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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Zusammensetzung der Plasmamembran tierischer Zellen kann unter anderem durch
regulierte Exozytose und durch hydrolytische Abspaltung von Ektodominen
membranassoziierter Proteine (Ectodomain Shedding) modifiziert werden.

Bei der regulierten Exozytose fusionieren intrazelluldre Vesikel auf ein spezifisches Signal
hin mit der Plamamembran. Solche Vesikel werden sowohl am Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
als auch aus Endosomen gebildet. Ein besonders gut untersuchtes Beispiel eines Vesikels
endosomalen Ursprungs, dessen Exozytose reguliert wird, ist der synaptische Vesikel. Das
spezifische Signal, das zu einer Fusion synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran der
Nervenendigung fiihrt, ist eine erhhte Ca®*-Ionen-Konzentration infolge einer Depolarisation
der Nervenzelle (Ubersichtsartikel: Siidhof, 2004). Regulierte Exozytose spezialisierter
Vesikel konnte auch an Muskel- und Fettzellen nachgewiesen werden. Diese spezialisierten
Vesikel, die sogenannten GSVs (GLUT4 containing small vesicles), dienen der
intrazelluldren Speicherung des Glucosetransportersd (GLUT4) sowie seinem insulin-
abhédngigen Einbau in die Plasmamembran (Kap. 1.1).

Eine proteolytische Abspaltung der Ektodoménen von Zelloberfldchenproteinen ist ein weit
verbreiteter Regulationsmechanismus. Eine solche Modifikation der Plasmamembran-
zusammensetzung kann z.B. zur Freisetzung von Enzymen oder von regulatorischen
Wachstumsfaktoren fiihren (Kap. 1.2). Ein gut untersuchtes Beispiel fiir einen auf diese
Weise regulierten Wachstumsfaktor, der so in eine 16sliche Form {iberfiihrt wird, ist der
Heparin-bindende epidermale Wachstumsfaktor (heparin binding-epidermal growth factor =
HB-EGF), der wéhrend der Zellproliferation und bei der Wundheilung von groBer Bedeutung
ist (Ubersichtsartikel: Martin, 1997; Higashiyama, 2004).
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1.1 Struktur und Funktion von GSVs

In der Plasmamembran sind Rezeptor-, Transport- und Kanalproteine inseriert, die der Zelle
einen Austausch mit ihrer Umgebung ermdglichen.

Bei der rezeptorvermittelten Endozytose gelangen einige dieser Membranproteine unter
Beteiligung Clathrin-umhiillter Vesikel ins sogenannte frithe Endosom. Ein Teil dieser
Proteine wird nach ihrer Internalisierung zur Degradation an die Lysosomen weitergeleitet,
andere rezirkulieren konstitutiv zur Zelloberfliche zuriick. Eine dritte Gruppe von
Plasmamembranproteinen akkumuliert nach der Endozytose in intrazelluldren Speicher-
kompartimenten.

Die Speicherkompartimente unterliegen einer Regulation durch extrazelluldre Signale und
gewidhrleisten eine schnelle Mobilisierung der Membranproteine zuriick zur Zelloberfliche
bei Eingang eines entsprechenden Reizes. Ohne Neusynthese von Proteinen kann auf diese
Weise die Zusammensetzung der Plasmamembran rasch den jeweiligen Erfordernissen
angepasst werden (Kelly, 1993).

In Fett- und Muskelzellen von Sdugetieren konnten solche spezialisierten Speichervesikel, die
neben anderen Membranproteinen unter physiologischen Bedingungen auch GLUT4
enthielten, nachgewiesen werden (Slot et al., 1991; Rodnick et al., 1992). GLUT4 gehort zu
einer Familie von strukturell eng verwandten Glucosetransportern, die alle 12 transmembrane
Dominen aufweisen (James et al., 1989, Ubersichtsartikel: Gould & Bell, 1990; Wood &
Trayhurn, 2003). Innerhalb dieser Familie ist GLUT4 der einzige Transporter, der einer
strengen Insulin-Regulation unterliegt. Neben Fett- und Muskelzellen scheinen auch Gehirn
(Rayner et al., 1994) und Plazenta (Xing et al., 1998; Ericsson et al., 2005) GLUT4 zu
exprimieren. Die GLUT4-enthaltenden Vesikel sind Teil eines tubulovesikuldren Systems und
weisen eine relativ homogene GroBenverteilung (Durchmesser: 50-100 nm) auf. Man fand
heraus, dass die GSVs an der Insulin-abhdngigen Translokation des GLUT4 zur
Zelloberflache beteiligt sind und somit eine wichtige Rolle bei der Regulation des Blutzucker-
spiegels spielen (Ubersichtsartikel: James et al., 1994; Pessin et al., 1999; Simpson et al.,
2001; Dugani & Klip, 2005). In Abwesenheit eines Stimulus findet sich ein Grofteil des von
Fett- und Muskelzellen exprimierten GLUT4 in intrazelluldren tubulovesikuldren Strukturen.
Erhoht sich durch Aufnahme von Nahrung der Blutzuckerspiegel, dann wird Insulin von
B-Zellen des Pankreas ausgeschiittet. Die Bindung des Hormons an einen spezifischen

Rezeptor auf der Zelloberfldche fiihrt innerhalb weniger Minuten zu einer Translokation von
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mehr als der Halfte des intrazelluldr gespeicherten GLUT4 in die Plasmamembran. Dies
bewirkt eine erhohte Glucoseaufnahme und dadurch eine Absenkung des Blutzuckerspiegels.
Uber die Identitit der GSVs ist in der Vergangenheit viel spekuliert worden
(Ubersichtsartikel: James et al., 1994). Eine Verwandtschaft der GLUT4-enthaltenden Vesikel
mit synaptischen Vesikeln (Laurie et al., 1993) oder mit endozytotischen Transportvesikeln
(Cutler, 1993) ist postuliert worden.

In Transfektionsstudien mit PCl12-(Phaeochromocytomal2-) Zellen aus dem
Nebennierenmark der Ratte, 3T3-Zellen (einer Fibroblastenzellinie aus der Maus), CHO-
(Chinese Hamster Ovary) Zellen und Ratl-Zellen (einer Fibroblastenzellinie aus der Ratte),
die unter physiologischen Bedingungen kein GLUT4 exprimieren, konnten diese Vesikel mit
einer homogenen GroBenverteilung von 60-90 nm ebenfalls nachgewiesen werden
(Herman et al., 1994; Bonzelius & Herman, unveroffentlichte Daten). In CHO-Zellen sind
diese Vesikel - wie fiir Fett- und Muskelzellen beschrieben - endozytotischen Ursprungs und
rezirkulieren konstitutiv zu und von der Plasmamembran (Wei et al., 1998; Li et al., 2001;
Ubersichtsartikel: Pessin et al., 1999). Nach den Befunden der genannten Autoren handelt es
sich bei den GSVs scheinbar um eine neue, eigenstindige Vesikelpopulation, die eventuell in
zahlreichen Zelltypen fiir die intrazelluldre Speicherung von Zelloberflachenproteinen sowie

deren stimulationsabhingige Translokation zur Plasmamembran zusténdig sein konnte.
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1.1.1 Dynamik der GSVs

Wie oben beschrieben, scheint GLUT4 in allen bisher darauthin untersuchten Zelltypen
stindig zwischen der Plasmamembran und seinem Speicherkompartiment zu zirkulieren. In
Fett- und Muskelzellen wirkt Insulin offenbar sowohl iiber eine Erh6hung der Exozytoserate
als auch tiber die Herabsetzung der Endozytoserate des Glucosetransporters (Shibata et al.,
1996; Huang et al., 2001; Ubersichtsartikel: Watson et al., 2004; Dugani & Klip, 2005). Nach
Beendigung der Insulinanregung wird GLUT4 durch vermehrte Clathrin-vermittelte
Endozytose aus der Plasmamembran entfernt. Der Glucosetransporter gelangt dann iiber ein

endosomales Kompartiment wieder in neu gebildete GSVs.

1.1.1.1 Regulation der GSV-Translokation

Verschiedene intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden sind an der Translokation von GSVs
in Fett- und Muskelzellen beteiligt.

Die Stimulation der Zielzellen erfolgt iiber spezifische membranstindige Rezeptoren fiir
Insulin. Der Insulinrezeptor ist ein iiber Disulfidbriicken verbundenes a.,-, 3,- Heterotetramer.
Er gehort zur Familie der Wachstumsfaktoren-Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-
aktivitit. Die o-Untereinheiten sind an der extrazelluliren Seite der Plasmamembran
lokalisiert und tragen die Bindungsstelle fiir das Peptidhormon. Die B-Untereinheiten
hingegen besitzen eine extrazelluldre, eine transmembrane und eine intrazellulire Region
(Ubersichtsartikel: Elmendorf & Pessin, 1999).

Insulin aktiviert nach der Bindung an die a-Untereinheiten des Rezeptors in der Zielzelle die
Rezeptortyrosinkinase der B-Untereinheiten. Dies fithrt zu einer Autophosphorylierung des
Rezeptors an multiplen Tyrosinresten (Ubersichtsartikel: Holman & Kasuga, 1997), wodurch
sich die Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors erhoht. Dies fiihrt wiederum zur
Phosphorylierung  von  Rezeptor-bindenden  Proteinen, zu denen neben der
Insulinrezeptorsubstratfamilie IRS-1, IRS-2, IRS-3 und IRS-4 unter anderem auch Cbl und
Gab-1 (Grb2-associated binder-1) gehoren, die zwischen Insulinrezeptor und verschiedenen
Signaltransduktionselementen vermitteln konnen. Die Phosphotyrosinreste in IRS-1 und den
anderen erwihnten Rezeptor-bindenden Proteinen befinden sich in spezifischen Doménen, die
wiederum von anderen Proteinen iiber SH2 (src-Homologie2)- Dominen erkannt und

gebunden werden (Ubersichtsartikel: Saltiel & Pessin, 2002). SH2-Dominen finden sich
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beispielsweise bei der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase), sowie auch bei dem
Grb2-SOS-System (growth-factor receptor-bound protein2-son-of-sevenless) (Ubersichts-
artikel: Holman & Kasuga, 1997). Die PI-3-Kinase spielt eine zentrale Rolle bei der
Auslosung der Translokation der GSVs. Das Enzym wird von IRS-1 aktiviert und
wahrscheinlich auch innerhalb der Zelle an die Plasmamembran und andere Kompartimente
positioniert (Ubersichtsartikel: Elmendorf & Pessin, 1999). PI-3-Kinase ist aus einer
regulatorischen p85- und einer katalytischen pl10-Untereinheit zusammengesetzt, die
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIPs)
phosphoryliert. Das wiederum fiihrt zur Aktivierung der 3° phosphoinositol-abhingigen
Kinase-1 (3~ phosphoinositide-dependent kinase-1 = PDK-1). PDK-1 phosphoryliert und
aktiviert die Protein-Kinase B (PKB) - auch bekannt als Akt - und die Protein-Kinasen C {
(PKC {) und PKC A. Zahlreiche Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung dieser Kinasen
an der insulinstimulierten GLUT4-Translokation hin, ihre genaue Rolle unter physiologischen
Bedingungen ist jedoch unklar (Ubersichtsartikel: Saltiel & Pessin, 2002; Watson et al.,
2004). Daneben scheint die PI-3-Kinase auch fiir die Vermittlung anderer Wirkungen des
Insulins wie z.B. die Erhohung der Glykogensytheserate verantwortlich zu sein
(Ubersichtsartikel: Holman & Kasuga, 1997).

Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass die Aktivierung des von der PI-3-Kinase
ausgehenden Signalwegs nicht alleine fiir die erhohte Glucoseaufnahme durch Fett- und
Muskelzellen verantwortlich ist. Nach neueren Erkenntnissen wird der volle Insulineffekt auf
die GLUT4-Translokation und die Glucoseaufnahme wahrscheinlich nur bei gleichzeitiger
Aktivierung eines synergistischen PI-3-Kinase-unabhidngigen Signalwegs erreicht. Dabei
bindet Insulin an seinen Rezeptor in spezialisierten Membrandoménen, sogenannten Caveolae
(Ubersichtsartikel: Saltiel & Pessin, 2002; Chang et al., 2005). Caveolae sind Einstiilpungen
der Plasmamembran, die reich an Glykolipiden und Cholesterin sowie den Proteinen Caveolin
und Flotillin sind. Sie kommen vor allem in Fett-, Muskel- und Endothelzellen vor. Der
Insulinrezeptor, der in Caveolae lokalisiert ist, phosphoryliert das cytoplasmatische Protein
Cbl. Dieses interagiert mit dem Cbl assoziierten Protein (CAP), welches an Flotillin bindet
und dadurch den Komplex auf der Innenseite von Caveolae verankert. Das Tyrosin-
phosphorylierte Cbl bindet gleichzeitig an die SH2-Domidne von Crkll. Dieses wiederum
bindet konstitutiv an den GDP (Guanosindiphosphat)-GTP (Guanosintriphosphat)-
Austauschfaktor C3G (Cyanidin 3-Glykosid). C3G aktiviert die kleinen G-Proteine TC10 (in
Fettzellen) bzw. Rac (in Muskelzellen). Das aktivierte GTP-bindende TC10 bzw. Rac scheint

in die Stabilisierung des Aktinkortex und die Regulation des Aktinzytoskeletts involviert zu
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sein (Ubersichtsartikel: Zorzano et al., 2005). Die Aktivierung von TC10 ist spezifisch fiir
Insulin. Wird diese Aktivierung blockiert, so ist der insulinstimulierte Glucosetransport und
die GLUT4-Translokation auch bei intaktem PI-3-Kinase Weg vollstindig gehemmt
(Chiang et al., 2001).

Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass mdglicherweise noch weitere Signal-
transduktionswege eine Rolle bei der stimulierten Umverteilung von GLUT4 zur Zell-
oberfldche spielen. Einer davon geht ebenfalls vom Insulinrezeptor aus und lduft {iber das
GTP-bindende Protein Ras sowie die nachgeschaltete Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
(Map-Kinase) (Manchester et al., 1994; Sweeney et al., 1999; Ubersichtsartikel: Saltiel &
Kahn, 2001). Durch Insulin-Rezeptor-bindende Proteine (Grb2) und Guanosinnukleotid-
Austauschfaktoren (SOS) wird Ras aktiviert. Dies fiihrt zur Aktivierung des Map-Kinase-
Signalweges iiber die Serinkinase Raf.

Auch eine Insulin-unabhéngige Translokation von GLUT4 ist mehrfach beschrieben worden.
Die entsprechenden Signalwege gehen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie z.B. dem
Endothelin-Rezeptor, aus (Wu-Wong et al., 1999). Der Endothelin-Rezeptor aktiviert und
phosphoryliert G,q, die a-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins. G,q bindet daraufhin
wahrscheinlich direkt die katalytische Untereinheit der PI-3-Kinase und aktiviert diese. Dies
fiihrt, wie oben beschrieben, zur GLUT4-Translokation (Ishibashi et al., 2001). Nach neueren
Erkenntnissen ist G,q auch am Insulin-stimulierten Glucosetransport beteiligt. Hier kommt es
offenbar zur Tyrosin-Phosphorylierung von G,q in Folge der Aktivierung des Insulin-
rezeptors. G,q bildet auch in diesem Fall einen Komplex mit der katalytischen Untereinheit
der PI-3-Kinase, der die GLUT4-Translokation stimuliert (Imamura et al., 1999; Usui et al.,
2004). Auch stimulatorische (Ggs) und inhibitorische (G,i) o-Untereinheiten der trimeren
G-Proteine haben einen Einfluss auf die GLUT4-Translokation (Ferrara & Cushman 1999).
Dabei modulieren beide Formen von a-Untereinheiten die Exposition von GLUT4 auf der
AuBenseite der Plasmamembran. G,i fordert die Fusion von bereits angedockten GSVs mit
der Plasmamembran. Dies fiihrt zu einer erhdhten Glucoseaufnahme. Im Gegensatz dazu

blockiert G,s die Fusion angedockter GSVs mit der Plasmamembran (Poirier et al., 2001).
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1.1.1.2 GSV-Exozytose

Anhand des gut untersuchten Exozytose-Mechanismus synaptischer Vesikel wurde ein
Modell fiir die GLUT4-Translokation, das Andocken und die Fusion der GSVs mit der
Plasmamembran entwickelt (Ubersichtsartikel: Rea & James, 1997; Holman & Sandoval,
2001; Simpson et al., 2001; James, 2005): Die GLUT4-enthaltenden Vesikel werden nach
einem Insulinstimulus zur Zelloberfliche mobilisiert wie in Kap. 1.1.1.1 beschrieben. Dort
scheint sich ein Komplex aus dem v-SNARE (vesicle membrane SNAP receptor)
Synaptobrevin2 (VAMP2 = vesicle-associated membrane protein 2), sowie den t-SNAREs
(target membrane SNAP receptor) Syntaxin4 und SNAP23 zu bilden. Dabei bindet Syntaxin4
nur an VAMP2, wenn Syntaxin4 nicht im Komplex mit Synip (Syntaxin4 interagierendes
Protein) vorliegt. Auf diese Weise scheint Synip die Vesikelfusion durch Reduzierung der
Interaktion von v-SNAREs und t-SNAREs zu regulieren (Min et al., 1999; Holman, 1999;
Spurlin et al., 2004). Weitere an der Vesikelfusion beteiligte regulatorische Faktoren sind
Muncl8c (Thurmond et al., 2000; Ubersichtsartikel: Ramm & James, 2005) und ein
hypothetisches insulinreguliertes PDZ-Dominen bindendes Protein (Ubersichtsartikel:
Holman & Sandoval, 2001). Dabei hdlt Munc18c in Abwesenheit von Insulin Syntaxin4 in
einer inaktiven Konformation. Ist Insulin vorhanden, so veridndert Munc18c wahrscheinlich
seine Konformation und ermoéglicht dadurch die Syntaxin4-abhéngige Fusion der GSVs mit
der Plasmamembran (Ubersichtsartikel: Watson et al., 2004; Ramm & James, 2005).

Neuere Befunde von Inoue et al. (2003) deuten darauf hin, dass auch ein als Exozyst
bezeichneter Multiproteinkomplex, der peripher mit der Plasmamembran assoziiert ist, eine
Rolle bei der Exozytose von GSVs spielt. So zeigen die Autoren, dass ein Bestandteil des
Exozyst-Komplexes - Exo70 - an aktiviertes TC10 in Caveolae bindet. Da die Uberexpression
einer mutierten Form von Exo70 zwar den insulinabhingigen Einbau von GLUT4 in die
Plasmamembran und die Glucoseaufnahme hemmt, jedoch keinen Einfluss auf die
Translokation von GSVs zur Zelloberfldche hat, wird angenommen, dass der Exozyst eine

Rolle in einem frithen Stadium der Vesikelfusion mit der Plasmamembran spielt.
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1.1.1.3 Rezirkulation der GSVs

Der Rezirkulationsweg von GSVs in Fett- und Muskelzellen wird zur Zeit kontrovers
diskutiert (Ubersichtsartikel: Holman & Sandoval, 2001; Maxfield & McGraw, 2004;
Dugani & Klip, 2005). Es sind zwei Modelle postuliert worden, die sich vor allem
hinsichtlich der beteiligten intrazelluliren Kompartimente und des Weges zur
Plasmamembran unterscheiden. Ubereinstimmung herrscht dagegen bei der Beschreibung des
Weges von der Plasmamembran, d.h. der Internalisierung von GLUT4. Es wird allgemein
angenommen, dass GLUT4 mittels Clathrin-vermittelter Endozytose zunédchst in ein frithes
Endosom gelangt. Von dort wird es zu einem perinucledren ,,Recycling-Endosom®
weitergeleitet. Das erste Modell geht davon aus, dass sich aus dem ,,Recycling-Endosom*
spezialisierte GSVs bilden, die weder Marker des Endosoms noch des TGN enthalten. In
Abwesenheit von Insulin rezirkuliert GLUT4 konstitutiv sowohl iiber endosomale
Transportvesikel (die sich ebenfalls vom ,,Recycling-Endosom* abschniiren) als auch iiber
GSVs zuriick zur Zelloberfliche. Auf Grund der unterschiedlichen Geschwindigkeit von Exo-
und Endozytose liegt der GrofBteil des GLUT4 hierbei stets intrazelluldr vor. Die Insulin-
Stimulation bewirkt eine vermehrte Exozytose der GSVs und mdglicherweise auch der
GLUT4-enthaltenden endosomalen Transportvesikel, bei gleichzeitiger Verminderung der
GLUT4 Endozytose.

Im Gegensatz dazu postuliert das zweite Modell, dass GLUT4 vom ,,Recycling-Endosom* zu
einem spezialisierten Subkompartiment des TGN geleitet wird, das auch die GSVs umfasst
(Shewan et al., 2003). Nach dieser Auffassung rezirkuliert nur der im Endosom verbliebene
GLUT4-Anteil in Abwesenheit von Insulin konstitutiv zur Plasmamembran zuriick, wiahrend
die GSVs ein statisches Speicherkompartiment bilden. Bei Insulin-Stimulation fusionieren
dann die GSVs nicht direkt mit der Plasmamembran, sondern mit dem ,,Recycling-Endosom*
und erhohen dadurch den intrazellularen Anteil an GLUT4, der in direktem Austausch mit der
Zelloberflache steht (Coster et al., 2004).

Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass in CHO-Zellen GLUT4 nach seiner Clathrin-
vermittelten endozytotischen Aufnahme in ein groBes unterhalb der Plasmamembran
gelegenes endosomales Kompartiment gelangt. Diese spezialisierten peripheren Endosomen
scheinen als Donor-Organell fiir die Synthese der GSVs zu fungieren. Sie unterscheiden sich
von typischen frithen Endosomen, da sie keinen Transferrinrezeptor als Marker fiir die
Rezeptor-vermittelte Endozytose enthalten. Die genannten Befunde weisen darauf hin, dass

GLUT4 in diesen Zellen bereits auf der Ebene der Plasmamembran von anderen per
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Endozytose aufgenommenen Membranproteinen getrennt wird (Wei et al., 1998; Lim et al.,

2001).

1.1.2 GSV-spezifische Proteine

In GSVs aus Fett- und Muskelzellen sind mittlerweile neben GLUT4 noch weitere spezifische
Proteine identifiziert worden. Zu den transmembranen Vesikelproteinen gehoren u.a. Sortilin /
Neurotensinrezeptor (Lin et al., 1997; Morris et al., 1998), der nach neuesten Erkenntnissen
eine wichtige Rolle bei der Biogenese der GSVs zu spielen scheint (Shi & Kandror, 2005),
sowie die zuvor schon erwdhnten SNARE-Proteine VAMP2 (Martin et al.,, 1996) und
Syntaxin4 (Volchuk et al., 1996). Die insulinregulierte Aminopeptidase (IRAP) - auch
bekannt als Angiotensin4-Rezeptor - ist fast vollstindig mit GLUT4 in GSVs colokalisiert.
Die physiologische Bedeutung dieses GSV-Proteins ist noch unklar. Diskutiert wird u.a. ein
Einfluss neuronaler IRAP auf die Gedichtnisbildung (Keller et al., 1995; Chai et al., 2004;
Ubersichtsartikel: Keller, 2004). Das periphere Membranprotein Tankyrase bindet iiber eine
Interaktion mit der IRAP an GSVs. Es wird insulinabhidngig von der Map-Kinase
phosphoryliert, wobei seine Funktion noch im Dunkeln liegt (Chi & Lodish, 2000). Ein
weiteres peripher mit GSVs assoziiertes Membranprotein ist das kleine GTP-bindende Protein
Rab4, das bei der GLUT4-Translokation eine Rolle spielt (Ubersichtsartikel: Watson et al,
2004). Rab4 interagiert mit Syntaxin4, das zu den t-SNAREs gehort (Li et al., 2001). Ein
weiterer Interaktionspartner von Rab4 ist KIF3, das zu der Kinesinfamilie der Mikrotubuli-
assoziierten Motorproteine gehort. Aktiviertes Rab4 bindet an KIF3 und konnte so die
Bewegung der GSVs zur Plasmamembran vermitteln (Imamura et al., 2003). Andere
periphere Membranproteine wie Spektrin (Tsakiridis et al., 1994), a-Tubulin und Vimentin
(Guilherme et al., 2000) interagieren als Zytoskelettelemente mit GSVs. Dariiber hinaus
scheinen auch die PI-3-Kinase (Heller-Harrison et al., 1996) und die Proteinkinase B-f3 / Akt2
(Calera et al., 1998), die bei der Translokation der GSVs eine wichtige Rolle spielen (vergl.

Kap. 1.1.1.1), transient mit der Vesikelmembran assoziiert zu sein.
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1.2 Spaltung von Ektodoménen membranassoziierter Proteine

Die hydrolytische Abspaltung der Ektodomédnen (Ectodomain Shedding) dient, wie
beschrieben, der Regulierung verschiedener transmembraner Proteine auf der Zelloberflache.

2-4 % aller Proteine auf der Plasmamembran konnen auf diesem Weg modifiziert werden.

Zu dieser heterogenen Gruppe an Proteinen gehoren u.a. das an der Entstehung der
Alzheimer’schen Erkrankung beteiligte Amyloidvorlduferprotein (Amyloid Precursor
Protein = APP), der Notchrezeptor, das Zelladhédsionsprotein L1, der Tumornekrosefaktor a
(TNF o) sowie die membrangebundenen Vorstufen verschiedener Wachstumsfaktoren, wie
z.B. der HB-EGF oder transforming growth factor a (TGFa) (Ubersichtsartikel: Moss und
Bartsch, 2004). Die physiologische Bedeutung der Abspaltung von Ektodominen kann sehr
unterschiedlich sein, wie die genannten Proteine veranschaulichen. So kann APP an drei
Stellen von verschiedenen Proteasen prozessiert werden. Die sogenannte B-Sekretase spaltet
neuronales APP in ein 16sliches Peptidfragment, das in den Extrazelluldrraum des Gehirns
entlassen wird und ein Fragment mit einem extrazelluldren, einem transmembranen und
einem cytoplasmatischen Anteil. Dieses membrangebundene Fragment wird von einer y-
Sekretase erneut hydrolytisch prozessiert, um ein cytoplasmatisches Segment freizusetzen,
dessen Funktion bisher ungeklért ist. Dabei werden gehduft Amyloid-B-Peptidfragmente in
den Extrazelluldrraum des Gehirns freigesetzt. Bei der Alzheimer’schen Erkrankung hiufen
sich diese extrazelluliren Bruchstiicke in {ibermiBiger Menge an und lagern sich zu
Filamenten zusammen, die sogenannte Amyloid-Plaques bilden. Es wird angenommen, dass
diese Plaques Nervenzellen verletzen und zu deren Untergang beitragen. Kommt es jedoch
extrazelluldr zu einer Spaltung des neuronalen APP durch eine a-Sekretase anstelle der
B-Sekretase, so werden nach Prozessierung durch die y-Sekretase keine intakten Amyloid-f3-
Peptide gebildet. Als o-Sekretase sind zwei Mitglieder der ADAM- (a disintegrin and
metalloprotease) Familie der Metalloproteasen identifiziert worden. Die y-Sekretase besteht
aus einem Komplex mehrerer Proteine, von denen Presenilinl das membrangebundene APP-
Fragment proteolytisch prozessiert. Uber die Identitit der P-Sekretase ist bisher nichts
bekannt (Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999; Allinson et al., 2004; Ubersichtsartikel:
Tandon & Fraser, 2002; Allinson et al., 2003). Der Notchrezeptor ist bei der Differenzierung
von Nervenzellen aus dem ektodermalen Epithel im Rahmen der Frithentwicklung von

Bedeutung. Er erfihrt drei proteolytische Spaltungen. Der neu synthetisierte Notchrezeptor
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wird zundchst von der Protease Furin im Golgi-Apparat in einen extrazelluldren und einen
transmembranen / cytoplasmatischen Anteil gespalten, die nicht-kovalent miteinander
verbunden bleiben. Diese Form des Rezeptors wird zur Plasmamembran transportiert. Die
Bindung des Liganden Delta - von einer benachbarten Zelle aus - an den Notchrezeptor 16st
die nédchsten zwei proteolytischen Schritte aus. Eine zweite Protease - diskutiert wird
wiederum ein Mitglied der ADAM-Familie - spaltet den Notchrezeptor in ein Segment, das in
den Extrazelluldrraum freigesetzt wird und ein membrangebundenes Fragment. Presenilinl
hydrolysiert das membrangebundene Fragment des Notchrezeptors im Bereich der
transmembranen Doméne und setzt das cytoplasmatische Segment frei. Dieses wandert in den
Nucleus und aktiviert die Transkription zahlreicher Gene. Die Produkte dieser Gene sind vor
allem genregulatorische Proteine, die die Expression von Genen blockieren, die im
Nervensystem bei der neuronalen Differenzierung gebraucht werden. Auf diese Weise
signalisiert der von neuronalen Vorlduferzellen exprimierte Ligand Delta durch Binden an den
auf benachbarten Zellen liegenden Notchrezeptor, sich nicht ebenfalls zu Nervenzellen zu
entwickeln (Brou et al., 2000). Das Zelladhésionsprotein L1, das zur Immunglobulinfamilie
gehort, wird an der Plasmamembran proteolytisch geschnitten. Die so freigesetzte
Ektodomine kann durch autokrine / parakrine Bindung an Integrine die Migration von Zellen
z.B. im Nervensystem und in Tumoren stimulieren. Als Protease sind Mitglieder der ADAM-
Familie identifiziert worden (Gutwein et al., 2000; Mechtersheimer et al., 2001). Die
erwihnten Wachstumsfaktoren und das Cytokin TNF o werden durch hydrolytische Spaltung
an der Zelloberflache in ihre jeweilige reife Form {iiberfiihrt und aktiviert. Bei den fiir die
Spaltung der Ektodoménen verantwortlichen Enzymen handelt es sich um Mitglieder der
ADAM-Familie und/oder Mitglieder der Familie der MMPs (matrix metalloproteasen)
(Black et al., 1997; Rosendahl et al., 1997; Hinkle et al., 2003; Ubersichtsartikel: Massague &
Pandiella, 1993).
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1.2.1 Hydrolytische Spaltung von proHB-EGF

Ein gut untersuchtes Beispiel fiir ein transmembranes Protein, das durch hydrolytische
Spaltung aktiviert wird, ist der Heparin-bindende epidermale Wachstumsfaktor. HB-EGF ist
ein Mitglied der EGF-Familie und wurde erstmals im konditionierten Medium von humanen
Monozyten und Makrophagen entdeckt (Besner et al., 1990). HB-EGF ist ein ca. 14-22 kDa
grofes 16sliches Glykoprotein, das in verschiedenen Formen von 75-86 Aminosduren Lénge
vorkommt (Higashiyama et al.,, 1992; Izumi et al., 1998). Zusitzlich existiert ein
transmembranes Vorldufermolekiil proHB-EGF, das 208 Aminoséduren lang ist (Izumi et al.,
1998). ProHB-EGF wird von verschiedenen Mitgliedern der ADAM-Familie der Metallo-
proteasen (Fan & Derynck, 1999; Ubersichtsartikel: Blobel, 2000) und einem Mitglied der
MMPs (Suzuki et al., 1997) in ein pro-Peptid, das den cytoplasmatischen und den trans-
membranen Anteil enthilt und reifes HB-EGF gespalten (Ubersichtsartikel: Derynck, 1992;
Massague & Pandiella, 1993). Dies fiihrt zur Ablosung des aktiven Wachstumsfaktors von der
Plasmamembran. HB-EGF wirkt dann als autokriner / parakriner Mediator auf die gleiche
oder auf benachbarte Zellen. Die C-terminale Region des Wachstumsfaktors HB-EGF bindet
an den EGF-Rezeptor (EGFR) und aktiviert diesen. Der N-Terminus, eine 21 Aminosduren
lange hydrophile Heparinbindungsdoméne, moduliert die Bindung von HB-EGF an den
EGFR (Goishi et al., 1995). Die Aktivierung des EGFR durch HB-EGF kann zu vielféltigen
physiologischen Wirkungen flihren. So ist die Aktivierung des EGFR u.a. fiir die Regulation
von Zellproliferation und Wundheilung von Bedeutung (Tokumaru et al., 2000; Ubersichts-
artikel: Martin, 1997). Des weiteren spielt das HB-EGF im Zellzyklus (Toki et al., 2005) und
bei der Entwicklung und Funktion des Herzens und anderer Organe (Iwamoto et al., 2003;
Yamazaki et al., 2003) eine Rolle. Der EGF-Rezeptor ist in den letzten Jahren ins Zentrum
des Interesses zahlreicher Arbeitsgruppen geriickt, da eine erhohte Aktivitit dieses Rezeptors
in Verbindung mit einer Vielzahl von malignen Tumoren gebracht wird (Ubersichtsartikel:
Prenzel et al.,, 2000). Ein Grund fiir die Uberaktivierung des EGF-Rezeptors kénnte die
vermehrte proteolytische Freisetzung von loslichen Liganden wie z.B. HB-EGF sein. Die
Hydrolyse membrangebundener Vorstufen von EGF-Rezeptor-Liganden scheint bei der
Entstehung und dem Wachstum von Brust-, Darm- und Prostatakrebs eine Rolle zu spielen

(Ubersichtsartikel: Gschwind et al., 2001).
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1.2.2  Metalloproteasen vom Typ der ADAMs

Die fiir die Abspaltung von Ektodoménen zustdndigen Metalloproteasen sind haufig integrale
Membranproteine der Plasmamembran, deren aktives Zentrum im Extrazelluldrraum liegt.
Auch wenn die zweifelsfreie Identifizierung der verantwortlichen Protease in vielen
beschriebenen Fillen von Ektodoménenabspaltung noch aussteht, so zeichnet sich doch ab,
dass sehr oft Mitglieder der groBen Familie der ADAMs eine Rolle bei diesem Prozess
spielen. Hierbei handelt es sich um Zn*"-abhingige Metalloproteasen. Die ADAM-Familie
umfasst zur Zeit 40 identifizierte Mitglieder mit einer Linge von jeweils rund 750
Aminoséduren (Webseite: http://www.people.virginia.edu/~jw7g/Table of the ADAMs.html).
Analysen der Aminosduresequenzen der verschiedenen ADAMs weisen darauf hin, dass
voraussichtlich nur etwa die Hélfte dieser Proteine tatsdchlich Proteaseaktivitit (erkennbar an
der Konsensussequenz HEXXH in der Metalloproteasedoméne) besitzen. Diese Aktivitét ist
im extrazelluldren N-Terminus lokalisiert. Daran schliefen sich die Disintegrindoméne, eine
Cystein-reiche Region und die EGF-artige Doméne an. Die cytoplasmatische Doméine enthilt
Signalmotive wie Phosphorylierungsstellen und Prolin-reiche Regionen, die an SH3-
Doménen binden konnen. Des weiteren enthalten neu synthetisierte ADAMs am N-Terminus
zuniichst noch eine pro-Domine (Ubersichtsartikel: Blobel, 2005). Die pro-Domine von
katalytisch aktiven ADAMs wirkt als intramolekularer Inhibitor. So bleibt die Metallo-
protease selbst inaktiv, bis eine pro-Protein-Convertase die pro-Doméne entfernt oder diese
autokatalytisch im Trans-Golgi-Netzwerk entfernt wird (Loechel et al., 1999; Milla et al.,
1999; Schlomann et al., 2002; Gonzales et al., 2004). Die Disintegrindoméne und die Cystein-
reiche Region sind bei der Substratbindung von Bedeutung und erleichtern das Entfernen der
pro-Domine von der katalytischen zinkbindenden Region. Uber die Funktion der ADAMs,
die keine katalytische Aktivitit besitzen, ist bisher relativ wenig bekannt (Ubersichtsartikel:
Blobel, 2005).

Die oben beschriebene Spaltung von proHB-EGF kann alternativ durch ADAMY (Izumi et al.,
1998), ADAMI10 - auch bekannt als Kuzbanian - (Yan et al., 2002), ADAMI12 (Asakura et al.,
2002) und ADAMI17 - besser bekannt als TACE (TNF a-converting enzyme) -
(Sunnarborg et al., 2002) durchgefiihrt werden. Welche der erwdhnten Metalloproteasen
jeweils an der Spaltung von proHB-EGF beteiligt sind, hiingt u.a. vom Zelltyp ab (Ubersichts-
artikel: Higashiyama, 2004)
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1.2.3 Die Rolle von ADAMSs bei der Transaktivierung des EGFR durch
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

In Ratl-Fibroblasten kann die Spaltung von proHB-EGF durch die Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren ausgelost werden. So fiihrt die Aktivierung des heterolog
exprimierten Ecdysonrezeptors iiber eine intrazelluldre Signalkaskade u.a. zur Aktivierung
einer entsprechenden extrazelluldaren Proteaseaktivitit (Prenzel et al., 1999). Bei dieser konnte
es sich um die zuvor in Kap. 1.2.2 genannten ADAMs handeln, die proHB-EGF proteolytisch
spalten. Das freigesetzte reife HB-EGF kann nun mit dem EGFR auf der gleichen oder auf
benachbarten Zellen interagieren (Prenzel et al., 1999). Man spricht in diesem Fall von einer
Transaktivierung. Ein endogener G-Protein-gekoppelter Rezeptor in Ratl-Zellen, der die
beschriebene Rolle bei der Transaktivierung des EGF-Rezeptors spielen konnte, ist der
Thrombinrezeptor.

Der Thrombinrezeptor (Protease Activated Receptorl = PAR1) wird von der Protease
Thrombin aktiviert. Durch Spaltung der aminoterminalen Ektodoméane des PAR1 entsteht ein
neuer N-Terminus des Rezeptors mit der Aminosduresequenz Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn.
Diese Sequenz selbst wirkt nun als Ligand fiir PAR1 und aktiviert den Rezeptor. Nach der
Aktivierung wird PARI1 phosphoryliert, internalisiert und schlieBlich in Lysosomen
degradiert. PAR1 scheint nicht wie viele G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zu rezirkulieren.
Es wird jedoch ein intrazelluldrer Vorrat an intaktem Thrombinrezeptor vermutet, durch den
aktivierte Rezeptoren schnell ersetzt werden konnen (Ubersichtsartikel: Coughlin, 1999;
Coughlin, 2000). Die Aktivierung der Thrombinrezeptoren durch Thrombin fiithrt zu ganz
unterschiedlichen Reaktionen der betroffenen Zellen. Besonders gut untersucht ist in diesem
Zusammenhang die Aktivierung von Thrombozyten bei der Blutstillung nach
Gefilverletzung. Aus Prothrombin wird Thrombin an Stellen solcher Verletzungen erzeugt.
Die Bindung des Thrombins an Thrombinrezeptoren auf der Oberfliche von Thrombozyten
fiihrt zu einer tiefgreifenden morphologischen Umgestaltung der Blutplattchen. Hierdurch
kommt es zur Aggregation und Bildung eines Pfropfes, der ein Leck vorldufig abdichtet.
Dariiber hinaus bindet Thrombin auch an Rezeptoren auf Endothelzellen. Dies hat unter
anderem die Freisetzung von gerinnungsfordernden Mediatoren sowie die vermehrte

Expression anti-apoptotischer Faktoren zur Folge (Ubersichtsartikel: Coughlin, 2005).
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1.3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Struktur und Dynamik der Speichervesikel vom Typ
der GSVs in Ratl-Zellen zu analysieren. Im Mittelpunkt steht dabei die Frage, ob diese
Vesikel eine Rolle bei der Regulation der HB-EGF Freisetzung spielen. So sind die oben
beschriebenen Befunde zur G-Protein-abhingigen Steigerung der Ektoproteaseaktivitdt mit
einem Modell vereinbar, nach dem die proHB-EGF spaltende Metalloprotease in
Abwesenheit eines Stimulus intrazelluldr in GSVs gespeichert wird. Die Aktivierung von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die, wie beschrieben, auch zu einer Translokation von
GSVs fiihrt (vergl. Kap. 1.1.2), konnte auf diesem Weg die beschriebene Zunahme der
Enzymaktivitit auf der Zelloberflache bewirken.

Von Herman et al. wurden 1994 aus Zellen, die unter physiologischen Bedingungen kein
GLUT4 enthielten, GSVs isoliert. Dazu wurden CHO-, PC12- und 3T3-Zellen stabil mit
GLUT4 als heterologem Marker fiir das spezifische Speicherkompartiment transfiziert. Der
Nachweis von GSVs erfolgte iliber subzelluldre Fraktionierung und anschlieBendem Western-
Blot mit anti-GLUT4 Antikorpern. Bisher unveréffentlichte Versuche (Bonzelius & Herman;
Fohrer, Diplomarbeit, 2001) zeigen, dass auch transient oder stabil GLUT4 exprimierende
Ratl-Zellen GSVs enthalten. Zunidchst sollen daher Ratl-Zellen stabil mit GLUT4myc
transfiziert werden, um GSVs eindeutig mittels subzelluldrer Fraktionierung identifizieren zu
konnen. Da es keine Antikrper gegen die extrazelluliren Doménen des Glucosetransporters
gibt, soll ein GLUT4-Konstrukt mit einem myc-Epitop in der ersten extrazelluliren Domine
verwendet werden. Mit Hilfe des myc-Epitops kann GLUT4 auf der Zelloberfliche
quantifiziert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit werden die Vesikel dann hinsichtlich ihrer Membran-
zusammensetzung analysiert. Hier soll zundchst gekléart werden, ob sie endogene proHB-EGF
spaltende Enzymaktivitit(en) enthalten. Als Kandidaten fiir identifizierte proHB-EGF
spaltende Metalloprotease(n) in Ratl-Zellen kommen ADAMI10 und/oder TACE in Frage.
Die Hydrolyse des proHB-EGF durch ADAMO9 konnte bereits ausgeschlossen werden
(Prenzel et al., 1999). ADAMI12 wird nicht analysiert, da es keinen gut charakterisierten
kommerziell erhéltlichen Antikorper gibt, der mit dieser Protease aus der Ratte unter den hier
verwendeten Bedingungen reagiert. Sind die Proteasen ADAM10 und/oder TACE ebenfalls

mit GLUT4 in GSVs colokalisiert? Dartiber hinaus wird auch die subzelluldre Lokalisation



1 Einleitung 16

des humanen Thrombinrezeptors (hPAR1) bestimmt, da auch fiir dieses Membranprotein ein
intrazelluldres Speicherkompartiment beschrieben worden ist (vergl. Kap. 1.2).

Abschlielend soll gekldrt werden, ob die in Ratl-Zellen identifizierten GSVs den gleichen
Biosyntheseweg und das gleiche dynamische Verhalten zeigen, wie die bisher vor allem in
Fett- und Muskelzellen sowie in transfizierten CHO-Zellen untersuchten Speichervesikel.
Eine zentrale Frage dieser Untersuchungen ist, ob die GSVs in Ratl-Zellen tatsachlich, wie in
unserem oben beschriebenen Modell zur stimulationsabhidngigen Aktivierung von Ekto-
proteasen postuliert, einer regulierten Exozytose unterliegen. Um dies zu kléren, werden die
Zellen iiber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (Thrombinrezeptor) stimuliert, um die
proHB-EGF spaltende(n) Protease(n) zu aktivieren, wie von Prenzel et al. (1999) beschrieben.
Unter diesen Bedingungen kann die Translokation von GSV-spezifischen Proteinen zur
Plasmamembran bestimmt werden.

Daneben soll im Rahmen dieser Untersuchungen die Rolle eines temperatursensitiven
endosomalen Kompartiments bei der Biosynthese der GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen
betrachtet werden. Diese spezialisierten Endosomen scheinen als Donor-Organell fiir die
Bildung der GSVs in transfizierten CHO-Zellen zu fungieren (sieche Kap. 1.1.1.3). Dariiber
hinaus soll untersucht werden, ob GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen ebenfalls konstitutiv

rezirkulieren, wie fiir Fett- und Muskelzellen sowie transfizierte CHO-Zellen beschrieben.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Gerite

Autoklav

Bakterieninkubator BK 600
Begasungsbrutschrank BBD 6220
Bohrmaschinenantrieb PSB 600 RE
CCD-Kamera CF 8/4 FCM
Elektrophoresekammer
Elektroporationssystem 600
Fraktionssammler Cygnet
Kiihl-, Gefrierschrianke
Mikroskop (invers)

pH-Meter 761

Probenmischer
Abbe-Refraktometer

Riihrer

Schiittler 3017

Sonifier (Zellzerstorer) B-12
Spannungsgeber P25
Spektralfluorimeter RF-510
Spektralphotometer Uvikon 810
Standmagnet

Sterilwerkbank HA 2448 GS

Trans-Blot, Semi-Dry-Transfer-Kammer

Transilluminator
Vakuumpumpe XX55
Vortex-Mixer

Waage SBC 33
Wasserbad SW-20C

Hersteller

Wolf

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Bosch

Kappa

Biometra

BTX

ISCO

Scientific Industries
Zeiss

Knick

Dynal

Zeiss
KIKA-Labortechnik
GFL

Branson

Biometra

Shimadzu

Kontron

Dynal

Heraeus Instruments
Bio-Rad

Biometra

Millipore

Scientific Industries
Scaltec

Julabo
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Zentrifugen und dazugehorige Rotoren

Tischzentrifugen und Rotoren
Biofuge pico

202 MK-Zentrifuge

Rotoren 12040, 12045
Kiihlzentrifugen und Rotoren
J2-21 M/E-Zentrifuge

Rotoren JA10, JA17, JA18
Minifuge T

Rotor 3360

Ultrazentrifugen (UZ) und Rotoren
L5.50 UZ

Centrikon T-1065 UZ
Ausschwingrotoren (UZ) SW56, SW40Ti1
Festwinkelrotor (UZ) 60Ti

Heraeus Instruments
Sigma

Sigma

Beckman
Beckman
Heraeus Instruments

Heraeus Instruments

Beckman
Kontron Instruments
Beckman

Beckman

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmittel

Chemikalien

Aceton

Acrylamid
N,N"-methylen-bis-acrylamid
Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Borsdure

Bromphenolblau

Calciumchlorid
Cetyl-Trimethyl-Ammoniumbromid (CTAB)

Citronensaure

Hersteller
Riedel-de Haen
Roth
Roth
Gerbu
Gibco
Roth
Merck
Sigma
Roth
Merck
Roth
Sigma

Merck
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Coomassie Brilliant Blue G-250
D-19 (Entwickler)
Desoxycholat (DOC)
Dimethylsulphoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting detection reagents
ECL Chemiluminescence -Hyperfilm
EDTA

EGTA

Essigsdure

Ethanol, reinst

Ethidiumbromid

Fotales Kélberserum (FCS)
Folin-Ciocalteu-Phenol
Geneticin Sulfat (G418)
D-Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

Hepes

Jodacetamid

Kaliumchlorid

Kaliumtartrat

Kupfersulfat

L-Lysin
Poly-L-Lysin-Hydrobromid
Magnesiumchlorid
Magnetische Beads goat anti-rabbit IgG
Methanol

Milchpulver

Mops

Natriumacetat

Serva
Kodak
Sigma
Sigma
Sigma
Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Gibco
PAA
Fluka
PAA
Fluka
Fluka
Applichem
Roth
Merck
Gerbu
Roth
Sigma
Roth
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Pierce
Riedel-de Haen
Roth

Roth
Merck
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Natriumazid Merck
Natriumbutyrat Sigma
Natriumcarbonat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydrogenphosphat Riedel-de Haen
Natriumhydroxid, reinst Merck

Nonidet P 40 (NP40) Roche
Paraformaldehyd Merck
Penicillin-Streptomycin Gibco
o-Phenylendiamin Sigma
o-Phosphorsédure Riedel-de Haen
Plasmid Maxi Kit Qiagen
Polyethylenglycol4000 (PEG) Fermentas
2-Propanol Riedel-de Haen
Proteaseinhibitoren:

Antipain Calbiochem
Benzamidin Sigma
Chymostatin Calbiochem
Leupeptin Calbiochem
Pepstatin A Calbiochem

Proteinmarker fir SDS-Gele:

Bench Mark Prestained Protein Ladder Gibco
Prestained MW Standard Blue Mixture Sigma
Rinderserumalbumin (BSA) Roth
D-Saccharose Roth
Salzsdure Applichem
Saponin Sigma

D-Sorbitol Fluka
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Superfix (Fixierer)
Temed

Thrombin
Trichloressigsdure
Tris

Triton X-100
Trypsin-EDTA 0,05 %
Trypsin 0,25 %
Trypton

Tween 20
Wasserstoffperoxid 30 % (H»05)

Zellkulturmedien:

Tetenal
Roth
Sigma
Merck
USB
Sigma
Gibco
Gibco
Gerbu
Sigma

Applichem

Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) Gibco

Nutrient Mixture F-12 (HAM's)

Zeozin

2.3 Plasmide

Expressionsvektor pcDNA3

* There is an ATG upstream
of the Xba | site Bsml

Gibco

Invitrogen

Invitrogen
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Expressionsvektor pTracer SV40

pTracer-SV40
4.2kb

A- L1210

Expressionsvektor pcXN2-GLUT4myc

a0 GLUTS mpe

(#aa)

Chmpe

Invitrogen

Kanai et al., 1993

2.4 Reagenzien fiir den Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme:
EcoRI

EcoR5 (Eco32)
Fspl

Sall

Sspl

Xhol

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas
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Lysozym

Puffer gelb, orange, rot
T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Ligasepuffer

2.5 Bakterienstamme

Escherischia coli DH5a

Escherischia coli XL1blue

2.6 Zellinien

23

Gerbu
Fermentas
Fermentas

Fermentas

CHO-K1-Zellen: Chinese Hamster QOvary-Wildtyp-Zellen.
CHO/GLUT4-Zellen: CHO-K1-Zellen, stabil mit GLUT4 aus der Ratte transfiziert

(Herman et al., 1994).

Rat1-W575-Zellen: Ratl-Fibroblastenzellinie aus der Ratte, stabil mit dem humanen

Thrombinrezeptor transfiziert (Hein et al., 1994).

2.7 Antikorper

anti-ADAM10 (polyklonal)
anti-FLAG (monoklonal)
anti-GLUT4 (polyklonal)

anti-myc Klon 9E10 (monoklonal)

ProSci

Integra

F. Bonzelius, JWG-Universitit, Frankfurt
M. Bishop, UC San Francisco, USA

anti-TACE (polyklonal) Santa Cruz
anti-TGN38 (monoklonal) Affinity BioReagents
anti-Transferrinrezeptor (CD71) (monoklonal) Ancell

anti-VSV Glykoprotein Klon P5D4 (monoklonal) Sigma
anti-Kaninchen IgG / HRP Sigma
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anti-Maus IgG / HRP
anti-Ziege IgG / HRP

2.8 Losungen und Puffer

Dako

Sigma

2.8.1 Medien und Losungen fiir die Bakterienkultur

LB-Medium

LB-Medium fiir Zeozin

LB-Agar-Platten

SOC-Medium

1%  Trypton

0,5 % Hefeextrakt
0,2M NaCl

pH 7,5, autoklavieren

1%  Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,1 M NaCl

pH 7,5, autoklavieren

1 I LB-Medium

1,5 % Agar

autoklavieren, rithren,

bei ca. 55 °C Zugabe von Zeozin,

Platten giessen

2%  Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl

pH 7,0, autoklavieren
20 mM Glukose

10 mM MgCl,

steril filtrieren
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Ampicillin

Zeozin

Lysozym

CTAB

EtBr

STET Puffer

TBE-Puffer

TE-Puffer

Stammldsung
Endkonz. Vorkultur
Nachtkultur

Stammldsung

Endkonz. im Medium

Stammldsung

Endkonz.

50 mg/ml A.bidest.
50 pg/ml
100 pg/ml

steril filtrieren

100 mg/ml
25 pg/ml

50 mg/ml A.bidest.
25 mg/ml

5% CTAB (w/v)

steril filtrieren

10 mg/ml A.bidest.

dunkel aufbewahren

8%  Saccharose w/v
0,1 % TritonX-100 v/v
50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI pH 8,0

90 mM Tris
90 mM Borsaure
3mM EDTA

10 mM Tris
I mM EDTA
pH 8,0, autoklavieren
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TFB-Puffer 10 mM Mops
75 mM CaCl,
10 mM KCl
15 % Glycerin

steril filtrieren

2.8.2 Medien und Losungen fiir die Zellkultur

PBS 0,15 M NacCl
15 mM NaH,PO4 x H,O
8,1 mM Na,HPO, x 2H,0
pH 7.4, steril filtrieren

Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium DMEM-Pulvermedium
14 mM NaHCOs3
pH 7,0, steril filtrieren

Wachstumsmedium fiir Rat1-W575-Zellen DMEM-Medium
10 % FCS
100 units/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
250 pg/ml G418

Inaktiviertes Medium fiir Rat1-W575-Zellen DMEM-Medium
10 % FCS , hitzeinaktiviert
bei 56° C fiir 30 min
100 units/ml  Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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Wachstumsmedium fir CHO-Zellen

Gefriermedium

G418

Endkonz. im Medium

HAM's F-12
10 % FCS
100 units/ml Penicillin

100 pg/ml  Streptomycin

Wachstumsmedium

10 % steriles DMSO

in 100 mM Hepes pH 7,4 16sen
steril filtrieren

250 pg/ml

2.8.3 Losungen fiir die Transfektion von Sdugerzellen

Elektroporationspuffer

,»Erholungs“-Medium

Zeozin

Stammldsung

Endkonz. im Medium

137 mM NaCl

5mM KCl

0,7 mM Na,HPO4 x 2 H,O
6 mM Glukose

20 mM Hepes

pH 7,05, steril filtrieren

Wachstumsmedium
3 mM EGTA (pH 7,4)
100 mg/ml

1 mg/ml
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2.8.4 Losungen fiir die subzelluldre Fraktionierung

Puffer A 150 mM NaCl
10 mM Hepes pH 7,4
1 mM EGTApH 74
0,1 mM MgCl,

pH 7.4, autoklavieren

Die unten aufgefiihrten Proteaseinhibitoren-Stammldsungen werden alle 1:1000 verdiinnt in

Puffer A eingesetzt ( Puffer A + PI).

Proteaseinhibitoren B 4,2 mM Leupeptin
3,1 mM Antipain
10 mM Hepes (pH 7,4)

Proteaseinhibitoren C 3,3 mM Chymostatin
1,5 mM PepstatinA

DMSO
Proteaseinhibitor D 1 mM Benzamidin

10 mM Hepes (pH 7,4)
Medium fiir Temperaturblock 20 mM Hepes

100 units/ml  Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
in DMEM-Medium

pH 7.4, steril filtrieren

hypertones Medium fiir Endozytoseblock 0,45 M Sorbitol
100 units/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
in inaktiviertem DMEM-Medium

steril filtrieren
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Medium fur Thrombinstimulation

29

1 unit/ml Thrombin

1 % BSA

100 units/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
in DMEM-Medium

steril filtrieren

2.8.5 Ldsungen fiir die Gradientenzentrifugation

Dichtegradient

Glyceringradient

Saccharosekissen

30 % Saccharose (5,3 ml)
60 % Saccharose (5,3 ml)
iber einem Saccharosekissen (sieh unten)

geldst in 20 mM Mops (pH 7,0)

5%  Glycerin (5,3 ml)
25 % Glycerin (5,3 ml)
iber einem Saccharosekissen (sieh unten)

gelost in Puffer A + PI

50 % Saccharose
25 % Glycerin
in Puffer A geldst
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2.8.6  Losungen fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

Ansetzen der Standardreihe als Doppelbestimmung;:

Proben Nr. | BSA (100 pg/ml in | A.bidest. Protein
A.bidest.) Endkonzentration
0 0 pl 100 pl 0 pg/ml
1 10 pl 90 ul 1 pg/ml
2 20 ul 80 ul 2 pg/ml
3 30 pl 70 ul 3pg/ml
4 40 pl 60 ul 4 ng/ml
5 50 pul 50 ul 5ug/ml
6 60 pul 40 pl 6 ng/ ml
Bradfordlosung 0,01 % Coomassie G-250

5%  Ethanol
10 % o-Phosphorsdure

filtrieren
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2.8.7 Losungen fiir die Proteinbestimmung nach Peterson

Ansetzen der Standardreihe als Doppelbestimmung;:

Proben Nr. | BSA (100 pg/mlin | NaOH Protein
A.bidest.) (0,1 N) | Endkonzentration
0 0 pl 200 ul 0 pg/ml
1 10 ul 190 ul 1 ng/ml
2 20 pl 180 ul 2 ng/ml
3 30 ul 170 ul 3 ug/ml
4 40 pl 160 ul 4 ng/ml
5 50 ul 150 ul Sug/ml
6 60 ul 140 pl 6 ug/ ml
CTC Losung A 0,4 % CuSO4
0,8 % K-Tartrat
CuSO4 und K-Tartrat getrennt
voneinander ansetzen, nach
vollstdndigem Losen vereinen
Losung B 20 % Na,CO;

Endkonz. in der Losung

erst nach vollstindigem Losen von A und
B vereinigen

0,1 % CuSO4

0,2 % K-Tartrat

10 % NayCOs

Stabilitdt: 2 Monate
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Reagenz A

Reagenz B

32

SDS (10 %)

CTC

NaOH (0,8 N)

A bidest.

gleiche Teile der Bestandteile
Stabilitit: 2 Wochen

1:6  Folin-Ciocalteur-Reagenz

in A.bidest.

2.8.8 Losungen fiir die SDS-Gelelektrophorese und den Western-Blot

Elektrophoresepuffer

Probenpuffer (1fach)

Probenpuffer reduzierend

Prestained MW Standard Blau

0,1M  Tris
0,1M  Glycin
0,1%  SDS
2 % SDS

10 % Glycerin
62,5 mM Tris (pH 6,8)
0,001 % Bromphenolblau

25mM DTT

in Probenpuffer

1 Packungsgrofle MW Standard Blau
4 M  Harnstoff

4fach Probenpuffer/25 mM DTT

5 min bei 95° C erhitzen, 5 min auf Eis
1fach Probenpuffer/200 mM JAA

30 min bei RT, bei -20° C einfrieren
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Diskontinuierliche SDS-Gele:

Sammelgel Trenngel
6 % 8 % 10 % 15 %
30% Acrylamid /| 501 | saml | 67ml | 103 ml
0,8 % Bisacrylamid
1,5 M Tris pHS,8 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
0,5 M Tris pH 6,8 2,5ml
A.bidest. 5,4 ml 9,3 ml 7,9 ml 4,3 ml
APS (10 %) 0,1 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
TEMED 10 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Transferpuffer 25 mM Tris
0,19 M Glycin
1 mM EDTA
0,05 % SDS
20 % Methanol
Blockierungspuffer fiir Western-Blot:
PBS

Primérantikorper:

anti-ADAM10

5%  Milchpulver
0,05 % Tween20

1:2000 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaN3
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anti-FLAG

anti-GLUT4

anti-myc

anti-TACE

anti-TGN38

34

1:500 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3

1:200 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3

1:400 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3

1:400 Antikorper
PBS

1%  BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3

1:1000 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaN3
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anti-Transferrinrezeptor

anti-VSVG

Sekundérantikorper:

anti-Kaninchen

anti-Maus

anti-Ziege

Waschpuffer

Wegen der Ca®"-Abhingigkeit des anti-FLAG Antikorpers werden in alle Puffer, die fiir den

1:400 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3

1:2000 Antikorper
PBS

1% BSA

0,05 % Tween20

0,02 % NaNj3;

1:1000 Antikorper
PBS

5%  Milchpulver

0,05 % Tween20

1:1000 Antikoper
PBS

5%  Milchpulver

0,05 % Tween20

1:1000 Antikorper
PBS

5%  Milchpulver

0,05 % Tween20

PBS
5%  Milchpulver
0,05 % Tween20

anti-FLAG benétigt werden, zusitzlich 1 mM Ca®" hinzugefiigt.
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2.8.9  Losungen fiir die Aufreinigung des anti-GLUT4 Antikorpers an

Protein A Sepharose

Laufpuffer

Elutionspuffer

2.8.10 Losungen fiir die Immunadsorption

Blockldsung

Waschlosung

0,1M NaH,PO4
0,1 M Na,HPO,
pH 8,0

0,15M NaCl
0,1M Essigsédure
pH 3,0

0,5 % Saponin
2%  Glycin

2% L-Lysin
in PBS (pH 7,4)

1%  Glycin
1% L-Lysin
in PBS (pH 7,4)
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2.8.11 Losungen fiir die Zelloberflachen-Analyse

Paraformaldehyd

Blockldsung

Phosphat-Citrat-Puffer

Primérantikorper:

anti-myc

anti-Transferrinrezeptor

Sekundarantikorper:

anti-Maus

PBS
4%  Paraformaldehyd
1 mM Ca*"/Mg*

PBS
5% BSA
1 mM Ca*"/Mg*

50 mM Na,HPO,
25 mM Citronensaure

pH 5,0

1:100 Antikorper
PBS
1% BSA

1:100 Antikorper
PBS
1% BSA

1:500 Antikorper
PBS
1% BSA
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2.9 Molekularbiologische Methoden

2.9.1 Umklonierung von Plasmid-Vektoren

2.9.1.1 Restriktionsverdau

Fiir die stabile Transfektion von Rat1-W575-Zellen wird das GLUT4myc-Konstrukt benotigt.
Dieses lag urspriinglich in dem pcXN2-GLUT4myc Plasmid vor, das eine Geneticin- (G418-)
Resistenz trug. Da die stabil mit dem humanen Thrombinrezeptor transfizierten Ratl-W575-
Zellen bereits tiber eine G418-Resistenz selektiert worden sind, wird fiir die Selektion von
GLUT4myc-Zellen eine andere Resistenz bendtigt. Der Vektor pTracer verfligt liber eine
Zeozin- (Zeo-) Resistenz, die mit dem Green Fluorescent Protein- (GFP-) Konstrukt
(Crameri et al., 1996) gekoppelt ist. Mit Hilfe des GFP kann der Transfektionserfolg auf
einfache Art und Weise mittels Fluoreszenzmikroskopie tiberpriift werden. Das zeo/GFP-
Konstrukt sollte aus dem Vektor pTracer geschnitten und in das pcXN2-GLUT4myc Plasmid
ligiert werden.

Dazu werden in einem Ansatz 6 pl des Plasmids pcXN2-GLUT4myec, 1 u/pg der Restriktions-
enzyme Sspl und Fspl, die die Ampicillin (Amp)/G418-Resistenz mit stumpfen Enden aus
dem Plasmid schneiden, sowie 1 pl Puffer gelb zusammen gegeben und mit A.bidest. auf
10 pl aufgefiillt. Parallel dazu wird das zeo/GFP-Insert aus dem Vektor pTracer mit den
Restriktionsenzymen Sspl sowie Eco32 geschnitten. Beide Ansédtze werden getrennt
voneinander fiir 3 Stunden bei 37° C inkubiert, damit die Enzyme die jeweiligen Plasmide
schneiden konnen. Um die Reaktion zu stoppen, werden die beiden Ansétze fiir 15 min bei

65° C erhitzt und anschlieBend auf Raumtemperatur (RT) abgekiihlt.
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2.9.1.2 Ligation des Plasmids pcXN2-GLUT4myc mit dem Insert zeo/GFP

Fiir die Ligation des Plasmids pcXN2-GLUT4myc mit dem Insert zeo/GFP werden jeweils
6 ul Plasmid-DNA und Insert-DNA eingesetzt. Das Insert sollte fiir hohe Ligationseftizienz
etwa dreimal konzentrierter vorliegen als das Plasmid. Diese jeweils 6 pul werden mit 4 ul T4
DNA-Ligase (1 u/ul), 2 pl T4 DNA-Ligase Puffer und 2 pl Polyethylenglycol4000 (PEG),
das die Ligation von stumpfen DNA-Abschnitten erhoht, zusammen pipettiert und {iber Nacht
bei 16° C inkubiert.

Am folgenden Tag wird der Ligationsansatz mit den Restriktionsenzymen EcoRS und Xhol
inkubiert, damit religierter pTracer geschnitten wird und so keine Bakterien mit dem
religierten Vektor transformiert werden. 2 pl der ligierten DNA werden zu je 0,2 ul der
Enzyme EcoR5 und Xhol, 1 ul Puffer rot und 6,8 ul A.bidest. pipettiert und fiir 3 Stunden bei
37° C inkubiert. Um die Restriktionsenzyme zu inaktivieren, wird der Ansatz fiir 15 min bei

65° C erhitzt.

2.9.2 Transformation von chemisch kompetenten Escherischia coliXL1blue
und DH5a

Kurz vor der Transformation von chemisch kompetenten Bakterien wird das
pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP Plasmid fiir 10 min bei 65° C erhitzt und anschlieBend auf RT
abgekiihlt. Ein 100 ul Aliquot von chemisch kompetenten Escherischia coli XL1blue (E.coli)
in TFB-Puffer wird auf Eis stehend aufgetaut und 5 pl (200-1000 ng) Plasmid-DNA dazu
pipettiert, gemischt und fiir 30 s auf Eis gestellt. AnschlieBend wird das Gemisch fiir 60 s bei
42° C inkubiert. Die transformierten Bakterien werden sofort in 1 ml Luria-Bertani (LB)-
Medium mit niedriger Salzkonzentration gegeben und bei 37° C fiir 60 min im Schiittler
inkubiert, damit die Antibiotikaresistenz exprimiert wird. Die niedrige Salzkonzentration im
LB-Medium ist notwendig, damit die Aktivitdt von Zeozin nicht inhibiert wird. Auf einer LB-
Zeozin (25 pg/ml)-Platte wird ein Tropfen der transformierten Bakterien mit einem Trigalski-
Spatel verteilt und auf einer weiteren LB-Zeozin-Platte wird der Rest der Bakterien verteilt.
Beide Platten werden bei 37° C fiir 18 Stunden inkubiert.

Am folgenden Tag wird ein Einzelklon gepickt, in 2,5 ml LB-Zeozin-Medium gegeben und
im Wasserbad bei 37° C iiber Nacht geschiittelt.
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750 ul dieser Vorkultur werden mit 250 pl sterilem Glycerin gemischt und bei -80° C
aufbewahrt. Aus 1,5 ml Vorkultur wird Plasmid-DNA mittels einer Mini-Préiparation isoliert

und gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Mit pcDNA3-VSVG-proHB-EGF transformierte E.coli wurden bereits in der Diplomarbeit
von Claudia Fohrer beschrieben. Dabei wurde ein 50 pl Aliquot von superkompetenten E.coli
DH5a auf Eis stehend aufgetaut und mit 0,5 pl Plasmid pcDNA3-VSVG-proHB-EGF, das
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Axel Ullrich aus dem MPI fiir Biochemie in Martinsried
stammt, in eine Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand von d = 2 mm) hineinpipettiert,
gemischt und bei 129 Q, 50 uF, 1,2 kV elektroporiert. Die elektroporierten Bakterien sind
genau wie die zuvor beschriebenen chemisch transformierten Bakterien behandelt worden.
Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte jedoch iiber Ampicillin. Mit dem
pcDNA3-VSVG-proHB-EGF Plasmid  werden CHO-Zellen  transfiziert, um
VSVG-proHB-EGF-enthaltende Membrankompartimente zu isolieren (siche Kap. 2.10.4 und
Kap. 2.11.5).

2.9.3  Mini-Prédparation von Plasmid-DNA nach del Sal et al. (1988)

1,5 ml der oben beschriebenen Vorkultur in LB-Zeozin-Medium werden in ein
Reaktionsgefd gegeben und in der Sigma-Zentrifuge 202MK, Rotor 12045 bei 9000 x g, RT
fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert, das Pellet in 200 pl sterilem STET-
Puffer resuspendiert und anschlieend auf einem Vortex-Mixer heftig gemischt, bis sich eine
homogene Suspension gebildet hat. Um die Zellwand zu zerstéren, werden 10 pl Lysozym
(25 mg/ml) zugegeben und gut gemischt. AnschlieBend wird die Probe bei RT fiir 5 min
inkubiert. Die Inkubationszeit sollte auf keinen Fall weiter ausgedehnt werden, da bei der
Lyse der Zellen auch chromosomale DNA austreten kann. Die Probe wird bei 100° C im
Wasserbad fiir 45 s gekocht und anschlieBend in der Sigma-Zentrifuge bei 13600 x g, RT fiir
15 min zentrifugiert, um das freigesetzte Plasmid von den Zelltriimmern abzutrennen. Das
gallertige Pellet wird verworfen, im klaren Uberstand befindet sich das Plasmid, das durch
Zugabe von 8 ul CTAB (5 %) gefillt wird. Die Losung wird durch das ausfallende Plasmid
sofort deutlich triib und in der Sigma-Zentrifuge bei 13600 x g, RT fiir 15 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird dekantiert und, um das CTAB wieder zu verdringen, wird das Pellet in

300 pl NaCl-Losung (1,2 M) gelost. Es folgt eine erneute Féllung des Plasmids mit 750 pl
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eiskaltem Ethanol (reinst.). AnschlieBend wird bei 13600 x g, 4° C fiir 15 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird dekantiert und, um die Salzkonzentration zu vermindern, wird das Pellet
ohne zu resuspendieren mit 500 pl Ethanol (70 %) kurz gewaschen. Das Pellet wird

getrocknet und in 20 pl TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen.

2.9.4 Gelelektrophorese

Um den Einbau des Inserts in das Plasmid zu iiberpriifen, wird der Vektor mit Enzymen
geschnitten und gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Zum Verdau der Plasmid-DNA werden die Restriktionsenzyme Sall und EcoRI in zwei
voneinander getrennten Ansdtzen verwendet. 3 pl Plasmid-DNA werden zu 1 pl Puffer
orange, 5,5 pul A.bidest., 0,5 pl Enzym Sall oder EcoRI pipettiert und bei 37° C fiir 2 Stunden
inkubiert. Die Auftrennung der geschnittenen Plasmid-DNA erfolgt im 0,7 %igen Agarosegel.
Zur GroBenbestimmung wird ein GroBenstandard (lambda) verwendet. Die Agarose wird in
entsprechender Konzentration in 1 fach TBE-Puffer gelost, 6 ul EtBr (konz.) zugesetzt, in
einen Gelschlitten mit Kamm gegossen und erkalten lassen. Nach dem Erstarren des Gels
wird dieses in eine Gelelektrophoresekammer gelegt und der Kamm entfernt. 10 pl der
Proben werden jeweils mit 2 pl sechsfach konzentriertem Probenpuffer vermischt und in die
Geltaschen gegeben. Die Gelelektrophoresekammer wird mit TBE-Puffer gefiillt; der Lauf
erfolgt bei konstanter Spannung von 95 V fiir 1 Stunde. Nach Beendigung des Laufs wird das
Gel aus der Gelelektrophoresekammer genommen und die Plasmid-DNA durch das zwischen
den Basenpaaren interkalierende EtBr auf einem Transilluminator durch UV-Anregung

sichtbar gemacht.
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2.9.5 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli XL1blue und
E.coli DH5a nach Qiagen

Aus einer bei -80° C eingefrorenen Suspension transformierter E.coli XLIblue bzw.
E.coli DH5a werden 2,5 ml SOC-Zeozin-Medium bzw. SOC-Ampicillin-Medium inokuliert
und iiber Tag bei 37° C inkubiert (Vorkultur). Die Vorkultur wird nach erfolgter Triibung des
Mediums vollstindig in zwei Erlenmeyerkolben mit je 250 ml LB-Zeozin-Medium bzw. LB-
Ampicillin-Medium gegeben und {iber Nacht bei 37° C im Schiittler inkubiert.

Die Bakterien aus beiden Erlenmeyerkolben werden in der Beckmann Kiihlzentrifuge, Rotor
JA10 bei 6200 x g, 4° C fiir 10 min zentrifugiert. Das Plasmid wird dann mit Hilfe eines
Qiagen-Kits isoliert und aufgereinigt. Die so gewonnene DNA wird durch Zugabe von
10,5 ml Isopropanol bei vorsichtigem Schwenken gefillt. Das Prizipitat wird in der Sigma-
Zentrifuge, Rotor 12040 bei 13600 x g, 4° C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
dekantiert, das Pellet mit 5 ml kaltem Ethanol (70 %) gewaschen und bei 13600 x g, 4° C fiir
15 min zentrifugiert. Der Ethanoliiberstand wird verworfen, das DNA-Pellet getrocknet. Nach
Resuspension des Pellets in 200 pl TE-Puffer wird mit einer 1:100 Verdiinnung die DNA-
Konzentration und die -Reinheit spektralphotometrisch ermittelt (das Verhéltnis der
Absorption bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm sollte bei etwa 1,8 bis 2 liegen).

Das in der Maxi-Priparation gewonnene pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP Plasmid steht nun in
ausreichender Menge zur Verfiigung, um Ratl-W575-Zellen stabil mit dem Vektor zu
transfizieren (siehe Kap. 2.10.4).
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2.10  Zellbiologische Methoden

2.10.1 Auftauen von Sdugetierzellen

Zum Auftauen von Sidugetierzellen wird ein Kryordhrchen aus dem Stickstofftank
entnommen und bei 37° C im Wasserbad ziigig aufgetaut. Sobald die Zellen aufgetaut sind,
werden sie sofort in der Sterilwerkbank in ein steriles Roéhrchen mit 20 ml
Wachstumsmedium (37° C) iiberfiihrt. Es folgt eine Zentrifugation der Zellen bei 200 x g, RT
flir 5 min. Das Zellpellet wird in 5 ml Wachstumsmedium resuspendiert und in eine
Zellkulturplatte mit bereits vorgelegtem Medium iiberfiihrt. Am nichsten Tag wird das

Medium gewechselt.

2.10.2 Einfrieren von Sdugetierzellen

Die Zellen einer 15 cm Kulturplatte werden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1,5 ml
Trypsin (0,25 %) fiir 5 min (bei Ratl-Zellen) bzw. 1,5 ml Trypsin (0,05 %) fiir 1,5 min (bei
CHO-Zellen) inkubiert und mit 5 ml Wachstumsmedium abgespiilt. Die abgeldsten Zellen
werden in ein 50 ml-R6éhrchen iiberfiihrt, mit Medium auf 25 ml aufgefiillt und bei 200 x g,
RT fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 2 ml eiskaltem Gefriermedium
resuspendiert und je 1 ml werden in zwei Kryorohrchen iiberfiihrt. Die Zellen werden
zunichst 20 min auf Eis gelagert, bevor sie bei -80° C fiir sieben Tage aufbewahrt werden.

AnschlieBend werden die Kryorohrchen in den Stickstofftank gegeben.

2.10.3 Ablosen und Umsetzen von adhirenten Zellen

Die verschiedenen Zellinien werden alle zwei bis drei Tage geteilt. Die Zellen werden
zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1,5 ml Trypsin (0,25 %) fiir 5 min (bei Rat1-Zellen)
bzw. 1,5 ml Trypsin (0,05 %) fiir 1,5 min (bei CHO-Zellen) inkubiert. Auf frische
Zellkulturplatten werden je 20 ml Wachstumsmedium vorgelegt, die trypsinisierten Zellen

werden abgeklopft, in 5 ml Wachstumsmedium aufgenommen und je nach Dichte auf zwei
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bis fiinf Platten verteilt. Die Zellen werden im Heraeus Brutschrank bei 37° C, 5 % CO,,
95 % H gehalten.

2.10.4 Stabile Transfektion von Rat1-W575-Zellen und transiente Transfektion
von CHO/GLUTA4-Zellen mittels Elektroporation

Als Expressionsvektor fiir die stabile Transfektion wird das pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP
Plasmid verwendet. Dieses trigt eine Zeozinresistenz (siche Kap. 2.9.1.2).

Fiir die transiente Transfektion von CHO/GLUT4-Zellen mittels Elektroporation wird das
Plasmid pcDNA3-VSVG-proHB-EGF benutzt.

Die jeweilige Zellinie wird zwei Tage vor der Transfektion so geteilt, dass zu Versuchsbeginn
vier Platten (15 cm) zur Verfiigung stehen, die jeweils etwa 80 % konfluent sind. Die Zellen
werden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1,5 ml Trypsin von der Platte geldst und mit
5 ml Wachstumsmedium abgespiilt. Die abgeldsten Zellen aus vier Platten werden in ein
50 ml-Rohrchen gegeben und in der Heraeus-Minifuge T bei 200 x g, RT fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert, das Zellpellet in 5 ml Elektroporationspuffer
resuspendiert und auf 25 ml aufgefiillt. Abermals wird in der Heraeus-Minifuge bei 200 x g,
RT fiir 5 min zentrifugiert. In der Zwischenzeit werden 60 pg GLUT4myc-zeo/GFP-DNA
bzw. 60 ng VSVG-proHB-EGF-DNA in je vier Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand
von d = 4 mm) vorgelegt. Die gleiche Menge TE-Puffer als Kontrolle wird in eine weitere
Elektroporationskiivette vorgelegt. Das Zellpellet wird in 3,2 ml (0,8 ml pro urspriinglicher
Zellkulturplatte) Elektroporationspuffer resuspendiert; jeweils 0,8 ml der Suspension werden
in eine Kiivette gegeben und 2 min inkubiert. Die Ratl-W575-Zellen werden im
Elektroporationssystem bei 400 pF, 310 V, t = 5 ms elektroporiert, wihrend die CHO-Zellen
bei 250 uF, 420 V, t = 3,5 ms transfiziert werden. Nach anschlieBender vierminiitiger
Inkubationszeit wird der Inhalt aus je zwei Kiivetten in 20 ml ,,Erholungs““-Medium tiberfiihrt
und bei 37° C fiir 30 min im Brutschrank inkubiert. Nach 30 min werden die 50 ml-Réhrchen
bei 200 x g, RT fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml
Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wird auf zwei Platten, in die bereits
jeweils 20 ml Wachstumsmedium vorgelegt worden sind, verteilt und in den Brutschrank bei
37° C gestellt. Nach 24 Stunden wird das Wachstumsmedium gewechselt, um abgestorbene

Zellen zu entfernen.
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Die mit GLUT4myc transfizierten Ratl-W575-Zellen werden mit Zeozin selektiert (siche
Kap. 2.10.5), um stabile Klone zu erhalten. Die transient transfizierten CHO/GLUT4-Zellen
werden ca. 40 Stunden nach der Transfektion subzellulédr fraktioniert (siche Kap. 2.11), um

VSVG-proHB-EGF enthaltende Membrankompartimente zu isolieren.

2.10.5 Selektion der stabil transfizierten Rat1-W575-Zellen

48 Stunden nach der Elektroporation sind die Kontrollzellen zu 50-55 % konfluent, die mit
der DNA elektroporierten Zellen sind nur zu etwa 45 % konfluent. Beide Zellpopulationen
werden separat behandelt. Sie werden jeweils zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1,5 ml
Trypsin abgelost, mit 4,5 ml Wachstumsmedium abgespiilt und in ein 50 ml-Réhrchen
iiberfiihrt. Mit der Neubauer-Zihlkammer werden die Zellen gezéhlt und auf Platten (10 cm)
mit folgender Zelldichte verteilt: 1 x 10° Zellen, 5 x 10* Zellen, 1 x 10* Zellen, 8 x 10° Zellen
und 5 x 10° Zellen. Die Kontrollzellen werden in den Dichten 5 x 10> Zellen und 1 x 10’
Zellen ausplattiert. Durch Zugabe von 1 mg/ml Zeozin werden die Zellen bei 37° C im
Brutschrank selektiert. Der Mediumwechsel mit Zeozingabe erfolgt alle zwei Tage. Nach
16 Tagen sind die untransfizierten Zellen auf den Kontrollplatten zu 90 % abgestorben. Nur
am Rand konnten im Zellverband noch einige Zellen iiberleben. Auf den mit transfizierten
Zellen besetzten Platten sind einzelne Klone zu sehen. Die Platten werden zwei-mal mit 10 ml
PBS gewaschen und fiir 3 min in 10 ml PBS inkubiert, damit sich die Klone im Verband
leichter von der Platte 16sen. Die Klone werden mit je 70 pul PBS mittels einer automatischen
Pipette (1 ml-Spitze) aufgezogen, in eine Vertiefung einer 96 Vertiefungen umfassenden
Platte gegeben und 200 pul Wachstumsmedium hinzugefiigt. Pro Platte werden nur ca. 5 Klone
gepickt, um Kontaminationen der einzelnen Klone durch wegschwimmende Zellen zu
verhindern. Nach 24 Stunden wird das Wachstumsmedium gewechselt und 1 mg/ml Zeozin
zugefiigt. Alle 48 Stunden wird nun das Wachstumsmedium + Zeozin gewechselt. Bedecken
die Zellklone die ganze Vertiefung einer Platte, werden sie mit Trypsin abgeldst und so oft in
immer groflere Vertiefungen tliberfiihrt, bis sie auf zwei 10 cm Platten wachsen. Von hier aus
konnen die Klone entweder weiter expandiert (siehe Kap. 2.10.3), oder auf die Expression

von GLUT4 hin analysiert werden (siehe Kap. 2.10.6).
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2.10.6 Transfektionsnachweis durch Analyse der Einzelklone

Die Klone werden auf die Expression von GLUT4 hin analysiert. Dabei werden
untransfizierte Ratl1-W575-Zellen als Negativkontrolle und CHO-GLUT4-Zellen als
Positivkontrolle benétigt. Die verschiedenen Zellpopulationen sind in etwa gleich konfluent.
Sie werden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1 ml Trypsin abgelost und mit 3 ml
Wachstumsmedium von der Platte gespiilt. Die verschiedenen Zellpopulationen werden
einzeln bei 200 x g, RT fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Zellpellet in jeweils 15 ml PBS mit Ca*/Mg*" (1 mM) resuspendiert. Es folgt die gleiche
Zentrifugation wie zuvor. Der Uberstand nach diesem Waschschritt wird ebenfalls dekantiert,
das Zellpellet in 80 ul PBS + NP40 (1 %) resuspendiert, um die Membranen aufzuschlieBen
und in ein Reaktionsgefdll iiberfithrt. Nach einstiindiger Solubilisierung auf Eis und
gelegentlichem Mischen werden die Solubilisate bei 12700 x g, 4° C fiir 15 min in der Sigma-
Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand enthiilt die solubilisierten Proteine. Von ihm werden
je 30 ul abgenommen und fiir einen Nachweis im Western-Blot nicht-reduzierend vorbereitet

(siehe Kap. 2.13.4.1).

2.11  Subzelluldre Fraktionierung

2.11.1 Subzellulédre Fraktionierung modifiziert nach Herman et al. (1994)

Die Rat1-W575/GLUT4myc-Zellen werden zwei bis drei Tage vor der Priparation geteilt, um
eine maximale Konfluenz zu gewihrleisten und 24 Stunden vor Durchfiihrung der Versuche
mit inaktiviertem Medium inkubiert. Das Hitzeinaktivieren des FCS (fetal calf serum) ist
notwendig, da die im Serum hiufig enthaltenen geringen Mengen an Thrombin eventuell eine
vermehrte Translokation von GSVs auslosen konnen. Es werden fiir eine Standardpriparation
zwischen 8 und 12 Zellkulturplatten (15 cm) benétigt. Um eine Degradation von Proteinen zu
minimieren und Membrantransportprozesse zu stoppen, werden alle nun folgenden Schritte
mit vorgekiihlten Losungen auf Eis oder im Kiihlraum durchgefiihrt. Je zwei Platten werden
auf Eis gestellt, zweimal mit je 10 ml kaltem Puffer A gespiilt, anschlieBend mit 4 ml kaltem
Puffer A + Proteaseninhibitoren (PI) iiberschichtet und mit Hilfe eines Zellschabers abgelost

und in ein 50 ml-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Beide Platten werden zusammen noch
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einmal mit 5 ml Puffer A + PI gespiilt, um alle Zellen in Suspension zu bekommen. Die
Zellsuspension wird auf zwei Zentrifugenrohrchen verteilt. In der Heraecus-Minifuge werden
die Suspensionen bei 200 x g, 4° C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand, der simtliche aus
den Zellen freigesetzten 16slichen Proteine und kleinen Organellen wie GSVs enthilt, wird in
ein Zentrifugenrohrchen fiir den Rotor 60Ti gegeben. Das korrespondierende Zellpellet wird
in 200 pl Puffer A + PI resuspendiert und im Glas/Teflonhomogenisator mit einem
Bohrmaschinenantrieb, Stufe 4 mit 12 Passagen, 4° C aufgeschlossen. Das resultierende
Homogenat wird mit gekiihlter Pasteurpipette in ein Reaktionsgefdl transferiert.
AnschlieBend wird bei 1000 x g, 4° C fiir 5 min in der Sigma-Zentrifuge zentrifugiert. Der
hierbei gebildete postnukleire Uberstand wird mit dem Uberstand, der bei der Zentrifugation
der Zellsuspension entstanden ist, im Zentrifugenrohrchen fiir den Rotor 60Ti vereinigt und
auf 30 ml aufgefiillt. In der Kontron-Ultrazentrifuge folgt eine Zentrifugation bei 177000 x g,
4° C fiir 1 Stunde. Unter diesen Bedingungen werden sdmtliche Membrankompartimente
pelletiert. Der Uberstand wird dekantiert, das Pellet wird mit zweimal 3 ml Puffer A + PI
vorsichtig gewaschen, um 16sliche Proteine zu entfernen. AnschlieBend wird das Pellet in
80 ul Puffer A + PI resuspendiert und das Réhrchen mit weiteren 80 pul gespiilt, um so wenig
wie moglich an Protein zu verlieren. Im Glas/Teflonhomogenisator mit einem
Bohrmaschinenantrieb Stufe 4, 20 Passagen wird das resuspendierte Pellet homogenisiert.
Das Homogenat wird mit gekiihlter Pasteurpipette in ein Reaktionsgefal transferiert. Fiir das
Homogenat wird zur Proteinbestimmung ein Test nach Bradford durchgefiihrt. Circa 2 mg
(800 pg) Protein werden dann auf einen mittleren (kleinen) Sedimentationsgeschwindigkeits-
gradienten (5-25 % Glycerin iiber einem 50 % Saccharosekissen in Puffer A) geladen. Um die
intrazelluldren Bestandteile nach ihrer GroBe aufzutrennen, wird der Gradient bei 61000 x g,
4° C fiir 2,5 Stunden im Rotor SW40Ti (60000 x g, 4° C fiir 1 Stunde im Rotor SW56Ti) in
der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das Absammeln der Fraktionen des Gradienten erfolgt von
oben mit einem Buchler Auto Densi-Flow II C, Isco Fraktionssammler, Tropfenzahl 10
(Tropfenzahl 6) bei 4° C. Die Fraktionen werden bei 4° C aufbewahrt. Der Nachweis der
Verteilung von Proteinen im Gradienten erfolgt {iber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
und Western-Blot (siche Kap. 2.13.4 und Kap. 2.13.5). Die Proben werden nicht-reduzierend
vorbereitet (siche Kap. 2.13.4.1).
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2.11.2 Subzelluldre Fraktionierung nach einem Temperaturblock

Im Temperaturblock werden die Rat1-W575/GLUT4myc-Zellen unphysiologisch niedrigen
Temperaturen von 15° C ausgesetzt. Dies verhindert das Abschniiren der GSVs aus dem
Endosom, nicht jedoch die GSV-Exozytose sowie die GLUT4-Endozytose. Somit kommt es
zu einer Umverteilung der in den GSVs vorhandenen Membranproteine zu den groBlen
endosomalen Kompartimenten, die am Boden des Gradienten sedimentieren (Wei et al.,
1998). 12 Zellkulturplatten (15 cm) Ratl-W575/GLUT4myc-Zellen werden 24 Stunden vor
Versuchsbeginn mit inaktiviertem Medium inkubiert. Sechs Platten werden vor dem
Abschaben fiir 2 Stunden in Hepes gepuffertem Medium (20 mM, pH 7,4) bei 15° C Raum-
luft im Kiihlbriiter inkubiert. Die verbliebenen sechs Platten werden ebenfalls in Hepes
gepuffertes Medium gegeben und bei 37° C Raumluft im Brutschrank inkubiert. Nach

2 Stunden erfolgt die subzelluldre Fraktionierung wie in Kap. 2.11.1 beschrieben.

2.11.3 Subzellulédre Fraktionierung nach Blockierung der Endozytose durch

hypertones Medium

12 Zellkulturplatten (15 cm) RatlW575/GLUT4myc-Zellen werden vor Versuchsbeginn fiir
24 Stunden mit inaktiviertem Medium inkubiert. Sechs Platten werden vor dem Abschaben
fir 30 min mit Sorbitol (0,45 M) im gleichen Medium bei 37° C inkubiert. Hypertones
Medium hemmt die Clathrin-vermittelte Endozytose, wihrend die Exozytose unbeeinfluf3t
bleibt (Heuser & Anderson, 1989; Hansen et al., 1993). Dadurch kommt es zu einer
Umverteilung von Membranproteinen konstitutiv rezirkulierender Vesikel zur Zelloberfldche.
Die restlichen sechs Platten werden zur Kontrolle unbehandelt gelassen. Die anschlieBende

subzelluldre Fraktionierung erfolgt wie in Kap. 2.11.1 beschrieben.

2.11.4 Subzelluldre Fraktionierung nach Stimulation der Zellen mit Thrombin

Rat1-W575/GLUT4myc-Zellen exprimieren den humanen Thrombinrezeptor, der durch Gabe
von Thrombin im Medium aktiviert werden kann.
12 Zellkulturplatten (15 cm) Ratl-W575/GLUT4myc-Zellen werden fiir 24 Stunden mit

inaktiviertem Medium behandelt. Sechs Platten werden fiir 10 min bei 37° C mit 1 u/ml
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Thrombin in DMEM-Medium mit 1 % BSA inkubiert. Die restlichen sechs Platten werden als
Kontrolle ebenfalls in DMEM-Medium mit 1 % BSA fiir 10 min bei 37° C inkubiert.

AnschlieBend erfolgt eine subzelluldre Fraktionierung wie in Kap. 2.11.1 beschrieben.

2.11.5 Isolierung und Anreicherung VSVG-proHB-EGF enthaltender
Membrankompartimente aus transfizierten CHO/GLUT4-Zellen

Vier Zellkulturplatten transient mit VSVG-proHB-EGF transfizierter CHO/GLUT4-Zellen
werden 32 Stunden nach der Transfektion und 14 Stunden vor Préparationsbeginn mit
Natriumbutyrat (4 mM) behandelt. Natriumbutyrat erhoht die Expression von Genen, die an
einen Cytomegalovirus- (CMV) Promotor gekoppelt sind (Hock et al., 1989). VSVG-proHB-
EGF steht im pcDNA3-Vektor unter Kontrolle dieses Promotors.

Um VSVG-proHB-EGF enthaltende Membrankompartimente zu isolieren, werden je zwei
Platten auf Eis gestellt, zweimal mit je 10 ml kaltem Puffer A gespiilt, mit 4 ml kaltem Puffer
A + PI iiberschichtet und mit Hilfe eines Zellschabers abgelost. Die Zellsuspension wird in
ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und beide Platten werden zusammen noch einmal mit 5 ml
Puffer A + PI nachgespiilt. In der Heraeus-Minifuge wird die Suspension bei 200 x g, 4° C fiir
5 min zentrifugiert, der Uberstand wird dekantiert und das Pellet wird in 350 ul Mops-Puffer
(20 mM, pH 7,2) resuspendiert. Die Zellsuspension wird im Glas/Teflonhomogenisator mit
einem Bohrmaschinenantrieb, Stufe 4 mit 12 Passagen aufgeschlossen. Das Homogenat wird
in ein Reaktionsgefdl3 transferiert und der Proteingehalt nach Bradford bestimmt. 2,5 mg des
Homogenats werden dann auf einen Saccharosedichtegradienten (30-60 % Saccharose, ohne
Kissen) geladen. Um die intrazelluldren Bestandteile nach ihrer Dichte aufzutrennen, wird der
Gradient in der Ultrazentrifuge, Rotor SW40Ti bei 154500 x g, 4° C fir 6 Stunden
zentrifugiert. Das Absammeln der Fraktionen des Gradienten erfolgt von oben mit einem
Buchler Auto Densi-Flow II C, Isco Fraktionssammler, mit Tropfenzahl 10 bei 4° C. Die
Fraktionen werden bei -20° C aufbewahrt.

Der Nachweis der VSVG-proHB-EGF enthaltenden Membrankompartimente erfolgt im
Western-Blot (sieche Kap. 2.13.5). Die Proben werden reduzierend vorbereitet (siche

Kap. 2.13.4.1).
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2.12  Spaltung von VSVG-proHB-EGF durch Vesikel-assoziierte Proteasen

Die mittels Sedimentationsgeschwindigkeitsgradientenzentrifugation aufgereinigten GLUT4-
enthaltenden Vesikel aus Ratl-W575/GLUT4myc-Zellen werden am Tag nach der
Priparation in der Ultrazentrifuge, Rotor 60Ti bei 177000 x g, 4° C fiur 2 Stunden
aufkonzentriert. Das Pellet wird in PBS mit Ca>/Mg*" (1 mM) oder in Hepes (20 mM) mit
Ca12+/Mg2+ (1 mM) resuspendiert und nach Zugabe von NP40 (1 %) auf Eis fiir 30 min
solubilisiert. Parallel dazu werden die VSVG-proHB-EGF enthaltenden Membranen aus dem
Dichtegradienten (siche Kap. 2.11.5) fiir 5 min bei 95° C erhitzt, um in ihnen enthaltende
Proteasen zu inaktivieren. AnschlieBend werden ebenfalls 1 % NP40 fiir 30 min auf Eis zu
den Membranen gegeben. 10 pl solubilisierte Vesikelmembranen aus Ratl-GLUT4myc-
Zellen werden mit 10 pl solubilisierten VSVG-proHB-EGF-enthaltenden Membran-
kompartimenten aus transfizierten CHO/GLUT4-Zellen bei 37° C im Wasserbad fiir 45 min
bzw. 5 min (bei der Analyse immunadsorbierter GSVs) inkubiert. Die verschiedenen
Membranen werden gemischt, um zu iberpriifen, ob GSVs aus Ratl-W575/GLUT4myc-
Zellen proHB-EGF hydrolysierende Proteaseaktivitit enthalten. Als Kontrollen werden 10 pl
solubilisiertes VSVG-proHB-EGF mit 10 pl Puffer bei 37° C fiir 45 min bzw. 5 min (bei der
Immunadsorbtion) inkubiert. Die Proben werden anschlieBend reduzierend behandelt,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Spaltung bzw. der Abbau von VSVG-proHB-EGF

wird im Western-Blot analysiert.

2.13  Proteinbiochemische Methoden

2.13.1 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford (1976)

Um den Proteingehalt von Losungen zu bestimmen, wird zundchst eine Standardreihe mit
einer BSA-Ldsung angesetzt (siche Kap. 2.8.6). Von der zu messenden Probe wird eine
addquate Verdiinnung (in der Regel 1:100) angesetzt und auf 100 pl mit A.bidest. aufgefiillt.
Sowohl zur Standardreihe als auch zur Probe werden 1 ml Bradfordlosung gegeben und bei
RT fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine kolorimetrische Bestimmung des

Proteingehaltes der Proben {iber ein Spektralphotometer bei 595 nm.
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2.13.2 Bestimmug des Proteingehaltes nach Peterson

Der Proteingehalt von Proben mit einem hohen Anteil an membranstindigen Proteinen wird
mittels Proteinbestimmung nach Peterson ermittelt. Die zu messenden Proben werden
zundchst mit A.bidest. auf 1 ml aufgefiillt, 100 ul DOC (0,15 %) werden dazu pipettiert,
gemischt und bei RT fiir 10 min inkubiert. AnschlieBend werden die Proben durch Zugabe
von 100 pul TCA (72 %) tiber Nacht bei 4° C auf Eis gefillt. Am nichsten Morgen werden die
Proben in der Sigma-Zentrifuge bei 13600 x g, 4° C fiir 60 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird dekantiert, das Pellet wird in 200 pl NaOH (0,1 N) unter hdufigem Mischen fiir 60 min
bei RT gelost. Parallel dazu wird eine Standardreihe mit einer BSA-Ldsung angesetzt (siche
Kap. 2.8.7), die nach Zugabe von NaOH identisch wie die Proben behandelt wird. Es werden
200 pl Reagenz A hinzugefiigt, gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend
erfolgt die Zugabe von 100 pl Folin-Ciocalteur-Reagenz (1:6) unter Schiitteln und Inkubation
fiir 30 min bei RT. Die Bestimmung des Proteingehaltes der Proben erfolgt durch Messung an

einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 750 nm.

2.13.3 Proteinfallung

Bei geringer Konzentration des zu untersuchenden Proteins werden vor der Analyse mittels
Gelelektrophorese (siehe Kap. 2.13.4) zwischen 200 pl und 1 ml Probe gefallt. Dazu werden
die Proben bei 4° C auf 1 ml mit A.bidest. aufgefiillt, 100 ul DOC (0,15 %) zugegeben,
gemischt und bei RT fiir 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul TCA (72 %) werden die
Proben {iiber Nacht bei 4° C auf Eis gefdllt. In der Sigma-Zentrifuge werden die Proben bei
13600 x g, 4° C fiir 60 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen; zum Pellet werden
1 ml eiskaltes Aceton/HCI (200:1) vorsichtig zugegeben, ohne das Pellet zu zerstoren. Es
folgt eine dreiBigminiitige Zentrifugation bei 13600 x g, 4° C. Das Pellet wird in 30 pl
A bidest. resuspendiert und fiir die Analyse mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore und

Western-Blot vorbereitet.
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2.13.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli et al. (1970)

Die Auftrennung von Proteingemischen nach Molekulargewicht erfolgt mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen. Bei dieser Methode werden die Proteine durch Anlagerung des amphoteren,
negativ geladenen Detergenz, Natriumdodecylsulfat (SDS), das im Probenpuffer enthalten ist,
denaturiert. Gleichzeitig werden die Ladungen der Proteine maskiert. Durch diese Interaktion
werden die Proteine gezwungen, eine lineare Form anzunehmen. Die Gelelektrophorese nutzt
die Wanderung geladener Molekiile in einem elektrischen Feld. Die geladenen Proteine
bewegen sich im elektrischen Feld wegen der negativen Ladung des SDS in Richtung Anode.
Bei gleichbleibender Feldstirke wird die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im Gel
von ihrer Grofe und ihrer Ladung bestimmt. Die Eigenladung der Proteine kann im Vergleich
zur Ladung des angelagerten SDS vernachléssigt werden; es erfolgt eine Auftrennung nach

Grofle.

2.13.4.1 Probenvorbereitung

Die Proben werden reduzierend oder nicht-reduzierend vorbereitet.

Bei reduzierender Behandlung werden zu 20 pl Probe 6,7 pl vierfach Probenpuffer mit
Dithiothreitol (Endkonzentration 25 mM) gegeben und bei 95° C im Wasserbad fiir 5 min
erhitzt. Dabei werden Disulfidbriicken reduziert. AnschlieBend werden die Proben kurz auf
Eis abgekiihlt und weitere 6,7 pul einfach Probenpuffer mit Jodacetamid (Endkonzentration
200 mM) bei RT fiir 30 min zugesetzt. Jodacetamid verhindert durch Acetylierung die
Neubildung der Disulfidbriicken.

Bei nicht-reduzierender Behandlung werden 30 pl je Probe mit 10 ul vierfach Probenpuffer
bei RT fiir 60 min inkubiert.
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2.13.4.2 Polyacrylamid-Gele

Die Auftrennung der Proteine erfolgt in 8, 10 oder 15 %igen Polyacrylamidgelen (PAA-Gel).
Das Sammelgel besitzt eine Acrylamidkonzentration von 6 %. Die vorbereitete Trenngel-
16sung wird zwischen 2 Glasplatten (8x10,5 cm) gegossen, so dass 3/4 der Glasplatten mit
Trenngel bedeckt ist, und mit Isopropanol bis zur Polymerisation des Gels iiberschichtet.
AnschlieBend wird das Isopropanol entfernt und das Sammelgel {iber das Trenngel gegossen.
Die Hohe des Sammelgels betrigt etwa 2 cm; die Probentaschen werden mit einem
Kunststoffkamm ausgespart.

Die Glasplatten des diskontinuierlichen Polyacrylamid-Mini-Flachbettgels werden in eine
Elektrophoresekammer eingespannt und die Apparatur mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Zum
Auftrennen wird ein konstanter Strom von 5 mA pro Gel fiir 5 min angelegt. Dabei wandern
die Proben in Richtung Anode und sammeln sich am Boden der Probentasche. Dann werden
15 mA angelegt, bis die Proben in das Trenngel gelangt sind. Sobald sie im Trenngel sind,
erfolgt die Elektrophorese bei 25 mA, bis die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht.

Als Molekulargewichtsmarker wird bei 8 %igen und 10 %igen PAA-Gelen Prestained
Molecular Weight Standard Blue Mixture verwendet, bei 15 %igen PAA-Gelen wird die

Bench Mark Prestained Protein Ladder eingesetzt.

2.13.5 Western-Blot

2.13.5.1 Proteintransfer nach Towbin et al. (1979)

Um die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine biochemisch nachweisen zu konnen,
werden sie auf eine PVDF- (Polyvinylidenfluorid) Membran transferiert.

Dazu wird das PAA-Gel auf eine in Methanol getrinkte und anschlieBend mit A.bidest.
gewaschene PVDF-Membran gelegt. Oberhalb des Gels und unterhalb der Membran werden
je drei Filterpapiere gelegt. Das Ganze wird in Transferpuffer getrankt und luftblasenfrei auf
eine Trans-Blot-Apparatur gelegt. Durch Anlegen eines konstanten Stroms von 150 mA pro
Gel fiir 60 min werden die Proteine elektrophoretisch auf die PVDF-Membran transferiert.
Zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wird die Membran in eine Blocklosung

(5 % Milchpulver in PBS/Tween20) bei 4° C iiber Nacht gelegt. Am nichsten Tag wird die
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Membran bei RT dreimal fiir je 5 min gewaschen und anschlieBend fiir 1,5 Stunden mit dem
Primérantikorper inkubiert, der an das zugehorige Antigen bindet. Nach dreimaligem
Waschen fiir je 5 min mit PBS/Tween20, um unspezifisch gebundene Immunglobuline zu
entfernen, folgt die Inkubation mit dem Sekundérantikérper bei RT fiir 45 min, der spezifisch
an den primdren Antikorper bindet und kovalent mit einem Meerrettich-Peroxidase-Molekiil
verbunden ist. Diese Methode ist sehr empfindlich, da der Primérantikdrper selbst von
mehreren Molekiilen des Sekunddrantikdrpers erkannt wird. Nach weiteren drei

fiinfminiitigen Waschschritten mit PBS/Tween20 wird das Antigen detektiert.

2.13.5.2 Enhanced Chemilumineszenz Detektionssystem

In diesem Schritt wird die Detektion des Antigens auf der PVDF-Membran initiiert.

Die an den Sekundirantikorper gekoppelte Peroxidaseaktivitit erzeugt durch Umsetzung
eines speziellen Substrats Chemolumineszenz, die mit einem lichtempfindlichen Rontgenfilm
detektiert werden kann. Die Intensitit der Schwirzung des Films korreliert mit der
Konzentration des Proteins.

Es werden je 2,5 ml ECL-Losung 1 und 2 auf die Membran gegeben und 1 min inkubiert.
Anschliefend wird die in Klarsichtfolie verpackte Membran zusammen mit einem
Rontgenfilm in eine Autoradiographie-Kassette gelegt. Die Expositionsdauer richtet sich nach
der Intensitit der Chemolumineszenz. Der Film wird anschlieBend fiir 1,5 min entwickelt,
kurz gewdssert, um ein Verschleppen der Entwicklungslosung in den Fixierer zu vermeiden,
fiir 3 min fixiert und anschlieBend fiir mindestens 10 min gewissert. Die Rontgenfilme
werden zur Dokumentation mit einer CCD-Kamera aufgenommen und gegebenenfalls mit

Hilfe der MCID-Software (Imaging Research) densitometrisch ausgewertet.
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2.14  Aufreinigung des anti-GLUT4 Antikorpers an Protein A Sepharose

Die Aufreinigung der anti-GLUT4 IgGs aus dem Serum eines Kaninchens erfolgt mittels
Bindung an eine Protein A Sepharose Saule.

Dabei wird als erstes ein Ultrafiltrationsrohrchen fiir die Aufkonzentrierung des Antikorpers
zweimal mit 2 ml Laufpuffer fiir 30 min in der Beckmann Kiihlzentrifuge im Rotor JA10 bei
4900 x g zentrifugiert, um das Natriumazid, das zur Aufbewahrung des Rdhrchens im
Kiihlraum benétigt wird, zu entfernen. Zum Absittigen der Ultrafiltrationsrohrchenmembran
wird diese mit 2 ml Laufpuffer/BSA (1 %) ebenfalls im Rotor JA10 fiir 30 min bei 4900 x g
zentrifugiert und anschliefend mit Laufpuffer zweimal gewaschen, um das ungebundene BSA
zu entfernen. Parallel dazu werden 500 pl anti-GLUT4 Serum in der Sigma-Zentrifuge fiir
10 min bei 13600 x g, 4° C zentrifugiert; der Uberstand wird mit Laufpuffer auf 2 ml
aufgefiillt. Diese 2 ml werden in dem zuvor vorbereiteten Ultrafiltrationsr6hrchen im Rotor
JA10 fiir 30 min bei 4900 x g auf 150 pul eingeengt, mit Laufpuffer erneut auf 2 ml aufgefiillt
und erneut in der Zentrifuge eingeengt, damit der Antikdrper mit Hilfe des Phosphatpuffers
auf pH 8 umgepuffert wird. Die konzentrierte Antikorperlosung wird in ein Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt und anschlieBend mit dem Laufpuffer auf 500 pl aufgefiillt. In der Zwischenzeit
wird die Protein A Sepharose Séule, die eine Bindungskapazitit von 10 mg/ml und ein
Sdulenvolumen von 2 ml hat, mit Laufpuffer bei 30 ml/h fiir 1,5 Stunden bei 4° C gewaschen.
AnschlieBend sinkt der Uberstand langsam in die Siule und diese wird daraufhin sofort mit
500 pl der umgepufferten Antikorperlosung iliberschichtet. Dabei sollte das Sdulenmaterial
nicht aufwirbeln. Nachdem die Antikérperlésung langsam in die Sdule eingesunken ist, wird
diese mit Laufpuffer liberschichtet und bei 10 ml/h fiir 2 Stunden bei 4° C laufen gelassen.
Danach wird die Sdule mit Elutionspuffer bei 15 ml/h eluiert. 15 Fraktionen zu je 1 ml
werden gesammelt. Da der aufgereinigte Antikdrper bei dem sauren pH-Wert instabil ist,
werden die einzelnen Fraktionen schnell auf pH 7,4 mit 100 pl Tris (1M, pH 10,6) eingestellt.
Der Proteingehalt wird nach Bradford bestimmt. Der so aufgereinigte Antikorper wird
aliquotiert und bei -80° C eingefroren.

Um die Protein A Sepharose Séule erneut fiir eine Antikorperaufreinigung benutzen zu
konnen, wird sie bei 30 ml/h mit Methanol (50 %) fiir 1 Stunde bei 4° C regeneriert.
AnschlieBend wird die Sdule fiir 1 Stunde mit Laufpuffer, in dem 0,02 % Natriumazid

enthalten ist, beschickt und unter diesem Puffer bei 4° C auftbewahrt.
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2.15 Immunadsorption

Die Kolokalisation von Proteinen in GSVs wird mittels Immunadsorption analysiert. Hierbei
werden GSVs spezifisch mit an magnetische Beads (Kiigelchen) gebundenen anti-GLUT4
Antikorpern aus einer Vesikelfraktion herausgebunden.

Alle im folgenden genannten Vorgédnge werden bei 18° C durchgefiihrt.

Die magnetischen Beads, an die bereits ein sekundirer anti-Kaninchen Antikdrper kovalent
gebunden ist, werden durch sanfte Schiittelbewegungen des VorratsgefiBles gleichméBig
resuspendiert und 2 ml der Suspension werden in ein Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Der
Uberstand wird nach Inkubation des GefiBes auf einem Standmagneten nach 5 min entfernt
und die magnetischen Beads, die an der Wandung des ReaktionsgefiBles nahe des Stand-
magneten haften, mit 1 ml Blocklosung versetzt und fiir 30 min auf dem Probenmischer unter
langsamer rotierender Bewegung inkubiert. Nach diesem Absittigen unspezifischer
Bindungsstellen schlieen sich zwei Waschschritte fiir je 10 min mit 1 ml PBS/Glycin/Lysin
(1 %) an, um nicht gebundenes Saponin zu entfernen. Dafiir werden die magnetischen Beads
vorsichtig in 1 ml Waschlosung resuspendiert, fiir 10 min auf dem Probenmischer unter
rotierender Bewegung inkubiert und anschlieend fiir 5 min auf den Standmagneten gestellt,
um die Waschldsung entfernen zu konnen. Ein weiteres Mal wird mit PBS auf die gleiche Art
und Weise gewaschen. Dann werden 30 pg polyklonaler anti-GLUT4 Antikorper, der iiber
eine Protein A Sepharose Sdule aufgereinigt worden ist (siche Kap. 2.14), in 200 ul PBS
aufgenommen, auf die magnetischen Beads gegeben und fiir 1 Stunde auf dem Probenmischer
inkubiert. AnschlieBend wird der Uberstand nach 5 miniitiger Inkubation auf dem
Standmagneten abgenommen und die magnetischen Beads dreimal in 1 ml PBS fiir je 10 min
gewaschen, um ungebundenen Antikdrper zu entfernen. Die magnetischen Beads werden in
1 ml PBS vorsichtig resuspendiert und mit 1 pl bzw. 2 ul Glutaraldehyd (rein) versetzt und
genau 5 min bzw. 7,5 min auf dem Probenmischer inkubiert. Glutaraldehyd stabilisiert durch
Quervernetzung die Bindung des anti-GLUT4 Antikorpers an den Sekundirantikorper. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 500 pl PBS/Glycin/Lysin (1 %) gestoppt und das
Glutaraldehyd neutralisiert. AnschlieBend werden die magnetischen Beads zweimal fiir je
10 min mit PBS/Glycin/Lysin (1 %) auf dem Probenmischer gewaschen. Bei 4° C werden sie
iiber Nacht in PBS/Glycin/Lysin (1 %) aufbewahrt. Parallel zu der Vorbereitung der
magnetischen Beads findet eine Vesikelpriparation mittels subzelluldrer Fraktionierung von

Rat1-W575/GLUT4myc-Zellen statt (siche Kap. 2.11.1). Aus zwei Gradienten werden die
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Fraktionen, die einen GroBteil der GSVs enthalten, vereinigt und gemischt. Der Proteingehalt
wird mittels Proteinbestimmung nach Peterson (siehe Kap. 2.13.2) bestimmt.

Am nichsten Tag werden die Beads in zwei gleiche Ansdtze geteilt, mit jeweils 80 pg
Vesikelprotein gemischt, mit PBS auf 1 ml aufgefiillt und fiir 2 Stunden bei 18-20° C auf dem
Probenmischer inkubiert. Hierbei binden GSVs iiber die anti-GLUT4 Antikérper an die
magnetischen Beads. Danach werden die Reaktionsgefidfle auf Standmagnete gestellt, der
Uberstand nach 5 min abgezogen und aufbewahrt. In ihm befindet sich ein GroBteil der
Vesikel, die kein GLUT4 enthalten. Die beiden identischen Ansitze werden nun, nach dem
Abnehmen des Uberstands, fiir die folgenden Schritte wieder vereinigt. Es schlieen sich drei
Waschschritte fiir je 10 min mit PBS auf dem Probenmischer an. Der Uberstand des ersten
Waschschritts wird zur spéteren Analyse aufbewahrt.

Die magnetischen Beads werden in 50 ul PBS/NP40 (1 %) bzw. 50 ul Probenpuffer (1fach)
aufgenommen und die gebundenen Membrankompartimente fiir 30 min bzw. 5 min auf Eis
solubilisiert. Nach der anschlieenden Inkubation fiir 5 min auf dem Standmagneten wird das
Eluat abgenommen. Die magnetischen Beads werden mit 50 ul PBS/NP40 (1 %) bzw. 50 ul
Probenpuffer (Ifach) fiir 5 min nacheluiert und beide Eluate vereinigt (NP40) bzw.
aufbewahrt (Probenpuffer).

Parallel dazu werden 2 ml der Vesikelfraktion vom Gradienten (Elternfraktion), 2 ml des
Uberstands mit den Kompartimenten, die kein GLUT4 enthalten und 2 ml des ersten
Waschschritts bei je 177000 x g, 4° C fiir 1 Stunde im Rotor 60Ti in der Kontron-
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Pellets werden in je 100 pl PBS oder 50 pl Probenpuffer
(1fach) resuspendiert. Je 30 pl der Elternfraktion, des Eluats, des Uberstands und des ersten
Waschschritts werden unter nicht-reduzierenden Bedingungen gelelektrophoretisch
aufgetrennt und im Western-Blot analysiert.

Fiir die Analyse der Verteilung von proHB-EGF spaltender Enzymaktivitit werden die in
100 pl PBS aufgenommene Elternfraktion, das Eluat und der Uberstand mit je 10 ul NP40
(10 %) versetzt, gemischt und auf Eis fiir 30 min solubilisiert. Parallel dazu werden VSVG-
proHB-EGF-enthaltende Membrankompartimente (sieche Kap. 2.11.5) ebenfalls mit NP40
(Endkonzentration 1 %) versetzt und fiir 30 min auf Eis solubilisiert. Jeweils 10 pl
VSVG-proHB-EGF werden zu 10 ul Elternfraktion bzw. Eluat bzw. Uberstand gegeben und
fiir 45 min bei 37° C inkubiert. Als Kontrolle werden 10 pl solubilisiertes VSVG-proHB-EGF
mit 10 pl PBS bei 37° C fiir 45 min inkubiert. Die Proben werden anschlieend reduzierend
behandelt, gelelektrophoretisch aufgetrennt und der Abbau von VSVG-proHB-EGF im
Western-Blot analysiert.
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2.16  Zelloberflichen-Analyse

Stimulationsabhéngige Verdnderungen der Menge bestimmter Proteine auf der
Plasmamembran werden mit Hilfe einer Zelloberflichen-Analyse untersucht.

Eine 24 Vertiefungen umfassende Zellkulturplatte wird mit Poly-L-Lysin beschichtet, um die
Haftung der adhédrent wachsenden Zellen fiir die zahlreichen im folgenden beschriebenen
Waschschritte zu optimieren. Dazu wird Poly-L-Lysin-Hydrobromid (0,1 %) fiir 15 min bei
RT in jede Vertiefung der Platte gegeben. AnschlieBend werden die Platten mit sterilem
A.bidest. gewaschen und iiber Nacht unter der Sterilwerkbank trocknen gelassen. Am
nichsten Morgen folgt ein weiterer Waschschritt. Dann werden 2.5 x 10° Ratl-Zellen
(Rat1-W575/GLUT4myc-zeo/GFP-Klon38-Zellen) in 500 pl inaktiviertem Medium in jede
Vertiefung gegeben und fiir einen Tag im Brutschrank inkubiert.

Am nichsten Tag wird das Medium von den Zellen entfernt; diese werden mit 37° C warmen
PBS mit Ca*/Mg*" (1 mM) gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen. Ein Teil der
Zellen wird fiir 30 min mit Saccharose (0,45 M) im inaktivierten Wachstumsmedium (bzw.
10 min mit Thrombin (1 uw/ml) in BSA (1 %)-DMEM-Medium) stimuliert. Die Kontrollen
werden nur mit inaktiviertem Medium fiir 30 min (bzw. BSA (1 %)-DMEM-Medium fiir
10 min) im Brutschrank behandelt. Die Stimulation wird durch vorsichtiges aber ziigiges
Waschen mit 500 pl eiskaltem PBS mit Ca12+/Mg2+ (1 mM) beendet.

Alle weiteren Schritte erfolgen auf dem Schiittler bei 45 Schiittelzyklen/min. In 400 pl
PBS/Paraformaldehyd (4 %) werden die Zellen fiir 10 min bei 4° C auf Eis und fiir weitere
10 min bei 37° C fixiert. Dadurch werden samtliche Membrantransportprozesse gestoppt und
die Plasmamembranproteine auf der Zelloberflache fixiert. AnschlieBend werden die Zellen
bei RT fiir 1 min in 500 pul PBS/Glycin (25 mM) mit C212+/Mg2+ (1 mM) inkubiert, um
iiberschiissiges Paraformaldehyd umzusetzen. Danach werden die Zellen fiir I min in PBS mit
Ca*/Mg*" (1 mM) gewaschen. Es folgt eine 60igminiitige Inkubation der Zellen in jeweils
500 pl Blockldsung (5 % BSA/PBS mit Ca*"/Mg*" (1 mM)) bei RT. AnschlieBend wird jede
Vertiefung mit PBS/BSA (1 %) mit Ca*/Mg*" (1 mM) fiir 1 min gewaschen und je 200 pl
anti-GLUT4 bzw. anti-Transferrinrezeptor Antikorper (1:100) fiir 60 min bei RT auf die
Zellen gegeben. Der Primédrantikorper bindet spezifisch an das Antigen, das extrazelluldr auf
der Plasmamembran sitzt. Nach der Inkubation des Antikorpers wird bei RT dreimal fiir je
15 min mit PBS/BSA (1%) mit Ca2+/Mg2+ (1 mM) gewaschen. Vom sekundéren anti-Maus
(1:500) Antikorper, an den Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, werden ebenfalls 200 pl fiir
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eine 60igminiitige Inkubation eingesetzt. AnschlieBend wird mit PBS/BSA (1%) mit
Ca12+/Mg2+ (1 mM) bei RT einmal fiir 15 min und mit PBS mit C212+/Mg2+ (1 mM) bei RT
dreimal fiir je 15 min gewaschen.

Es schlieBt sich eine Farbreaktion an, in deren Verlauf das chromogene Substrat
o-Phenylendiamin (OPD) von HRP in ein gelblich-braunes Produkt umgesetzt wird. Die
Menge des pro Zeiteinheit gebildeten Produkts ist proportional zur Menge des gebundenen
Antikorpers. Hierzu wird eine OPD-Tablette (4 mg) in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer (pH 5,0)
gelost und unmittelbar vor der Inkubation 20 pl H,O; (30 %) hinzugefiigt. Jeweils 300 pl
dieser Reaktionslosung werden fiir 1 min unter starkem Schiitteln bei 220 Schiittelzyklen/min
in eine Vertiefung gegeben. Die Reaktion wird mit 50 ul HCl (3 N) abgestoppt. Danach
werden 250 pl des Reaktionsprodukts aus jeder Vertiefung genommen, mit 350 pul A.bidest.
im Reaktionsgefdl verdiinnt und die Absorption im Spektralphotometer bei einer Wellenlénge

von 490 nm gemessen.



3 Ergebnisse 60

3 Ergebnisse

3.1 Transfektion von Rat1-Zellen

3.1.1 Klonierung des Vektors

Um GSVs eindeutig identifizieren zu konnen, werden Ratl-Zellen tliber Elektroporation stabil
mit GLUT4 als heterologem Marker fiir das spezifische Speicherkompartiment transfiziert,
wie in Kapitel 2.10.4 beschrieben.

Die verwendete Ratl-Zellinie exprimiert bereits den humanen Thrombinrezeptor (hPARI)
stabil und verfiigt liber eine Geneticin- (G418-) Resistenz als Selektionsmarker (Bezeichnung
dieser transfizierten Zellen: Ratl-W575-Zellen). Es sind zuvor schon einmal diese
Rat1-W575-Zellen mit einem GLUT4-Konstrukt stabil transfiziert worden (Fohrer,
Diplomarbeit, 2001). Der damals benutzte pcDNA3-Expressionsvektor beinhaltete die cDNA
fiir GLUT4 aus der Ratte. Da pcDNA3 jedoch auch eine G418-Resistenz vermittelt, war die
Selektion der positiven Klone iiber eine Cotransfektion mit dem sogenannten pTracer-
Plasmid, das eine Zeozin-Resistenz trigt, ermdglicht worden. Die hierbei gewonnenen Klone
zeigten jedoch eine zu geringe GLUT4-Expression, um Experimente wie die
Immunadsorption von GSVs (siche Kap. 2.15 und Kap. 3.3) durchfiihren zu kénnen. Auch
erlaubte der verwendete Vektor keine selektive Detektion von GLUT4 auf der Zelloberflidche
(siche Kap. 2.16, Kap. 3.4.3 und Kap. 3.44.2), da es keine Antikdrper gegen die
extrazelluliren Dominen des Glucosetransporters gibt.

Daher ist fiir die vorliegende Arbeit das Plasmid pcXN2 verwendet worden, das ein GLUT4-
Konstrukt mit einem myc-Epitop in der ersten extrazelluliren Doméne enthilt
(Kanai et al., 1993). Dieser pcXN2-GLUT4myc-Vektor beinhaltet jedoch ebenfalls nur eine
G418-Resistenz. Da die Ratl-Zellen bereits, wie eingangs erwihnt, bei der Transfektion mit
dem humanen Thrombinrezeptor iiber eine G418-Resistenz selektiert worden waren, wird fiir
eine erneute stabile Transfektion ein anderer Selektionsmarker benétigt. Das pTracer-Plasmid
verfligt liber die erforderliche Zeozinkassette, die mit einem GFP-Konstrukt gekoppelt ist. Da
die Transfektionseffizienz bei Cotransfektionen meist gering ausfdllt, ist nicht erneut
cotransfiziert worden. Stattdessen wird der Selektionsmarker in den pcXN2-GLUT4myc-
Vektor ligiert. Mit den Restriktionsenzymen Sspl und Fspl wird ein Grof3teil der Amp/G418-
Resistenz mit einer Grofle von 1,2 kb aus dem pcXN2-GLUT4myc-Vektor entfernt, wihrend
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fiir das Heraustrennen des vollstindigen zeo/GFP-Konstrukts mit einer Gréf3e von 2,5 kb aus
dem pTracer-Plasmid die Enzyme Sspl und Eco32 verwendet werden. Anschlieend wird das
zeo/GFP-Insert an die Stelle der entfernten Amp/G418-Resistenz in den pcXN2-GLUT4myc-
Vektor  ligiert.  E.coli  XLlblue wird mit dem  gewonnenen  Plasmid
pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP transformiert und mittels Zeozin selektiert. Aus dem hierbei
isolierten Bakterienklon wird die Plasmid-DNA mittels Mini-Priparation nach del Sal et al.
(1988) isoliert. Um den korrekten Einbau der Zeozin/GFP-Kassette in den Vektor zu
tiberpriifen, wird ein Verdau der Plasmid-DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen
durchgefiihrt. AnschlieBend werden die DNA-Fragmente in einem 0,7 %igen Agarosegel
nach ihrer GroB3e aufgetrennt (Abb. 1).

kb

B
94
66

123

Abb. 1 Gelelektrophoretische Analyse des pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP-Vektors nach dem
Schneiden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Sall. Die Auftrennung der Fragmente
erfolgt iiber ein 0,7 %iges Agarosegel. In der ersten Tasche (1) ist der GroBenstandard
enthalten. In der Mitte (2) folgt die DNA, die mit dem Enzym EcoRI geschnitten worden ist
und in der dritten Tasche (3) ist die durch das Restriktionsenzym Sall geschnittene DNA
aufgetragen.

Der pcXN2-GLUT4myc-Vektor hatte eine GesamtgroBe von 9,4 kb. Da die Amp/G418-
Resistenz, die eine Grofle von etwa 1,2 kb hat, entfernt worden und durch das zeo/GFP-
Konstrukt, das eine GroBe von 2,5 kb aufweist, ersetzt worden ist, betrdgt die GesamtgrofBle
des umklonierten pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP-Vektors nun etwa 10,7 kb. Wie in Abb. 1 zu
sehen, schneidet das Restriktionsenzym EcoRI das pcXN2-GLUT4myc-zeo/GFP-Plasmid in
drei Fragmente von 1,7 kb, 2 kb und 7 kb, wéihrend das Enzym Sall drei Fragmente von 2,3
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kb, 2,5 kb und 5,9 kb erzeugt. Dies stimmt sehr gut mit den berechneten Fragment-Grofien
iiberein.

Zur Absicherung dieses Ergebnisses ist die Plasmid-DNA zusitzlich von einem
kommerziellen Anbieter sequenziert worden. Die Sequenz stimmt erwartungsgemall mit der

aus der Literatur bekannten Sequenz iiberein.

3.1.2 Stabile Transfektion von Ratl-Zellen mit GLUT4myc

Die Rat1-W575-Zellen werden mit der beschriebenen Plasmid-DNA mittels Elektroporation
transfiziert und anschlieBend iiber die Zeozin-Resistenz selektiert. Die hierbei erhaltenen
Klone werden auf ihre GLUT4-Expression hin untersucht.

Der Nachweis der stabilen Expression von GLUT4myc erfolgt iiber eine immunbiochemische
Analyse der Einzelklone. Zu diesem Zweck werden die Zellen zundchst mit 1 % NP40
solubilisiert. Die Proteine des gesamten Zellsolubilisates werden dann gelelektrophoretisch in
einem 10 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Der Nachweis von GLUT4 erfolgt im Western-
Blot. GLUT4 wird iiber einen polyklonalen Primédrantikdrper und einen Peroxidase-
gekoppelten anti-Kaninchen Sekundirantikorper detektiert. Abb. 2 zeigt die entsprechende
Analyse auf stabile GLUT4-Expression bei verschiedenen positiven und negativen Klonen

mit je einer Positiv- und Negativkontrolle fiir GLUT4.

.. - & ' .!‘-, <“— GLUT4

Klon 10 20 21 22 23 24 38 46 pos. neg
Kont. Kont.

Abb. 2 Western-Blot Analyse des gesamten Zellsolubilisates aus mit GLUT4myc
transfizierten Ratl-WS575-Zellen. Dargestellt ist der immunbiochemische Nachweis von
GLUT4myc im Western-Blot bei sechs positiven und zwei negativen (23, 24) Klonen. Die
beiden Taschen am rechten Rand enthalten jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle.
Als Positivkontrolle werden mit GLUT4 stabil transfizierte CHO/GLUT4-Zellen eingesetzt,
als Negativkontrolle dienen untransfizierte Rat1-W575-Zellen.
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GLUTH4 lauft typischerweise als breite Bande im Bereich von M; ca. 45-55 kDa. In diesem
apparenten Molekulargewichtsbereich ist eine kriftige Bande bei CHO/GLUT4-Zellen zu
sehen; bei untransfizierten Ratl-W575-Zellen ist keine Bande im Bereich von GLUT4 zu
erkennen.

Von den insgesamt 48 analysierten Klonen weisen Rat1-W575/GLUT4myc-zeo/GFP/Klon10,
Klon20, Klon21, Klon22, Klon38 und Klon46 ebenfalls jeweils eine Bande von M; ca. 50
kDa auf.

Die erwihnten sechs Klone werden auch auf ihre myc-Immunreaktivitit hin untersucht. Wie

zu erwarten, sind alle sechs Klone positiv.
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3.2 Subzelluldre Verteilung vesikelassoziierter Proteine in

Rat1l/GLUT4myc-Zellen

3.2.1 Analyse der intrazelluldren Lokalisation von GLUT4 mittels

subzellulédrer Fraktionierung

Die Assoziation des Glucosetransporters mit kleinen, intrazelluldren Speichervesikeln, wie fiir
Fett- und Muskelzellen (Slot et al., 1991; Rodnick et al., 1992) sowie CHO-Zellen
(Herman et al., 1994; Wei et al., 1998) beschrieben, soll durch Zellfraktionierung verifiziert
werden.

Alle im folgenden beschriebenen Versuche werden mit dem GLUT4myc-exprimierenden
Klon38 der Ratl-W575/GLUT4myc-zeo/GFP-Zellen durchgefiihrt (vergl. Abb. 2). Der
Einfachheit halber werden diese Zellen von nun an als Ratl/GLUT4myc-Zellen bezeichnet.
Diese Ratl/GLUT4myc-Zellen werden mit Hilfe eines Glycerin-Sedimentationsge-
schwindigkeitsgradienten (5-25 % Glycerin) subzelluldr fraktioniert, wie in Kap. 2.11.1
beschrieben. Unter den verwendeten Bedingungen sedimentieren GSVs etwa in der Mitte des
Gradienten.

Die Gradientenfraktionen werden unter nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE
auf einem 10 %igen Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran transferiert. Mittels Western-
Blot wird die GLUT4-Verteilung analysiert. Die Auswertung des Bandenmusters erfolgt
densitometrisch. Dabei wird die Intensitdt der einzelnen Banden als prozentualer Anteil an der
gesamten iiber den Gradienten aufsummierten Immunreaktivitdt dargestellt.

Abbildung 3 zeigt exemplarisch fiir einen von 19 Versuchen die bimodale Verteilung des
Glucosetransporters in Ratl/GLUT4myc-Zellen. Ein erster Gipfel befindet sich auf dem
Boden des Gradienten (Fraktion 1-3) im Bereich grofler Membrankompartimente wie
Endosomen und Plasmamembranbruchstiicken. Ein zweites Maximum ist im Bereich kleiner
Vesikel (Fraktion 8-13) zu erkennen. Dieser zweite Gipfel markiert die Lokalisation der
GSVs im Gradienten.

Es zeigt sich, dass auch Ratl/GLUT4myc-Zellen GSVs aufweisen, wie unter anderem fiir

Fett- und Muskelzellen sowie CHO-Zellen beschrieben.
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Abb. 3 Verteilung von GLUT4 nach subzelluldrer Fraktionierung von Ratl/GLUT4myc-
Zellen. Ein vorgereinigtes Homogenat aus Ratl/GLUT4myc-Zellen wird {iiber einen
Glyceringradienten (5-25 %) aufgetrennt. Die Verteilung des Markers GLUT4 wird mittels
SDS-PAGE / Western-Blot analysiert. Dargestellt ist der in den einzelnen Fraktionen jeweils
enthaltene prozentuale Anteil der GLUT4-Immunreaktivitdt an der im Gradienten enthaltenen
Gesamtmenge eines exemplarischen Versuchs. Die GLUT4-Werte basieren auf einer
densitometrischen Auswertung der entsprechenden Western-Blot Daten. Die Originaldaten
sind oberhalb des Graphen abgebildet. Bei den Banden in Fraktion 16-19 handelt es sich um
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 19) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

GLUT4 Fraktion 3: 26 %
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3.2.2 Nachweis einer VSVG-proHB-EGF spaltenden vesikuldren

Enzymaktivitit

Da die Ratl-Zellen unter physiologischen Bedingungen kein GLUT4 exprimieren, stellt sich
die Frage nach den endogenen Membranproteinen sowie der Funktion der GSVs in diesen
Zellen. Verschiedene Befunde weisen auf eine mogliche Assoziation einer endogenen
proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitdt mit GSVs hin, tiber die die Aktivitit der Protease(n)
auf der Plasmamembran reguliert werden konnte (siehe Kap. 1.2.3). Daher soll im néchsten
Schritt die Colokalisation mit GLUT4 untersucht werden.

Da die proHB-EGF hydrolysierende Enzymaktivitidt zunichst nur tiber ihr physiologisches
Substrat identifiziert werden konnte, ist dieses Membranprotein in CHO-Zellen exprimiert
und aus diesen isoliert worden. Zu diesem Zweck sind CHO/GLUT4-Zellen mit der
entsprechenden cDNA transient transfiziert worden. Die cDNA kodiert fiir ein proHB-EGF-
Konstrukt, das ein VSVG-Epitop am cytoplasmatischen C-Terminus trdgt. Die nach
subzelluldrer Fraktionierung mittels Dichtegradientenzentrifugation bei einer Dichte von
38-40 % Saccharose sedimentierenden VSVG-proHB-EGF enthaltenden Membran-
kompartimente werden mit NP40 solubilisiert, um das proHB-EGF-Konstrukt optimal
zuginglich fiir eine hydrolytische Spaltung zu machen. Parallel dazu werden GSVs aus
Rat1/GLUT4-Zellen mittels Sedimentationsgeschwindigkeitsgradientenzentrifugation isoliert,
wie in Kap. 2.11.1 beschrieben. Die Gradientenfraktionen, die den GLUT4 Gipfel im Bereich
der GSVs umfassen, werden zusammengegeben. Nach der Solubilisierung der Vesikel-
membranen mit NP40 zur Freisetzung der lumenal orientierten Enzymaktivitit werden die
GSV Fraktionen mit den VSVG-proHB-EGF Fraktionen fiir 45 min bei 37° C inkubiert. Die
Reaktionsprodukte werden unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE auf einem
15 %igen Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran transferiert. Das enthaltene VSVG-
proHB-EGF kann mit Hilfe eines monoklonalen anti-VSVG Antikorpers detektiert werden.
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Abb. 4 Enzymatischer Abbau von VSVG-proHB-EGF durch eine vesikelassoziierte
proteolytische Aktivitit. Membrangebundenes VSVG-proHB-EGF wird aus transfizierten
CHO/GLUT4-Zellen iiber einen kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten (30-60 %)
isoliert. Die in den Gradientenfraktionen mit einer Dichte von 38-40 % Saccharose
enthaltenen Membranproteine werden mit NP40 solubilisiert. Es folgt eine Inkubation mit
ebenfalls solubilisierten, aus Ratl/GLUT4myc-Zellen aufgereinigten Vesikeln aus dem GSV-
Bereich des Glyceringradienten fiir 45 min bei 37° C (+GSVs). —GSVs sind Kontrollen, bei
denen die VSVG-proHB-EGF enthaltenden Membranen ohne Zugabe von GSVs unter
gleichen Bedingungen in PBS inkubiert werden. A) Dargestellt ist die SDS-PAGE / Western-
Blot Analyse der verschiedenen Ansétze eines exemplarischen Versuchs mit Hilfe eines anti-
VSVG Antikorpers. B) Gezeigt ist die quantitative Analyse der Intensitdt der untersten Bande
des VSVG-proHB-EGF mittels Densitometrie (n=9; t-Test; ** p <0,01).

Alle Inkubationen sind im doppelten bzw. dreifachen Ansatz durchgefiihrt worden.
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In Abbildung 4A ist der enzymatische Abbau von VSVG-proHB-EGF durch vesikel-
assoziierte Proteaseaktivitdit aus Ratl/GLUT4myc-Zellen in einem exemplarischen
Experiment dargestellt. In Ubereinstimmung mit den Befunden anderer Autoren wird VSVG-
proHB-EGF in mehrere Banden mit einem apparenten Molekulargewicht zwischen ca. 17 und
30 kDa aufgetrennt (Goishi et al., 1995; Prenzel et al., 1999). Es zeigt sich gegeniiber der
Kontrolle eine deutlich verminderte Intensitdt aller drei VSVG-proHB-EGF Banden. Da die
Hydrolyse der untersten VSVG-proHB-EGF Bande am besten reproduzierbar war, wurde fiir
eine quantitative Analyse stellvertretend nur noch die Intensitit dieser Bande analysiert.
Abb. 4B zeigt, dass die Inkubation mit GSVs im Mittel zu einem Abbau von etwa
52 % + 16,6 % des proHB-EGF fiihrt (Mittelwert + Standardabweichung, n=9). Dieser
Befund ist statistisch signifikant (einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben; ** p < 0,01) und
deutet darauf hin, dass tatsdchlich eine proHB-EGF hydrolysierende Enzymaktivitit mit

Vesikeln von der Grofe der GSVs assoziiert ist.
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3.2.3 Verteilung der Proteasen ADAM10 und TACE

Im néchsten Schritt soll versucht werden, spezifische Proteasen zu identifizieren, die fiir die
vesikelassoziierte proHB-EGF hydrolysierende Aktivitit verantwortlich sein konnten. Hierfiir
kommen prinzipiell mehrere Kandidaten in Frage (siehe Kap. 1.2.2), von denen zwei -
ADAMI0 und TACE - ndher untersucht werden. Zunichst wird ihre mogliche
Cosedimentation mit GLUT4 und der VSVG-proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitit im
Glyceringradienten bestimmt. Hierzu sind Ratl/GLUT4myc-Zellen wiederum, wie oben
beschrieben, subzellulédr fraktioniert worden. Die einzelnen Fraktionen werden anschlieflend
einer SDS-PAGE / Western-Blot Analyse unter nicht-reduzierenden Bedingungen
unterzogen. Das von den Zellen endogen exprimierte ADAMI0 wird mit Hilfe eines
polyklonalen anti-ADAMI10 Antikorpers detektiert. Die entsprechende Bande lauft
typischerweise um 60 kDa. Das ebenfalls von den Zellen endogen exprimierte TACE wird
mittels eines polyklonalen anti-TACE Antikorpers detektiert. TACE lduft bei der SDS-PAGE
mit einem apparenten Molekulargewicht von 85 kDa. Die GLUT4-Verteilung wird mittels
eines anti-GLUT4 Antikorpers sichtbar gemacht.

In Abbildung 5 ist exemplarisch fiir einen von fiinf Versuchen die Verteilung der drei
Proteine dargestellt. Im Vesikelbereich zwischen Fraktion 8 und 11 liegt ein Maximum der
ADAMI10-Verteilung. Auch im Bodenbereich zwischen Fraktion 2 und 3 zeigt sich ein
ADAMI10-Gipfel. Das Maximum der TACE-Verteilung im Vesikelbereich liegt zwischen
Fraktion 8 und 10. Der TACE-Gipfel im Bodenbereich zwischen Fraktion 2 und 3 stimmt mit
dem von ADAMIO0 {iberein. Das bimodale Verteilungsmuster dhnelt der beschriebenen
Lokalisation von GLUT4 im Gradienten (vergl. Abb.3). Beim direkten Vergleich zeigt sich,
dass der GSV-Gipfel mit dem vesikuliren ADAMI10-Gipfel iibereinstimmt, wéhrend die
vesikuldre TACE einen etwas breiteren Gipfel mit einem zusitzlichen Anteil im Bereich
groBerer Kompartimente aufweist (Abb. 5). Das zeigt, dass sowohl ADAMI10 als auch TACE

zumindest teilweise mit Vesikeln der Grofie von GSVs assoziiert sind.
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Abb. 5 Verteilung von GLUT4, ADAMI10 und TACE nach subzelluldrer Fraktionierung von
Rat1l/GLUT4myc-Zellen. Die Zellen werden mit Hilfe einer Sedimentationsgeschwindigkeits-
gradientenzentrifugation fraktioniert, wie in Abb. 3 beschrieben. Die Verteilung der drei
Proteine in einem exemplarischen Versuch wird mittels SDS-PAGE / Western-Blot analysiert
und densitometrisch ausgewertet. Dargestellt ist der in den einzelnen Fraktionen enthaltene
prozentuale Anteil der GLUT4-, ADAMI10- und TACE-Immunreaktivitit an den im
Gradienten jeweils enthaltenen Gesamtmengen. Im 16slichen Bereich des Gradienten ist
sowohl bei ADAMIO0 als auch bei TACE eine Bande zu sehen, die nicht reproduzierbar zu
detektieren ist. Da die beiden Proteasen nicht in 16slicher Form vorkommen, muss es sich
hierbei um eine Kreuzreaktivitidt handeln. Daher sind die entsprechenden Immunreaktivititen
bei der densitometrischen Auswertung nicht beriicksichtigt worden. Das Bandenmuster
oberhalb der densitometrischen Auswertung zeigt die Verteilung der GLUT4-, ADAMI10-
und TACE-Immunreaktivitit im korrespondierenden Western-Blot.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 19) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

ADAMI10 Fraktion 3: 25,2 %
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3.2.4 Intrazelluldre Lokalisation des Thrombinrezeptors

Da auch fiir den Thrombinrezeptor eine Akkumulation in einem intrazelluldren
Speicherkompartiment beschrieben worden ist (Ubersichtsartikel: Coughlin, 2000), wird auch
die mogliche Assoziation dieses Membranproteins mit GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen
analysiert. Hierzu werden Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Hilfe eines Glycerin-Sedimentations-
geschwindigkeitsgradienten (5-25 % Glycerin) subzelluldr fraktioniert, wie zuvor
beschrieben. Die Gradientenfraktionen werden unter nicht-reduzierenden Bedingungen
mittels SDS-PAGE auf einem 10 %igen Gel aufgetrennt. Im Western-Blot wird der von den
Zellen exprimierte hPAR1, der ein FLAG-Epitop am extrazelluldren N-Terminus trigt, mit
Hilfe eines monoklonalen anti-FLAG Antikorpers detektiert. Der Rezeptor 14uft typischer-
weise als breite Bande um 66 kDa. Die GLUT4-Verteilung wird mittels des anti-GLUT4
Antikdrpers sichtbar gemacht.

In Abbildung 6 ist exemplarisch fiir einen von vier Versuchen das entsprechende bimodale
Verteilungsmuster des hPAR1 zu sehen. Ein erstes Maximum befindet sich auf dem Boden
des Gradienten (Fraktion 1-3) im Bereich gro3er Membrankompartimente. Ein zweiter Gipfel
ist im Vesikelbereich (Fraktion 8-10) zu erkennen. Die zum Vergleich analysierte Verteilung
des GSV-Markers GLUT4 zeigt, dass der GSV-Gipfel gegeniiber dem vesikuldren hPARI-
Gipfel um eine Fraktion nach hinten verschoben ist (Abb. 6). Das deutet darauf hin, dass
hPAR1 vor allem mit Vesikeln assoziiert ist, die einen etwas groferen Durchmesser

aufweisen als GSVs.
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Abb. 6 Verteilung von GLUT4 und hPAR1 nach subzelluldrer Fraktionierung von
Rat1l/GLUT4myc-Zellen. Ratl/GLUT4myc-Zellen werden mit Hilfe eines Glyceringradienten
(5-25 %) fraktioniert, wie in Abb. 3 beschrieben. Die Verteilung von GLUT4 und hPARI in
einem exemplarischen Versuch wird mittels SDS-PAGE / Western-Blot analysiert.
Dargestellt ist der in den einzelnen Fraktionen enthaltene prozentuale Anteil der GLUT4- und
hPARI-Immunreaktivitit an den im Gradienten jeweils enthaltenen Gesamtmengen. Die
Werte basieren auf einer densitometrischen Auswertung der entsprechenden Western-Blot
Daten. Die Originaldaten sind oberhalb des Graphen abgebildet.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 19) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

hPAR1 Fraktion 2: 28,3 % und 3: 29 %
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3.2.5 Vergleichende Analyse der Verteilung von TGN-Vesikeln

Alle bisher genannten Membranproteine sind im Rahmen ihrer Biosynthese voriibergehend
auch mit Vesikeln des TGN assoziiert. Daher ist die prizise Lokalisation dieses
Kompartiments bei der Sedimentationsgeschwindigkeitsgradientenzentrifugation im
Vergleich zu GSVs von groBBer Bedeutung.

Um die Lokalisation zu iiberpriifen, werden die Zellen subzelluldr fraktioniert, wie in
Kap. 2.11.1 beschrieben. Die Gradientenfraktionen werden unter nicht-reduzierenden
Bedingungen mittels SDS-PAGE auf einem 8 %igen (TGN38) bzw. 10 %igen (GLUT4) Gel
aufgetrennt. Der heterolog exprimierte GSV-Marker GLUT4 wird im Western-Blot nach-
gewiesen und seine Verteilung densitometrisch ausgewertet. Die Verteilung des TGN-
Markers TGN38, der mittels eines monoklonalen anti-TGN38 Antikorpers detektierbar ist,
wird nach dem Western-Blot ebenfalls densitometrisch analysiert. TGN38 hat ein apparentes
Molekulargewicht zwischen 85-95 kDa.

Abbildung 7 stellt exemplarisch die Verteilung der beiden Markerproteine iiber den
Gradienten in einem von drei Versuchen dar. Im Vesikelbereich ist der GSV-Gipfel
(Fraktion 7-10) anhand der GLUT4-Immunreaktivitit wiederum gut zu erkennen. TGN38
zeigt dagegen im Vesikelbereich des Gradienten ein deutlich nach rechts verschobenes
Maximum zwischen Fraktion 10-13. Dies deutet darauf hin, dass TGN-Vesikel einen
kleineren Durchmesser als GSVs aufweisen und daher mit dem hier verwendeten

Fraktionierungsprotokoll von diesen abgetrennt werden.
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Abb. 7 Subzelluldre Verteilung von GLUT4 und TGN38 in Ratl/GLUT4myc-Zellen. Ein
vorgereinigtes Homogenat wird in einem exemplarischen Experiment iiber einen Glycerin-
Sedimentationsgeschwindigkeitsgradienten (5-25 % Glycerin) aufgetrennt. Aliquots der
einzelnen Fraktionen werden mittels SDS-PAGE / Western-Blot Analyse auf ihren Gehalt an
GLUT4 und TGN38 hin analysiert. Dargestellt sind die relativen Anteile, bezogen auf die
jeweiligen Gesamtmengen im Gradienten, der densitometrisch bestimmten GLUT4- bzw.
TGN38-Immunreaktivitit in den einzelnen Fraktionen. Das Bandenmuster oberhalb der
densitometrischen Auswertung zeigt die Verteilung von GLUT4- und TGN38-
Immunreaktivitit im Western-Blot.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 14) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

GLUT4 Fraktion 1: 47 %
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3.3 Analyse der Colokalisation verschiedener Membranproteine mit GSVs

mittels Immunadsorption

Die dargestellten Untersuchungen zur Cosedimentation verschiedener Markerproteine in
Glycerin-Gradienten werden im nédchsten Schritt durch eine GSV-Immunadsorption ergénzt.
Dieser experimentelle Ansatz dient vor allem zur Klidrung der Frage, ob Proteine, die im
Gradienten ganz oder teilweise mit GSVs sedimentieren, tatsdchlich mit diesen Vesikeln, oder

aber mit anderen Membrankompartimenten gleicher GroBe assoziiert sind.

3.3.1 Effizienz und Spezifitit der GLUT4-Bindung

Die Ratl/GLUT4myc-Zellen werden mit Hilfe eines Glycerin-Sedimentations-
geschwindigkeitsgradienten (5-25 %) subzellulér fraktioniert, wie in Kap. 2.11.1 beschrieben.
Anschlielend werden die Fraktionen, die einen Grofiteil der GSVs enthalten, auf die
magnetischen Beads gegeben, an die ein anti-GLUT4 Antikorper bzw. Praimmunantikorper
gekoppelt worden sind (siehe Kap. 2.15). GSVs binden aufgrund ihres Gehalts an GLUT4 an
die mit anti-GLUT4 Antikorpern gekoppelten Beads, wihrend ein Grofteil der Vesikel, die
kein GLUT4 enthalten, im Uberstand verbleibt. Die magnetischen Beads werden nach der
Inkubation vom Uberstand getrennt und gewaschen. AnschlieBend werden die an die Beads
gebundenen Membrankompartimente mit Hilfe von NP40 (1 %) solubilisiert. Der Uberstand
wird zum Vergleich entsprechend behandelt.

Die Solubilisate werden unter nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE auf
einem 10 %igen Gel aufgetrennt. Im Western-Blot wird GLUT4 mit Hilfe eines polyklonalen

anti-GLUT4 Antikorpers nachgewiesen und anschliefend densitometrisch quantifiziert.
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Abb. 8 Immunadsorption von GSVs aus Ratl/GLUT4myc-Zellen. Ein vorgereinigtes
Homogenat aus Rat1l/GLUT4myc-Zellen wird iiber einen Glyceringradienten aufgetrennt. Die
Fraktionen, die einen Grof3teil der GSVs enthalten, werden mit magnetischen Beads, an die
anti-GLUT4 Antikorper (dunkelgrau) bzw. Priimmunantikorper (hellgrau) gekoppelt worden
sind, inkubiert. Die an die magnetischen Beads gebundenen Membrankompartimente sowie
die im Uberstand enthaltenen Kompartimente werden in PBS/NP40 solubilisiert. Aliquots der
einzelnen Fraktionen werden unter nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE /
Western-Blot Analyse auf ihren Gehalt an GLUT4 hin analysiert. Dargestellt sind die
relativen Anteile der densitometrisch quantifizierten GLUT4-Immunreaktivitit in den
einzelnen Fraktionen (B; n=5, anti-GLUT4 bzw. n=4, Praimmunantikorper). Dabei wird die
Summe aus gebundener Fraktion und Uberstand als 100 % definiert. Der Unterschied in der
Bindung an anti-GLUT4- und an Prdimmun-Beads ist statistisch signifikant (t-Test;
¥ p < 0,01). Die Originaldaten eines exemplarischen Versuches sind oberhalb des
Diagramms abgebildet (A).
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Abbildung 8B zeigt die Verteilung von GLUT4 aus Ratl/GLUT4myc-Zellen in den einzelnen
Fraktionen (n=5, anti-GLUT4 bzw. n=4, Prdiimmunantikorper). Der hochste Anteil an GLUT4
befindet sich mit 90 % in der an die magnetischen Beads gebundenen Fraktion. Im Uberstand
sind nur 10 % der GLUT4-Menge enthalten. Somit ist die Effizienz der GSV-Bindung sehr
hoch. Als Kontrolle fiir die Spezifitit der Bindung wird die Immunadsorption mit
magnetischen Beads, an die Pradimmunantikdrper gekoppelt sind, durchgefiihrt (n=4). Dabei
werden nur etwa 6 % an GLUT4 in der gebundenen Fraktion und 94 % im Uberstand
detektiert. Dies zeigt, dass die GSV-Bindung auch sehr spezifisch ist. Der Unterschied der
GLUT4-Bindung an mit anti-GLUT4 Antikdrpern gekoppelten Beads und mit
Praimmunantikorpern gekoppelten Beads ist statistisch signifikant (einseitiger Zweistich-

proben-t-Test fiir unabhéngige Zufallsstichproben; ** p < 0,01).
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3.3.2 Analyse der Colokalisation der proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitat
mit GSVs

Um zu kldren, welcher Anteil der in Kap. 3.2.2 beschriebenen vesikuliren VSVG-
proHB-EGF hydrolysierenden Proteaseaktivitit mit GSVs assoziiert ist, wird erneut eine
Immunadsorption durchgefiihrt. Dabei werden wiederum, nach dem oben beschriebenen
Protokoll, GLUT4-enthaltende Vesikel iiber anti-GLUT4 Antikorper an magnetische Beads
gebunden.

Die gebundenen und die im Uberstand verbliebenen Membrankompartimente werden mit
NP40 solubilisiert, um die lumenal orientierten Enzymaktivititen freizusetzen. AnschlieBend
werden die Solubilisate mit dem Substrat VSVG-proHB-EGF fiir 5 min bei 37° C inkubiert
(siehe Kap. 2.12). Die Analyse der Spaltung des proHB-EGF erfolgt mittels SDS-PAGE und
Western Blot. Auch hier wird wieder die Degradation der untersten Bande des Tripletts (siche
Abb. 4) quantifiziert.

Die in Abb. 9B dargestellte Immunadsorption weist darauf hin, dass ungefiahr 65 % der
vesikuldren VSVG-proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitit in Ratl/GLUT4myc-Zellen mit
GSVs assoziiert sind, wiahrend ca. 35 % dieser Proteaseaktivitit in anderen Vesikeln dhnlicher
GroBe vorhanden sind (n=4). Zur Uberpriifung der Spezifitit der Bindung werden wiederum
mit Praimmunantikorpern gekoppelte magnetische Beads eingesetzt (n=2). Dabei findet sich
nur etwa 6 % der proteolytischen Aktivitdt in Vesikeln, die unspezifisch an die magnetischen
Beads gebunden haben. 94 % der Aktivitiit verbleibt unter diesen Bedingungen im Uberstand.
Der Unterschied zur Bindung an anti-GLUT4 Beads ist statistisch signifikant (einseitiger
Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Zufallsstichproben; * p < 0,05).

Als Kontrolle fiir den Verlauf der Immunadsorption ist die GLUT4-Immunreaktivitét getestet
worden. Mit 86 % GSV-Bindung ist die Effizienz erneut hoch. Auch der Unterschied zur
GLUT4-Bindung an mit Praimmunantikdrpern gekoppelten magnetischen Beads (8 %) ist
wieder statistisch signifikant (einseitiger Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Zufalls-

stichproben; ** p <0,01).
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Abb. 9 Analyse der Assoziation einer VSVG-proHB-EGF spaltenden Proteaseaktivitidt mit
GSVs. Eine vorgereinigte Vesikelfraktion aus Ratl/GLUT4myc-Zellen wird einer Immun-
adsorption unterzogen, wie in Abb. 8 beschriecben. Die gebundenen und die im Uberstand
verbliebenen Membrankompartimente werden jeweils in 1 % NP40 solubilisiert. Es folgt eine
Sminiitige Inkubation mit VSVG-proHB-EGF bei 37° C. Das VSVG-proHB-EGF ist zuvor
mittels Dichtegradientenzentrifugation aus transfizierten CHO-Zellen isoliert worden. Der
Abbau von VSVG-proHB-EGF durch vesikelassoziierte Proteasen und die anti-GLUT4
Immunreaktivitit in den einzelnen Fraktionen werden mittels SDS-PAGE / Western-Blot
analysiert. Im Diagramm (B) dargestellt ist der relative Anteil der GLUT4-Immunreaktivitit
(dunkelgrau) und der VSVG-proHB-EGF hydrolysierenden Aktivitit (hellgrau) in der
gebundenen Fraktion und im Uberstand (n=4, anti-GLUT4 bzw. n=2, Priimmunantikorper).
Dazu ist jeweils die Immunreaktivitit der untersten Bande des VSVG-proHB-EGF Tripletts
nach Inkubation mit den solubilisierten GSVs (gebundene Fraktion) bzw. mit den anderen
vesikuliren Kompartimenten (Uberstand) von der Immunreaktivitit der entsprechenden
Bande nach Inkubation mit PBS (Kontrolle) subtrahiert worden. Die Summe der
Intensitéitsabnahme bei gebundener Fraktion und Uberstand ist als 100 % definiert worden.
Die Unterschiede in der Bindung an anti-GLUT4- und an Praimmun-Beads sind statistisch
signifikant (t-Test; ** p < 0,01 bzw. * p < 0,05). Oberhalb des Diagramms ist der
korrespondierende Western-Blot eines exemplarischen Versuchs zu sehen (A).

Alle Inkubationen sind im dreifachen Ansatz durchgefiihrt worden.
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3.3.3 Analyse der Colokalisation der Proteasen ADAM10 und TACE mit
GSVs

Da mehr als die Hélfte der VSVG-proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitit in GSVs lokalisiert
zu sein scheint (siche Kap. 3.3.2) und die Metalloproteasen ADAMI10 und TACE im
Glyceringradienten weitgehend mit GSVs sedimentieren (vergl. Abb. 5), soll eine Assoziation
dieser Proteasen mit GSVs mittels Immunadsorption iiberpriift werden.

Das Immunadsorptionsprotokoll ist fiir diesen Zweck leicht abgewandelt worden (siche
Kap. 2.15), da ADAMI10 und TACE nach Solubilisierung mit NP40 im Western-Blot nicht
detektiert werden konnten. Die Solubilisierung erfolgt daher direkt mit Probenpuffer fiir die
SDS-PAGE.

Auf die Gelelektrophorese unter nicht-reduzierenden Bedingungen folgt eine Western-Blot
Analyse. Die endogen exprimierten Proteasen ADAMI10 und TACE werden mittels eines
anti-ADAMI10 bzw. anti-TACE Antikorpers detektiert, wihrend die GLUT4-Verteilung
mittels eines anti-GLUT4 Antikorpers sichtbar gemacht wird.

In Abbildung 10 ist die Verteilung des GSV-Markerproteins GLUT4 als Kontrolle fiir den
Verlauf der Immunadsorption densitometrisch analysiert worden. Die gemessene Bindungs-
effizienz ist auch unter den verdnderten Versuchsbedingungen mit etwa 95 % gebundenem
GLUT4 sehr hoch (n=4). Nur knapp 5 % an GLUT4 findet sich im Uberstand.

Zur Analyse der unspezifischen Bindung werden auch hier magnetische Beads mit
Praimmunantikérpern gekoppelt (n=3). Dabei werden etwa 20 % an GLUT4 in der
gebundenen Fraktion und rund 80 % im Uberstand detektiert.

Die Proteasen ADAM10 und TACE sind sehr dhnlich wie GLUT4 verteilt. Rund 99 % beider
Proteine finden sich in der gebundenen Fraktion, wihrend nur etwa 1 % im Uberstand
detektiert werden.

Weniger als 2 % der Metalloproteasen finden sich nach Kopplung der magnetischen Beads
mit Praiimmunantikdrpern in der gebundenen Fraktion, wihrend fast 98 % im Uberstand zu
detektieren sind. Die Unterschiede in der Bindung an anti-GLUT4- und an Praimmun-Beads
sind fiir alle drei untersuchten Proteine statistisch signifikant (einseitiger Zweistichproben-t-
Test fiir unabhingige Zufallsstichproben; ** p < 0,01).

Die beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die beiden untersuchten

Metalloproteasen nahezu vollstindig mit GLUT4 in GSVs colokalisiert sind.
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Abb. 10 Verteilung von ADAMI10 und TACE bei der Immunadsorption von GSVs aus
Ratl/GLUT4myc-Zellen. Die Zellen werden subzelluldr fraktioniert, wie in Abb. 3
beschrieben. Die Vesikelfraktionen werden mit magnetischen Beads, an die anti-GLUT4
Antikorper bzw. Praiimmunantikorper gekoppelt worden sind, inkubiert. Mittels SDS-PAGE /
Western-Blot wird die Verteilung von GLUT4 (dunkelgrau), ADAMI10 (hellgrau) und TACE
(weil}) mit Hilfe eines anti-GLUT4, anti-ADAMI10 und anti-TACE Antikérpers analysiert
und densitometrisch quantifiziert (B; n=4, anti-GLUT4 bzw. n=3, Priimmunantikdrper). Die
Summe aus der in der gebundenen Fraktion und im Uberstand jeweils enthaltenen
Immunreaktivitdt wird als 100 % definiert. Die Unterschiede in der Bindung an anti-GLUT4-
und an Praimmun-Beads sind statistisch signifikant (t-Test; ** p <0,01).

Oberhalb des Diagramms sind die Originaldaten eines exemplarischen Versuchs dargestellt

(A).
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3.3.4 Analyse des humanen Thrombinrezeptors auf Colokalisation mit GSV's

Da auch der Thrombinrezeptor eine teilweise Uberlappung mit GSVs im Glyceringradienten
zeigt, soll eine mogliche Assoziation mit diesen Vesikeln durch Immunadsorption geklart
werden. Hierzu werden Ratl/GLUT4myc-Zellen wiederum mit Hilfe eines Glycerin-
Sedimentationsgeschwindigkeitsgradienten (5-25 %) subzelluldr fraktioniert. Die Vesikel-
fraktionen werden mit magnetischen Beads, an die anti-GLUT4 Antikorper bzw. Praimmun-
antikorper gekoppelt worden sind, inkubiert. Die nach erfolgter Immunadsorption erhaltenen
Fraktionen werden erneut mittels SDS-PAGE und Western-Blot untersucht.

Abbildung 11 zeigt die Verteilung von hPARI. Fiir die Kontrolle des Verlaufs der
Immunadsorption ist erneut die GLUT4-Immunreaktivitit getestet worden. Auch hier zeigt
sich das bekannte Bild. Mehr als 95 % an GLUT4 findet sich in der gebundenen Fraktion bei
einer unspezifischen Bindung von ca. 19 %. Genau gegensitzlich sieht es mit der Bindung
von hPAR1 an die mit anti-GLUT4 Antikorpern gekoppelten magnetischen Beads aus (n=2).
Es findet sich nur etwa 1,5 % in der gebundenen Fraktion, wiahrend mehr als 98 % der
hPAR 1-Immunreaktivitit im Uberstand zu detektieren ist. Bei Analyse der unspezifischen
Bindung (n=3) finden sich weniger als 1 % in der gebundenen Fraktion, wéhrend mehr als
99 % der hPAR1-Immunreaktivitit im Uberstand verbleibt.

Dieser Befund weist darauf hin, dass GSVs keine nennenswerten Mengen des Thrombin-

rezeptors enthalten (vergl. Abb. 6).
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Abb. 11 Verteilung von hPARI-Immunreaktivitit nach Immunadsorption einer
Vesikelfraktion aus Ratl/GLUT4myc-Zellen mit anti-GLUT4 Antikorpern bzw. Praimmun-
antikorpern. Mittels SDS-PAGE / Western-Blot wird die Verteilung von GLUT4
(dunkelgrau) und hPARI1 (hellgrau) analysiert und densitometrisch quantifiziert (B; n=2, anti-
GLUT4 bzw. n=3, Priimmunantikérper). Die Summe aus gebundener Fraktion und Uberstand
werden als 100 % definiert.

Oberhalb des Diagramms sind die Originaldaten eines exemplarischen Versuchs zu sehen (A).
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3.3.5 Assoziation eines TGN-Markerproteins mit GSVs

Da die Markerproteine GLUT4 und TGN38 bei der Sedimetationsgeschwindigkeits-
gradientenzentrifugation eine leichte Uberlappung zeigten (vergl. Abb. 7), soll untersucht
werden, ob TGN-Vesikel aufgrund ihres moglichen GLUT4-Gehalts unter den verwendeten
Bedingungen ebenfalls an anti-GLUT4 Beads binden.

Dazu werden die durch subzellulidre Fraktionierung gewonnenen Vesikelfraktionen in einer
Immunadsorption eingesetzt, wie in Kap. 2.15 beschrieben. Die gebundenen und die im
Uberstand verbliebenen vesikuliren Kompartimente werden mittels SDS-PAGE / Western-
Blot Analyse unter Verwendung eines anti-TGN38 Antikdrpers untersucht.

In Abbildung 12 ist die Verteilung von TGN38 bei Verwendung von mit anti-GLUT4
Antikorpern gekoppelten magnetischen Beads zu sehen (n=3). Fiir die Kontrolle des Verlaufs
der Immunadsorption ist erneut die GLUT4-Immunreaktivitit getestet worden. Dabei ist die
GSV-Bindung erneut mit ca. 94 % sehr hoch. Im Gegensatz dazu findet sich nur etwa 22 %
der TGN38-Immunreaktivitit in der gebundenen Fraktion, wihrend ca. 78 % im Uberstand
detektiert werden kann. Fiir den Nachweis der Spezifitidt der Bindung werden mit Praimmun-
antikorpern gekoppelte magnetische Beads eingesetzt (n=2). Dabei werden rund 19 % an
GLUT4 bzw. etwa 10 % an TGN38 in der gebundenen Fraktion und 81 % an GLUT4 bzw.
90 % an TGN38 im Uberstand detektiert. Eine Colokalisation von TGN38 und GLUT4 im
gleichen Membrankompartiment kann daher durch die Immunadsorption nicht belegt werden.
Wihrend der Unterschied in der GLUT4-Bindung an anti-GLUT4- und an Priimmun-Beads
wiederum statistisch signifikant ist (einseitiger Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige
Zufallsstichproben; ** p < 0,01), ist eine spezifische Bindung von TGN38 statistisch nicht
gesichert (einseitiger Zweistichproben-t-Test flir unabhéngige Zufallsstichproben; * p > 0,05).
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Abb. 12 Verteilung von TGN38-Immunreaktivitit nach Immunadsorption einer Vesikel-
fraktion aus Ratl/GLUT4myc-Zellen mit anti-GLUT4 Antikoérpern bzw. Praimmun-
antikorpern. Mittels SDS-PAGE / Western-Blot wird die Verteilung von GLUT4
(dunkelgrau) und TGN38 (hellgrau) analysiert und densitometrisch quantifiziert (B; n=3, anti-
GLUT4 bzw. n=2, Praiimmunantikérper). Die Summe aus gebundener Fraktion und Uberstand
wird als 100 % definiert. Der Unterschied in der Bindung an anti-GLUT4- und an Praimmun-
Beads ist fiir GLUT4 statistisch signifikant (t-Test; ** p < 0,01), wihrend der Unterschied fiir
TGN38 nicht statistisch gesichert ist (t-Test; * p > 0,05).

Oberhalb des Diagramms sind die Originaldaten eines exemplarischen Versuchs zu sehen (A).

Ein Teil der hier verwendeten GLUT4-Daten ist auch in Abb. 11 einbezogen worden, da in
einem experimentellen Ansatz nicht nur hPAR1, sondern auch TGN38 bestimmt worden ist.
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3.4  Dynamik der GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen

Im nichsten Schritt soll untersucht werden, ob die in Ratl/GLUT4myc-Zellen identifizierten
GSVs den gleichen Biosyntheseweg und das gleiche dynamische Verhalten zeigen, wie fiir
Fett- und Muskelzellen sowie fiir transfizierte CHO-Zellen beschrieben. In den genannten
Zelltypen rezirkulieren GSVs auch in Abwesenheit eines Stimulus konstitutiv, wobei GLUT4
nach der Exozytose mittels Clathrin-vermittelter Endozytose internalisiert wird (siehe
Kap. 1.1.1.3). Dariiber hinaus konnte fiir CHO-Zellen gezeigt werden, dass die Biogenese der
GSVs iber ein spezialisiertes endosomales Kompartiment lduft, wie in Kap. 1.1.1.3
beschrieben.

Sowohl der Rezirkulationsweg als auch der Biosyntheseweg konnen experimentell an
spezifischer Stelle blockiert und damit analysiert werden. So verhindert ein Absenken der
Temperatur auf 15° C (15° C-Block) die Abschniirung von GSVs aus dem spezialisierten
Endosom, wihrend die konstitutive Exo- und Endozytose nur leicht verlangsamt werden.
Hierdurch kommt es zu einer Akkumulation von GLUT4 in den spezialisierten Endosomen
und einer Abnahme der GSVs. Eine Inkubation der Zellen in hypertonem Medium blockiert
dagegen die Rezirkulation der Vesikel auf der Ebene der Plasmamembran durch Inhibition
der Clathrin-vermittelten Endozytose. Da die konstitutive Exozytose unbeeinflusst bleibt,
fiihrt dies zu einer Akkumulation von GLUT4 auf der Zelloberfliche und ebenfalls einer
Abnahme der GSVs.

3.4.1 Analyse der GSV-Biosynthese unter Temperaturblock-Bedingungen

Bei diesem experimentellen Ansatz werden, wie in Kap. 2.11.2 beschrieben,
Ratl/GLUT4myc-Zellen einer unphysiologisch niedrigen Temperatur von 15° C fiir zwei
Stunden ausgesetzt und anschlieBend subzelluldr fraktioniert. Der heterolog exprimierte GSV-
Marker GLUT4 wird nach der subzelluldren Fraktionierung im Western-Blot nachgewiesen
und seine Verteilung densitometrisch analysiert. Die Proteasen ADAMI10 und TACE
scheinen nach den in Kap. 3.3.3 dargestellten Ergebnissen mit GLUT4 in GSVs colokalisiert
zu sein (vergl. Abb. 10). Um diesen Befund zu iiberpriifen, ist auch das Verhalten der beiden
Metalloproteasen unter 15° C-Block-Bedingungen untersucht worden. Zusétzlich wurde auch

der TGN-Marker TGN38 in diese Untersuchungen einbezogen. Wegen der im Vergleich zu
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GLUT4 deutlich schwicheren Immunreaktivitit der untersuchten Proteine mussten die
Proben vor der SDS-PAGE mittels Fillung aufkonzentriert werden. Der biochemische
Nachweis der Proteine erfolgt wie im Falle von GLUT4 {iber Western-Blot. Die Verteilung
wird anschlieBend ebenfalls densitometrisch analysiert.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch fiir einen von vier Versuchen die Verteilung der genannten
Proteine liber den Gradienten. Bei den unbehandelten Ratl/GLUT4myc-Zellen ist deutlich
der GLUT4-Gipfel im Bereich der GSVs (Fraktion 7-10; 25,1 % Anteil an der Gesamtmenge)
sowie ein Maximum am Boden des Gradienten (Fraktion 1 und 2; 70,8 %), wo endosomale
Membranen und Plasmamembranbruchstiicke sedimentieren, zu erkennen (13A). Die bei
15° C inkubierten Zellen zeigen im Vergleich dazu eine deutliche Abnahme des GLUT4-
Gipfels im Bereich der GSVs (Fraktion 6-9; 5,6 %). Im Bodenbereich (Fraktion 1 und 2;
93,5 %) ist dagegen eine Zunahme der GLUT4-Immunreaktivitét festzustellen. Das Ausmal
variiert von Versuch zu Versuch, so dass es im Mittel zu einer Abnahme von 12,3 % + 9 %
auf 2,6 % + 2,1 % im Bereich der GSVs und gleichzeitigen Zunahme von 85 % + 10 % auf
95,1 % £ 2,4 % in den Bodenfraktionen nach Inkubation der Ratl/GLUT4myc-Zellen bei
15° C kommt.

Dies deutet darauf hin, dass GSVs auch in Ratl/GLUT4myc-Zellen konstitutiv rezirkulieren
und dass ihr Biosyntheseweg auch in diesen Zellen ein groBes spezialisiertes endosomales
Kompartiment einschliet, dass am Boden des Gradienten sedimentiert.

Abbildung 13B zeigt exemplarisch die Verteilung von TGN38. Der Gipfel im Vesikelbereich
ist bei der Kontrolle gegeniiber dem GSV-Maximum wiederum deutlich in Richtung kleinerer
Membrankompartimente verschoben (Fraktion 10-13, vergl. Abb. 7). Der 15° C-Block fiihrt
hier zu einer Verschiebung dieses Gipfels in Richtung groferer Vesikel (Fraktion 7-11) ohne
nennenswerte Verdnderung der Immunreaktivitit von 52,7 % auf 52,2 %. Parallel dazu
kommt es zu einer leichten Zunahme der in den Bodenfraktionen (Fraktion 1-3)
sedimentierenden TGN38-Immunreaktivitidt von 34,4 % auf 35,9 %. Im Mittel kommt es zu
einer Zunahme von 44,3 % + 13,6 % auf 48,3 % + 4,6 % im Vesikelbereich und einer
Abnahme von 47,7 % + 16,6 % auf 42,2 % + 9,1 % in den Bodenfraktionen nach Inkubation
der Zellen bei 15° C.

Bei der Analyse von ADAM10 und TACE zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei GLUT4.
Abbildung 13C stellt exemplarisch die Verteilung von ADAM10 iiber den Gradienten dar. Im
Bereich der GSVs (Fraktion 7-10) fiihrt der 15° C-Block zu einer deutlichen Abnahme der
ADAMI10-Immunreaktivitit von 21,1 % auf 5 %, wihrend in der Bodenfraktion (Fraktion 1)

eine Zunahme von 65,1 % auf 92,4 % zu verzeichnen ist. Werden die Werte fiir die



3 Ergebnisse 88

ADAMI10-Immunreaktivitit aus allen durchgefiihrten Experimenten gemittelt, so zeigt sich
eine Abnahme von 9 % + 8,1 % auf 6,7 % + 5,4 % in den Vesikelfraktionen und ecine
gleichzeitige Zunahme von 84,8 % + 13,2 % auf 88,4 % + 9,8 % in den Bodenfraktionen nach
Inkubation der Rat1/GLUT4myc-Zellen bei 15° C.

In Abbildung 13D ist exemplarisch die Verteilung der Protease TACE in Ratl/GLUT4myc-
Zellen dargestellt. Ein Gipfel ist im Bereich der GSVs zwischen den Fraktionen 6-9 (23,1 %)
in unbehandelten Zellen zu sehen. Ein weiteres Maximum ist am Boden des Gradienten in
den Fraktionen 1-3 (67,6 %) zu erkennen. Die bei 15° C inkubierten Zellen weisen wiederum
eine Abnahme der Immunreaktivitdt im Vesikelbereich (18,1 %) bei gleichzeitiger Zunahme
am Boden (76 %) auf. Im Mittel nimmt die TACE-Immunreaktivitdt im Bereich der Vesikel
von 21,3 % + 4,5 % auf 16,9 % + 13,2 % ab bei einer gleichzeitigen Zunahme von 64,8 % =+
13,3 % auf 75,9 % + 20,7 % in den Bodenfraktionen nach Inkubation der Zellen bei 15° C.

Die beiden Metalloproteasen ADAM10 und TACE verhalten sich also unter den Bedingungen
des 15° C-Blocks sehr dhnlich wie GLUT4, wihrend der TGN-Marker TGN38 eine génzlich
andere Verteilung aufweist. Dies unterstiitzt den oben genannten Befund, dass ADAM10 und
TACE hochstwahrscheinlich mit GSVs assoziiert sind. Eine nennenswerte Colokalisation mit
TGN-Vesikeln erscheint dagegen auch unter Einbeziehung der Daten aus der subzelluldren

Fraktionierung (Abb. 7) und der Immunadsorption (Abb. 12) als sehr unwahrscheinlich.
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Abb. 13 Verteilung von GLUT4, TGN38, ADAMI10 und TACE in Ratl/GLUT4myc-Zellen
unter den Bedingungen eines 15° C-Blocks. Ein vorgereinigtes Homogenat aus Zellen, die
entweder bei 37° C (Kontrolle) oder bei 15° C fiir zwei Stunden inkubiert worden sind, wird
iiber einen Glyceringradienten (5-25 %) aufgetrennt. Aliquots der einzelnen Fraktionen
werden mittels SDS-PAGE / Western-Blot Analyse auf ihren Gehalt an GLUT4 (A),
TGN38 (B), ADAMI10 (C) und TACE (D) hin analysiert. Dargestellt sind die relativen
Anteile, bezogen auf die jeweiligen Gesamtmengen im Gradienten, der densitometrisch
bestimmten GLUT4-, TGN38-, ADAMI10- und TACE-Immunreaktivitit in den einzelnen
Fraktionen eines exemplarischen Versuchs. Das Bandenmuster oberhalb der
densitometrischen Auswertung zeigt jeweils den korrespondierenden Western-Blot.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 14) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

GLUT4 (37° C) Fraktion 1: 47 %

GLUT4 (15° C) Fraktion 1: 77,8 %

ADAMI10 (37° C) Fraktion 1: 65,1 %

ADAMI0 (15° C) Fraktion 1: 32,3 % und 2: 50,2 %
TACE (37° C) Fraktion 2: 53 %

TACE (15° C) Fraktion 2: 29,7 % und 3: 31,6 %

TGN38 (15°C) Fraktion 1: 35,9 %
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3.4.2 Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose

Um den Rezirkulationsweg der GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen weitergehend zu
charakterisieren, ist im nachsten Schritt die Clathrin-vermittelte Endozytose durch Inkubation
der Zellen in hypertonem Medium gehemmt worden. Zu diesem Zweck werden die Zellen
zunéchst fiir 30 min in Medium mit Sorbitol (0,45 M) inkubiert und anschlieBend subzellulér
fraktioniert, wie in Kap. 2.11.1 beschrieben.

Der GSV-Marker GLUT4 sowie die Proteasen ADAMI0 und TACE werden nach
subzelluldrer Fraktionierung im Western-Blot nachgewiesen und ihre Verteilung
densitometrisch ausgewertet.

In Abbildung 14A ist exemplarisch fiir einen von drei Versuchen die Verteilung von GLUT4
iiber den Gradienten dargestellt. Bei den unbehandelten Zellen zeigt sich das bekannte Muster
mit einem Gipfel im Bereich der GSVs zwischen Fraktion 5-7 (20,7 % der Gesamtmenge)
sowie einem weiteren Gipfel am Boden des Gradienten (Fraktion 1; 76,1 %), wo endosomale
Membranen und Plasmamembranbruchstiicke sedimentieren. Die in hypertonem Medium
inkubierten Ratl/GLUT4myc-Zellen hingegen weisen eine deutliche Abnahme der GLUT4-
Immunreaktivitdt im Bereich der GSVs zwischen Fraktion 5-7 (0,61 %) bei gleichzeitiger
Zunahme in den Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2; 97,9 %) auf. Das Ausmal} dieser
Umverteilung variiert von Versuch zu Versuch, so dass es im Mittel zu einer Abnahme von
14,1 % = 6,4 % auf 5,2 % = 5,1 % im Bereich der GSVs und einer gleichzeitigen Zunahme
von 80,2 % + 8,6 % auf 92 % + 6,4 % in den Bodenfraktionen nach Inkubation der
Rat1/GLUT4myc-Zellen mit Sorbitol kommt.

Abbildung 14B zeigt die entsprechende Verteilung der ADAMI10-Immunreaktivitit im
Gradienten. Anders als bei GLUT4 nimmt hier der Gipfel im Bereich der GSVs (Fraktion
6-9) bei Inkubation der Zellen mit hypertonem Medium von 17,5 % auf 27,6 % zu. Gleich-
zeitig verringert sich die ADAMI10-Immunreaktivitit am Boden im Bereich grof3er
Membrankompartimente (Fraktion 1 und 2) von 73,8 % auf 64,4 %. Im Mittel kommt es zu
einer Zunahme der ADAM10-Immunreaktivitit von 13,2 % £ 3,3 % auf 23,9 % £+ 9,2 % im
Bereich der GSVs und einer Abnahme von 80 % =+ 6,1 % auf 68,4 % + 9,8 % in den
Bodenfraktionen nach Inkubation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit hypertonem Medium.

Die TACE-Immunreaktivitdt zeigt unter diesen Bedingungen eine dhnliche Umverteilung.
Das Maximum im Bereich der GSVs (Fraktion 5-8) steigt von 8,5 % auf 10,3 % an.

Allerdings bleibt die am Boden des Gradienten sedimentierende TACE-Immunreaktivitat
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nahezu unverindert bei 86,5 % (Kontrolle 87,5 %). Im Mittel kommt es zu keiner nennens-

werten Umverteilung der TACE-Immunreaktivitit nach Inkubation der Zellen mit Sorbitol.

Das Verhalten des GSV-Markers GLUT4 deutet darauf hin, dass der Glucosetransporter auch
in Ratl/GLUT4myc-Zellen im Rahmen seiner konstitutiven Rezirkulation mittels Clathrin-
vermittelter Endozytose internalisiert wird.

Waihrend alle bisherigen Befunde (siehe Kap. 3.3.3 und Kap. 3.4.1) auf eine Assoziation von
ADAMI10 und TACE mit GSVs hinweisen, verhalten sich die beiden Metalloproteasen in
Gegenwart von hypertonem Medium anders als GLUT4. Dies konnte darauf zuriickzufiihren
sein, dass ADAM10 und TACE mit einer Subpopulation von GSVs assoziiert sind, die ein

anderes dynamisches Verhalten zeigt als der Rest der Speichervesikel.
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Abb. 14 Subzelluldre Verteilung von GLUT4, ADAM10 und TACE in unbehandelten und in
mit hypertonem Medium inkubierten Ratl/GLUT4myc-Zellen. Ein vorgereinigtes Homogenat
aus unbehandelten (Kontrolle) oder in hypertonem Medium (0,45 M Sorbitol) inkubierten
Ratl/GLUT4myc-Zellen wird iiber Sedimentationsgeschwindigkeitsgradientenzentrifugation
(5-25 % Glycerin) aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen aus einem exemplarischen Versuch
werden mittels SDS-PAGE / Western-Blot Analyse auf ihren Gehalt an GLUT4 (A),
ADAMI10 (B) und TACE (C) hin analysiert. Dargestellt ist der in den einzelnen Fraktionen
enthaltene prozentuale Anteil der GLUT4-, ADAM10- und TACE-Immunreaktivitit an den
im Gradienten jeweils enthaltenen Gesamtmengen. Das Bandenmuster oberhalb der
densitometrischen Auswertung zeigt die Verteilung der GLUT4-, ADAMI10- und TACE-
Immunreaktivitit im Western-Blot.

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 12) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

GLUT4 (Kontrolle) Fraktion 1: 76,1 %

GLUT4 (hyperton) Fraktion 2: 82 %

ADAMI10 (Kontrolle) Fraktion 1: 61,6 % und 2: 25,6 %
ADAMI10 (hyperton) Fraktion 1: 25,7 % und 2: 51,4 %
TACE (Kontrolle) Fraktion 2: 70,8 %

TACE (hyperton) Fraktion 1: 50,6 % und 2: 35,9 %
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3.4.3 Zelloberflichenanalyse nach Hemmung der Clathrin-vermittelten

Endozytose

Um das Ausmall der Umverteilung von GLUT4 aus den GSVs zur Plasmamembran zu
quantifizieren, wird eine Messung der GLUT4-Immunreaktivitit auf der Zelloberfldche
durchgefiihrt. Eine entsprechende Analyse kann fiir ADAMI10 und TACE nicht durchgefiihrt
werden, da fiir die beiden Proteasen keine Antikorper zur Verfligung stehen, die extrazellulédre
Epitope erkennen.

Zu diesem Zweck wird ein Teil der Ratl/GLUT4myc-Zellen zunichst, wie oben beschrieben,
fiir 30 min in hypertonem Medium (0,45 M Saccharose) inkubiert. Saccharose und Sorbitol
hemmen gleichermaflen die Clathrin-vermittelte Endozytose (Heuser & Anderson, 1989;
Wei et al., 1998; Janez et al., 2000; Li et al., 2001). Die anschlieBende Zelloberflichenanalyse
wird, wie in Kap. 2.16 beschrieben, durchgefiihrt. Das von den Zellen exprimierte GLUT4
tragt extrazelluldr ein myc-Epitop, so dass mittels eines monoklonalen anti-myc Antikorpers
das Protein auf der AuBenseite der Plasmamembran zu detektieren ist. Die Menge an
gebundenem Antikorper wird photometrisch iliber die Umsetzung eines chromogenen
Substrats durch einen HRP-gekoppelten Sekundérantikdrper bestimmt. Als Bezugspunkt
(100 %) dient die bei der Analyse von unbehandelten Ratl/GLUT4myc-Zellen gebildete
Menge an Reaktionsprodukt.

In Abbildung 15 ist die prozentuale Verdnderung der Menge an GLUT4myc-Immun-
reaktivitit auf der Oberfliche von Ratl/GLUT4myc-Zellen unter den beschriebenen
Bedingungen dargestellt (n=3). Nach Inkubation der Zellen mit hypertonem Medium nimmt
die GLUT4-Menge auf der Plasmamembran signifikant von 100 % auf 166 % + 4,3 % zu
(einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben; ** p <0,01).

Die beobachtete Tendenz zur Abnahme von GLUT4 im Bereich der GSVs (siche Abb. 14)
scheint also mit einer entsprechenden Zunahme des Glucosetransporters auf der

Zelloberflache verbunden zu sein.
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Abb. 15 Analyse der Umverteilung von GLUT4myc aus den GSVs zur Plasmamembran nach
Inkubation der Ratl/GLUT4myc-Zellen in hypertonem Medium. Die Zellen werden fiir
30 min in normalem (Kontrolle) oder hypertonem Medium (0,45 M Saccharose) inkubiert.
Bei einer Zelloberflichenanalyse (n=3) werden die Ratl/GLUT4myc-Zellen mittels eines
anti-myc Antikorpers und eines daran bindenden HRP-gekoppelten Sekundirantikorpers auf
thren Gehalt an GLUT4myc-Immunreaktivitit auf der AuBlenseite der Plasmamembran hin
analysiert. Die Menge an gebundenem Antikorper ist proportional zur Menge eines mittels
HRP umgesetzten chromogenen Substrats. Die Absorption des erhaltenen Reaktionsprodukts
wird mittels Spektralphotometer bestimmt und prozentual dargestellt. Als Bezugspunkt
(100 %) dient die bei der Analyse von unbehandelten Ratl/GLUT4myc-Zellen gebildete
Menge an Reaktionsprodukt (** p <0,01).
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3.4.4 Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin

In einer abschliefenden Versuchsreihe ist untersucht worden, ob GSVs in Ratl/GLUT4myc-
Zellen einer regulierten Exozytose unterliegen, wie fiir authentische GSVs in -Fett- und
-Muskelzellen beschrieben. Eine solche spezifische Stimulierbarkeit der Translokation von
GSVs zur Zelloberfliche in nicht Fett- und Muskelzellen hatte bisher nicht zweifelsfrei
demonstriert werden konnen. Die Frage nach der regulierten Exozytose gewinnt hier
zusdtzliche Bedeutung dadurch, dass die GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen nach den in
Kap. 3.3.3 dargestellten Befunden die endogenen Metalloproteasen ADAM10 und TACE
enthalten. Die Aktivitidt beider Proteasen auf der Zelloberfliche wird - auf bisher nicht
geklirte Weise - reguliert und kann u.a. durch Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren,
wie z.B. des Thrombinrezeptors, stimuliert werden. Da auch die Exozytose der GSVs in
Adipozyten iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren induziert werden kann (siehe
Kap. 1.1.1.1), werden im folgenden Ratl/GLUT4myc-Zellen, die den humanen
Thrombinrezeptor heterolog exprimieren, mit Thrombin stimuliert. Hierbei sollen folgende
konkrete Fragen beantwortet werden: Unterliegen GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen einer
regulierten Exozytose und wenn ja, trigt dieser Prozess durch einen Einbau von ADAMI10
und TACE in die Plasmamembran zur beobachteten stimulationsabhingigen Aktivitéts-

steigerung der beiden Proteasen auf der Zelloberflache bei?

3.4.4.1 Charakterisierung des GSV-Markers GLUT4 sowie ADAM10 und
TACE unter Stimulationsbedingungen

Ratl/GLUT4myc-Zellen werden mit Thrombin (1 u/ml) fiir 10 min bei 37° C inkubiert und
anschlieBend mit Hilfe eines Glycerin-Sedimentationsgeschwindigkeitsgradienten (5-25 %
Glycerin) subzelluldr fraktioniert, wie in Kap. 2.11.1 beschrieben. Der heterolog exprimierte
GSV-Marker GLUT4 sowie die Proteasen ADAMIO und TACE werden nach der
subzelluldren Fraktionierung mittels SDS-PAGE / Western-Blot nachgewiesen und ihre
Verteilung densitometrisch analysiert. Des weiteren wird der hPAR1 ebenfalls mittels SDS-
PAGE / Western-Blot analysiert. Da der Rezeptor bei der Aktivierung durch Thrombin
proteolytisch geschnitten wird, ist dies eine gute Kontrolle fiir den Stimulationserfolg.

Abbildung 16A =zeigt die Verteilung von GLUT4 {iiber den Gradienten in einem

exemplarischen von sieben Versuchen. Das nahezu vollstindige Verschwinden der hPARI-
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Immunreaktivitit in den Bodenfraktionen des Gradienten dokumentiert den Erfolg der
Stimulation (Abb. 16B). Diese hat eine Reduktion der GLUT4-Immunreaktivitit im GSV-
Bereich des Gradienten von 24,7 % der Gesamtmenge (Fraktionen 6-9) auf 13,4 %
(Fraktion 7-10) und einen Anstieg im Bereich der Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2), wo
Endosomen und Plasmamembranbruchstiicke sedimentieren, von 60,2 % auf 74,5 % zur
Folge (Abb. 16A).

Der beschriebene Effekt der Thrombinstimulation auf den GSV-Gipfel ist reproduzierbar.
Werden die Werte fiir die GLUT4-Immunreaktivitit aus den sieben durchgefiihrten
Experimenten gemittelt, so kommt es zu einer Abnahme von 26,5 % + 7,2 % auf 13,4 % +
5,5 % im Bereich der GSVs und gleichzeitigen Zunahme von 61,4 % + 10,9 % auf 75,9 % +
9,2 % in den Bodenfraktionen nach Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin.
Die Abnahme im Vesikelbereich nach Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen ist statistisch
signifikant (einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben; ** p <0,01).

Diese Befunde sind mit einem Modell vereinbar, nach dem die Thrombinstimulation eine
vermehrte Exozytose von GSVs und damit eine Translokation von GLUT4 aus den Vesikeln
in die Plasmamembran bewirkt.

Abbildung 16C und D stellt die entsprechenden Verteilungen der Metalloproteasen iiber den
Gradienten in unbehandelten und mit Thrombin inkubierten Ratl/GLUT4myc-Zellen in
einem exemplarischen Versuch dar. Nach Thrombinstimulation zeigt sich fir ADAMI10
(Abb. 16C) eine sehr leichte Abnahme der Immunreaktivitit im Vesikelbereich von 18,7 %
(Fraktion 7-10) auf 17,2 % (Fraktion 9-11), widhrend der Anteil dieser Protease in den
Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2) mit 71,9 % gegeniiber den Kontrollbedingungen mit 72 %
praktisch unverindert bleibt.

Auch das TACE (Abb. 16D) zeigt einen leichten Abfall im Bereich der GSVs infolge der
Thrombinstimulation. Hier nimmt der Anteil im Vesikelbereich nach Stimulation von 22 %
(Fraktion 6-9) auf 17 % (Fraktion 6-9) ab, wihrend der Anteil der TACE-Immunreaktivitit in
den Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2) von 65,5 % auf 71,8 % zunimmt.

Werden die Werte fiir die ADAM10-Immunreaktivitdt aus allen durchgefiihrten Experimenten
gemittelt, so zeigt sich mit einer leichten Abnahme von 19,6 % =+ 3,2 % auf 18,9 % £ 5,5 %
im Vesikelgipfel und einer ebenfalls leichten Abnahme von 60,7 % =+ 13,9 % auf 59,4 % +
13,1 % in den Bodenfraktionen nach Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin
so gut wie keine Verdnderung. Ein anderes Bild ergibt sich fiir die TACE-Immunreaktivitit.
Die Mittelwerte zeigen eine Zunahme der TACE-Immunreaktivitit von 23,9 % £ 10,5 % auf
30,1 % £ 10,3 % im Bereich der Vesikel und gleichzeitig eine Abnahme von 60,2 % + 16,9 %
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auf 51,3 % £ 17 % in den Bodenfraktionen nach Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit
Thrombin. Die Verdnderungen der Anteile der beiden Proteasen im Bereich der GSVs nach
Thrombinstimulation sind statistisch nicht signifikant (einseitiger t-Test flir paarige
Stichproben; * p > 0,05).

Die dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Abnahme der GLUT4-Menge im
GSV-Bereich infolge der Thrombinstimulation nicht mit einer entsprechenden Reduktion der
ADAMI10- und TACE-Immunreaktivitit einhergeht. Dies unterstiitzt den bei den
Untersuchungen mit hypertonem Medium (vergl. Abb. 14) erhobenen Befund, dass die beiden
Metalloproteasen sich moglicherweise in einer Subpopulation von GSVs befinden, die ein

anderes dynamisches Verhalten zeigt, als die iibrigen GLUT4-Vesikel.
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Abb. 16 Verteilung von GLUT4 und hPAR1 sowie der Proteasen ADAM10 und TACE in
unbehandelten und mit Thrombin (1 u/ml fir 10 min) bei 37° C inkubierten
Ratl/GLUT4myc-Zellen. Die Zellen werden mittels Sedimentationsgeschwindigkeits-
gradientenzentrifugation subzelluldr fraktioniert. Die Verteilung der Proteine in einem
exemplarischen Versuch wird mit Hilfe von SDS-PAGE / Western-Blot analysiert und
GLUT4, ADAMI0 und TACE densitometrisch ausgewertet. Dargestellt ist der in den
einzelnen Fraktionen enthaltene prozentuale Anteil der GLUT4- (A), ADAMI10- (C), und
TACE-Immunreaktivitit (D) an den im Gradienten jeweils enthaltenen Gesamtmengen. Im
16slichen Bereich des Gradienten ist sowohl bet ADAMI10 als auch bei TACE eine Bande zu
sehen, die nicht reproduzierbar zu detektieren ist. Da die beiden Proteasen nicht in 16slicher
Form vorkommen, muss es sich hierbei um eine Kreuzreaktivitdt handeln. Daher sind die
entsprechenden Immunreaktivititen bei der densitometrischen Auswertung nicht
beriicksichtigt worden. Das Bandenmuster oberhalb der Auswertung zeigt die Verteilung der
GLUT4- (A), ADAMI10- (C) und TACE-(D) Immunreaktivitit im Western-Blot. Zur
Kontrolle des Stimulationserfolgs sind von der hPAR 1-Immunreaktivitdt nur die ersten beiden
Bodenfraktionen dargestellt, da nur sie nennenswerte Mengen an plasmamembranstindigem
Thrombinrezeptor enthalten (B).

Die Gradientenfraktionen sind vom Boden (Fraktion 1) nach oben (Fraktion 14) aufgetragen.
AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

GLUT4 (Kontrolle) Fraktion 2: 45,6 %
GLUT4 (Thrombin) Fraktion 1: 57,3 %
ADAMI10 (Kontrolle) Fraktion 1: 34,7 % und 37,2 %
ADAMI10 (Thrombin) Fraktion 1: 46,2 % und 25,8 %
TACE (Kontrolle) Fraktion 1: 31,6 % und 33,9 %

TACE (Thrombin) Fraktion 1: 36,9 % und 2: 34,9 %
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3.4.4.2 Zelloberflachenanalyse der Ratl/GLUT4myc-Zellen nach

Thrombinstimulation

3.4.4.2.1 Quantitative Analyse von GLUT4 auf der Plasmamembran

Um zu iiberpriifen, ob die Abnahme der GLUT4-Immunreaktivitit im Vesikelbereich bei
Thrombinstimulation tatsdchlich mit einer exozytotischen Umverteilung zur Plasmamembran
einhergeht, wird auch hier eine Messung der GLUT4-Immunreaktivitdt auf der Zelloberflache
durchgefiihrt.

Dazu werden Ratl/GLUT4myc-Zellen fir 10 min in Thrombin enthaltendem Medium
(1 u/ml) inkubiert, wie oben beschrieben. AnschlieBend wird eine Zelloberflichenanalyse
durchgefiihrt, wie in Kap. 2.16 dargestellt.

In Abbildung 17 ist die prozentuale Verianderung der Menge an GLUT4myc-Immun-
reaktivitit auf der Oberfliche von Ratl/GLUT4myc-Zellen gezeigt (n=5). Die Stimulation der
Zellen mit Thrombin fiihrt hier zu einer signifikanten Zunahme auf mehr als das Doppelte
(von 100 % auf 226 % =+ 15,5 %; einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben; ** p <0,01).

Dies deutet darauf hin, dass die beschriebene GLUT4-Abnahme im Vesikelbereich (siche
Abb. 16) auf einen vermehrten Einbau des Glucosetransporters in die Plasmamembran

zuruckzufiihren ist.
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Abb. 17 Analyse der Umverteilung von GLUT4myc aus den GSVs zur Plasmamembran nach
Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin. Die Zellen werden nach Stimulation
mit Thrombin bzw. Inkubation unter Kontrollbedingungen mittels Zelloberflichenanalyse
(n=5) untersucht. Bei einer Zelloberflichenanalyse (n=5) werden die Ratl/GLUT4myc-Zellen
mittels eines anti-myc Antikorpers und eines daran bindenden HRP-gekoppelten Sekundir-
antikorpers auf ihren Gehalt an GLUT4myc-Immunreaktivitit auf der AuBenseite der
Plasmamembran hin analysiert. Die Menge an gebundenem Antikorper ist proportional zur
Menge eines mittels HRP-umgesetzten chromogenen Substrats. Die Absorption des
erhaltenen Reaktionsprodukts wird mittels Spektralphotometer bestimmt und prozentual
dargestellt. Als Bezugspunkt (100 %) dient die bei der Analyse von unbehandelten
Rat1/GLUT4myc-Zellen gebildete Menge an Reaktionsprodukt (** p < 0,01).
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3.4.4.2.2 Quantitative Analyse des Transferrinrezeptors auf der Zelloberflache

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die durch Thrombin stimulierte Zunahme von
GLUT4 auf der Plasmamembran zumindest zum Teil auf einer vermehrten Rezirkulation
endosomaler, GLUT4-enthaltender Transportvesikel beruht, wird auch das Verhalten des
Transferrinrezeptors bei Stimulation der Zellen mit Thrombin analysiert.

Dafiir werden Ratl/GLUT4myc-Zellen erneut mit Thrombin enthaltendem Medium (1 u/ml)
fiir 10 min inkubiert. Es folgt eine Zelloberflichenanalyse, wie in Kap. 2.16 beschrieben.
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Abb. 18 Analyse der Umverteilung von GLUT4myc und Transferrinrezeptor nach
Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin. Die Zellen werden nach Stimulation
mit Thrombin bzw. Inkubation unter Kontrollbedingungen mittels Zelloberflichenanalyse
(n=3) auf ihren Gehalt an GLUT4myc- (dunkelgrau) und Transferrinrezeptor-Immun-
reaktivitdt (hellgrau) auf der Aulenseite der Plasmamembran hin analysiert. Dabei werden die
Ratl/GLUT4myc-Zellen mittels eines anti-myc bzw. anti-Transferrinrezeptor Antikorpers
und eines daran bindenden HRP-gekoppelten Sekundirantikérpers untersucht. Die Menge an
gebundenem Antikorper ist proportional zur Menge eines mittels HRP-umgesetzten
chromogenen Substrats. Die Absorption des erhaltenen Reaktionsprodukts wird mittels
Spektralphotometer bestimmt und prozentual dargestellt. Als Bezugspunkt (100 %) dient die
bei der Analyse von unbehandelten Ratl/GLUT4myc-Zellen gebildete Menge an
Reaktionsprodukt (** p < 0,01 fiir GLUT4 bzw. * p > 0,05 fiir den Transferrinrezeptor).
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In Abbildung 18 ist die prozentuale Verdnderung der Menge an GLUT4myc-Immun-
reaktivitit auf der Oberfliche von Ratl/GLUT4myc-Zellen als Kontrolle fiir den
Stimulationserfolg dargestellt (n=3). Erneut kommt es nach Stimulation der Zellen mit
Thrombin zu einer deutlichen, signifikanten Zunahme von GLUT4myc auf der
Plasmamembran (von 100 % auf 186 % + 1,2 %; einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben;
¥ p < 0,01). Dagegen verdndert sich die Menge des Transferrinrezeptors auf der
Zelloberfliche unter Stimulationsbedingungen nicht signifikant (von 100 % auf 108 % =+
5,7 %; einseitiger t-Test fiir paarige Stichproben; * p > 0,05).

Dieser Befund deutet darauf hin, dass der endosomale Rezirkulationsweg durch die
Thrombinstimulation nicht merklich beeinflusst wird. Das vermehrt in die Plasmamembran

eingebaute GLUT4 stammt daher mit hoher Wahrscheinlichkeit vor allem aus GSVs.

3.4.4.3 Stimulation von nicht mit GLUT4myc transfizierten Ratl-Zellen mit

Thrombin

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die heterologe Expression von GLUT4 einen
Einfluss auf die stimulationsabhidngige Dynamik der ADAMI10- und TACE-enthaltenden
Vesikel hat, werden die Auswirkungen einer Thrombinstimulation auf die beiden Proteasen
auch an Rat1-Zellen untersucht, die kein GLUT4 exprimieren.

Dafiir werden Ratl-W575-Zellen ebenfalls mit Thrombin fiir 10 min inkubiert und
anschlieBend tiiber einen Glycerin-Sedimentationsgeschwindigkeitsgradienten (5-25 %)
subzelluldr fraktioniert. Die erhaltenen Fraktionen werden geféllt und mittels SDS-PAGE /
Western-Blot analysiert und densitometrisch ausgewertet.

In Abbildung 19 sind exemplarisch fiir einen von drei Versuchen die entsprechenden
Verteilungen der Metalloproteasen iiber den Gradienten in stimulierten und unter Kontroll-
bedingungen inkubierten Ratl-W575-Zellen zu sehen. Das erneute fast vollstindige
Verschwinden der hPAR1-Immunreaktivitit in den Bodenfraktionen des Gradienten zeigt den
Erfolg der Stimulation (Abb. 19A). Nach Thrombinstimulation kommt es zu einem leichten
Anstieg der ADAMI10-Immunreaktivitit (Abb. 19B) im Vesikelbereich (Fraktion 7-10) von
16,6 % auf 23,2 %. Gleichzeitig geht der Anteil der Protease ADAMI0 in den
Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2) von 67,5 % auf 62,6 % zurtiick.

Das TACE (Abb. 19C) zeigt nach Stimulation der Zellen mit Thrombin im Bereich der
Vesikel (Fraktion 7-10) einen leichten Abfall von 26,7 % auf 23,2 %, wihrend es im Bereich
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der Bodenfraktionen (Fraktion 1 und 2) zu einem Anstieg der TACE-Immunreaktivitidt von
56,2 % auf 62,8 % kommt.

Werden die Werte aus den drei Versuchen gemittelt, so kommt es zu einer Zunahme der
ADAMI10-Immunreaktivitit von 11,1 % + 4,7 % auf 13,4 % + 9,3 % im Vesikelbereich und
zu einer gleichzeitigen Abnahme von 78,6 % + 9,6 % auf 75,5 % + 15,4 % in den Boden-
fraktionen nach Stimulation der Ratl-W575-Zellen mit Thrombin. Die TACE-Immun-
reaktivitdt nimmt im Mittel nach Inkubation der Zellen mit Thrombin im Bereich der Vesikel
von 26,5 % + 5,8 % auf 24,9 % + 3,3 % ab und am Boden des Gradienten von 60,4 % =+
10,8 % auf 63,9 % =+ 4,3 % zu. Die Verianderungen der Anteile der beiden Proteasen im
Vesikelbereich des Gradienten nach Thrombinstimulation sind statistisch wiederum nicht
signifikant (zweiseitiger Zweistichproben-t-Test fiir unabhingige Zufallsstichproben;
*p>0,05).

Die gezeigten Befunde weisen darauf hin, dass eine Thrombinstimulation auch in Ratl-
Zellen, die kein GLUT4 exprimieren, nicht zu einer nennenswerten Abnahme der Mengen an

vesikelassoziierten ADAM10 und TACE fiihrt.
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Abb. 19 Darstellung der Verteilung von ADAMI10 und TACE in unbehandelten und mit
Thrombin inkubierten Rat1-W575-Zellen. Die Zellen werden nach Stimulation mit Thrombin
bzw. Inkubation unter Kontrollbedingungen mit Hilfe eines Glycerin-Sedimentations-
geschwindigkeitsgradienten (5-25 %) subzelluldr fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen eines
exemplarischen Versuchs werden mittels SDS-PAGE / Western-Blot Analyse auf ihren
Gehalt an hPAR1 (A), ADAM10 (B) und TACE (C) hin analysiert. Dargestellt sind die
relativen Anteile, bezogen auf die jeweilige Gesamtmenge des Gradienten, der
densitometrisch bestimmten ADAM]10-Immunreaktivitit sowie der TACE-Immunreaktivitit
in den einzelnen Fraktionen. Im 16slichen Bereich des Gradienten ist sowohl bei ADAMI10 als
auch bei TACE eine Bande zu sehen, die nicht reproduzierbar zu detektieren ist. Da die
beiden Proteasen nicht in I6slicher Form vorkommen, muss es sich hierbei um eine
Kreuzreaktivitit handeln. Daher sind die entsprechenden Immunreaktivititen bei der
densitometrischen Auswertung nicht berticksichtigt worden. Das Bandenmuster oberhalb der
Auswertung zeigt die Verteilung der ADAMI10- und TACE-Immunreaktivitdt im Western-
Blot. Zur Kontrolle des Stimulationserfolgs sind von der hPAR1-Immunreaktivitit nur die
ersten beiden Bodenfraktionen dargestellt, da nur sie nennenswerte Mengen an
plasmamembranstdndigem Thrombinrezeptor enthalten (A).

AuBerhalb des Darstellungsbereichs:

ADAMI10 (Kontrolle) Fraktion 1: 29,4 % und 2: 38,1 %
ADAMI10 (Thrombin) Fraktion 1: 26,1 % und 2: 36,6 %
TACE (Kontrolle) Fraktion 2: 32,7 %

TACE (Thrombin) Fraktion 1: 25,3 % und 2: 37,7 %
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4 Diskussion

GLUT4-Vesikel in Fett- und Muskelzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation des
Blutzuckerspiegels. Sie dienen der intrazelluldren Speicherung von GLUT4 in Abwesenheit
von Insulin und dem raschen exozytotischen Einbau dieses Glucosetransporters in die
Plasmamembran bei Insulinstimulation (Ubersichtsartikel: James et al., 1994; Pessin et al.,
1999; Simpson et al., 2001; Dugani & Klip, 2005; vergl. Kap. 1.1). Auch in verschiedenen
Zellinien, die normalerweise kein GLUT4 exprimieren, wie z.B. PC12-, CHO-, und 3T3-
Zellen konnen solche GSVs nach Transfektion mit dem Glucosetransporter identifiziert
werden (Herman et al., 1994). Welche physiologische Bedeutung die Speichervesikel in den
zuletzt genannten Zelltypen haben, ist bisher vollig ungeklart. Ein Vergleich von GSVs aus
transfizierten CHO-Zellen mit authentischen GSVs aus Fett- und Muskelzellen zeigt
zahlreiche Gemeinsamkeiten: Die Vesikel haben einen Durchmesser von 60-90 nm. Sie
enthalten neben GLUT4 die Aminopeptidase IRAP sowie das kleine G-Protein Rab4. In
Abwesenheit von Insulin rezirkulieren die GSVs konstitutiv. An ihrer Biogenese ist ein
endosomales Donorkompartiment beteiligt (Herman et al., 1994; Wei et al., 1998; Lim et al.,
2001). Auf Grund dieser Ubereinstimmungen wurde ein Modell postuliert, nach dem GSV-
artige Speichervesikel in vielen, wenn nicht allen, Sdugerzelltypen fiir die intrazelluldre
Speicherung und die regulierte Exozytose spezifischer Plasmamembranproteine zustindig
sein konnten (Herman et al., 1994). Ein Ansatz zur Uberpriifung dieser Arbeitshypothese
besteht in der Analyse von GSVs aus Zellen, die normalerweise kein GLUT4 exprimieren, auf
ihren Gehalt an Membranproteinen, die unter Stimulationsbedingungen auf der Zelloberflache
akkumulieren und auf eine mdgliche regulierte Exozytose.

Beide Fragestellungen stehen im Zentrum der vorliegenden Arbeit. Als Untersuchungsobjekt
dienen hierbei Ratl-Zellen. Diese Zellinie exprimiert mindestens ein Protein, dessen Aktivitét
unter Stimulationsbedingungen auf der Zelloberfliche stark ansteigt. Hierbei handelt es sich
um eine proHB-EGF hydrolysierende Protease (Prenzel et al., 1999). Dariiber hinaus ist auch
die Bildung von GSVs in Ratl-Zellen bereits nachgewiesen worden (Bonzelius & Herman,
unverdffentlichte Daten; Fohrer, Diplomarbeit, 2001). Ein weiterer Vorteil des hier
verwendeten Ratl-Klons ist, dass er den humanen Thrombinrezeptor, einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor, stabil liberexprimiert. Die Stimulation von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren fithrt zu der von Prenzel et al. (1999) beschriebenen Zunahme der

Proteaseaktivitiat auf der Oberfliche dieser Zellen. Dariiber hinaus stimuliert der aktivierte
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Thrombinrezeptor G,q (LaMorte et al., 1993) die gleiche G-Protein-Untereinheit, die bei
Aktivierung des Endothelin-Rezeptors eine Translokation von GSVs in Adipozyten vermittelt
(Ishibashi et al., 2001; siehe Kap. 1.1.1.1). Damit ist zumindest ein potentieller Stimulus zur
Auslosung einer Exozytose der GSVs bekannt, der gleichzeitig auch eine Aktivititszunahme

endogen exprimierter Membranproteine auf der Zelloberflache bewirkt (vergl. Kap. 4.4.1).

4.1 Stabile Expression von GLUT4

Frithere Untersuchungen zeigen, dass eine transiente Expression von GLUT4 in den hier
verwendeten Ratl-Zellen nur sehr unbefriedigende Ergebnisse liefert. Zum einen ist die
Expressionsrate des Glucosetransporters unter diesen Bedingungen sehr niedrig, und zum
anderen scheint auch die Menge an stabil exprimiertem Thrombinrezeptor vermindert zu sein
(Bonzelius & Herman, unverdftentlichte Daten).

Aus diesem Grund sind fiir die vorliegende Untersuchung stabile Transfektanten der Ratl-
Zellen mit einem GLUT4myc-Konstrukt hergestellt worden. Ratl-Zellen waren bereits frither
schon einmal mit Wildtyp-GLUT4 aus der Ratte stabil transfiziert worden (Fohrer,
Diplomarbeit, 2001). Damals wurde der pcDNA3-Expressionsvektor verwendet, der eine
G418-Resistenz enthidlt. Da die Zellinie, die den humanen Thrombinrezeptor exprimiert,
bereits liber eine G418-Resistenz verfiigt, waren die positiven Klone iiber eine Cotransfektion
mit dem sogenannten pTracer-Plasmid, das eine Zeozin-Resistenz trigt, selektiert worden.
Die Transfektionseffizienz war mit zwei von iiber einhundert analysierten, Zeozin-resistenten
Klonen sehr gering gewesen. Auch war die Intensitidt der GLUT4-Expression beider Klone zu
niedrig, um Experimente wie die Immunadsorption von GSVs durchfiihren zu kénnen. Des
weiteren kann GLUT4 bei beiden Klonen nicht selektiv auf der Plasmamembran detektiert
werden, da es keine Antikorper gegen die extrazelluliren Doménen des Glucosetransporters
gibt. Aus diesem Grund ist fiir die vorliegende Arbeit ein Vektor mit einem GLUT4-
Konstrukt verwendet worden, das ein myc-Epitop in der ersten extrazellulairen Doméne tragt
(pcXN2-GLUT4myc). Auch dieser Vektor verfligt iiber eine G418-Resistenz. Daher wird
diese Resistenz aus dem pcXN2-Vektor entfernt und durch eine Zeozin-Resistenz ersetzt. Bei
der anschlieBenden stabilen Transfektion der Ratl-Zellen mit diesem Vektor zeigen sechs der
insgesamt 48 analysierten Klone (13 %) eine GLUT4myc-Expression. Die Transfektions-

effizienz ist in diesem Fall also weitaus hoher als bei der beschriebenen Cotransfektion von
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GLUT4-cDNA und Zeozin-Resistenz, die sich in zwei verschiedenen Vektoren befanden
(Fohrer, Diplomarbeit, 2001). Jedoch ist der Anteil der positiven Klone etwas niedriger als fiir
die stabile Transfektion von CHO-, PC12- und 3T3-Zellen mit GLUT4 beschrieben
(Herman et al., 1994). Unter den von den Autoren genannten Bedingungen sind jeweils etwa
20 % der selektierten Klone GLUT4-positiv. Es kann natiirlich nicht ausgeschlossen werden,
dass der verwendete Rat1-Klon prinzipiell schwierig zu transfizieren ist.

Die Analyse der intrazelluldren Lokalisation von GLUT4 mittels subzelluldrer Fraktionierung
zeigt die gleiche Verteilung, die fiir Adipozyten sowie transfizierte CHO-, PC12- und 3T3-
Zellen beschrieben ist (Herman et al., 1994). Ein deutlicher Gipfel markiert die Lokalisation
der GSVs etwa in der Mitte des Glyceringradienten und ein zweites Maximum zeigt sich in
den Bodenfraktionen. Da die GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen das gleiche Sedimentations-
verhalten zeigen wie in transfizierten CHO-, PC12- und 3T3-Zellen, kann man davon
ausgehen, dass sie auch etwa die gleiche GroBenverteilung aufweisen. Die Identitdt der
GLUT4-enthaltenden Membrankompartimente am Boden des Gradienten ldsst sich nicht
eindeutig kldren, da hier ein Gemisch aus verschiedenen, grolen Membranen sedimentiert. In
diesem Bereich konnen Marker fiir endosomale Kompartimente und das TGN (Wei et al.,

1998) sowie fiir die Plasmamembran (Lim et al., 2001) detektiert werden.
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4.2 Ist eine proHB-EGF hydrolysierende Protease in Ratl/GLUT4myc-

Zellen mit GSVs assoziiert?

GLUT4 ist, wie beschrieben, ein essentieller Marker fiir den Nachweis von GSVs und
eroffnet dariiber hinaus die Moglichkeit, die Vesikel mittels Immunadsorption weiter
aufzureinigen. Die Funktion der GSVs in Ratl-Zellen ldsst sich jedoch nur anhand ihrer
endogen exprimierten Membranproteine erschlieBen. Daher werden die GSVs in der
vorliegenden Arbeit unter anderem gezielt auf ihren Gehalt an einem endogenen
Membranprotein hin untersucht, dessen Funktion bekannt ist und dessen biologische Aktivitit
auf der Zelloberfldche iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren reguliert wird (vergl. Kap. 1.2).
Auf diese Weise soll nicht nur die Membranzusammensetzung der GSVs weiter
charakterisiert werden, sondern vor allem die oben genannte Arbeitshypothese zur Funktion
dieser Vesikel experimentell iiberpriift werden. Bei dem genannten Membranprotein handelt
es sich um die in Ratl-Zellen und anderen Zellinien von Prenzel et al. (1999) teilweise
charakterisierte proHB-EGF hydrolysierende Proteaseaktivitit. Diese Enzymaktivitit setzt auf
der Zelloberfliche durch hydrolytische Spaltung aus proHB-EGF den 16slichen
Wachstumsfaktor HB-EGF frei. HB-EGF ist ein autokrin bzw. parakrin wirkender Botenstoff,
der zur Familie der EGF-Rezeptor-Liganden gehort. Die Aktivierung dieses Rezeptors durch
HB-EGF spielt beispielsweise bei der Zellproliferation und der Wundheilung eine Rolle
(siehe Kap. 1.2.1). Nach den Befunden von Ullrich und Mitarbeitern (Daub et al., 1996)
exprimieren auch Ratl-Zellen den EGFR auf der Plasmamembran. Er scheint hier vor allem

an der Regulation der DNA-Synthese und der Zellproliferation beteiligt zu sein.
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4.2.1 Charakterisierung der Lokalisation einer proHB-EGF spaltenden
Proteaseaktivitit in Ratl/GLUT4myc-Zellen

Eine Schwierigkeit bei der Arbeit mit der proHB-EGF spaltenden Enzymaktivitit liegt darin
begriindet, dass kein kommerziell erhiltliches Substrat existiert, dessen Umsetzung leicht
bestimmt werden kann. Da es sich bei proHB-EGF um ein Glykoprotein handelt
(Ubersichtsartikel: Massague & Pandiella, 1993), kann dieses natiirliche Substrat auch nicht
aus transformierten Bakterien gewonnen werden. Aus diesem Grund wird das proHB-EGF in
einer Saugerzellinie (CHO/GLUTA4-Zellen) {berexprimiert und anschlieBend grob
aufgereinigt. Die Verwendung eines Konstruktes mit einem VSVG-Epitop am
carboxyterminalen Ende erlaubt die einfache Detektion von Hydrolyseprodukten nach
gelelektrophoretischer Auftrennung im Western-Blot.

Als Zelloberflichenprotein sollte das VSVG-proHB-EGF vor allem in der Plasmamembran,
eventuell aber auch im ER und im Golgi-Apparat akkumulieren. Nach Dichtegradienten-
zentrifugation zeigen sich dann auch zwei VSVG-proHB-EGF Gipfel im Saccharose-
gradienten, von denen einer in einem Bereich liegt, in dem die Plasmamembran nach den
Befunden anderer Autoren sedimentiert (ca. 40 % Saccharose, Clift-O’Grady et al., 1998).
Mit dem im Bereich der Plasmamembran angereicherten Protein steht bereits ein durchaus
brauchbares Substrat zur Verfiigung, so dass auf eine weitergehende Aufreinigung verzichtet
werden kann.

Interessanterweise scheinen nicht alle VSVG-proHB-EGF Formen unter den hier
verwendeten Versuchsbedingungen gleichermaflen hydrolysiert zu werden. In der Mehrzahl
der Versuche ist vor allem eine Bande mit M; ca. 17 kDa betroffen.

Grundsitzlich eignet sich die Intensititsabnahme einzelner Banden eher als Mal} fiir die
Hydrolyse von VSVG-proHB-EGF als die Zunahme von Abbauprodukten geringeren
Molekulargewichts, da Hydrolyseprodukte ohne vollstindigen Carboxyterminus wegen des
fehlenden VSVG-Epitops nicht nachgewiesen werden konnen. Das von Prenzel et al. (1999)
hauptsichlich detektierte Abbauprodukt mit M; ca. 9 kDa tritt hier gar nicht in Erscheinung.
Dies liegt moglicherweise daran, dass die genannten Autoren fiir ihre Analyse der proHB-
EGF Spaltung zum Teil Tris-Tricin-SDS Gele verwenden (Schigger & von Jagow, 1987), die
sich besonders gut zur Auftrennung niedermolekularer Polypeptide eignen.

Die hier vorgestellte Untersuchung zeigt deutlich, dass tatsdchlich mindestens eine Protease
mit den GSVs aus Ratl-Zellen assoziiert ist, die die 17 kDa-Form von proHB-EGF

reproduzierbar spaltet. Mittels Immunadsorption ist die GSV-assoziierte proteolytische
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Aktivitdit weiter untersucht worden. Dabei zeigt sich, dass etwa % der proHB-EGF
hydrolysierenden Proteaseaktivitit(en) mit GLUT4 in GSVs colokalisiert sind. Das
verbleibende Drittel der Protease(n) scheint in anderen Vesikeln vorzukommen, die die
gleiche Grofle wie GSVs haben, aber kein GLUT4 enthalten. Interessanterweise ist dieses
Verhiéltnis der Colokalisation mit GSVs dhnlich wie das der IRAP, die ein gut untersuchtes
GSV-assoziiertes Protein ist. Auch die Vesikel-assoziierte IRAP ist in verschiedenen
Zelltypen zu ca. 70 % mit GLUT4 colokalisiert (Lee et al., 1999; Miiller et al.,
unverdffentlichte Daten; Ubersichtsartikel: Keller, 2004), wihrend rund 30 % Teil von
anderen Vesikeln sind, die die gleiche Groenverteilung wie GSVs aufweisen.

Es existieren derzeit verschiedene zum Teil widerspriichliche Hinweise darauf, welche
Ektoproteasen proHB-EGF unter physiologischen Bedingungen spalten. Suzuki et al. (1997)
zeigen, dass die Metalloprotease MMP-3 eine Chimére aus HB-EGF und der alkalischen
Phosphatase in vitro hydrolysiert. MMP-3 kommt aber als GSV-assoziiertes Membranprotein
nicht in Frage, weil es sich hierbei um ein lsliches Enzym handelt, das in den Extrazellulér-
raum ausgeschiittet wird. Die Befunde von Izumi et al. (1998) deuten darauf hin, dass die
Metalloprotease ADAMY in Vero-H-Zellen eine Rolle bei der Spaltung von proHB-EGF
spielt. Die von Prenzel et al. (1999) beschriebene Hydrolyse des proHB-EGF in
verschiedenen Zellinien ldsst sich jedoch nicht durch die Expression einer dominant-
negativen Mutante von ADAMY9 hemmen. Daher scheint es sich in Ratl-Zellen um eine
andere proHB-EGF hydrolysierende Protease als ADAMY zu handeln. Auch ADAMI10 (in
COS7-Zellen; Yan et al., 2002), ADAMI12 (in primdren Kardiomyozyten; Asakura et al.,
2002) und TACE (in primdren Fibroblasten; Sunnarborg et al., 2002) kénnen proHB-EGF
hydrolysieren. In einer weiteren Studie konnte jedoch keine hydrolytische Spaltung von
proHB-EGF durch ADAM9 und ADAMI2 in Fibroblasten aus Mausembryonen detektiert
werden (Sahin et al., 2004). ADAMI10 und TACE =zeigen dagegen auch bei dieser
Untersuchung eine entsprechende Aktivitit. Die Autoren spekulieren, dass das
widerspriichliche Verhalten von ADAM9 und ADAMI2 bei verschiedenen Untersuchungen
moglicherweise auf die unterschiedlich starke Expression der beiden Proteasen in den

verwendeten Zelltypen zuriickzufiihren ist.
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4.2.2 Sind die Proteasen ADAM10 und TACE mit GSVs assoziiert?

Von den drei vielversprechendsten Kandidaten fiir eine GSV- und Plasmamembran-
assoziierte proHB-EGF hydrolysierende Aktivitidt - ADAM10, ADAM12 und TACE - werden
ADAMI10 und TACE analysiert. ADAMI12 ist nicht untersucht worden, da es keinen gut
charakterisierten kommerziell erhéltlichen Antikorper gibt, der unter den hier verwendeten
Bedingungen mit ADAMI2 aus der Ratte reagiert. Bei der Analyse von ADAM10 und TACE
zeigt sich, dass die beiden Enzyme im Glyceringradienten eine dhnliche Verteilung wie
GLUT4 aufweisen. Ein deutliches Maximum im Vesikelbereich demonstriert die
Colokalisation mit GSVs bzw. Vesikeln dhnlicher GroBe und ein zweiter Gipfel zeigt sich in
den Bodenfraktionen. Um die Frage zu beantworten, ob ADAMI10 und TACE mit GSVs
assoziiert sind, ist eine Immunadsorption durchgefiihrt worden. Die beschriebenen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die beiden untersuchten Metalloproteasen nahezu vollstindig mit
GLUT4 in GSVs colokalisiert sind. Kein anderes bisher mittels Immunadsorption
untersuchtes Membranprotein zeigt einen so hohen Grad an Colokalisation mit dem
Glucosetransporter in GSVs. ADAMI10 und TACE scheinen mit einer Subpopulation von
GSVs assoziiert zu sein, die besonders viel GLUT4 enthalten. Hierfiir sprechen mehrere
Befunde: Beide Proteasen binden zu fast 100 % an die mit anti-GLUT4 Antikérpern
gekoppelten magnetischen Beads, wihrend im Mittel etwa 95 % des GLUT4 gebunden wird.
In einzelnen Versuchen, bei denen die Bindung von GLUT4 an die mit anti-GLUT4 Anti-
korpern gekoppelten magnetischen Beads nur ca. 70 % betrigt, werden dennoch fast 100 %
der Metalloproteasen gebunden. Dariiber hinaus wurde im Rahmen von Vorversuchen auch
ein Protokoll getestet, bei dem die GSVs mit Hilfe von Essigsdure (pH 3) von den Beads
abgelost wurden. Hierbei konnten nur weniger als die Hilfte des gesamten GLUT4 und keine
detektierbare Mengen an ADAMI10 und TACE eluiert werden. Das deutet darauf hin, dass
beide Proteasen mit den am stérksten gebundenen GSVs assoziiert sind. Auch dieser Befund
ist vereinbar mit der Annahme, dass ADAM10 und TACE Bestandteil einer Subpopulation
von GSVs mit besonders hohem GLUT4-Gehalt sind. Damit sind beide Enzyme zumindest
mitverantwortlich fiir den zuvor beschriebenen GSV-assoziierten Anteil an vesikuldrer
proHB-EGF hydrolysierender Aktivitit. Welche Proteasen die verbleibenden 35 % dieser
Aktivitdt ausmachen, die mit anderen Vesikeln assoziiert sind, ist bisher unklar. Der Vorteil
eines so komplexen Zusammenspiels verschiedener Enzymaktivititen liegt wahrscheinlich
unter anderem darin, dass die Zelle an mehreren Stellen regulierend in die Prozessierung von

proHB-EGF - und vielleicht auch anderer Wachstumsfaktoren - eingreifen kann. Dariiber
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hinaus ermoglicht die Assoziation unterschiedlicher Zelloberflichenproteine mit
verschiedenen Vesikeltypen potentiell eine differentielle Regulation der entsprechenden
biologischen Aktivitdten. So werden auf ein spezifisches Signal hin nicht alle Vesikel-

assoziierten Proteine zur Plasmamembran transportiert.

4.3 Assoziation des humanen Thrombinrezeptors und eines TGN-
Markerproteins mit intrazelluliren Membrankompartimenten in

Rat1l/GLUT4myc-Zellen

Befunde anderer Autoren (Hein et al., 1994) deuten darauf hin, dass auch der von
Rat1-W575-Zellen stabil exprimierte humane Thrombinrezeptor in einem intrazelluldren
Speicherkompartiment akkumuliert. Aus diesem Kompartiment kann hPARI unter
Stimulationsbedingungen zur Zelloberfliche mobilisiert werden. Die physiologische
Bedeutung eines solchen Speicherkompartiments liegt sehr wahrscheinlich darin, dass bei
langer anhaltender Stimulation ein intrazelluldrer Vorrat an fertig synthetisiertem Rezeptor
schnell als Ersatz fiir den hydrolysierten Thrombinrezeptor auf der Plasmamembran
verwendet werden kann (Ubersichtsartikel: Coughlin, 1999; Coughlin, 2000). Es liegt daher
nahe, eine mdgliche Assoziation von hPARI mit GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen zu
iiberpriifen. Die hier erhobenen Daten zeigen, dass der humane Thrombinrezeptor tatsdchlich
in der Mitte des Gradienten mit einer Population von Vesikeln assoziiert ist. Die Hauptmenge
des Vesikel-assoziierten Thrombinrezeptors sedimentiert im Glyceringradienten jedoch etwas
schneller als GLUT4 und scheint daher in Vesikeln lokalisiert zu sein, die etwas grof3er sind
als GSVs. Die unterschiedliche Identitit von GLUT4- und hPARI1-Vesikeln konnte im

Rahmen einer Immunadsorption bestétigt werden.

Da GLUT4 im Rahmen seiner Biosynthese voriibergehend mit Elementen des TGN assoziiert
ist, sollte auch untersucht werden, ob TGN-Vesikel moglicherweise Bestandteil des GSV-
Gipfels im Gradienten sind. Die subzelluldre Verteilung von TGN38 zeigt ein deutlich nach
rechts verschobenes Maximum im Vergleich zu GLUT4. Dies weist darauf hin, dass TGN-
Vesikel einen kleineren Durchmesser als GSVs aufweisen. Mit dem hier verwendeten
Fraktionierungsprotokoll werden die TGN-Vesikel also bereits gut von den GSVs abgetrennt.

Zusétzlich ist mittels Immunadsorption iiberpriift worden, ob es eine messbare Colokalisation
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von vesikuldrem GLUT4 mit vesikuldrem TGN38 gibt. Hierbei zeigt sich keine statistisch
signifikante Assoziation von TGN38 mit GLUT4-enthaltenden Vesikeln. Der Grofteil der
Proteasen ADAMI10 und TACE, die mit GSVs assoziiert sind, zeigt im Glyceringradienten
keinerlei Uberlappung mit TGN-Vesikeln, da die Metalloproteasen im Gegensatz zu TGN38
in groferen vesikuldren Kompartimenten vorkommen. Diese Befunde weisen darauf hin, dass
es sich bei der Subpopulation der Vesikel, mit denen ADAM10 und TACE assoziiert sind,
nicht um TGN-Vesikel handelt. Ein dhnliches Bild ergibt sich aus der unterschiedlichen
Verteilung des Thrombinrezeptors und des TGN-Markers im Gradienten. Auch hier ist keine
Uberlappung beider Proteine erkennbar. Der Vesikel-assoziierte hPAR1 sedimentiert deutlich
schneller als TGN38.
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4.4  Dynamik der GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen

4.4.1 Analyse der regulierten Exozytose der GSVs

Nachdem der erste Teil unserer Arbeitshypothese, dass ADAM10 und TACE Bestandteil von
GSVs sind, bestitigt werden konnte, stellt sich nun natiirlich die Frage, ob die beiden
Proteasen auch mittels regulierter Exozytose in die Plasmamembran eingebaut werden. In
Fett- und Muskelzellen konnte eine regulierte Exozytose von GSVs schon gezeigt werden,
jedoch nicht in Zelltypen, die endogen kein GLUT4 enthalten. Um dies zu untersuchen, sind
Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin, das den von diesen Zellen heterolog exprimierten
humanen Thrombinrezeptor aktiviert, stimuliert worden. Dabei ist es zu einer Abnahme von
GLUT4 im Bereich der GSVs im Gradienten und einer damit einhergehenden Zunahme am
Boden des Gradienten, wo Endosomen und Plasmamembranbruchstiicke sedimentieren,
gekommen. Dies deutet zwar bereits auf eine Translokation hin. Im Hinblick auf die Zunahme
von GLUT4 auf der Plasmamembran ist der Befund alleine jedoch noch nicht sehr
aussagekriftig, da am Boden des Gradienten verschiedene Kompartimente sedimentieren.
Daher ist ergdnzend auch eine Zelloberflichenanalyse durchgefiihrt worden. Bei diesem
experimentellen Ansatz bestétigte sich die deutliche Zunahme von GLUT4myc auf der

Plasmamembran, die offensichtlich mit einer Abnahme im Bereich der GSVs einhergeht.

Auch in vaskuldren Skeletmuskelzellen aus der Ratte fiihrt eine Stimulation mit Thrombin zu
einer erhohten Glucoseaufnahme. Dies scheint jedoch nicht mit einer GLUT4-Translokation
einher zu gehen (Kanda & Watanabe, 2005). Dagegen fiihrt die Thrombinstimulation in
Ratl/GLUT4myc-Zellen zu der oben beschriebenen GLUT4-Translokation. Das gegen-
satzliche Verhalten des Glucosetransporters kann eventuell auf unterschiedliche Inkubations-
zeiten zuriickzufiihren sein. Die vaskuldren Skeletmuskelzellen werden doppelt so lange
(20 min) wie die Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin stimuliert. Die Untersuchungen von
Hein et al. (1994) zeigen, dass bei einer langerfristigen Stimulation des Thrombinrezeptors in
verschiedenen Zelltypen bereits nach wenigen Minuten der als Reaktion gemessene
intrazellulire Anstieg der Ca*"-Konzentration wieder zuriick geht. AnschlieBend verhalten die
Zellen sich fiir 10-20 min refraktir gegeniiber weiteren Stimuli. Das heif3t, im Laufe der von

Kanda & Watanabe (2005) beschriebenen 20miniitigen Stimulation konnte es nach einer
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anfanglichen GLUT4-Translokation bereits wieder zu einer Riickverteilung in den Ausgangs-
zustand gekommen sein.

Bei den hier dargestellten Befunden handelt es sich um die erste Beschreibung einer
stimulierten GSV-Exozytose in nicht-Fett- und -Muskelzellen, die {iber die unter bestimmten
Bedingungen ebenfalls stimulierbare Exozytose endosomaler Transportvesikel hinausgeht. So
zeigten McGraw und Mitarbeiter bei der Stimulation von transfizierten CHO-Zellen mit
Insulin zwar ebenfalls eine Zunahme von GLUT4 auf der Plasmamembran. Sie stellten jedoch
auch eine parallele Erh6hung des Transferrinrezeptors auf der Zelloberflidche fest. Die Menge
beider Markerproteine auf der Plasmamembran erhdhte sich gleichermaflen auf etwa das
Doppelte. Da es sich bei dem Transferrinrezeptor um ein endosomales Markerprotein handelt,
folgerten die Autoren, dass es nach Insulinstimulation zu einer vermehrten Exozytose
endosomaler Transportvesikel, die u.a. auch GLUT4 enthalten, kommt (Ubersichtsartikel:
Maxfield & McGraw, 2004). Die Daten der Zelloberflichenanalyse in Ratl/GLUT4myc-
Zellen zeigen jedoch keine nennenswerte Verdnderung des Transferrinrezeptors auf der
Plasmamembran, wéhrend die GLUT4myc-Menge um mehr als 100 % zunimmt. Moglicher-
weise liegt dies an den unterschiedlichen Stimuli. Insulin scheint die Exozytose endosomaler
Transportvesikel in CHO-Zellen zu beschleunigen, wihrend die Aktivierung des G-Protein-
gekoppelten Thrombinrezeptors spezifisch auf die GSV-Exozytose zu wirken scheint. Auch
ist das Ausmall der Umverteilung von GSVs offenbar zelltypspezifisch. Es entspricht in
Ratl/GLUT4myc-Zellen etwa dem Ausmal} der stimulierten Umverteilung von GLUT4 in
humanen Fettzellen. Bei diesen Zellen kommt es nach Stimulation mit Insulin zu einer zwei-
bis dreifachen Zunahme von GLUT4 auf der Zelloberfliche. Wird Insulin jedoch zu
Fettzellen aus der Ratte gegeben, so kommt es zu einem Anstieg von GLUT4 auf der

Plasmamembran um das 20fache (Ubersichtsartikel: Ishiki & Klip, 2005).

Die nach den in Kap. 3.3.3 dargestellten Befunden in GSVs von Ratl/GLUT4myc-Zellen
enthaltenen Metalloproteasen ADAMI10 und TACE konnen durch Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren aktiviert werden (Prenzel et al., 1999). Da die GSV-Exozytose, wie
gezeigt, in diesen Zellen iiber den Thrombinrezeptor stimulierbar ist, sollte man annehmen,
dass eine Thrombinstimulation auch zu einer Erh6hung der Menge der beiden Enzyme auf der
Zelloberflache fithrt. Um auch diesen Teil der Arbeitshypothese zu iiberpriifen, sind die
Proteasen ADAMI10 und TACE unter den gleichen Stimulationsbedingungen untersucht
worden wie GLUT4. Uberraschenderweise zeigt sich im Gegensatz zu GLUT4 jedoch keine

nennenswerte Abnahme im Bereich der GSVs im Gradienten. Das heif3t, die Aktivierung des
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Thrombinrezeptors bewirkt im Falle der Metalloproteasen keine Umverteilung zur
Plasmamembran. Auch in nicht mit GLUT4myc transfizierten Ratl-Zellen zeigen die
Metalloproteasen das gleiche Verhalten wie in Ratl/GLUT4myc-Zellen: Es kann keine
deutliche Abnahme von ADAMI10- bzw. TACE-Immunreaktivitit im Bereich der kleinen
Vesikel im Gradienten nach Stimulation mit Thrombin detektiert werden. Das beobachtete
Verhalten von ADAMI10 und TACE bei Thrombinstimulation ist also offenbar unabhéngig
von der heterologen GLUT4-Expression. Moglicherweise zeigt die Subpopulation der GSVs,
in der sich die beiden Metalloproteasen in Ratl/GLUT4myc-Zellen vermutlich befinden
(sieche Kap. 3.4.2), ein anderes dynamisches Verhalten, als die iibrigen GLUT4-enthaltenden
Vesikel. So konnte die Translokation der Metalloproteasen-enthaltenden GSVs auf ein
anderes, bisher unbekanntes Signal hin ausgelost werden. Auf diese Weise wiirden auf das
gleiche Signal hin nicht alle vesikuldr gespeicherten Membranproteine zur Plasmamembran
mobilisiert werden, da sich diese in unterschiedlichen GSV-Subpopulationen befinden. Eine
solche differentielle Regulation wére physiologisch durchaus sinnvoll, da die Zelle auf diese
Weise sehr spezifisch und gezielt auf verdnderte Umweltbedingungen reagieren konnte.

Bei den Ektoproteasen-enthaltenden GSVs konnte es sich aber auch um eine Subpopulation
handeln, die statisch unter den beschriebenen Stimulationsbedingungen ist, wie die von James
und Mitarbeitern beschriebene ,,latente* GSV-Population. Nach diesem Modell wird GLUT4
vom Endosom zu einem spezialisierten Subkompartiment des TGN geleitet, das auch die
GSVs umfasst. Diese fusionieren bei Insulinstimulation mit dem Recycling-Endosom, das mit
der Plasmamembran iiber Transportvesikel in Verbindung steht. Die ,latente” GSV-
Population kann unter den verwendeten Bedingungen jedoch nicht durch Insulin mobilisiert
werden (Coster et al., 2004; Ubersichtsartikel: Bryant et al., 2002; Dugani & Klip, 2005).
Moglicherweise werden diese ,latenten® GSVs im Sinne einer Reservepopulation erst bei
deutlich starkerer Insulinstimulation im Falle von Adipozyten bzw. Thrombinstimulation im
Falle der Ratl/GLUT4myc-Zellen zur Exozytose veranlasst.

Interessanterweise wurde kiirzlich die stimulationsabhidngige Exozytose von ADAMI0 in
Ovarienkarzinom-Zellen gezeigt. Hierbei war ADAMI0 jedoch in sogenannten Exosomen
lokalisiert, die bei Exozytose als Vesikel in den Extrazelluldrraum ausgeschiittet werden
(Stoeck et al., 2006). Es kam daher nicht zu einem vermehrten Einbau der Protease in die

Plasmamembran.
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4.4.2 Charakterisierung der GSV-Rezirkulation

Bei der Analyse des Rezirkulationswegs der GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen werden die
genannten Zellen in hypertonem Medium inkubiert. Hypertones Medium blockiert die
Rezirkulation verschiedener Vesikeltypen durch Inhibition der Clathrin-vermittelten
Endozytose, wihrend die konstitutive Exozytose unbeeinflusst bleibt (Wei et al., 1998;
Janez et al., 2000; Li et al., 2001). Dies basiert wahrscheinlich auf einer Blockade der
Interaktion zwischen Clathrin und dem Adaptorproteinkomplex HA2 an der cytosolischen
Seite der Plasmamembran. In unbehandelten Zellen bilden mehrere Adaptorproteine einen
Komplex, der Clathrin an die intrazelluldre Seite der Plasmamembran bindet. Die
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Adaptorproteinen und Clathrinmolekiilen fiihren
zur Bildung Clathrin-beschichteter Vertiefungen, die sich in die Zelle einstiilpen und sich zu
Clathrin-umhiillten Vesikeln abschniiren. Werden die Zellen jedoch in hypertonem Medium
inkubiert, so interagiert Clathrin nicht mit dem Adaptorproteinkomplex (Hansen et al., 1993).
Auch in Ratl/GLUT4myc-Zellen konnte nach subzelluldrer Fraktionierung eine Tendenz zur
Abnahme des GLUT4-Gipfels in der Mitte des Glyceringradienten im Bereich der
Speichervesikel und eine damit einhergehende Zunahme am Boden des Gradienten
beobachtet werden. Auch hier ist eine ergénzende Zelloberflichenanalyse durchgefiihrt
worden. Diese zeigte eine signifikante Zunahme von GLUT4myc auf der Plasmamembran
nach Zugabe von hypertonem Medium. Die genannten Befunde deuten darauf hin, dass auch
in Ratl/GLUT4myc-Zellen GSVs konstitutiv rezirkulieren, weil die Hemmung der Clathrin-
vermittelten Endozytose mit hypertonem Medium zu einer Anreicherung von GLUT4myc auf
der Zelloberflache bei gleichzeitiger Abnahme im Bereich der GSVs fiihrt. Im Gegensatz zu
GLUT4 zeigt sich bei der ADAMI10- und TACE-Immunreaktivitdt eher ein Trend zur
Zunahme im Bereich der GSVs nach Inkubation der Zellen in hypertonem Medium. Allem
Anschein nach rezirkuliert die Subpopulation der GSVs, mit der ADAMIO und TACE
assoziiert sind, nicht tiber die Plasmamembran. Dies deckt sich mit dem oben beschriebenen
Modell, wonach es sich bei diesen Vesikeln um ein im Hinblick auf den Austausch mit der

Zelloberflache statisches Speicherkompartiment handeln konnte.
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4.4.3 Analyse der GSVs unter Temperaturblockbedingungen

Bei der Anwendung des Temperaturblocks wird die Tatsache ausgenutzt, dass der
Biosyntheseweg von GSVs an spezifischer Stelle blockiert werden kann. Dabei wird die
Formation neuer Speichervesikel aus einem peripheren endosomalen Donorkompartiment
blockiert. Hierdurch kommt es in Ratl/GLUT4myc-Zellen zu einer Akkumulation von
GLUT4 in den Endosomen, da bei der erniedrigten Temperatur von 15° C weder die
Exozytose der GSVs, noch die Endozytose des Glucosetransporters gravierend beeintrachtigt
ist. Dieses Phidnomen konnte zuvor schon fiir transfizierte CHO-Zellen gezeigt werden
(Wei et al., 1998). Auch der Biogeneseweg von GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen scheint ein
temperatursensitives Kompartiment zu umfassen, da es bei einem 15° C-Block tendenziell zu
einer Abnahme des GSV-Markerproteins GLUT4 in der Mitte des Glyceringradienten im
Bereich der Speichervesikel kommt. Gleichzeitig flihrt der 15° C-Block tendenziell zu einer
Anreicherung von GLUT4 am Boden des Gradienten, wo Endosomen und
Plasmamembranbruchstiicke sedimentieren. Ein solcherart temperatursensitives Donor-
Kompartiment wurde interessanterweise auch bei der Biogenese einer anderen Klasse
spezialisierter Vesikel - den synaptischen Vesikeln - beschrieben (Desnos et al., 1995;
Schmidt et al., 1997). Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen generellen Weg fiir
die Biosynthese spezialisierter Vesikel endosomalen Ursprungs. Im Vergleich zu GLUT4
zeigen die beiden Proteasen ADAMI10 und TACE ein &hnliches Verhalten unter
Temperaturblockbedingungen. Auch hier zeigt sich ein Trend zu einer leichten Abnahme
beider Enzyme im Bereich der GSVs bei einer damit einhergehenden Zunahme am Boden des
Gradienten, wo groBe Membrankompartimente sedimentieren. Unter der Annahme, dass die
beiden Proteasen sich in einer Reservepopulation von GSVs befinden (siche Kap. 4.4.1),
deutet dies darauf hin, dass auch diese Vesikel konstitutiv mit anderen Kompartimenten
fusionieren und neu gebildet werden. Bei dem hypothetischen Fusionspartner handelt es sich
allerdings nicht um die Plasmamembran, wie oben ausgefiihrt. In Frage kdme z.B. das von
James und Mitarbeitern postulierte Subkompartiment des TGN, das kein TGN38 enthélt
(Shewan et al., 2003). Ob sich aus diesem Kompartiment dann direkt wieder neue Reserve-
GSVs bilden, und ob die Abschniirung von Vesikeln aus diesem spezialisierten Teil des TGN
tatsdchlich bei 15° C blockiert wird, ist nicht bekannt.
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Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die beiden endogenen Proteasen ADAM10 und
TACE in Ratl/GLUT4myc-Zellen mit einer Subpopulation von GSVs assoziiert zu sein
scheinen. Die vorgestellten Daten zeigen, dass die Stimulation des G-Protein-gekoppelten
Thrombinrezeptors in diesen Zellen eine regulierte Exozytose der GSVs auslost. Die
Metalloproteasen-enthaltenden GSVs reagieren jedoch nicht auf diese Art der Stimulation. Sie
bilden mdoglicherweise eine Reservepopulation von GSVs, die erst bei stirkerer Stimulation
mobilisiert wird. Unter Ruhebedingungen scheint auch diese Vesikelpopulation {iber andere
intrazelluldre Kompartimente, nicht jedoch iiber die Plasmamembran, zu rezirkulieren. Um
die bisher vorliegenden Befunde zu verifizieren und zu ergénzen, bedarf es natiirlich einer

Reihe weiterfiihrender Experimente.

4.5 Offene Fragen und Ausblick

Eine wichtige Vorhersage der diesem Projekt zu Grunde liegenden Arbeitshypothese ist die
Stimulierbarkeit der Translokation der Metalloproteasen-enthaltenden GSVs zur
Plasmamembran. Es konnte in dieser Arbeit ein regulierter exozytotischer Einbau von
GLUT4 in die Plasmamembran nach Thrombinstimulation nachgewiesen werden. Ein
Stimulus, der zur Translokation der Proteasen ADAM10 und TACE in Ratl/GLUT4myc-
Zellen fiihrt, ist jedoch bisher nicht bekannt.

Eine Mdoglichkeit, die regulierte Exozytose von GSVs in dieser Hinsicht weitergehend zu
charakterisieren, wére eine verstiarkte Stimulation der Ratl/GLUT4myc-Zellen mit Thrombin.
Wenn es sich bei den ADAMI10- und TACE-enthaltenden GSVs tatsdchlich um eine
Reservepopulation handelt, konnte auf diesem Weg moglicherweise eine Mobilisierung der
Vesikel erreicht werden.

Es ist aber auch denkbar, dass es sich bei den Metalloproteasen-enthaltenden GSVs um eine
Subpopulation handelt, die auf andere Stimuli reagiert. Daher erscheint auch der Einsatz
zusatzlicher Substanzen sinnvoll, fiir die sowohl eine Stimulation der Aktivitit von ADAMI10
und/oder TACE sowie eine Wirkung auf die Exozytose von GSVs beschrieben wurde. Hierzu
gehoren z.B. Phorbolester, die die PKC aktivieren.

Mit Hilfe spezifischer Inhibitoren verschiedener Signaltransduktionsfaktoren kdnnten die
Signalwege weiter charakterisiert werden, die nach Aktivierung des Thrombinrezeptors zur

Exozytose der GSVs fiihren.
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Ein sinnvoller Ansatz fiir die weitere Analyse der Metalloproteasen-enthaltenden GSV-
Population wére die Einbeziehung der t-SNAREs Syntaxin6 und Syntaxinl6. Von beiden ist
bekannt, dass sie mit GLUT4 in einem spezialisierten Subkompartiment des TGN
colokalisiert sind (Shewan et al., 2003), das nach den Befunden der Autoren auch die GSVs
umfasst. Beide t-SNAREs konnen daher als Markerproteine flir dieses spezialisierte
Kompartiment dienen. Mittels Gradientenzentrifugation und Immunadsorption kann eine
Assoziation von Syntaxin6 und Syntaxinl6 mit GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen geklart

werden.

Da ADAMIO0 und TACE nicht fiir die gesamte Vesikel-assoziierte proHB-EGF spaltende
Enzymaktivitit in Ratl-Zellen verantwortlich sind, stellt sich die Frage, welche andere
Protease intrazelluldr in Ratl-Zellen gespeichert ist. Aus diesem Grund sollte, sobald ein
entsprechender Antikdrper verfiigbar ist, auch die intrazellulire Lokalisation von ADAMI12,
das ebenfalls proHB-EGF hydrolysieren kann, analysiert werden.

Um der Frage nachzugehen, ob die intrazelluldre Speicherung von ADAM10 und TACE ein
Ratl-zellspezifisches Phdnomen ist, miissen weitere Zelltypen in die Untersuchungen
einbezogen werden. Von Interesse sind hier vor allem solche Zellinien, die nach den
Befunden von Prenzel et al. (1999) eine stimulierbare proHB-EGF hydrolysierende
Enzymaktivitit auf der Plasmamembran exprimieren. Dazu gehoren z.B. COS7- und

HEK?293-Zellen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit ist die Struktur und Dynamik von GSVs in Ratl-Zellen mit Hilfe

zellbiologischer und proteinbiochemischer Methoden untersucht worden.

Um GSVs eindeutig identifizieren zu kdnnen, werden Ratl-Zellen stabil mit GLUT4myc als
heterologem Marker fiir dieses spezifische Speicherkompartiment transfiziert. Zu diesem
Zweck wird eine Zeozin-Resistenz als Selektionsmarker in einen GLUT4myc-enthaltenden
Vektor eingefiigt. AnschlieBend erfolgt die Transfektion von Ratl-Zellen. Die intrazellulédre
GLUT4-Lokalisation in den als positiv identifizierten Ratl/GLUT4myc-Klonen entspricht
dem fir CHO/GLUT4-Zellen beschriebenen Verteilungsmuster. Nach subzellulédrer
Fraktionierung mit Hilfe eines Glyceringradienten zeigt sich ein Gipfel in den Boden-
fraktionen im Bereich groBer Membrankompartimente, wie Endosomen und Plasmamembran-
bruchstiicke. Ein zweites charakteristisches Maximum ist im Bereich kleiner Vesikel etwa in
der Mitte des Gradienten zu sehen.

In der Folge werden Versuche zur Charakterisierung der Membranzusammensetzung der in
Ratl/GLUT4myc-Zellen identifizierten GSVs durchgefiihrt. Mehrere potentiell vesikel-
assoziierte Membranproteine werden in diese Untersuchung einbezogen: eine endogene
proHB-EGF hydrolysierende Proteaseaktivitét, die Metalloproteasen ADAM10 und TACE
und der von den Zellen heterolog exprimierte humane Thrombinrezeptor. Bei diesen
Untersuchungen zeigt sich zunéchst, dass GSVs eine Proteaseaktivitit enthalten, die VSVG-
proHB-EGF hydrolysiert. Bei einer Analyse der Verteilung der endogenen Metalloproteasen
ADAMI10 und TACE in Ratl/GLUT4myc-Zellen zeigt sich das gleiche bimodale
Verteilungsmuster wie bei GLUT4 im Gradienten, was auf eine Assoziation beider Proteine
mit GSVs hindeutet. Bei einer anschlieBenden Immunadsorption bestétigt sich, dass beide
Proteasen mit GLUT4 in GSVs colokalisiert sind.

Auch der Thrombinrezeptor zeigt nach subzelluldrer Fraktionierung ein Maximum im
Vesikelbereich des Glyceringradienten, das gegeniiber den GSVs leicht zu groBeren
Kompartimenten hin verschoben ist. In einer Immunadsorption konnte jedoch geklart werden,
dass der Thrombinrezeptor nicht mit GLUT4 in GSVs colokalisiert ist.

Des weiteren weist die Verteilung des TGN-Markerproteins TGN38 nach subzelluldrer
Fraktionierung nur eine sehr geringe Uberlappung mit GLUT4 im Bereich der Vesikel auf.
Auch bei der anschlieBend durchgefiihrten Immunadsorption konnte keine spezifische

Assoziation von TGN38 mit GSVs nachgewiesen werden.
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Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschiftigt sich mit der Dynamik der GSVs in
Ratl/GLUT4myc-Zellen. Befunde an authentischen GSVs in Fettzellen zeigen, dass die
Vesikel iiber Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren zur regulierten Exozytose
veranlasst werden konnen. Um die Bedeutung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren fiir die
Translokation von GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen zu untersuchen, sind die Zellen mit
Thrombin stimuliert worden, das den heterolog exprimierten humanen Thrombinrezeptor
aktiviert. Die Stimulation fiihrt zu einer Zunahme der GLUT4-Menge auf der Zelloberfldche
auf mehr als das Doppelte. Dieser Effekt geht mit einer Abnahme des GSV-assoziierten
GLUT4 einher, was fiir eine vermehrte Exozytose der Speichervesikel spricht. Endosomale
Transportvesikel, die ebenfalls GLUT4 enthalten, scheinen keinen nennenswerten Beitrag zu
dieser stimulationsabhingigen Umverteilung des Glucosetransporters zu leisten. Dies zeigt
sich am Verhalten des Transferrinrezeptors, eines endosomalen Markerproteins, unter
Stimulationsbedingungen. So bleibt die Transferrinrezeptor-Menge auf der Zelloberfliche
nach Thrombinstimulation praktisch unverdndert. Auch auf die Verteilung der
Metalloproteasen ADAMI10 und TACE hat Thrombin keinen messbaren Einfluss. Beide
Proteasen befinden sich moglicherweise in einer Subpopulation von GSVs, die unter den
beschriebenen Stimulationsbedingungen nicht zur Zelloberfliche mobilisiert werden. Die
Ektoproteasen-enthaltenden GSVs konnten zu einer Reservepopulation gehoren, die erst auf
eine deutlich stirkere Thrombinstimulation mit Exozytose reagiert.

Untersuchungen anderer Autoren zeigen in Fett- und Muskelzellen sowie in transfizierten
CHO-Zellen eine konstitutive Rezirkulation von GSVs. In CHO/GLUT4-Zellen kommt es bei
einer Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose durch Inkubation mit hypertonem
Medium zu einer Umverteilung von GLUT4 aus den GSVs in die Plasmamembran, da die
konstitutive Exozytose unter diesen Bedingungen unbeeinflusst bleibt. Bei entsprechender
Behandlung von Ratl/GLUT4myc-Zellen zeigt sich ebenfalls eine Abnahme von GLUT4myc
im Bereich der GSVs im Gradienten und eine damit einhergehende Zunahme auf der
Zelloberflache. Dies weist darauf hin, dass GSVs auch in Ratl/GLUT4myc-Zellen konstitutiv
rezirkulieren. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der Verteilung der Metalloproteasen
ADAMI10 und TACE in Gegenwart von hypertonem Medium eher eine Tendenz zu einer
Zunahme des GSV-assoziierten Anteils. Dies deutet darauf hin, dass die Ektoproteasen-

enthaltende Subpopulation der GSVs nicht konstitutiv iiber die Plasmamembran rezirkuliert.

AbschlieBend wird die Rolle eines endosomalen Donorkompartiments bei der Biogenese von

GSVs in Ratl/GLUT4myc-Zellen untersucht. In CHO-Zellen blockiert eine Abkiihlung der
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Zellen auf 15° C die Abschniirung von GSVs aus diesem Kompartiment, wahrend die GSV-
Exozytose und die GLUT4-Endozytose nahezu unbeeintrichtigt bleiben. Dies fiihrt zu einer
Abnahme der GSVs bei gleichzeitiger Akkumulation von GLUT4 in dem endosomalen
Kompartiment. Werden Ratl/GLUT4myc-Zellen bei 15° C inkubiert, dann kommt es
ebenfalls zu einer Umverteilung von GLUT4 aus den GSVs zu groflen
Membrankompartimenten hin. Scheinbar umfasst der GSV-Biosyntheseweg auch in diesen
Zellen ein temperatursensitives Donorkompartiment. Die beiden Proteasen ADAMI10 und
TACE zeigen unter den Bedingungen des 15° C-Blocks das gleiche Verhalten wie GLUT4.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass die ADAMI10- und TACE-enthaltenden Vesikel
ebenfalls eine konstitutive Dynamik zeigen und unter Einbeziehung anderer intrazellulérer
Membrankompartimente rezirkulieren. Die Plasmamembran scheint jedoch kein Bestandteil

des entsprechenden Rezirkulationswegs zu sein.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

A Ampere

A.bidest Aqua bidest

ADAM a disintegrin and metalloprotease
APP amyloid precursor protein

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA bovin serum albumin

C3G cyanidin 3-glykoside

Ca** Calciumionen

CAP Cbl associated protein
CHO-Zellen Chinese Hamster Ovary-Zellen
°C Grad Celcius

ddH,O doppelt deionisiertes Wasser
DDT Dithiothreitol

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
DMSO Dimethylsulphoxid

DOC Deoxycholat

ECL Enhanced Chemilumineszenz
E.coli Escherischia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR epidermal growth factor receptor
EGTA Ethylenglycol-bis-aminoethylester-N-N"-tetraacetat
et al et altera

EtBr Ethidiumbromid

FCS fetal calf serum

g Gramm

Goaq a-Untereinheit des G-Proteins
G418 Geneticin Sulfat

Gab-1 Grb2-associated binder-1

GDP Guanosindiphosphat

GFP green fluorescent protein
GLUT4 Glucosetransporter4

G-Protein GTP-binding regulated protein



6 Abkiirzungsverzeichnis

Grb2

GSV

GTP

h

HAM's
HB-EGF
HCl

Hepes
hPAR1

HRP

IgG

IRAP

IRS

KCI

kDa
LB-Medium
M
MAP-Kinase

Mg2+
min
ml

mM

Mops
NaCl

nm
NP40
NSF
PAA-Gel
PBS
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growth-factor receptor-bound protein2
GLUT4 containing small vesicle
Guanosintriphosphat

Stunden

Nutrient Mixture F-12

heparin binding epidermal growth factor
Salzsédure
N-s-Hydroxyethyl-piperazin-N-2-ethansdure
human protease activated receptorl
Meerrettichperoxidase
Immunglobulin G

Insulin regulated Aminopeptidase
Insulin-receptor-substrate family
Kaliumchlorid

Kilodalton

Luria-Bertani-Medium

Mol

mitogen aktivated Protein-Kinase
Miligramm

Magnesiumionen

Minuten

Mililiter

Milimol

matrix metalloproteinase

apparentes Molekulargewicht
Milisekunden
3-N-Morpholinopropansulfatséure
Natriumchlorid

Nanometer

Nonidet40

N-ethyl-maleimid sensitives Fusionsprotein
Polyacrylamid-Gel
Phosphat-gepufferte Salzlosung
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PDK-1
PI-3-Kinase
PKB

PKC
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rpm
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SDS-PAGE
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TNF a
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Phaeochromocytomal2-Zellen aus dem Nebennierenmark der

Ratte

phosphoinositide-dependent kinase-1
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Protein-Kinase B

Protein-Kinase C
Polyvinylidenfluorid
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rotations per minute
Raumtemperatur
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Standard Deviation
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vesicle-associated membrane protein2

vesicle membrane SNAP receptor
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