acrylamid/bis-acrylamid-Lösung (29:1)

125 mM Tris-HCl pH 6.8
0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat (APS)
0,005 % N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

resolving gel (10-12 %)
10-12 % Acrylamid/bis-acrylamid-Lösung (29:1)
325 mM Tris-HCl pH 6.8

0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat (APS)
0,005 % N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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2.2.4.4 Western Blot

Um die Proteine nach der Auftrennung durch das Elektrophoreseprinzip zu iden-

tifizieren und zu quantifizieren, wurde das Verfahren des Western Blottings von

Towbin et al. (1979) angewendet. Dies geschah dem Herstellerprotokoll entspre-

chend unter Verwendung des Bio-Rad Mini-Protein Systems. Hierbei wurden mit

Hilfe eines Transferpuffers (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol), bei 100

V für eine Stunde, die Proteine vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Transfermem-

bran (Whatman R⃝ Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, Whatman GmbH,

Dassel, Deutschland) überführt. Die Transfermembran wurde dann zunächst, um

unspezifische Immunglobulinbindungen zu verhindern, bei Raumtemperatur für

30 min in einem Gemisch aus 4 % fettfreier Trockenmilch (Sigma Aldrich Chemie,

GmbH, München, Deutschland) und PBST (0,1 % Tween-20 in PBS) inkubiert.

Erst dann wurde der primäre Antikörper in PBST (Verdünnung entsprechend Ta-

belle 2.2) auf die Membran gegeben und für 8-12 h bei 4 ◦C inkubiert und dreimal

je 10 min in reinem PBST bei Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wur-

de der zweite, an Horse-Radish-Peroxidase (HRP) gebundene Antikörper auf die

Membran gebracht und für 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal mit

PBST für je 10 min gewaschen.

Die Visualisierung der durch diese Antikörper gebundenen Proteine erfolgte mit

Hilfe des Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Rockford, IL, USA) und auf Röntgenfilmen (CL-XPosure
TM

Film, Thermo Fis-

her Scientific, Rockford, IL, USA) wurde die Intensität der Banden mit ImageJ

ausgewertet, nachdem die Bilder mit einem handelsüblichen Scanner eingescannt

worden waren.

2.2.5 Immunzytochemie

2.2.5.1 Färbung mittels Immunfluoreszenz

Alle Arbeitsschritte fanden bei Raumtemperatur statt. Einmalig wurden die auf

den mit PLL beschichteten Deckgläschen gewachsenen Oli-neu-Zellen mit PBS

gewaschen und anschließend 15 min in Paraformalaldehyd fixiert (PFA, 4 %, in

PBS, pH 7,4). Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen

permeabilisiert ((v/v)Triton X 100, 0,1 %ig, für 1 min), wieder dreimalig mit

PBS gewaschen und, um unspezifisches Binden der Antikörper zu verhindern, für
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30 min in 100 %ige blocking solution inkubiert. Anschließend wurden die Zellen

mit den Primärantikörpern in 10 %iger blocking solution für 1 h inkubiert. Nach

dreimaligem Waschen in PBS wurde der fluoreszenzsmarkierte Zweitantikörper

in einer 10 %igen blocking solution lichtgeschützt für weitere 45 min mit den

Zellen inkubiert. Die Zellen wurden dreimal in PBS gewaschen, bevor sie mit

Mowiol-Lösung auf einen Objektträger aufgebracht und über Nacht getrocknet

wurden.

blocking solution (100 %)
2 % BSA
2 % Pferdeserum

0,1 % Gelatine
0,1 % Saponin
0,02 % Biotin

Herstellung von Mowiol-Lösung

Die Mowiol Mounting Solution wurde hergestellt, indem 2,4 g Mowiol (Calbio-

chem/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 6 g Glycerol mit 6 ml H2O

gemischt und 2 h Stunden bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert wur-

den. Daraufhin wurden 12 ml 0,2 M Tris/HCl (pH 8,5) hinzugegeben und für 10

min bei 50 ◦C inkubiert. Zur Klarheit der Lösung trug weiteres Zentrifugieren

mit 5000 G für 5 min bei. Zur Lösung wurde DABCO Anti-Fading Reagenz in

einer Konzentration von 24 mg/ml hinzugegeben.

2.2.5.2 Färbung mit Filipin

Der Filipin-Farbstoff (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland)

bindet freies Cholesterin in Zellen. Unter konstantem Schütteln, lichtgeschützt

und bei 37 ◦C wurde ein frisches, vorher eingefrorenes Filipin-Aliquot (Konzen-

tration 12,5 mg/ml) für 1 h erwärmt. Zur weiteren Verwendung wurde die Lösung

dann 1:50 mit PBS verdünnt (finale Konzentration 25 µg/ml). Die Zellen, zuvor

PFA-fixiert und Triton-permeabilisiert, wurden mit dieser Filipin-Lösung für 15-

20 min inkubiert, darauf dreimalig mit PBS und dann mit zweifach destilliertem

H2O gewaschen und auf die Objektträger aufgebracht, bevor sie bei 4 ◦C licht-

geschützt gelagert wurden.
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2.2.6 Mikroskopie

Die Bilder wurden mit einem 63× Ölimmersionsobjektiv eines Leica TCS SP2

AOBS Konfokal Laser Scanning Setup (Leica Microsysems, Mannheim, Deutsch-

land) aufgenommen.

2.2.7 Bildbearbeitung und statistische Auswertung

Untersuchung der subzellulären Protein-Lokalisation anhand von

Immunfluoreszenz-Aufnahmen

Grundlage der Bearbeitung der Konfokalbilder war, dass alle Bilder mit iden-

tischen Aufnahmeparametern gemacht wurden. Diese Bilder wurden mit Me-

tamorph (Meta Imaging Series 6.1 Software, siehe Tabelle 2.7) analysiert. Die

Verteilung von Flotillin-2 innerhalb der Zellen wurde quantifiziert, indem die

Zelloberfläche der einzelnen Zelle von Hand in dem Programm eingerahmt und

die Intensität der Fluoreszenz der Zelloberfläche, als auch die des Zellinneren ge-

messen wurde. Dabei wurde das Verhältnis der zellinneren Fluoreszenz gegenüber

der Gesamtfluoreszenz (Oberfläche + Zellinneres) gebildet und als Maß für ve-

sikuläres, nicht Plasmamembran-assoziiertes Protein jeder Zelle definiert.

Abbildung 2.1: Quantifizierung der Verteilung Die Verteilung von

Flotillin-2 wurde quantifiziert, indem die Fluoreszenzintensität des Flotil-

lins im Zellinneren (IC) bezogen auf die Intensität der gesamten Zelle be-

rechnet wurde.
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Statistische Auswertung

Es wurde Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Deutschland GmbH, Berlin,

Deutschland), zur statistischen Auswertung benutzt. Dabei wurde MS Office Ex-

cel 2003 benutzt, um deskriptive Statistiken, mittlere Mess- und Standardfehler

(SEM) zu berechnen. Der parametrische Student’s t-Test (kurz: t-Test) wurde

benutzt um zwei unabhängige Probenreihen, normalverteilt und mit gleicher Va-

rianz, zu vergleichen. Der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test wurde für

nicht normalverteilte bzw. für Datenreihen ungleicher Varianz verwendet. Ein

p-Wert kleiner als 0,05 bei den erhobenen Daten wurde als signifikant betrachtet.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Die Verteilung von Flotillin in der Zelle

Flotillin kann Cholesterin zur Plasmamembran und zu intrazellulären Membranen

rekrutieren, wo es mit Cholesterin kolokalisiert (Kokubo et al. 2003, Roitbak

et al. 2005). Wir untersuchten deshalb zunächst, ob die Verteilung von Flotillin

in der Zelle durch Cholesterin reguliert ist.

3.1.1 Subzelluläre Lokalisation und Verteilung von Flotil-

lin

Oli-neu-Zellen wurden zunächst mit einem gegen Flotillin-2 gerichteten Antikörper

immunfluoreszenzgefärbt, um die Verteilung von endogenem Flotillin in der Zel-

le zu bestimmen. Dabei zeigte sich in den konfokalmikroskopischen Aufnahmen,

dass Flotillin-2 vorwiegend in vesikulären Strukturen und nur zu einem geringe-

ren Ausmaß an der PM lokalisiert war.

Um die vesikulären Kompartimente genauer zu charakterisieren, wurden Oli-neu-

Zellen mit verschiedenen GFP-gekoppelten rab-GTPasen transfiziert, die als Mar-

ker für unterschiedliche endosomale Kompartimente dienen:

• GFP-rab7, LAMP-1 und Lysotracker für das späte Endosom/Lysosom

• GFP-rab5 für das frühe Endosom

• GFP-rab4 als Marker für das Recycling Endosom

30
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Es zeigte sich eine Kolokalisation von endogenem Flotillin-2 mit folgenden Mar-

kern: GFP-rab7, LAMP-1 und Lysotracker, außerdem mit GFP-rab5 und GFP-

rab4 (Ergebnisse nicht gezeigt; Strauss et al. 2010). Daraus ist zu schließen, dass

sich Flotillin-2 in allen untersuchten endozytotischen Subkompartimenten findet.

3.1.2 Depletion von Cholesterin führt zu einer Umvertei-

lung von Flotillin hin zur Plasmamembran

In der Folge gingen wir der Frage nach, inwieweit die intrazelluläre Verteilung

Flotillins von Cholesterin abhängt. So untersuchten wir zunächst, was mit der

Verteilung von Flotillin-2 bei akuter Cholesterin-Depletion passieren würde. In

einem ersten Ansatz wurden die Oli-neu-Zellen mit 1 mM Methyl-β-Cyclodextrin

(MβCD) in HBSS für 2 h behandelt. Methyl-β-Cyclodextrin kann aus der PM

Cholesterin entziehen und bildet damit wasserlösliche Komplexe. Die konfokalmi-

kroskopische Auswertung der Immunfluoreszenzbilder ergab hierbei eine geringe,

aber signifikante Umverteilung Flotillins von endosomalen Kompartimenten weg

und zur Plasmamembran hin (siehe Abbildung 3.1 A; 8,6% Abnahme von endo-

somalem Flotillin, SEM = 0,02, n = 220 Zellen, p = 0,002, Student’s t-Test; 2

unabhängige Experimente).

Ein zweiter Versuchsansatz zur Depletion von gesamtzellulärem Cholesterin wur-

de durch Hemmung der β-Hydroxy-β-Methylglutaryl-Coenzym-A- (HMG-CoA)

Reduktase erreicht. Dieses Enzym katalysiert den Schritt, bei dem HMG-CoA zu

Mevalonat reduziert wird. Hierbei handelt es sich um die geschwindigkeitsbestim-

mende Reaktion in der Synthese von Cholesterin. Im Gegensatz zur Behandlung

mit MβCD wurde dabei nicht nur in der PM, sondern auch intrazellulär die Cho-

lesterinkonzentration reduziert. Die HMG-CoA-Reduktase kann man mit Vertre-

tern aus der Klasse der Statine hemmen. L-Mevalonat ist notwendig für die Ge-

ranylisierung und Farnesylierung zahlreicher Proteine und seine Entstehung wird

ebenfalls durch Statinbehandlung inhibiert. Um Cholesterin-unabhängige Effek-

te durch verminderte Geranylisierung und Farnesylierung zu verhindern, wurde

den Zellen L-Mevalonat in einer Konzentration von 50 µM zugeführt, die keinen

Einfluss auf die De-novo-Synthese von Cholesterin hat.

Die Oli-neu-Zellen wurden mit 4 µM Simvastatin in SATO-Medium (1% LPS) für

48 h inkubiert, das ebenfalls 50 µM L-Mevalonat enthielt. Hier ergab sich ein ähn-

liches Bild wie beim ersten Ansatz: die Hemmung des Schlüsselenzyms der Cho-
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lesterinbiosynthese führte zu einer stärkeren Flotillin-2-Präsenz an der Plasma-

membran im Vergleich zu unbehandelten Zellen (ebenfalls Abbildung 3.1 B; 23,4%

Abnahme von endosomalem Flotillin-2, SEM = 0,013, n = 175 Zellen, p < 0,0001,

Student’s t-Test, 2 unabhängige Experimente. Um die vergleichenden Balkendia-

gramme erstellen zu können, wurden jeweils die intrazellulären Signalstärken des

vesikulären Anteils von Flotillin-2, als auch die Gesamtsignalstärke der Zelle für

Flotillin-2 gemessen und daraus das Verhältnis Flotillin-2 vesikulär/Gesamt be-

stimmt.)

Abbildung 3.1: Flotillin-2 wird durch Depletion von Cholesterin
in die PM umverteilt: Den Oli-neu-Zellen wurde auf zwei Arten Choleste-

rin entzogen. A: Für die akute Depletion wurde 1 mM Methyl-β-Cyclodextrin

(MβCD) für 2 h zu den Zellen gegeben.B: Zellen wurden mit 4 µM Simvastatin

und 50 µM L-Mevalonat für 48 h inkubiert. A und B: Nach der Fixierung der

Zellen wurden diese für endogenes Flotillin-2 (rot) angefärbt. Die Intensität

wurde mit Hilfe identischer Aufnahmeeinstellungen des Konfokalmikroskops

gemessen. Für beide Ansätze behandelter Zellen ergab sich eine vermehrte

Präsenz von Flotillin-2 an der Plasmamembran. Mittelwerte +SEM aus zwei

unabhängigen Experimenten, Student’s t-Test. p < 0,005 entspricht **, p <

0,0005 entspricht ***.
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3.1.3 Zufuhr von freiem Cholesterin führt zu einer endo-

somalen Akkumulation von Flotillin

Unsere Erkenntnis, dass Cholesterin-Depletion eine Umverteilung von Flotillin-

2 zur Plasmamembran bedingt, führte nun zu der Frage, ob umgekehrt eine

Erhöhung des Cholesterinspiegels zur Umverteilung von der PM in endosoma-

le Kompartimente führen kann. In den folgenden Versuchen sollte dies unter-

sucht werden, indem die Zellen zunächst 4 h in serumfreiem SATO vorinku-

biert und dann mit 50 µg/ml Cholesterol (in Form eines Methyl-β-Cyclodextrin-

Komplexes, der mit in Ethanol gelöstem Cholesterin gesättigt war) für weitere 4

h behandelt wurden. Mikroskopisch wurde zunächst anhand ihrer augenschein-

lich normalen Morphologie festgestellt, dass diese Behandlung keinerlei zytoto-

xische Effekte auf die Zellen hatte. Die erfolgreiche Aufnahme von Cholesterin

in die Zellen konnte mit Hilfe einer Filipin-Färbung nachgewiesen werden. Die

Filipinfärbung zeigte bei Cholesterin-behandelten Zellen das aufgenommene und

intrazellulär akkumulierte Cholesterin, wohingegen sich bei unbehandelten Zellen

eine gleichmäßig verteilte und schwächere Filipinfärbung zeigte. Diese intrazel-

lulären, Filipin-positiven Aggregate wurden durch Ko-Färbung mit verschiedenen

endosomalen Markern genauer charakterisiert. Dabei fand sich Kolokalisation mit

GFP-rab7 als Marker später Endosomen, mit LAMP-1 als Lysosomenmarker und

EGFP-CD63 als Marker für MVBs. Filipin-positive Kompartimente kolokalisier-

ten dabei partiell mit Flotillin-2, rab7, LAMP-1 und CD-63, was darauf hindeutet,

dass Flotillin-2 und Cholesterin möglicherweise zusammen transportiert werden

(siehe Abbildung 3.2; Ergebnisse nicht gezeigt, Strauss et al. 2010).

Anschließend wurde die Verteilung von Flotillin-2 nach Cholesterinladung quanti-

fiziert, wobei sich eine Umverteilung von 13,6% in Richtung intrazellulärer Kom-

partimente gegenüber der PM ergab (siehe Abbildung 3.2; Flotillin-2: 13,6%

Erhöhung, SEM = 0,028, n = 171 Zellen, p = 0,0003, Student’s t-Test, vier

unabhängige Experimente; für Flotillin-1 ähnliche Effekte, Ergebnisse nicht ge-

zeigt. Um die vergleichenden Balkendiagramme erstellen zu können, wurde die

vesikuläre Fluoreszenzintensität von Flotillin-2, als auch die Gesamtfluoreszen-

zintensität der Zelle für Flotillin-2 gemessen und daraus das Verhältnis von ve-

sikulärem Flotillin zu Gesamtflotillin bestimmt.)
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Abbildung 3.2: Zufuhr von Cholesterin führt zur intrazellulären
Umverteilung von Flotillin: A: Oli-neu-Zellen wurden 4 h in serumfrei-

em SATO depletiert und anschließend für 4 h mit 50 µg/ml Cholesterol (als

Methyl-β-Cyclodextrin-Komplex) behandelt (+chol) oder als Kontrolle nicht

behandelt (-chol). Nach der Fixierung der Zellen wurden diese für endogenes

Flotillin-2 (rot) immungefärbt. Die Fluoreszenzintensität wurde mit Hilfe iden-

tischer Aufnahmeeinstellungen des Konfokalmikroskops gemessen. Flotillin-2

akkumuliert unter Behandlung mit Cholesterin in endosomalen Kompartimen-

ten. Mittelwerte +SEM aus vier unabhängigen Experimenten, Student’s t-

Test. p < 0,0005 entspricht ***. B−E: Subzelluläre Lokalisierung von Chole-

sterin und Flotillin nach exogener Zufuhr von Cholesterin; Filipinfärbung für

Flotillin (rot); B: endogenes Flotilin-2 (grün); C: endogenes LAMP-1 (grün)

für das späte Endosom/Lysosom;D: exogenes rab7-GFP (grün) undE: EGFP-

CD63 (grün).
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Der Einfluss auf die subzelluläre Lokalisation von Flotillin wurde in Abhängig-

keit einer Akkumulation von Cholesterin in spezifischen intrazellulären Kompar-

timenten, zum einen in späten Endosomen, zum anderen im ER untersucht.

Das amphipathische U18666A (3-β-[(2-diethyl-amino)ethoxy]androst-5-en-17-one)

verhindert den Transport von Cholesterin aus späten Endosomen in das ER und

an die Plasmamembran, was zu einer Akkumulation in den späten Endosomen

und Lysosomen führt (Liscum und Faust 1989). Die Zellen wurden mit 1,5 µg/ml

U18666A für 16 h inkubiert, was zu einer vesikulären Akkumulation von Flotillin-

2 führte (siehe Abbildung 3.3 A; 7,02% Erhöhung, S.E. = 0,02, n = 69, p = 0,022,

Student’s t-Test, 2 unabhängige Experimente).

Der zweite Ansatz beinhaltete die Hemmung der Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltrans-

ferase (ACAT). Die ACAT ist ein Enzym, welches im ER die Veresterung von

Cholesterin mit Fettsäuren zu wasserunlöslichen Cholesterinestern katalysiert.

Als Resultat der Hemmung ergibt sich eine Anreicherung von Cholesterin im

ER. CP-113.818 ist ein solcher Inhibitor der ACAT. In diesem zweiten Ansatz

inkubierten wir die Oli-neu-Zellen mit 10 µM CP-113.818 für 24 h, was zu einer

21%-igen Erhöhung von vesikulärem Flotillin-2 versus PM-gebundenem Flotillin-

2 führte (siehe Abbildung 3.3 B; 21,8% Erhöhung, SEM = 0,025, n = 213 Zellen,

p < 0,0001, Student’s t-Test, vier unabhängige Experimente. Für Flotillin-1 ähn-

liche Effekte, Ergebnisse nicht gezeigt. Um die vergleichenden Balkendiagram-

me erstellen zu können, wurden je die Signalstärken der vesikulären Flotillin-2-

Fluoreszenz, als auch die Gesamtfluoreszenzintensität der Zelle für Flotillin-2 ge-

messen und daraus das Verhältnis Flotillin-2 vesikulär versus Gesamt bestimmt.)
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Abbildung 3.3: Cholesterinakkumulation führt zur Umverteilung
von Flotillin in endosomale Kompartimente: A: Behandlung von

Oli-neu-Zellen mit 1,5 µg/ml U18666A für 16 h. B: Behandlung von Oli-neu-

Zellen mit 10 µM des ACAT-Inhibitors CP-113.818 für 24 h. A und B: Nach

der Fixierung der behandelten Zellen und der Kontrolle, wurden diese ge-

gen endogenes Flotillin-2 (rot) immungefärbt. Die Intensität wurde mit Hilfe

identischer Aufnahmeeinstellungen des Konfokalmikroskops gemessen. Mittel-

werte +SEM aus vier unabhängigen Experimenten, Student’s t-Test. p < 0,05

entspricht *, p < 0,0005 entspricht ***.
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3.1.4 Einfluss der putativen Cholesterol Recognition/

Interaction Domäne auf die Cholesterin-abhängige

Umverteilung von Flotillin

Flotillin-2 enthält zwei putative CRAC-Motive ((L/V-(X))(1-5)-Y-(X)(1-5)-R/K)),

die eine Rolle bei der Cholesterin-Interaktion spielen könnten. Wir untersuchten

deshalb den Einfluss dieser Motive auf die Cholesterin-abhängige Lokalisation

von Flotillin.

Es war zuvor in einem anderen Protein, dem Peripheral Type Benzodiapzepine

Receptor (PBR), gezeigt worden, dass die CRAC-Domäne funktionell relevant für

das Binden von Cholesterin ist. Die Mutation eines Tyrosin-Restes der CRAC-

Domäne dieses Proteins führte zu einer verringerten Aufnahme und Translokation

von Cholesterin in die Mitochondrien (Li et al. 2001, Jamin et al. 2005).

Wir führten deshalb Puntkmutationen in eine bzw. beide Tyrosine der putativen

CRAC-Motive des Flotillins ein. Es handelte sich bei den beiden Stellen um die

Aminosäurensequenzen 120-127 (VEQIYQDR) und 157-169 (VYDKVDYLSS-

LGK) in Flotillin-2-GFP. Es entstanden somit drei Mutanten: Flotillin-2-GFP

Y124G, Flotillin-2-GFP Y163G und Flotillin-2-GFP Y124G/Y163G. Oli-neu-

Zellen wurden mit den jeweiligen Flotillin-2-GFP-Konstrukten transfiziert und

die subzelluläre Verteilung untersucht. Es ergab sich, im Vergleich zum Wild-

typ Flotillin-2-GFP, hierbei das Bild einer verstärkten Präsenz aller mutierten

Flotillin-2-Varianten an der Plasmamembran; am deutlichsten zu sehen im Fal-

le des an zwei Stellen mutierten Flotillin-2-GFP Y124G/Y163G. Die mutierten

Flotilline verhielten sich gewissermaßen so, als wäre kein oder nur wenig Chole-

sterin vorhanden, da die entscheidende Interaktionsstelle ausgeschaltet war (siehe

Abbildung 3.4; 51%-ige Reduktion im Verhältnis vesikuläres/totalem Flotillin-2,

S.E. = 0,05, p < 0,0001, Student’s t-Test. Um die vergleichenden Balkendiagram-

me erstellen zu können, wurden je die vesikuläre Signalstärke von Flotillin-2, als

auch die Gesamtsignalstärke der Zelle für Flotillin-2 gemessen und daraus das

Verhältnis Flotillin-2 vesikulär/Gesamtzellulär bestimmt.)

Daraus lässt sich schließen, dass die CRAC-Domänen für eine cholesterinabhängi-

ge Verteilung hin zu intrazellulären Kompartimenten eine wichtige Rolle spielen.
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Abbildung 3.4: Die CRAC-Domänen beeinflussen die subzelluläre
Lokalisation von Flotillin: Oli-neu-Zellen wurden mit flot2-GFP Wild-

typ (wt), flot2-GFP mit einer (Y124G / Y163G) oder mit beiden Mutationen

(Y124G/Y163G) in den angenommenen CRAC-Domänen transfiziert. Nach

der Transfektion wurden die Zellen fixiert. Die Intensität wurde mit Hilfe iden-

tischer Aufnahmeeinstellungen des Konfokalmikroskops gemessen. Mittelwer-

te +SEM aus drei unabhängigen Experimenten, Student’s t-Test. p < 0,0005

entspricht ***.

3.1.5 Cholesterin-abhängige Umverteilung in Abhängig-

keit vom zytoskelettalen System

Es stellte sich die Frage, inwieweit die beobachtete Cholesterin-abhängige Umver-

teilungen abhängig von Mikrotubuli oder Aktinfilamenten ist. Nocodazol führt

zur Depolymerisation von Mikrotubuli. Latrunculin bindet die Aktinmonomere

und stört damit deren Polymerisation. Die Oli-neu-Zellen wurden wahlweise mit

16,7 µM Nocodazol oder 2 µM Latrunculin für 30 min vorinkubiert und dann

in Anwesenheit dieser Substanzen für 4 h mit 50 µg/ml Cholesterol (in Form ei-

nes Methyl-β-Cyclodextrin-Komplexes, der mit in Ethanol gelöstem Cholesterin

gesättigt war) behandelt. Die Zellen wurden nach Fixierung mit einem Antikörper

gegen endogenes Flotillin-1 gefärbt, konfokalmikroskoskopisch analysiert und die

intrazellulären Verteilungen quantifiziert.

Es fand sich kein signifikanter Unterschied im Verhältnis von vesikulärem Flotillin-
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1 zu Gesamt-Flotillin-1 nach Cholesterinbehandlung, wenn die Zellen mit Noco-

dazol oder mit Latrunculin behandelt waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine

Cholesterin-abhängige Umverteilung in endosomale Kompartimente in Zellen, die

nicht mit Nocodazol oder Latrunculin behandelt worden waren.

Daraus lässt sich schließen, dass die beobachtete, Cholesterin-abhängige Umver-

teilung abhängig von der Intaktheit des Zytoskeletts ist (siehe Abbildung 3.5; für

+ Cholesterin: 16,5% mehr vesikulär, Student’s t-Test, p < 0,0005; für + Latrun-

culin mit + Cholesterin: 2,5% weniger vesikulär, n = 89 Zellen, Student’s t-Test,

kein signifikanter Unterschied mit p = 0,99; für Nocodazol mit + Cholesterin: 7%

weniger vesikulär, n = 95 Zellen, Student’s t-Test, kein signifikanter Unterschied

mit p = 0,17. Um die vergleichenden Balkendiagramme erstellen zu können, wur-

de die intrazelluläre Fluoreszenzintensität des vesikulären Anteils von Flotillin-1,

als auch die Gesamtfluoreszenzintensität der Zelle für Flotillin-1 gemessen und

daraus das Verhältnis Flotillin-1 vesikulär/Gesamt bestimmt.)
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Abbildung 3.5: Die Cholesterin-abhängige Umverteilung benötigt
ein intaktes Zytoskelett: Oli-neu-Zellen wurden mit 16,7 µM (1:500) No-

codazol (+noco) oder mit 2 µM/m Latrunculin A (+lat) für 30 min, an-

schließend in Anwesenheit dieser Substanzen für 4 h mit 50 µg/ml Choleste-

rol (+chol) (in Form eines Methyl-β-Cyclodextrin-Komplexes) behandelt. Die

oberste Bildreihe zeigt die Kontrolle ohne Polymerisationshemmer. Nach der

Fixierung der Zellen wurden diese gegen endogenes Flotillin-1 (rot) gefärbt.

Die Intensität wurde mit Hilfe identischer Aufnahmeeinstellungen des Konfo-

kalmikroskops gemessen. Mittelwerte +SEM aus drei unabhängigen Experi-

menten, Student’s t-Test. p < 0,0005 entspricht ***.
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3.2 Der Einfluss von Cholesterin auf die Expres-

sionsrate von Flotillin

Es stellte sich die Frage, ob Flotillin einen Einfluss auf die Cholesterin-Homöostase

haben kann und seine Expression daher durch Cholesterin beeinflusst ist. Einige

Proteine erfahren eine Modulation ihrer Expression in Abhängigkeit vom intra-

zellulären Cholesterinspiegel. Von Caveolin, welches in seinen funktionellen und

molekular-topologischen Eigenschaften dem Flotillin sehr ähnlich ist, ist bekannt,

dass es in seiner Expression durch Cholesterin reguliert wird (Garver et al. 1997).

Wir quantifizierten deshalb die zellulären Flotillinkonzentrationen in Abhängig-

keit vom Cholesteringehalt der Zelle.

3.2.1 Depletion von Cholesterin hat keinen Effekt auf die

Expression Flotillins

Zur Depletion wurde Oli-neu-Zellen mit 1 mM Methyl-β-Cyclodextrin (über 2 h)

akut das PM-Cholesterin entzogen. In einem zweiten Ansatz wurde die HMG-

CoA-Reduktase mit 4 µM Simvastatin unter Hinzugabe von 50 µM L-Mevalonat

über 48 h gehemmt. Die Zellen aller Ansätze wurden anschließend lysiert und

die Zelllysate durch Western blotting auf ihren Gehalt an Flotillin gegenüber

unbehandelten Kontrollen verglichen. Dazu wurden die jeweiligen Verhältnisse

Flotillin zu Calnexin als interne Ladekontrolle gebildet.

Hierbei zeichneten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression Flotil-

lins ab (siehe Abbdildung 3.6 A und B; Mittelwerte +SEM aus 5 unabhängigen

Experimenten, Student’s t-Test. Unterschiede nicht signifikant).

3.2.2 Erhöhung der zellulären Cholesterinkonzentration

hat keinen Effekt auf die Expression Flotillins

Oli-neu-Zellen wurden über 20 h mit freiem Cholesterin in einer endgültigen Kon-

zentration von 50 µg/ml beladen (als Methyl-β-cyclodextrin-Komplex, gesättigt

mit in Ethanol gelöstem Cholesterin). In einem zweiten Ansatz wurde eine Be-

handlung mit 1,5 µg/ml U18666A über Nacht in den Oli-neu Zellen durchgeführt,

um Cholesterin intrazellulär in späten Endosomen zu akkumulieren. Die Zellen
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wurden nach 20 bzw. 16 Stunden lysiert und die Zelllysate durch Western blot-

ting auf ihren Gehalt an Flotillin gegenüber einer unbehandelten Kontrolle (die

Kontrolle für das Cholesterin-Loading war Ethanol in einer identischen Konzen-

tration) verglichen. Dazu wurde das Verhältnis Flotillin zu Calnexin als interne

Ladekontrolle gebildet.

Wie bei dem Depletionsversuch zuvor, zeigten sich auch hier keine signifikanten

Unterschiede in der Expression von Flotillin unter Einfluss von Cholesterin (siehe

Abbildung 3.6 C und D; Mittelwerte +SEM aus 3 unabhängigen Experimenten,

Student’s t-Test. Unterschiede nicht signifikant).

Die Expression von Flotillin wird demnach unter den verwendeten Versuchsbe-

dingungen nicht von Cholesterin beeinflusst.
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Abbildung 3.6: Die Expressionsrate von Flotillin zeigt keine
Abhängigkeit von Cholesterin: A: 1 mM Methyl-β-Cyclodextrin über

2 h wurde zur akuten Depletion von Cholesterin verwendet. B: 4 µM Simva-

statin unter Hinzugabe von 50 µM L-Mevalonat über 48 h wurde verwendet,

um die intrazelluläre Cholesterinsynthese zu hemmen. C: 1,5 µg/ml U18666A

über Nacht wurde verwendet, um eine intrazelluläre Akkumulation von Chole-

sterin in Lysosomen zu erreichen. D: 50 µg/ml freies Cholesterin für 20 h wur-

de benutzt, um die intrazelluläre Konzentration von Cholesterin zu erhöhen.

A, B, C und D: Im Anschluss wurden die Zellen mit CHAPS-Puffer lysiert

und dann mit Hilfe von Western Blots auf ihren relativen Gehalt an Flotillin

(mit Calnexin als interner Kontrolle) untersucht. Dazu wurden die jeweili-

gen Verhältnisse Flotillin zu Calnexin gebildet und gegenüber unbehandelten

Kontrollen verglichen. Mittelwerte +SEM aus 8 unabhängigen Experimenten,

Student’s t-Test. Kein signifikanter Unterschied.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Verteilung von Flotillin zwischen der PM und intrazellulären Kompartimen-

ten ist abhängig von Cholesterin. Eine niedrige zelluläre Cholesterinkonzentration

führt zu vermehrter Präsenz Flotillins an der PM. Das Laden der Zelle mit Chole-

sterin führt zur Anreicherung von Flotillin und Cholesterin in endosomalen Vesi-

keln. Bei den Cholesterin-abhängigen Umverteilungsversuchen zeigte sich zudem,

dass die Umverteilungen von Flotillin von einem intakten Tubulin- und Aktin-

Zytoskelett abhängen. Eine quantitative Analyse des Flotillin-Expressionsniveaus

hat ergeben, dass Flotillin – transkriptionell oder posttranskriptionell – nicht von

der zellulären Cholesterinkonzentration abhängig ist.

3.3.1 Publikation der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben Eingang in folgende Publikation gefunden:

Exosome Secretion Ameliorates Lysosomal Storage of

Cholesterol in Niemann-Pick Type C Disease

Katrin Strauss, Cornelia Goebel, Heiko Runz, Wiebke Möbius, Sievert Weiss,

Ivo Feussner, Mikael Simons, und Anja Schneider.

Journal of Biological Chemistry 285(34): 26279-26288 (2010)
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Diskussion

Verteilung von Flotillin ist abhängig vom Chole-

sterinspiegel

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die subzelluläre Lokalisation von Flotillin

in Abhängigkeit von Cholesterin zu untersuchen, nachdem wir zeigen konnten,

dass Cholesterin unter pathologischen Bedingungen über Exosomen aus Zellen

transportiert werden kann, worüber Zellen möglicherweise ihren Cholesteringe-

halt regulieren können. Unklar war, wie Cholesterin in Exosomen angereichert

werden kann. Flotillin ist ein membranassoziiertes, zytosolisches Protein, das mit

Cholesterin-reichen Membranmikrodomänen kolokalisiert und exosomal angerei-

chert ist. Dies führte zur Vermutung, dass Flotillin eine Rolle beim Transport

von Cholesterin in Exosomen spielen könnte. Flotillin findet sich sowohl asso-

ziiert an die Plasmamembran, als auch angereichert an endosomalen Membra-

nen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Flotillin an allen endosoma-

len Kompartimenten, einschließlich frühen und späten Endosomen, vorkommt,

wo es partiell mit Cholesterin kolokalisiert. Hohe zelluläre Cholesterinspiegel

führen zu einer Umverteilung von Flotillin von der Plasmamembran hin zu en-

dosomalen Kompartimenten. Ein umgekehrter Effekt wurde nach Reduktion der

zellulären Cholesterinkonzentration beobachtet. Wir konnten nachweisen, dass

die Cholesterin-abhängige Umverteilung ein aktiver Transportprozess ist, der die

Intaktheit sowohl des Aktin- als auch des Tubulin-Zytoskeletts erfordert. Wir

konnten zudem zeigen, dass die Rekrutierung von Flotillin hin zu endosomalen

45
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Kompartimenten abhängig vom Vorhandensein einer Konsensussequenz für die

Cholesterininteraktion/-bindung ist. Diese Daten deuten darauf hin, dass Flo-

tillin und Cholesterin gemeinsam in der Zelle transportiert werden. Dazu passt,

dass eine Reduktion der zellulären Flotillinkonzentration zu einer deutlichen und

signifikanten Reduktion der exosomalen Cholesterinfreisetzung führte (Strauss

et al. 2010). Wir untersuchten daher die Hypothese, dass Flotillin eine Rolle bei

der Cholesterinhomöostase der Zelle spielen könnte, indem auch das Expressions-

niveau des Proteins in Abhängigkeit vom Cholesterinspiegel reguliert wird. Eine

ähnliche Regulation ist beispielsweise für Caveolin beschrieben (Bist et al. 1997).

Für Flotillin konnten wir allerdings keine signifikante Veränderung auf Protein-

ebene weder nach Erhöhung noch nach Reduktion der zellulären Cholesterinspie-

gel finden. Dabei ist kritisch zu bemerken, dass die Zeit zwischen Manipulation

der Cholesterinspiegel und Bestimmung der Flotillinkonzentration mit 2 bis 48

Stunden, je nach experimenteller Bedingung, möglicherweise zu kurz ist, um eine

Veränderung zu detektieren, die auf einer erhöhten Proteinexpression beruht.

Es ist von überlebenswichtiger Bedeutung für die Zelle, Einfluss auf ihren Chole-

sterinhaushalt nehmen und diesen bedarfsorientiert regulieren zu können. Zur Re-

gulierung bedient sich die Zelle dabei eines ausgeklügelten Endprodukt-Feedback-

mechanismus. Dieser kann sowohl transkriptionell, als auch posttranskriptionell

seine Wirkung entfalten. Dabei stehen zwei membrangebundene Proteine im Vor-

dergrund: die HMG-CoA-Reduktase (geschwindigkeitsbestimmendes, ER-ansässi-

ges Enzym) und das Protein Scap. Beiden gemein ist eine polytope Intramem-

brandomäne, die sterol sensing domain, an die verschiedene Sterole (Cholesterin,

Lanosterol und Oxysterole) binden können. Sterolbindung an diese Domäne be-

wirkt ein Binden von Scap und der HMG-CoA-Reduktase an Insig. Im Falle der

HMG-CoA-Reduktase bewirkt die durch Lanesterol induzierte Bindung an Insig

via gp78 die Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau der Reduktase. So

kann die Reduktase kein endogenes Cholesterin synthetisieren und zu hohe intra-

zelluläre Cholesterinspiegel werden vermieden (Goldstein et al. 2006).

Im Falle von Scap bewirkt Insig die Bindung an das ER. Bindet kein Cholesterin

an Scap, entlässt Insig einen Komplex aus Scap und einem sterol regulatory ele-

ment binding protein (SREBP) in Richtung Golgi-Apparat, wo aus dem SREPB

der Transkriptionsfaktor entsteht. Dieser regt mit Bindung an die sterol regula-

tory elements (SRE) die Expression von über 30 verschiedenen Proteinen an. Zu
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diesen Proteinen gehören u.a. der LDL-Rezeptor oder die HMG-CoA-Reduktase,

die bei niedrigen Cholesterinspiegeln expremiert werden (Goldstein et al. 2006).

Bist et al. (1997) zeigten, dass auch die Caveolinexpression zum Teil choleste-

rinabhängig reguliert ist. Caveolin ist funtionell und strukturell Flotillin ähn-

lich. Flotillin scheint potentiell ähnliche Funktionen wie Caveolin für den intra-

zellulären Verbleib und damit den Haushalt von Cholesterin haben zu können

(Ikonen und Parton 2000). Funktionelle Eigenschaften, wie die Membranasso-

ziation, die frühe Oligomerbildung, die hohe Affinität zu bestimmten Lipiden,

die laterale Membranorganisation, die daraus folgende Formation von Membran-

mikrodomänen und wiederum daraus resultierende endozytotische Fähigkeiten,

scheinen beiden gemein zu sein (Bauer und Pelkmans 2006). Grundlage ähnlicher

Funktion könnte die Ähnlichkeit topologischer Eigenschaften sein: Caveolin bil-

det eine hairpin-ähnliche Struktur mit zentralem hydrophoben Bereich, die in die

Membran ragt, diese aber nicht durchzieht und C- und N-Terminus des Proteins

ins Zytosol richtet. Diese Eigenschaft wird der SPFH-Domäne Flotillins ebenfalls

zugeschrieben. Beide Proteine weisen CRAC-Konsensussequenzen auf (Li und

Papadopoulos 1998, Roitbak et al. 2005). Caveolin bindet Cholesterin in einem 1

zu 1 Verhältnis (Epand et al. 2005). Die Konzentration von Caveolin-mRNA in

humanen Hautfibroblasten kann durch LDL-Cholesterin-Aufnahme erhöht wer-

den. Bei der Analyse des für Caveolin codierenden Gen-Abschnitts fand man drei

potentielle SRE, von denen sich zwei funktionell bedeutsam für die erhöhte Tran-

skriptionsrate nach vermehrter Endozytose von LDL-Cholesterin zeigten. Interes-

santerweise führte eine Hemmung des Abbaus von SREBP zu einer verminderten

Konzentration von Caveolin-mRNA (Bist et al. 1997).

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse auf eine mögliche Rolle von Flo-

tillin beim Transport von Cholesterin in Exosomen hin, worüber die zelluläre

Cholesterinhomöostase zumindest moduliert werden kann (Strauss et al. 2010).

Neumann-Giesen et al. (2007) haben gezeigt, dass Flotillin-2, welches nach EGF-

Stimulation am Tyrosin 163 durch eine Src-Kinase phosphoryliert ist, vermehrt

in endosomalen Strukturen lokalisiert, während die Behandlung von Zellen mit

dem Src-Kinase-Inhibitor PP2 die Umverteilung von der Plasmamembran in en-

dosomale Kompartimente inhibierte.

Das wirft die Frage auf, ob die von uns beobachtete Umverteilung nach Mutation

der CRAC-Domänen nicht darauf zurückzuführen ist, dass aufgrund der Muta-
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tion an den betreffenden Stellen keine Aktivierung von Flotillin-2 durch Phos-

phorylierung ebendort stattfinden konnte. Gegen diesen alternativen Erklärungs-

versuch spricht, dass auch die Mutation der zweiten CRAC-Domäne, die cho-

lesterinabhängige Umverteilung hin zu endosomalen Kompartimenten inhibiert.

Um direkt einen phosphorylierungsabhängigen Effekt von Tyr163 auf die chole-

sterinabhängige Lokalisation von Flotillin auszuschließen, behandelten wir Zellen

mit den beiden Src-Kinase-Inhibitoren PP2 oder Genistein. In unseren Versu-

chen sahen wir, dass diese Behandlung die cholesterinabhängige Umverteilung

von Flotillin-2 von der Plasmamembran hin zu endosomalen Kompartimenten

nicht veränderte (Daten nicht gezeigt).

Daraus schließen wir, dass die Interaktion Flotillins mit Cholesterin über die

CRAC-Domänen unabhängig von der Phosphorylierung am Tyrosinrest 163 eine

wesentliche Voraussetzung für die Cholesterin-abhängige Umverteilung von Flo-

tillin ist. Kritisch zu bemerken ist allerdings, dass wir die Flotillin-Cholesterin

Interaktion/Bindung nicht experimentell nachgewiesen haben, ebenso wie wir

den Einfluss der mutierten CRAC-Domänen auf diese Bindung nicht direkt be-

stimmt haben. Ein indirekter Hinweis kommt aus nicht-publizierten Arbeiten von

K. Strauss, die zeigen konnte, dass Flotillin mit mutierten CRAC-Motiven weni-

ger in der detergenzresistenten Membranfraktion flotiert, nachdem die entspre-

chend transfizierten Zellen in 1% 4◦C kaltem Triton resuspendiert und auf einen

diskontinuierlichen Optiprepgradienten aufgetragen und für 16 Stunden ultrazen-

trifugiert wurden. Dabei finden sich Proteine, die mit Cholesterin-reichen Mem-

branmikrodomänen interagieren, in detegenzresistenten Fraktionen (London und

Brown 2000). Alle Kombinationen von CRAC-mutiertem Flotillin fanden sich im

Gegensatz zum Wildtyp-Flotillin signifikant weniger in dieser detergenzresisten-

ten Fraktion. Ein direkter Nachweis der CRAC-abhängigen Flotillin-Cholesterin-

Bindung ist schwierig, wäre experimentell aber eventuell über ein Photoaffi-

nitätsmarkierungsverfahren von Proteinen mit radioaktivem Photo-Cholesterin

möglich, wie von Thiele et al. (2000) beschrieben.

Wir hatten gezeigt, dass die Flotillin-abhängige Cholesterinabgabe via Exoso-

men durch intrazelluläre Cholesterinspiegel moduliert wird. Exosomen entstehen

durch Invagination der spät-endosomalen Membran, was zur Akkumulation von

intraluminalen Vesikeln in diesen Kompartimenten führt. Durch anschließende

Fusion mit der Plasmamembran werden diese intraluminalen Vesikel als Exoso-
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men freigesetzt. Die Mutation von NPC bewirkt einen spät-endosomalen Trans-

portblock von Cholesterin, der mit einer erhöhten exosomalen Cholesterinfreiset-

zung einhergeht (Strauss et al. 2010).

Phillips et al. (2008) zeigten hierzu passend in Drosophila melanogaster mit

NPC-Mutationen progrediente Akkumulation von multilamellären und multive-

sikulären Körpern. Auch Liao et al. (2007) beobachteten elektronenmikroskopisch

in NPC1(-/-)-Mäusen, dass sich, einhergehend mit der Cholesterinanreicherung,

vermehrt multivesikuläre Strukturen in den Purkinje-Zellen der Mäuse ausbilde-

ten.

Der Mechanismus, dass Zellen toxische oder überschüssige Substanzen über Exo-

somen abgeben können und die Proteinzusammensetzung dieser Exosomen vom

Zelltyp abhängt, macht Exosomen zu einem geeigneten Kandidaten für die Ent-

wicklung diagnostischer Biomarker (Schorey und Bhatnagar 2008). Hierzu seien

die Beispiele des Blasenkarzinoms oder des nephrogenen Diabetes insipidus ge-

nannt (Pisitkun et al. 2004, Pisitkun et al. 2006).

Auch durch die von uns gewonnenen Erkenntnisse könnte den Exosomen in der

Diagnostik der NPC eine Bedeutung als Biomarker im Blut oder Urin zukommen,

da es für die NPC – anders als für andere Speichererkrankungen – keine Scree-

ningtests gibt, was häufig dazu führt, dass die Erkrankung erst mit einer Latenz

von Jahren diagnostiziert wird. Für die Entwicklung eines solchen exosomalen

Biomarkers kann die Bestimmung der exosomalen Cholesterinkonzentration in

Frage kommen.



Kapitel 5

Zusammenfassung

In dieser Arbeit beleuchten wir die subzelluläre Lokalisation von Flotillin unter

Einfluss von Cholesterin. Wir zeigen, dass die zelluläre Lokalisation abhängig vom

Cholesterinniveau der Zelle ist. Eine Cholesterindepletion bringt Flotillin in die

Plasmamembran, sowie umgekehrt eine Überversorgung mit Cholesterin Flotillin

in cholesterinhaltige, endosomale Strukturen führt. Dabei ist die Umverteilung

abhängig von der Integrität des Zytoskeletts. Außerdem zeigt die vorliegende

Arbeit, dass die Umverteilung von Flotillin von der Plasmamembran hin zu en-

dosomalen, intrazellulären Kompartimenten abhängig vom Vorhandensein von

zwei putativen Cholesterinbindungs-/Interaktionsdomänen ist.

Aus den gewonnenen Daten ergeben sich weiterhin Hinweise, dass Cholesterin an

Flotillin gebunden in das späte Endosomen transportiert wird. In weiterführen-

den Versuchen unserer Gruppe zeigte sich, dass die exosomale Freisetzung von

Cholesterin bei ansteigenden zellulären Cholesterinkonzentrationen erhöht wird

und dass die exosomale Cholesterinfreisetzung von Flotillin abhängig ist. Die Da-

ten deuten auf eine mögliche Rolle von Flotillin und Exosomen bei der zellulären

Cholesterinhomöostase hin.
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