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1 EINLEITUNG

1.1 DIE ZELLMEMBRAN

Die Zellmembran dient grundlegend als Abgrenzung und Schutz des Zytosols zum extrazellu-
laren Raum. Seit 1972 gilt die Annahme, dass die Zellmembran kein starres, unveranderliches
Gebilde darstellt, sondern als lateral bewegliches , Fliissig-Mosaik-Modell“ beschrieben
werden kann (Singer & Nicolson, 1972). Dieses Modell besagt, dass die Membran eine dyna-
mische und wandelbare Struktur aufweist. Uber ihre Abgrenzungs- und Schutzfunktion hinaus
spielt die Zellmembran aullerdem eine Rolle beim Transport von Molekiilen, bei der Signal-
Ubertragung sowie bei Zell-Zell-Kontakten (Bevers & Williamson, 2016; Gerrit Van Meer et al.,

2008).

1.1.1 AurBAU

In allen eukaryotischen Zellen besteht die Zellmembran aus einer Lipiddoppelschicht
(Bretscher, 1972). Die Lipide selbst weisen einen amphipathischen Charakter auf, das heil3t sie
besitzen eine hydrophile Kopfgruppe, die nach auBen zeigt, sowie einen hydrophoben, ins
Membranzentrum gerichteten Teil. Mittlerweile sind eine Vielzahl an in der Membran vor-
kommenden Lipide bekannt, von denen die haufigsten Phosphatidylcholin (PC), Sphingo-
myelin, Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylserin (PS) sind. Die Verteilung der ge-
nannten Lipide in der Membran ist asymmetrisch (Bangham, 1968; Bretscher, 1972; Verkleij
etal., 1973). So kommen PE und PS hauptsachlich auf der dem Zytosol zugewandten Seite vor,
wahrend PC und Sphingomyelin die duBere Schicht der Membran bilden (Alberts & Lewis,
2013; Fahy et al., 2009; Gupta et al., 2016; Nelson, 1967; Seigneuret & Devaux, 1984; Spector
& Yorek, 1985; Gerrit Van Meer et al., 2008; Verkleij et al., 1973). Phosphatidylserin besitzt als
einziges eine negative Nettoladung und kann intrazelluldr Gber elektrostatische Anziehung

u.a. mit der Src-Kinase oder GTPasen interagieren (Alberts & Lewis, 2013; Kay & Fairn, 2019).

Die Zellmembran besteht neben den Lipiden zu etwa gleichen Teilen aus Proteinen. Hierbei
lasst sich zwischen integralen und peripheren Proteinen unterscheiden. Integrale Proteine
sind zum Beispiel Transmembranproteine oder solche, die kovalent an ein Lipid oder an ein
anderes Protein in der Membran gebunden sind und so Bestandteil der Membran sind. Peri-
phere Proteine hingegen sind auf der intra- oder extrazelluldaren Seite der Membran nicht

kovalent gebunden (Alberts & Lewis, 2013; Fairbanks et al., 1971).
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Ende der 1980er Jahre wurden inselartige Strukturen aus Lipiden, genannnt lipid rafts, in der
Membran entdeckt (Lisanti et al., 1988; G. van Meer et al., 1987). Durch die Verbesserung der
hochauflésenden Mikroskopie konnten lipid rafts in den darauffolgenden Jahren genauer be-
schrieben werden. Heute versteht man unter dem Begriff mit Cholesterin und Sphingolipiden
angereicherte dynamische Nanodomanen veranderlicher GroRRe. Die einzelnen, vorher frei
beweglichen Molekiile, wie z.B. Rezeptoren oder andere Membranproteine, sind in einer Art
flussiger Plattform zusammengeschlossen und kénnen sich nur noch als gesamtes Gebilde be-
wegen. Den lipid rafts wird unter anderem eine Bedeutung in der Signaltransduktion beige-
messen und ihre Entdeckung verdeutlichte die groRe Dynamik und Funktionsvielfalt der Zell-

membran (Pike, 2006; Simons & Gerl, 2010; Simons & Toomre, 2000; Varshney et al., 2016).

1.1.2 DiE ASYMMETRIE DER ZELLMEMBRAN

Im Grundzustand sind die Phospholipide asymmetrisch in der Zellmembran verteilt. Aufgrund
ihres amphipathischen Aufbaus ist die eigenstandige Transmembranbewegung der Lipide nur
sehr langsam moglich und dauert mehrere Stunden bis Tage (Holthuis & Levine, 2005). Flir die
Verteilung der Lipide kommen in der Membran drei Arten von Lipidtransportern vor, die einen
schnelleren Transport gewahrleisten konnen: Flippasen und Floppasen, welche einen unidi-
rektionalen Transport vermitteln sowie Scramblasen, welche bidirektionale Transporter dar-

stellen (Abbildung 1).

Extrazelluldre Matrix

Flippase Scramblase Floppase

i3 ! !
ATP’\ (‘ATP

ADP ADP

Zytoplasma PC zPS

Abbildung 1: Regulation der Zellmembranasymmetrie iiber Lipidtransporter. Schematische Darstellung der
Lipidtransporter in der Zellmembran. Flippasen (hellgelb) vermitteln unter Verbrauch von ATP den Transport von
der extrazellularen auf die zytosolische Seite. Scramblasen (blau) sind energieunabhéangige, bidirektionale Trans-
porter. Floppasen (griin) vermitteln ATP-abhangig den Transport von der zytosolischen auf die extrazelluldre
Seite. PC: Phosphatidylcholin, PS: Phosphatidylserin
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Flippasen gehoren in humanen Zellen zu den Typ4-ATPasen und transportieren Lipide von der
extrazelluldaren Seite auf die zytosolische Seite unter Verbrauch von ATP. Floppasen sind
ABC (ATP-binding cassette)-Transporter und wirken den Flippasen genau entgegen. Sie ver-
mitteln ebenfalls ATP-abhadngig den Transport von der zytosolischen auf die extrazellulare
Seite (Coleman et al., 2013; Shin & Takatsu, 2020). Scramblasen unterscheiden sich von den
beiden anderen nicht nur durch den bidirektionalen Transport, sondern auch durch die Unab-
hangigkeit von ATP. Sie transportieren die Lipide in beide Richtungen entlang ihres Konzen-
trationsgradienten ohne den Verbrauch von Energie (Bevers & Williamson, 2016; Kodigepalli

et al.,, 2015).

Flippasen und Floppasen halten also die Asymmetrie der Zellmembran durch den Einsatz von
Energie aufrecht, wahrend der bidirektionale Transport entlang des Konzentrationsgradienten
der Scramblasen die Zellmembranasymmetrie aufheben kann (Lenoir et al., 2021). Hierbei
wird vor allem der Translokation von Phosphatidylserin (PS) eine wichtige Rolle in der Signal-
transduktion bei einer Vielzahl an physiologischen Prozessen zugeschrieben (Clarke et al.,

2020).

1.1.3 PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG IM PHYSIOLOGISCHEN KONTEXT

Am bekanntesten ist die Rolle von oberflaichenexponiertem PS in der friilhen Phase der
Apoptose, also beim regulierten Zelltod. Hierbei dient das irreversibel exponierte PS als , Eat
me“-Signal fiir die Phagozyten, welches die Phagozytose der betroffenen Zellen zur Folge hat
(Bratton et al., 1997; Fadok et al., 1992; Fadok et al., 2000; Martin et al., 1995; Schlegel &
Williamson, 2001). Die Externalisierung von PS wdhrend der Apoptose kann durch die
Scramblase XKR8 der Xkr (Xk related protein)-Familie vermittelt werden. XKR8 wird dabei
durch die Caspasen -3 und -7 aktiviert (Marifio & Kroemer, 2013; Suzuki et al., 2013). PS ist
zwar das am besten charakterisierte , Eat me“-Signal, es wird aber davon ausgegangen, dass
noch eine Reihe weiterer Signalmolekile fir die Phagozytose eine Rolle spielen (Erwig &
Henson, 2007). Ausschlaggebend ist auBerdem auch die Menge an oberflichenexponiertem
PS sowie die gleichzeitig erfolgende Ausschaltung der Flippasen durch Caspase-3 und -7

(Bratton et al., 1997; Frasch et al., 2000; Segawa et al., 2014; Segawa & Nagata, 2015).

Eine weitere wichtige Bedeutung hat die Exposition von PS bei der Blutkoagulation. Durch die

PS-Externalisierung in der Membran von Blutpldttchen entsteht eine Art Plattform, an die Ge-
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rinnungsfaktoren binden kénnen. Die Exposition von PS gilt als Schliisselereignis fiir die Erzeu-
gung von Thrombin, dem zentralen regulatorischen Molekil bei der Blutkoagulation, sodass
schlussendlich der Wundverschluss erfolgt (Bevers et al., 1983; Lentz, 2003). Ausgeldst wird
die PS-Externalisierung in diesem Prozess durch eine Aktivierung der Scramblase Anocta-
min (ANO)-6 der Anoctamin-Familie. Eine ANOG6-Defizienz fiihrt zu einer Blutgerinnungs-
storung, dem sogenannten Scott-Syndrom (Suzuki et al., 2010; H. Yang et al., 2012; Zwaal et
al., 2004).

Sowohl wahrend der Apoptose als auch in den Blutplattchen findet eine irreversible PS-Expo-
sition statt (Shin & Takatsu, 2020). Weniger bekannt ist, dass PS jedoch auch reversibel und
damit nur voriibergehend auf der MembranauRenseite exponiert werden kann. Solch eine
transiente Exposition wurde zum Beispiel wahrend der Myoblastenfusion bei der Bildung von
primaren Myotuben in der murinen Embryonalentwicklung beobachtet und die reversible PS-
Externalisierung spielt eine Rolle bei der Differenzierung von Osteoklasten (Abmayr & Pavlath,
2012; Bevers & Williamson, 2016; Shin & Takatsu, 2020). Uber reversible oder irreversible PS-
Exposition sind Scramblasen als Vermittler der Translokation somit an einer Vielzahl von bio-

logischen Prozessen beteiligt.

1.2 SCRAMBLASEN

Im Jahr 1996 gelang es zum ersten Mal ein Protein mit Scramblase-Aktivitat aus roten Blutkor-
perchen zu isolieren, welches phospholipid scramblase (PLSCR) genannt wurde (Bassé et al.,
1996; Zhou et al., 1997). Zur PLSCR-Familie gehoren heute die finf Mitglieder PLSCR1-5, deren
Rolle bei der Regulation der PS-Exposition in der Vergangenheit allerdings kontrovers disku-
tiert wurde (Kodigepalli et al.,, 2015; Sivagnanam et al., 2017). Einerseits konnte fiir ein
PLSCR1-Ortholog in dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans eine Regulation der PS-Externa-
lisation gezeigt werden (Hsu & Wu, 2010; Wang et al., 2007) und PLSCR1, -3 und -4 zeigten
Scramblase-Aktivitdt bei Rekonstitutionsversuchen in Liposomen (Zhou et al., 1997). Auch
wurde PLSCR1 sowie PLSCR3 eine Rolle wahrend der Apoptose zugeschrieben (Sahu et al.,
2007; Sivagnanam et al., 2017) und in Zellkulturversuchen wurde eine erhohte PS-Exposition
nach Transfektion mit PLSCR1 in Raji-Zellen beobachtet (Zhao et al., 1998). Andererseits war
die PS-Exposition nach Transfektion mit PLSCR1 in weiteren Zelllinien nicht beeinflusst und
PLSCR-defiziente Mause wiesen eine unveranderte PS-Externalisierung auf (Zhou et al., 2000,

2002).
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Besser erforscht sind zwei weitere Familien an Scramblasen. Die Xkr-Familie, welche primar
durch ihre Funktion wahrend der Apoptose bekannt ist, sowie die Familie der Anoctamine,

auch Transmembranproteine 16 (TMEM16) genannt.

1.2.1 XKRrR-FAMILIE

Zur humanen Xkr-Familie gehdren neun Mitglieder (XKR1-9). Fir fast alle Mitglieder (aulRer
XKR2) wurde eine Plasmamembranlokalisation nachgewiesen und fiir XKR4, XKR8 sowie XKR9
wurde eine Rolle bei der PS-Exposition wahrend der Apoptose gezeigt (Kodigepalli et al., 2015;
Suzuki et al., 2014). XKR8-defiziente Zellen wiesen keine Externalisierung von PS bei der
Apoptose mehr auf, die PS-Exposition konnte aber durch (Re-)Transfektion mit XKR4, XKR8
oder XKR9 wiederhergestellt werden (Nagata et al., 2016; Suzuki et al., 2013; Suzuki et al.,
2014). XKR4, -8 und -9 besitzen eine Domane im C-Terminus, welche von Caspase-3 und
Caspase-7 erkannt werden kann, sodass die Scramblasen beim programmierten Zelltod akti-
viert werden (Suzuki et al., 2013; Suzuki et al., 2014). Darliber hinaus konnte kiirzlich in
murinen B-Lymphozyten gezeigt werden, dass XKR8 auch durch eine Kinase-vermittelte
Phosphorylierungsreaktion aktiviert werden kann (Sakuragi et al., 2019). Uber Massenspek-
trometrie wurden drei Phosphorylierungsstellen (Serin oder Threonin) in murinem XKR8 in der
Nahe der Caspase-Schnittstellen entdeckt. Mutationen von Serin oder Threonin zu Alanin,
welche die Phosphorylierung verhinderten, hoben hierbei die Scramblase-Aktivitat von XKR8
auf. Phosphomimik-Mutationen der besagten Positionen machten XKR8 hingegen zu einer
hyperaktiven, Kinase-unabhdngigen Scramblase. Die Caspase-abhdngige Scramblase-Aktivitat
von XKR8 war durch die Mutationen nicht beeinflusst, was darauf hindeutet, dass beide Funk-
tionen getrennt reguliert werden (Sakuragi et al., 2019). Ein Alignment der XKR8-Sequenz aus
verschiedenen Tierarten ergab, dass im C-Terminus eine hohe Konservierung ab den Caspase-
Schnittstellen vorliegt. Mindestens eine der drei phosphorylierbaren Serin- oder Threonin-
Resten konnte in verschiedenen Sdugetieren gefunden werden. Humanes XKR8 besitzt 68,9 %
Sequenzhomologie zu murinem XKR8, wird ubiquitadr exprimiert und hat sechs Transmem-
brandomaénen. Im Menschen kommen zwei der besagten phosphorylierbaren Positionen in
XKR8 vor, Gber ihre Regulation und Funktion ist bislang noch nichts bekannt (Sakuragi et al.,

2019, 2021; Suzuki et al., 2014; Suzuki et al., 2013).
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1.2.2 ANOCTAMIN-/TMEM16-FAMILIE

Die Familie der Anoctamine umfasst die zehn strukturell verwandten Mitglieder Anoctamin-1
bis Anoctamin-10. Zuerst entdeckt wurde Anoctamin-1 als Calcium (Ca?*)-abhéngiger Chlo-
rid (ClI')-Kanal. Aufgrund der acht Transmembrandomanen (Octa = acht) sowie des Transports
von Anionen entstand der Name Anoctamin (ANO) (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008;
Yang et al., 2008). Durch die Entdeckung von ANO6 wurde spater jedoch deutlich, dass die
Familie nicht nur aus Cl-Kanalen besteht, sondern einige Mitglieder Scramblasen sind (Suzuki
et al., 2010). Auch wurden dem ANO-Homolog nhTMEM16 des Fadenpilzes Nectria hae-
matococca anhand von Kristallstrukturanalysen zehn anstatt acht Transmembrandomanen
zugeordnet (Brunner et al., 2014) und spater wurden ebenfalls zehn Transmembrandomanen
flir murines ANO1 postuliert (Dang et al., 2017), weshalb teilweise der Name Transmembran-

protein 16 (TMEM16) bevorzugt wird.

1.2.2.1 VORKOMMEN, FUNKTION UND REGULATION

Neben ANO1 wurde auch ANO2 als Ca?*-abhéngiger Cl-Kanal identifiziert, beide weisen keine
Scramblaseaktivitat auf (Le et al., 2021). Den Mitgliedern ANO3, ANO4, ANO5, ANO7, ANO9
und ANO10 wurde zusatzlich zu ANOG6 die Funktion als Scramblase zugeschrieben, wobei
ANOG6 diesbeziiglich bislang am besten untersucht ist. ANO6 und ANO9 kénnen dariber hinaus
auch als Kation-Kanal fungieren (Falzone et al., 2018; Kalienkova et al., 2021; Suzuki et al.,
2013). Die Funktion von ANOS ist bislang am wenigsten untersucht und noch nicht aufgeklart.
Eine Ubersicht (iber die primére Funktion der verschiedenen ANOs sowie iiber ihre Expression
in Geweben ist in Tabelle 1 aufgelistet. Wahrend die Lokalisation von ANO1 und ANO2 in der
Plasmamembran durch verschiedene Arbeitsgruppen bestatigt wurde, ist die zelluldre Lokali-
sation der meisten Mitglieder umstritten (Caputo et al., 2008; Duran et al., 2012; Jun et al.,
2017; Reichhart et al., 2019; Schreiber et al., 2010; Schroeder et al., 2008; Suzuki et al., 2013;
Tian et al., 2012).



Tabelle 1: Primare Funktion der Anoctamine und ihre Gewebeexpression
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Mitglied | Primdre Funktion | Expression Referenzen
ANO1 Cl-Kanal Gastrointestinaltrakt, Atemwegs- Kodigepalli et al.,
epithel, Reproduktionstrakt 2015; Suzuki et al.,
2013
ANO2 Cl-Kanal Auge, olfaktorische Neuronen Rasche et al., 2010;
Suzuki et al., 2013
ANO3 Scramblase Gehirn, endokrines Gewebe, Fettge- | Suzuki et al., 2013
webe, mannlicher Reproduktions-
trakt
ANO4 Scramblase Gehirn, Reproduktionstrakt, Suzuki et al., 2013
endokrines Gewebe
ANO5 Scramblase Gehirn, Fett- und Muskelgewebe Falzone et al., 2018;
Gyobu et al., 2016;
Whitlock et al., 2018
ANOG6 Scramblase Endokrines Gewebe, Gastro- Suzuki et al., 2010
intestinaltrakt, Reproduktionstrakt
ANO7 Scramblase Mannlicher Reproduktionstrakt, Schreiber et al.,
Gastrointestinaltrakt 2010; Suzuki et al.,
2013
ANOS8 unbekannt Gastrointestinaltrakt, weiblicher Re- | Suzuki et al., 2013
produktionstrakt, Immunsystem
ANQ9 Scramblase Gastrointestinaltrakt, Suzuki et al., 2013
mannlicher Reproduktionstrakt
ANO10 | Scramblase Gehirn, endokrines Gewebe, Gastro- | Bushell et al., 2019;
intestinaltrakt, Reproduktionstrakt, Petkovic et al., 2020
Immunsystem

Alle Mitglieder der Anoctamin-Familie werden durch eine Erhdhung der intrazelluldren Ca%*-

Konzentration aktiviert. Die CaZ*-Bindestelle befindet sich innerhalb der Membran und ist

hoch konserviert, was darauf hinweist, dass auch der Aktivierungs-Mechanismus sowohl von

Kanaélen als auch von Scramblasen innerhalb der Familie dhnlich ist (Kalienkova et al., 2021).

Die Bindung von Ca?* induziert eine Konformationsanderung von ANO-Homodimeren und

Untersuchungen der Scramblase nhTMEM16 des Fadenpilzes Nectria haematococca ergaben,

dass sich eine Art hydrophiler Hohlraum bildet, durch den die Lipide transportiert werden

konnen (Brunner et al., 2014). Einen strukturellen Unterschied zwischen den Kanalen und den

Scramblasen stellt die sogenannte Scrambling-Domadne dar. Diese wurde 2015 erstmalig in

ANOEG identifiziert und befindet sich zwischen den Transmembrandoméanen vier und finf. Ein
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Austausch dieses Bereiches in ANO1 durch die Scrambling-Domane von ANOG6 verlieh dieser

ANO1-6-1-Chimére eine Scramblase-Funktion (Yu et al., 2015).

Bei der Identifizierung von ANO6 wurde ebenfalls eine hyperaktive ANO6-Mutante, die eine
Punktmutation enthielt, entdeckt. Diese erwies sich als hypersensitiv gegenliber Ca?*, was zu

konstitutiver PS-Exposition flhrt (Abbildung 2) (Suzuki et al., 2010; Veit et al., 2018).

Chloridkanal Scramblase Hyperaktive Scramblase
z.B. ANO1, ANO2 z.B. ANO6 z.B. ANOG6 hyperaktiv
cr cr

il

L1

|
J

Cl cl

Carr Ca*

Punktmutation

Toc les

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Funktionen der ANOs. ANO1 und ANO?2 sind prototypische Cl*-Kanile, die je
nach intrazelluldrer Cl'-Konzentration einen Anionenstrom in beide Richtungen vermitteln konnen (links). Andere
ANOs, wie z.B. ANO6, sind Scramblasen, welche die Externalisierung von PS vermitteln konnen (mitte). Beide
werden durch einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration aktiviert. Fiir ANOG6 ist eine hyperaktive
Mutante bekannt, welche aufgrund einer Punktmutation (roter Punkt) hypersensitiv gegeniiber Ca?* ist, wodurch
es zu einer konstitutiven PS-Exposition kommt (rechts) (modifiziert nach Benarroch, 2017).

1.2.2.2 Die RoLLE DER ANOS BEI ERKRANKUNGEN

Die meisten ANOs wurden im pathophysiologischen Kontext bislang nur lickenhaft unter-
sucht. Trotz allem steht eine hohe Expression von ANOs oder deren Fehlfunktion bereits in
Verbindung mit diversen Erkrankungen. Wie bereits erwahnt, fihrt eine Mutation von ANO6
zum Scott-Syndrom, einer Blutgerinnungsstérung (Castoldi et al., 2011; Suzuki et al., 2010).
Eine Mutation von ANO3 fiihrt zu zervikaler Dystonie, einer neurologischen Bewegungs-
storung (Charlesworth et al., 2012), eine Mutation von ANO5 resultiert in Muskeldystrophien
sowie Knochenfrakturen (Mizuta et al., 2007) und eine Mutation von ANO10 |6st eine weitere
Bewegungsstorung, die zerebelldre Ataxie, aus (Balreira et al., 2014). Fiir ANO1 wurde ein Zu-
sammenhang mit einer Vielzahl an Tumorerkrankungen berichtet und es wurde gezeigt, dass
die Hemmung von ANO1 die Proliferation und Migration von Krebszellen verringert. Eine hohe
Expression von ANO1 wird unter anderem mit einer schlechten Prognose in Brustkrebs, Kopf-

Hals-Tumoren sowie mit Bauspeicheldriisenkrebs in Verbindung gebracht (Kunzelmann et al.,
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2019). In Myelin-Lasionen von an Multipler Sklerose erkrankten Menschen wurde eine ver-
starkte Expression von ANO4 festgestellt. Dartiber hinaus wurde ANO4 mit Hirnerkrankungen
wie Alzheimer und Schizophrenie sowie mit Brustkrebs assoziiert (Reichhart et al., 2021). Auch
weiteren ANOs wird eine Rolle bei Krebserkrankungen zugeschrieben. So steht ANO5 in Ver-
bindung mit Darm- und Schilddriisenkrebs, fiir ANO7 wurde ein Zusammenhang mit Prostata-
krebs beobachtet und es spielt méglicherweise eine Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs
(Kaikkonen et al., 2018; Li et al., 2015; Marx et al., 2021). ANQ9 ist mit Darm- und Bauch-
speicheldriisenkrebs assoziiert (Jun et al., 2017; Li et al., 2015). Bei genaueren Untersu-
chungen von Bauchspeicheldriisenzellen wurde beobachtet, dass ANO9 Uber Beeinflussung
des epidermal growth factor receptor (EGFR) die Tumorentstehung férdert (Jun et al., 2017).
Da die Disintegrin-ahnlichen Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 die Hauptsheddasen
von EGFR-Liganden sind und ebenfalls mit der Tumorentstehung assoziiert werden (Blobel,
2005; Fischer et al., 2003; Schmidt et al., 2018), lasst sich ein Zusammenhang zwischen ANOs,

Tumorerkrankungen und ADAMs vermuten.

1.3 DISINTEGRIN-AHNLICHE METALLOPROTEASEN

Disintegrin-ahnliche Metalloproteasen (ADAMs) sind Typ-1-Transmembranproteine, die den
Zink-abhangigen Proteasen der Klasse der Metzinkine angehoren (Edwards et al., 2008). Die
Metzinkine teilen sich weiter in Serralysine, Astacine, Adamlysine und Matrix-Metallopro-
teasen auf. Die ADAMs gehoren zusammen mit den ADAMTS (a disintegrin and metallopro-
teases with a thrombospondin motif) und den SVMPs (snake venom metalloproteases) zu den
Adamlysinen (Bode et al., 1993; Huxley-Jones et al., 2007). Im Menschen sind bis heute 21
Gene flir ADAMs bekannt, von denen 13 proteolytische Aktivitdt aufweisen. Dies sind ADAM1,
8,9, 10,12, 15,17, 20, 21, 28, 30, 33, denn nur diese weisen das konservierte Zink-bindende
Motiv HExxHxxGxxH im aktiven Zentrum auf (Bode et al., 1993; Edwards et al., 2008; Moss &
Lambert, 2002). Wahrend die proteolytisch inaktiven ADAMs unter anderem Zell-Zell-
Interaktionen (iber die Disintegrin-Domane vermitteln, setzen die proteolytisch aktiven
ADAMs andere Transmembranproteine frei, was als Shedding bezeichnet wird und ein irre-
versibler Prozess ist (Blobel, 2005; Saftig & Reiss, 2011). Am bekanntesten unter den proteo-
lytisch aktiven ADAMs sind ADAM10 und ADAM17, welche sich in ihrer Domanenstruktur von
den ,typischen” proteolytisch aktiven ADAMs abheben. Die ,typischen” ADAMs weisen vom

N-Terminus ausgehend eine Prodomadne, eine Metalloprotease-Domadne, eine Disintegrin-
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Domane, gefolgt von einer Cysteinreichen und einer EGF-dhnlichen Domane, die Transmem-
brandomane und die zytosolische Domane auf (Seals & Courtneidge, 2003). Bis zur Cystein-
reichen Domane unterscheidet sich ADAM10 nicht von den ,typischen” ADAMs. Danach folgt
aber die Stalk-Domane anstelle der EGF-dhnlichen Domdne. Bei ADAM17 sind ein Teil der Dis-
integrin-Domane und die gesamte Cysteinreiche durch die Membranproximale Domane sowie
die EGF-ahnliche Domane durch CANDIS (conserved ADAM-seventeen dynamic interaction se-
quence) ersetzt (Dusterhoft et al., 2015; Lorenzen et al., 2012; Takeda, 2016). Danach endet
die Struktur von ADAM10/17 mit der Transmembrandomane und der zytosolischen Doméne

am C-Terminus (Abbildung 3).

»typische ADAMs”

Terminus | domane domdne domane Domadne Domédne domane Domaéne Terminus

( Y ) Y ™
N- ]| Pro- Metalloproteinase- Dlsmtegrln}ysteinrelch:TEGF-ahnhch{Transmembra n- Zytoplasmatische -
" A\ A

ADAM10

' Y Y Y ™)
N- Pro- Metalloproteinase- Disintegrin }ysteinreichi Stalk- Iransmembra n- Zytoplasmatische c
d

Terminus | doméne domane domdne Domdne Domiine omane Domidne Terminus

. I A

ADAM17

N- Pro- Metalloproteinase- Disintegrin- Mentlbran— Transmembran- Zytoplasmatische c-
- N " . proximale CANDIS .. — -
Terminus | doméne domine domine Domine domaéne Domane Terminus

Abbildung 3: Domanenstruktur ,typischer ADAMs im Vergleich zu ADAM10 und ADAM17. Katalytisch aktive,
Ltypische” ADAMs sind Typ-1-Transmembranproteine und bestehen angefangen am N-Terminus aus einer Pro-
domaéne, einer Metalloprotease-Domane, einer Disintegrin-Domane, einer Cysteinreichen Domane, einer EGF-
dhnlichen Domane, der Transmembrandomane und der zytoplasmatischen Domane. ADAM10 besitzt anstelle
der EGF-dhnlichen Doméne die Stalk-Domane. Statt der Cysteinreichen und der EGF-ahnlichen Domane besitzt
ADAM17 eine membranproximale Domane, auf die CANDIS (conserved ADAM-seventeen dynamic interaction
sequence) folgt (nach Arribas & Esselens, 2009; Moss & Lambert, 2002).

1.3.1 REGULATION UND AKTIVIERUNG VON ADAM10 uno ADAM17

Als Transmembranproteine werden ADAM10/17 am Endoplasmatischen Retikulum als Pro-
form synthetisiert und von dort gelangen sie zur weiteren Maturation in den Golgi-Apparat.
Hier findet unter anderem die Abspaltung der Prodoméane durch Furin und weitere Pro-
Proteinkonvertasen statt, was sich als essentiell fiir die katalytische Aktivitdt der Proteasen
dargestellt hat (Endres et al., 2003; Gonzales et al., 2004). Fir ihre Shedding-Funktion missen

die Proteasen dann weiter bis auf die Zelloberfldche transportiert werden. Die Expression und
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Funktion von ADAM10 wird durch Bindung an Tetraspanine reguliert, welche auch den Trans-
port auf die Zelloberflache vermitteln (Lambrecht et al., 2018; Prox et al., 2012; Seipold et al.,
2017). Maturation und Transport von ADAM17 werden hingegen von iRhom1 oder iRhomz2,
welche mit dem zytosolischen Ende interagieren, kontrolliert (Cavadas et al., 2017; Li et al.,
2015). Die Regulation der Sheddase-Aktivitdt von ADAM10 und ADAM17 auf der Zellober-
flache kann durch mehrere Faktoren bestimmt werden. Zunachst scheint eine gewisse raum-
liche Nahe zwischen der Protease sowie dem Substrat notig zu sein, damit eine proteolytische
Freisetzung der Ektodomane des Substrats, also der Prozess des Sheddings durch ADAM10/17,
stattfinden kann (Murphy, 2009). Dies legt nahe, dass Nanodomanen in der Zellmembran
einen regulatorischen Einfluss nehmen. Hierbei kdnnten auch iRhoms und Tetraspanine er-
neut eine Rolle spielen, indem sie die Lokalisation der Proteasen in der Zellmembran zum Sub-

strat sowie die Substraterkennung beeinflussen (Gutiérrez-Lépez et al., 2011).

Interessanterweise besitzen ADAM10/17 kein bekanntes Substraterkennungs-Motiv, an dem
vorausgesagt werden konnte, welche Substrate geschnitten werden konnen. Auch scheinen
verschiedene Domanen an dem Prozess beteiligt zu sein (Reddy et al., 2000; Smith et al., 2002;
White, 2003). Bekannt ist lediglich, dass alle Substrate mit der Zellmembran assoziiert sind
und bislang keine l6slichen Substrate gefunden wurden. Auch findet das Shedding der Sub-
strate stets im juxtamembranen Bereich statt (Reiss & Saftig, 2009). Dies flihrte Uber die Jahre
zu einer sehr langen und komplexen Liste an Substraten, darunter Wachstumsfaktoren, Zyto-
kine, Rezeptoren und Adhasionsmolekiile (Lambrecht et al., 2018; Reiss & Saftig, 2009). Einige
Substrate werden dabei spezifisch von nur einer Protease freigesetzt, wahrend auch Substrate
bekannt sind, die von verschiedenen Proteasen gesheddet werden kdnnen. Darliber hinaus
wurden kompensatorische Effekte zwischen ADAM10 und ADAM17 beobachtet, was darauf
hindeutet, dass hier weniger eine Spezifitdt, sondern vielmehr eine Praferenz fiir einige Sub-
strate vorliegt (Saftig & Reiss, 2011). Aufgrund der Vielfalt an Substraten ist die Regulierung

der Shedding-Aktivitat umso wichtiger.

Friher wurde davon ausgegangen, dass ADAM10/17 Uber die zytoplasmatische Domane re-
guliert werden. Heute weild man hingegen, dass diese keine Rolle spielt, aber dass die Exter-
nalisierung von PS ein bedeutender Faktor in der Aktivierung von ADAM10/17 ist (Le Gall et
al., 2010; Maretzky et al., 2015; Sommer et al., 2016). Fir beide Sheddasen wurde nachge-
wiesen, dass ANOG6 durch seine Scramblase-Aktivitdt und die damit verbundene PS-Externa-

lisierung einen Einfluss auf die proteolytische Aktivitat ausibt (Bleibaum et al., 2019; Sommer
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et al., 2016; Veit et al., 2018). Das positiv geladene RKxK-Motiv in der membranproximalen
Domadne von ADAM17 interagiert mit dem negativ geladenen PS, woriiber die Sheddase in
ihre aktive Konformation gelangt (Sommer et al., 2016). Bei ADAM10 befindet sich analog
dazu ein positiv geladenes Motiv in der Stalk-Domane, wodurch hier die Bindung an ober-

flaichenexponiertes PS erfolgen kann (Bleibaum et al., 2019).

Das Shedding durch ADAM10/17 kann konstitutiv erfolgen oder aber durch eine Reihe an Sti-
mulantien induziert werden und ist dabei unter anderem abhéangig von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, der Protein-Kinase C (PKC) und der intrazelluldren Ca%*-Konzentration (Saftig &
Reiss, 2011). Physiologische Stimuli sind z.B. Wachstumsfaktoren sowie Zytokine und auch un-
physiologische Stimuli wie Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) oder das Ca?*-lonophor
lonomycin (10) erhéhen die proteolytische Aktivitat von ADAM10/17 (Huovila et al., 2005;
Sommer et al., 2016). lonomycin erhéht die intrazellulidre Ca?*-Konzentration, was wiederum
ANOG6 aktiviert, wodurch es zur Externalisierung von PS kommt (Veit et al., 2018). Ob fir
diesen Mechanismus auch andere Scramblasen der Anoctamin-Familie relevant sind, ist noch
nicht bekannt. PMA aktiviert die PKC und auch hier kommt es zu einer PS-Externalisierung
(Nguyen et al., 2011; Sommer et al., 2016). Dass die PKC dabei direkt mit dem PS interagiert,
wurde spekuliert (Orr & Newton, 1992; Verdaguer et al., 1999), aber denkbar wére auch die
Involvierung einer Scramblase, wie z.B. XKR8, fiir die Vermittlung der PS-Exposition

(Abbildung 4).



EINLEITUNG| 13

ADAM17 ADAM17

inaktiv aktiv
MD /'
PS-

Freisetzung von
Substraten

DD

Externalisierung Q \’Funktionelle
Substrat /O Relevanz

Y Q ©
r

MPD

Scramblase /
ANO6
PC RPS

Abbildung 4: Regulation der Substratfreisetzung durch Scramblasen am Beispiel von ADAM17. In der inaktiven
Konformation von ADAM17 (links) findet keine Substratfreisetzung statt. Durch einen extrazelluldren Stimulus,
der eine Scramblase, wie z.B. ANOG6, aktiviert, kommt es zur Externalisierung von PS. Dann kann die MPD von
ADAM17 mit dem PS interagieren, sodass die Sheddase sich in ihrer aktiven Konformation befindet (rechts) und
Substrate an der Zelloberflache freisetzen kann. Nicht bekannt ist, ob andere Scramblasen, wie z.B. andere ANOs
oder XKR8, ebenfalls eine Externalisierung von PS vermitteln kdnnen, welche dann in einer Aktivierung von
ADAM10/17 und der Freisetzung von Substraten resultiert (in orange dargestellt).

1.3.2 PHYSIOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE vVON ADAM10 unD ADAM17

Aufgrund der groBen Vielzahl an Substraten sind ADAM10 und ADAM17 in diverse physiolo-
gische sowie pathophysiologische Prozesse involviert. Durch die proteolytische Freisetzung
von Adhdsionsmolekilen spielt primar ADAM10 eine Rolle fir Zell-Zell-Kontakte, bei der
Signaltransduktion sowie bei der embryonalen Entwicklung. Bekannte Substrate sind hier N-
Cadherin, E-Cadherin oder Notch (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005; Schulz et al., 2008).
Am Beispiel von Notch zeigt sich aulRerdem, dass Shedding auch zur Aktivierung von Rezep-
toren fihren kann: Durch Abspaltung der Ektodomane des Notch-Rezeptors wird ein weiterer
proteolytischer Prozess initiiert, genannt Intramembranproteolyse (Brown et al., 2000;
Hartmann et al., 2002). Eine Storung des ADAM10-Notch-Signalwegs hat fatale Folgen fir die
Embryonalentwicklung. ADAM10-defiziente Mause zeigen einen dhnlichen Phdnotyp wie

Notch-defiziente Maduse und sterben pranatal bereits nach wenigen Tagen (Krebs et al., 2000).
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Eine gesteigerte Expression von ADAM10 in Kombination mit einem verstarkten Notch-Signal-
weg wurde auBerdem in Krebsstammzellen beobachtet (Espinoza et al., 2013; Giancotti, 2013;

Roca & Adams, 2007).

ADAM17 wurde urspriinglich als tumor-necrosis factor alpha (TNFa) converting enzyme (TACE)
entdeckt, welches das proinflammatorische Zytokin TNFa wahrend einer Immunantwort frei-
setzt (Black et al., 1997; Moss et al., 1997; Miillberg et al., 2000). Dadurch steht ADAM17 unter
anderem in Verbindung mit chronisch entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis
(Saftig & Reiss, 2011). Schnell wurden aber weitere Substrate identifiziert und so sind heute
mehr als 80 bekannt (Zunke & Rose-John, 2017). Eine essentielle Rolle von ADAM17 in
Entwicklungsprozessen wurde durch ein ADAM17-defizientes Mausmodell deutlich, welches

nicht lebensfahig war (Peschon et al., 1998).

Daruber hinaus ist ADAM17 auch fiir das Shedding von tumor necrosis factor receptors (TNF-
Rezeptoren) verantwortlich. Die Rezeptor-Familie enthalt zum einen Zelltod-induzierende Re-
zeptoren mit einer sogenannten Todesdomane, welche Teil des Caspase-8-induzierten Zell-
tods ist. Zum anderen gibt es Mitglieder ohne Todesdomane, welche mit TNFR-assoziierten
Faktoren interagieren konnen (Boldin et al., 1996). Zur zweiten Gruppe gehort unter anderem
CD137, welches erstmals auf aktivierten T-Lymphozyten beschrieben wurde (Schwarz et al.,
1993). TNF-Rezeptoren und ihre Liganden sind Transmembranproteine, welche jeweils sowohl
in membranstandiger als auch in l6slicher Form vorliegen (Hehlgans & Pfeffer, 2005;
Remouchamps et al., 2011). Erhdhte Spiegel an |6slichem CD137 wurden im Serum auto-
immunerkrankter Patienten und in vielen Tumoren gefunden (Dimberg et al., 2006; Furtner et
al., 2005). Die l6sliche Form von CD137 wurde lange Zeit als Splicing-Variante beschrieben,
aber neue Erkenntnisse aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass CD137 auch durch proteo-
lytisches Shedding von sowohl ADAM10 als auch ADAM17 freigesetzt werden kann und auch
funktionell aktiv ist (Seidel et al., 2021). Zusammen mit der Entdeckung von ANOG6 als
ADAM10/17-regulierende Scramblase ist ein regulatorischer Zusammenhang zwischen

ADAM-Aktivierung durch ANO6 und daraus resultierendem Shedding von CD137 denkbar.

Des Weiteren sind ADAM10/17 die Hauptsheddasen der Liganden des EGFR, welche eine
Funktion bei unterschiedlichen Zellprozessen, u.a. Wundheilung, Angionese und Proliferation,

haben (Le Gall et al., 2009; Sahin et al., 2004). ADAM17 sheddet hauptsachlich TGFa (transfor-
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ming growth factor alpha), HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor), Epi-
regulin (EREG) und Amphiregulin (AREG), wahrend ADAM10 fiir die Freisetzung von EGF (epi-
dermal growth factor) und Betacellulin (BTC) verantwortlich ist (Blobel, 2005; Sahin et al.,
2004; Sahin & Blobel, 2007).

Der EGFR gehort zur Familie der ErbB-Rezeptoren und spielt eine wichtige Rolle in Entwick-
lungsprozessen, aber auch in Tumorerkrankungen. Durch Regulation der Proliferation und
Differenzierung von Zellen sowie des Zellwachstums kann eine gesteigerte Expression oder
Aktivitat des EGFR zu unkontrolliertem Zellwachstum fiihren (Blobel, 2005; Gschwind et al.,
2004). Eine vermehrte Expression der ADAMs wurde ebenfalls mit einer Progression verschie-
dener Krebsarten durch die gesteigerte Freisetzung der EGFR-Liganden in Verbindung ge-

bracht (Fischer et al., 2003; Schmidt et al., 2018).

Eine genauere Untersuchung der Verbindung zwischen ADAMSs und Scramblasen kénnte das
Verstandnis diverser pathologischer Prozesse, mit denen die Proteasen assoziiert werden, ver-
bessern. Viele Scramblasen spielen eine Rolle bei Tumorerkrankungen und ADAM10/17 sind
an einer Reihe entziindlicher sowie tumorférdernder Vorgange beteiligt (Kunzelmann et al.,
2019; Saftig & Reiss, 2011). Die Aufklarung der Zusammenhange zwischen der Aktivierung von
Scramblasen und der Regulation von Proteasen konnte nicht nur neue Erkenntnisse fiir den
regulatorischen Einfluss der Zellmembran liefern, sondern stellt auch im Hinblick auf die Viel-
zahl an Krankheiten, dessen Diagnose und Behandlung davon profitieren kénnten, ein

spannendes Forschungsfeld dar.
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2 ZIELSETZUNG

Die Lipide in der Zellmembran sind im Grundzustand der Zelle asymmetrisch verteilt. Die Ex-
ternalisierung von Phosphatidylserin (PS) gilt als Schlisselmechanismus fiir die Shedding-
Aktivitat der Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 und kann durch Scramblasen vermittelt
werden. Die beiden bekanntesten Familien von Scramblasen sind die Ca?*-abhdngigen Anocta-
mine sowie die Caspase-abhangige Xkr-Familie. Flr ein Mitglied der Xkr-Familie, namentlich
XKR8, wurde kirzlich bekannt, dass es in murinen Zellen auch durch eine Phosphorylierungs-

reaktion aktiviert werden kann.

Zu den Substraten von ADAM10/17 zahlen u.a. EGFR-Liganden sowie TNF-Rezeptoren. Als Ver-
mittler der PS-Externalisierung hat Anoctamin-6 einen regulatorischen Einfluss auf das
Shedding von EGFR-Liganden. Eine Aktivierung der Protein-Kinase C resultiert ebenfalls in
einer Externalisierung von PS, ob hier auch eine Scramblase involviert ist, ist noch nicht be-
kannt. Sowohl der EGFR als auch die Familie der Anoctamine sowie ADAM10 und -17 werden
mit einer Vielzahl an Tumorerkrankungen assoziiert, weshalb Erkenntnisse zu deren gesamter

Regulation von besonderer Bedeutung sind.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von ADAM10/17 und ihrer Substrate durch die Akti-

vitat von Scramblasen genauer zu verstehen.

Hierflr sollte zunachst der Einfluss von XKR8 auf das ADAM17-vermittelte Shedding
untersucht werden. Des Weiteren sollte die Frage beantwortet werden, ob Anoctamin-6 tber
die Exposition von PS die proteolytische Freisetzung weiterer ADAM10/17-Substrate
beeinflusst. AuRerdem sollte ermittelt werden, ob andere Anoctamine die Shedding-Aktivitat
von ADAM10 und/oder ADAM17 durch die Externalisierung von PS regulieren kénnen und
schlussendlich sollte geprift werden, welche funktionelle Relevanz sich aus dem

Zusammenspiel von Anoctaminen und ADAM10/17 beobachten lasst.



3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 MATERIALEN

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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p-slide 8-Well

ibidi, DE

u-slide Rack

ibidi, DE

Drigalski-Spatel, Delta™ Disposable Cell Spreader

Heathrow Scientific, US

Einfrierbehélter, Nalgene Mr. Frosty

Thermo Fisher Scientific, US

Frischhaltebox, luftdicht

EMSA, DE

Gene Pulser Cuvette

Bio-Rad Laboratories, DE

Lumox® Zellkulturplatten (96-Well)

Sarstedt, DE

Mikro-Schraubrohre (2 ml)

Sarstedt, DE

Mikrotiterplatten, flacher Boden, ELISA (96-Well)

Greiner Bio One, DE

Pasteurpipetten

Carl Roth, DE

PCR-Reaktionsgefall Multiply®-uStrip (200 pl)

Sarstedt, DE

Petrischalen

Sarstedt, DE

Pipettenspitzen (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

Sarstedt, DE

Pipettenspitzen mit Filter (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

Sarstedt, DE

ReaktionsgefaR DNA LoBind (1,5 ml)

Eppendorf, DE

ReaktionsgefaRe (2 ml, 1,5 ml)

Sarstedt, DE

Roti®-PVDF-Membran (0,45 um)

Carl Roth, DE

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt, DE

Whatman®-Filterpapier (1,5 mm)

Carl Roth, DE

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Well)

Sarstedt, DE

Zellkulturschalen (10 cm)

Sartstedt, DE

Zellschaber (16 cm, 25 cm)

Sarstedt, DE

Zellzahlkammern, SD100

Nexcelom Bioscience, US

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, DE

3.2 CHEMIKALIEN

Tabelle 3: Chemikalien

1,10-Phenanthrolin

Carl Roth, DE

2-Mercaptoethanol

Carl Roth, DE

Accutase

Merck Millipore, DE

Acetat

Carl Roth, DE

Adenosintriphosphat (ATP)

Sigma-Aldrich, US

Agar-Agar Carl Roth, DE
Agarose Carl Roth, DE
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth, DE
Ampicillin Carl Roth, DE
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Annexin V — Alexa Fluor™ 488/568 Thermo Fisher Scientific, US
Biofreeze Einfriermedium Biochrom, DE

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, US
Bromphenolblau Carl Roth, DE

BSA-Standard Fermentas, DE
Calciumchlorid (CaCl) Carl Roth, DE

cOmplete™, Protease-Inhibitor-Mix Roche, CH
Desoxynukleotide (dNTPs) Fermentas, DE
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, DE
Di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth, DE

DirectPCR® Lysis Reagent Tail PEQLAB Biotechnologie, DE
Dithiothreitol (DTT) Fermentas, DE
DNA-Ladepuffer, 6x Loading Dye Fermentas, DE
DNA-Marker, Generuler™ 1 kb DNA ladder Fermentas, DE
DNA-Marker, Generuler™ 100 bp DNA ladder Fermentas, DE

(D4tljllabge/c|§o’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose Thermo Fisher Scientific, US
ECL™ Select Western Blotting Detection Reagenzien GE Healthcare, US
Essigsdure Carl Roth, DE
Ethidiumbromid Carl Roth, DE
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Carl Roth, DE
Ethylenglycolbistretaessigsaure (EGTA) Carl Roth, DE

Fetales Kélberserum (FCS) PAA Laboratories, US
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain Biotium, US

GI254023X (Gl) Tocris Bioscience, UK
Gibco™ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Thermo Fisher Scientific, US
Gibco™ Sterile Distilled Water Thermo Fisher Scientific, US
Glukose Carl Roth, DE

Glycerin Carl Roth, DE

GW280264X (GW) AOBIOUS, USA

Hefeextrakt Carl Roth, DE

HEPES Carl Roth, DE

Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific, US
lonomycin (10), freie Saure Merck Millipore, DE
Isopropanol Carl Roth, DE

Kaliumchlorid (KCI) Merck Millipore, DE
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth, DE

Laktadherin, bovine Haematologic Technologies, UK
Magnesiumchlorid (MgCl>) Merck Millipore, DE
Magnesiumhydroxid (Mg(OH)2) Merck Millipore, DE

Magnesiumsulfat (MgS0a4) Merck Millipore, DE
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Marimastat (MM)

Tocris Bioscience, UK

Melittin (Mel) Hergestellt von J. Andra (FZ Borstel, DE)
Methanol Carl Roth, DE

Milchpulver Carl Roth, DE

Mounting Medium Ibidi, DE

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, DE

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth, DE

0O-Phospho-L-Serin (OPS)

Sigma-Aldrich, US

Paraformaldehyd (PFA)

Merck Millipore, DE

Penicillin/Streptomycin (P/S), 100x

PAA Laboratories, US

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma Aldrich, US

Phosphatase-Substrat

Sigma-Aldrich, US

PhosSTOP™, Phosphatase-Inhibitor-Mix

Roche, CH

Pierce™ 660nm-Reagenz

Thermo Fisher Scientific, US

Proteinmarker, Prestained Protein Marker

New England Biolabs, US

Rotiphorese Gel 30 %

(Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1) Gl oy Dl
Saccharose Carl Roth, DE
Salzsaure, rauchend (HCI) Carl Roth, DE
Schwefelsdure, 2 N Carl Roth, DE
Streptavidin-horseradish peroxidase Sigma-Aldrich, US
Tetramethylbenzin (BM Blue POD Substrat) Roche, CH
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, DE
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth, DE
Triton X-100 Carl Roth, DE
Trpyton/Pepton aus Casein Carl Roth, DE

Trypanblau

Sigma-Aldrich, US

Trypsin-EDTA, 10x

PAA Laboratories, US

Turbofect Thermo Fisher Scientific, US
Tween20 Carl Roth, DE
3.3 ENzYME

Tabelle 4: Enzyme

FastDigest Kpnl

Thermo Fisher Scientific, US

FastDigest Xhol

Thermo Fisher Scientific, US

Tag DNA Polymerase

New England Biolabs, US

T4 DNA-Ligase

Thermo Fisher Scientific, US




3.4 KiTs

Tabelle 5: Kits
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CD137-ELISA DuoSet (human)

R&D Systems, US

AREG-ELISA DuoSet (human)

R&D Systems, US

Genelet Gel Extraction Kit

Thermo Fisher Scientific, US

JESS Seperation Module, 25 capillary cartridges,

12-230 kDa

Protein Simple, US

Nucleo-Spin RNA Kit

Macherey-Nagel, DE

Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit

Thermo Fisher Scientific, US

Plasmid Maxi-Prep

Roche, CH

PrimeScript™ RT Master Mix Kit

Takara Bio Inc, JP

SYBR Green Premix Taq Il

Takara Bio Inc, JP

QuikChange?® Il Site-directed Mutagenesis XL

Agilent, US

3.5 GERATE

Tabelle 6: Gerite

-80 °C Gefrierschrank Forma 900

Thermo Fisher Scientific, US

Absaug-Pumpe, BVC professional

Vacuubrand, DE

Agarose Gelkammer

Bio-Rad, US

Analysenwaage S-603

Denver Instruments, US

Analysenwaage XS205

Mettler Toledo, US

Brutschrank HERA cell 150

Thermo Fisher Scientific, US

Einkanalpipetten Brand, DE
Einkanalpipetten Abimed, DE
Fluoreszenzmikroskop Axiovert Al Zeiss, DE
Fluoreszenzmikroskop ECHO Revolve ECHO, USA

Heizblock, Thermomixer comfort

Eppendorf, DE

Infinite® M Plex

Tecan Trading, CH

JESS Simple Western System

Protein Simple, US

Lichtmikroskop, invers

Helmut Hund, DE

Magnetrihrer CB162

Bibby Scientific, UK

Mehrkanalpipette

Abimed, DE

Mikrowelle

Samsung, KR

Multi-Imagingsystem Fusion FX7

PEQLAB Biotechnologie, DE

Multiscan SkyHigh Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, US

PCR UV Workstation

Analytik Jena, DE

PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin S

PEQLAB Biotechnologie, DE

PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter Web S

PEQLAB Biotechnologie, DE

pH-Meter ph211

Hanna Instruments, IT

QuantStudio 3

Thermo Fisher Scientific, US
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Rollentisch, RS-TR10

Phoenix Instruments, DE

Sonifizierer

Bandelin electronic, DE

Spannungsgeber EV231

PEQLAB Biotechnologie, DE

Spannungsgeber, PAC 300

Bio-Rad Laboratories, DE

Spektrophotometer, Nanodrop 1000

PEQLAB Biotechnologie, DE

Sterilwerkbank

Kottermann, DE

Stickstoff Lagertank

Cryotherm, DE

Thermocycler, Peqstar 96 Universal Gradient

PEQLAB Biotechnologie, DE

Uberkopfschiittler, MACS Mix

Miltenyi Biotec, DE

UV-Transilluminator UVP Gel Solo Gel Documentation System

Analytik Jena, DE

Vortexer, Vortex Genie

IKA, DE

Warmeschrank

Memmert, DE

Wasserbad GFL1004

GFL, DE

Zellzahlgerat, Cellometer® Auto 1000

Nexcelom Bioscience, US

Zentrifuge 5417R, Festwinkelrotor F45-30-11

Eppendorf, DE

Zentrifuge 5424, Festwinkelrotor F45-24-11

Eppendorf, DE

Zentrifuge 5810R, Ausschwingrotor A-4-62

Eppendorf, DE

Zentrifuge, Haraeus Multifuge X3R

Thermo Fisher Scientific, US

3.6 ANTIKORPER

3.6.1 PRIMARE ANTIKORPER

Tabelle 7: Primare Antikorper

Immunisierte Verdiinnung Verdiinnung
Antigen/Bezeichnung
Spezies Western Blot Simple Western
EGFR, D38B1 Cell Signaling Techno- - i chen 1:1000 1:30
logy, US
AKT, C67E7 cell SignalingTiechno= Sy i ke 1:1000 1:20
logy, US
GAPDH, 6C5cc Novus Biologicals, US Maus - 1:30
GFP, 7.1 und 13.1 Roche, CH Maus 1:2000 1:100
mCherry Bio-Techne, US Kaninchen 1:1000 1:30
ANO1 Novus Biologicals, US Kaninchen - 1:10
ANO4 ﬁ‘g"'a Systems Biology, - inchen - 1:10
ANO5 Abcam, UK Kaninchen - 1:10
ANO6 8;|Gene Technologies, Kaninchen - 1:10
ANO7 SglGene Uil e, Kaninchen - 1:10
ANO9 LSBio, US Kaninchen - 1:10
ANO10 LSBio, US Kaninchen - 1:10



3.6.2 SEKUNDARE ANTIKORPER

Tabelle 8: Sekundare Antikorper

Antigen/Bezeichnung m Gekoppelt mit | Verdiinnung WB

Jackson Immuno-

Anti-Kaninchen P Ziege
Jack | -

Anti-Maus ackson Immuno Schaf
research, US

Anti-Maus Protein Simple, US -

Anti-Maus Novus Biologicals, i

us

Anti-Kaninchen

Anti-Kaninchen

3.7 PLASMIDE

Tabelle 9: Plasmide

Protein Simple, US -

Novus Biologicals,
us
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Horse.rad/sh 1:10.000
peroxidase

Horse.radlsh 1:10.000
peroxidase

Horse{'adlsh 1:50
peroxidase

Near-Infrared 1:50

Horseradish

, 1:50
peroxidase

Near-Infrared 1:500

2 L

Anoctamin-1-V5/his
Anoctamin-4-V5/his
Anoctamin-5-V5/his
Anoctamin-6-V5/his
Anoctamin-7-V5/his
Anoctamin-9-V5/his
Anoctamin-10-V5/his
Anoctamin-1-eGFP
Anoctamin-4-eGFP
Anoctamin-5-eGFP
Anoctamin-6-eGFP
Anoctamin-6-D408G-eGFP
Anoctamin-7-eGFP
Anoctamin-9-eGFP
Anoctamin-10-eGFP
Anoctamin-6-mCherry

Anoctamin-6-D408G-
mCherry
GFP

mCherry
AREG-AP
TGFo-AP
BTC-AP
CD137-tGFP

pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)

(
(
(
(
(
(
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)
pcDNA3.1 (Invitrogen)

pReceiver M55

pReceiver M55 (GeneCopoeia)

pcDNA3.1 (Invitrogen)
pReceiver M55
pAPtag5 (GenHunter)
pAPtag5 (GenHunter)
pAPtag5 (GenHunter)
pCMV6-AC-GFP

. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)

A R R R R R R R R~

. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
In dieser Arbeit generiert

K. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
AG Reil}, Martin Veit (Kiel, DE)

K. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
K. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
K. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
GeneCopoeia, US

AG ReiB, Martin Veit (Kiel, DE)

K. Kunzelmann (UR, Regensburg, DE)
GeneCopoeia, US

C. Blobel (HSS, New York, US)

C. Blobel (HSS, New York, US)

C. Blobel (HSS, New York, US)
OriGene, US
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XKR8-mCherry pReceiver M55 GeneCopoeia, US

XKR8-SA-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil3, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)
XKR8-TA-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)
XKR8-ST2A-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil3, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)
XKR8-SD-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil3, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)
XKR8-TD-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)
XKR8-ST2D-mCherry pReceiver M55 (GeneCopoeia) AG Reil, Maria Sperrhacke (Kiel, DE)

3.8 SOFTWARE

Tabelle 10: Software

Microsoft Office 365 ProPlus Microsoft, US

Imagel 1.53e National Institutes of Health, US
Genome Compiler (Version 2.2.88) Twist Bioscience; US

Adobe Photoshop CS4 (Version 11.0) Adobe Systems, US

Mendeley Desktop (Version 1.19.2) Mendeley, UK

Olympus Fluoview 10 (Version 4.2) Olympus, JP

QuantStudio Software ThermoFisher, US

Compass for SW Protein Simple, US

GraphPad Prism 9 (Version 9.0.2) GraphPad Software, US

3.9 ZELLLINIEN

HEK293T

HEK293T-Zellen (human embryonic kidney) wurden urspriinglich aus humanen embryonalen
Nierenzellen generiert und anschlieRend mit dem Simian-Virus 40 transformiert. Die adharent

wachsenden Zellen wurden in DMEM-Medium mit Zusatzen (DMEM +/+) subkultiviert.

HT-29
HT-29-Zellen wurden aus einem primaren kolorektalen Adenokarzinom 2. Grades einer 44-
jahrigen kaukasischen Frau gewonnen und weisen epitheliale Eigenschaften auf. Es handelt

sich um adharente Zellen, die in DMEM +/+ kultiviert wurden.
Hela

Bei HelLa-Zellen handelt es sich um epitheliale Zellen, die aus einem Zervix-Adenokarzinom der
31-jahrigen Patientin Henrietta Lacks isoliert wurden. Es war die erste etablierte menschliche

Zelllinie. Es sind adharent wachsende Zellen, die in DMEM +/+ kultiviert wurden.
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Flr ein Experiment wurden zusatzlich die in Tabelle 11 aufgelisteten Zelllinien verwendet.

Tabelle 11: Zusatzliche verwendete Zelllinien

HaCaT Immortalisierte Keratinocytenzelllinie
A431 Isoliert aus epidermoidem Karzinom

Haut
A375 Melanomzelllinie
WM-115 Melanomzelllinie
Hela Isoliert aus Zervixkarzinom
A2780 Isoliert aus Eierstockkarzinom Gebarmutter
Igrov-1 Isoliert aus Eierstockkarzinom oder Brust
MCF-7 Brustkrebszelllinie
Pancl Isoliert aus Pankreaskarzinom
Panc89 Isoliert aus Pankreaskarzinom

Pankreas
Colo357 Isoliert aus Pankreaskarzinom
BxPC3 Isoliert aus Pankreaskarzinom
HT29 Isoliert aus kolorektalem Adenokarzinom

Darm
CaCo2 Isoliert aus kolorektalem Adenokarzinom
HepG2 Leberkarzinom-Zelllinie Leber
HL60 Promyeloide Zellen einer Leukdmiepatientin

Blut
Jurkat Immortalisierte T-Lymphozten eines Leukdamiepatienten

3.10 KULTIVIERUNG VON ZELLEN

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37 °C
und 5 % CO3 in einem Brutschrank. Samtliche verwendete Losungen, Medien und Materialien
waren steril und alle Arbeiten wurden unter der Sterilwerkbank durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in Zellkulturschalen (@ 10 cm) mit 10 ml DMEM +/+ kultiviert. Vor dem Gebrauch

wurde das Medium in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

DMEM 89 % (v/v)
Zellkulturmedium | High Glucose
(DMEM +/+) FCS 10 % (v/v)

P/S 1% (v/v)
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Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das Kultur-
medium abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen, bevor sie liber mehrere Minu-
ten mit 1 ml Trypsin-EDTA bei 37 °C inkubiert wurden. Durch die proteolytische Aktivitadt des
Trypsins l6sen sich die Zellen vom Boden der Zellkulturschale. Ein Abstoppen der Proteolyse
erfolgte durch Zugabe von 5 ml DMEM +/+. Nach der Resuspension der Zellen mit Hilfe des
zugegebenen Mediums wurden sie durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und auf neuen

Zellkulturschalen subkultiviert.

3.10.1 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Zu Beginn jedes Versuches innerhalb einer Experimentreihe wurde die gleiche definierte An-
zahl an Zellen ausgesat. Hierzu wurden die Zellen nach erfolgter Ablésung durch Trypsin oder
Accutase und Abstoppen mit DMEM +/+ in ein 50 ml Sarstedt-Réhrchen Uberfihrt. 25 ul der
Zellsuspension wurden mit 25 pl 0,4 % (w/v) Trypanblau-Losung vermischt und mit dem Zell-
zahlgerat Cellometer Autol000 gezahlt. Durch die Verwendung von Trypanblau kénnen
lebende von toten Zellen unterschieden werden, da der Farbstoff die intakte Zellmembran
lebender Zellen nicht durchdringen kann. Somit werden nur tote Zellen angefarbt, in die der
Farbstoff durch die zerstorte Membran eindringen kann. Die Ermittlung der Zellmenge fir die

Aussaat erfolgte anhand der Lebendzellzahl.

3.10.2 KRYOKONSERVIERUNG

Kryokonservierung diente zur langfristigen Lagerung der eukaryotischen Zellen. Diese wurden
nach dem Ablésen von der Zellkulturschale in ein 50 ml Sarstedt-Réhrchen tberfuhrt und bei
300 xg fur 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium (Bio-
freeze) aufgenommen und in einem Schraubdeckelréhrchen in einem Einfrierbehalter fiir 48 h
bei -80 °C gelagert. Der Einfrierbehalter war mit Isopropanol gefiillt, wodurch eine gleich-
maRige Abkihlung von -1 °C/min der Zellen gewéhrleistet wurde. AnschlieBend wurden die

Zellen bei -196 °C in einem Tank mit flissigem Stickstoff gelagert.

Zum erneuten Kultivieren der Zellen wurden diese nach der Entnahme aus dem Stickstofftank
schnellstmoglich in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde dann in
10 ml vorgewdrmtes Kulturmedium mit Zusatzen Gberfuhrt und auf einer Zellkulturschale kul-

tiviert. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Mediums.



MATERIAL UND METHODEN | 26

3.10.3 TRANSIENTE TRANSFEKTION

Die Transfektion von HEK293T-Zellen erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von 70-80 % mit
Hilfe des Transfektionsreagenzes TurboFect™. Hierfiir wurden die Zellen 24 h vorher in 12-
oder 6-Well-Platten ausgesat. Anschliefend wurde das alte Medium durch 1 ml frisches
DMEM+/+ ersetzt. Das Pipettierschema flr einfache sowie doppelte Transfektionsansatze ist
in Tabelle 12 aufgefiihrt. Jeder Ansatz wurde in DMEM -/- (ohne Zusatze) 20 min bei Raum-
temperatur inkubiert und anschliefend zu den Zellen gegeben. Nach 48 h wurden die Zellen

fir Experimente weiterverwendet.

Tabelle 12: Pipettierschema fiir Transfektionsansitze

. [DMEM-/-| ______ Plasmid | Turbofect™

Einfachtransfektion 100 pl 1000 ng ANO4/ANO9 2 ul
Einfachtransfektion 100 pl 500 ng CD137 1,5 ul
E'C';Ecehg;'t‘ls:s:l‘;'ﬁlgo M 100 6000 ng ANO4/ANO9 12 i
Doppeltransfektion 100 pl ggg Ei iﬁgg ¥ 3ul
e o S
Doppeltransfektion 100 pl 500 ng AP-Substrat + 2l

(12-well, AP-Assay) 500 ng XKR8

3.10.4 INHIBITION UND STIMULATION IN ZELLKULTUREXPERIMENTEN

Die Inkubation der Zellen mit Inhibitoren und/oder Stimulanzien erfolgte stets in DMEM -/-.
Hierdurch sollte gewahrleistet werden, dass Antibiotika oder Wachstumsfaktoren im FCS
keinen Einfluss nehmen. Bei einer gemeinsamen Verwendung von Inhibitor und Stimulanz
wurde der Inhibitor 15 min im Voraus auf die Zellen gegeben. Je nach Versuchsreihe wurden
die Zellen gegebenenfalls vorher mit einem Expressionsvektor transfiziert. Nachfolgend sind

die verwendeten Inhibitoren und Stimulanzien in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Stimulanzien und Inhibitoren

. Eingesetzte
Bezeichnung Verwendung & .
Konzentration

Marimastat (MM) Breitband-Metalloprotease-Inhibitor 10 uM
G1254023X (Gl) ADAM10-Inhibitor 3uM
Inhibitoren GW208264X (GW) ADAM10/17-Inhibitor 3 uM
Lactadherin (LA) Spezifischer PS-Inhibitor 1uM; 2 uM
O-phospho-L-Serin Kompetitiver Inhibitor fir 10 mM; 20 mM;

(OPS) oberflachenexponiertes PS 30 mM
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. . lonomycin (10) Kalzium-lonophor 1uM
Stimulanzien o ]
MA Protein-Kinase C-Aktivator 300 ng/ml

3.11 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.11.1 ALKALISCHER PHOSPHATASE ASSAY

Zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitdt von ADAM10 und -17 wurden spezifische Sub-
strate beider Proteasen, die in ihrer extrazelluliren Domane an eine alkalische Phosphatase
(AP) gekoppelt waren, eingesetzt. Diese wurden in HEK293T-Zellen transfiziert. Die Zellen
wurden je nach Experiment in 400 pl DMEM -/- mit dem jeweiligen Inhibitor bzw. Stimulanz
inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in der Well-Platte

mit 300 ul Lysepuffer versetzt und fiir 30 min auf dem Plattenschiittler lysiert.

EDTA I1mM
Lysepuffer 1,10-Phenantrolin 10 mM
Triton X-100 2,5 % (v/v)

Die Uberstidnde sowie die Zelllysate wurden dann bei 15.000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentri-
fugiert. Von den Uberstinden wurden je 100 pl, von den Zelllysaten je 10 pl in eine 96-Well-

Platte Gbertragen. Die Lysate wurden anschlieBend mit 90 ul AP-Puffer verdiinnt.

Alkalische Phosphatase | NaCl 100 mM
(AP)-Puffer MgCl 20 mM
pH 9,5 TRIS 100 mM

Nachfolgend wurden 100 pl einer 1 mg/ml AP-Substratlésung zu allen Proben auf der 96-Well-
Platte gegeben. Das Enzym setzt das Substrat um, wodurch ein Farbumschlag erfolgt. Dieser
kann durch die Absorption bei einer Wellenlange von 405 nm im Photometer bestimmt
werden. Die Aktivitit der alkalischen Phosphatase wurde dann im Uberstand und im Zelllysat
photometrisch detektiert und daraus das Shedding berechnet. Es wurde in Dreifachwerten

gemessen.
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3.11.2 ENzYME-LINKED IMMUNOSORBENT AsSAY (ELISA)

Der Sandwich-ELISA wurde verwendet, um spezifische Proteine in einer Probe nachzuweisen.
Es wurden spezielle high-binding 96-Well-Platten genutzt, in denen die Bindung des nachzu-
weisenden Proteins zundchst an einen immobilisierten Antikorper (Capture-Antikérper) und
anschlieBend die Bindung eines zweiten, an Biotin gekoppelten Antikorpers (Detection-Anti-
korper) erfolgte. Nachfolgend wurden die Proben mit Streptavidin-horseradish peroxidase
(HRP) inkubiert. Durch die Zugabe eines chromogenen Peroxidase-Substrates (Tetramethyl-
benzin), dessen Umsetzung im direkten Verhaltnis zur Menge des gesuchten Proteins steht,
erfolgte die Quantifizierung. Nach Abstoppen der enzymatischen Reaktion mit Schwefelsaure
wurde die Absorption bei einer Wellenldange von 450 nm gemessen. Als Referenz wurde die
Absorption bei 620 nm gemessen. Jede Probe wurde in Doppelwerten bestimmt. In dieser

Arbeit wurden DuoSet ELISAs der Firma R&D nach Herstellerangaben verwendet.

3.11.3 FLUORESZENZFARBUNG

Fluoreszenzfarbungen dienten in dieser Arbeit dem Nachweis von auf der Oberflache der Zell-
membran exponiertem Phosphatidylserin. Hierfliir wurde Annexin V verwendet, welches an
den Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 oder Alexa Fluor 568 gekoppelt war. Annexin V be-
sitzt eine hohe Affinitat an PS zu binden und kann gleichzeitig die Zellmembran lebender Zellen
nicht durchdringen, sodass nur auf der Oberflache exponiertes PS angefarbt wird. Zum An-

farben der Zellkerne wurde der Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst33342 eingesetzt.

Die Zellen wurden auf ibiTreat u-slide Polymerplatten ausgesat, angefarbt und mikroskopisch
untersucht. Fir die Farbung wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit
Annexin V (1:50) und Hoechst (1:1000) in 1x ABB fir 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln

inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweifach mit 1x ABB gewaschen.

S HEPES 0,1M
10x gngceX|;4g’B’;d’”g NaCl 1,4M
ujjer
CaCl, 25 mM

Im Anschluss wurden die Zellen fur 15 min bei Raumtemperatur mit einer 3 % (v/v) Paraform-
aldehyd-Losung (PFA) fixiert. Dann wurden sie zweimal mit PBS und einmal mit destilliertem
Wasser gewaschen und abschlieBend mit ibidi mounting medium bedeckt. Das Medium ver-

hindert das Ausbleichen von Fluoreszenzfarbstoffen und stabilisiert die gefarbten Zellen fiir
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die Lagerung. Die Visualisierung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop von Zeiss mit einem

63x/100x Plan-Apochromat Ol-Objektiv.

3.11.4 QUANTIFIZIERUNG VON FLUORESZENZSIGNALEN

Die Analyse von Bildaufnahmen wurde mit dem Programm Imagel Version 1.53 durchgefiihrt.
Hierbei wurde die Flache der Fluoreszenzsignale der Annexin V-Farbung sowie die Zellzahl an-
hand der mit Hoechst33342 angefarbten Zellkerne bestimmt. Die beiden Werte wurden dann
miteinander korreliert, um eine Aussage zur Veranderung des Fluoreszenzsignals (hier expo-

niertes PS) in Relation zur entsprechenden Kontrolle treffen zu kénnen.

3.12 PROTEINBIOCHEMISCHE MEETHODEN

3.12.1 PROTEINEXTRAKTION AUS ZELLEN

Die Proteinextraktion aus Zellen war erforderlich, um Proteine mittels Western Blot oder
Simple Western zu analysieren. Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen in einer 6-
Well-Platte mit 150 ul Lysepuffer versetzt. Zur mechanischen Lyse wurden die Zellen in drei

Zyklen bei -80 °C eingefroren und wieder aufgetaut.

TRIS 5mM
EGTA 1mM
Saccharose 250 mM
Lysepuffer Triton X-100 1% (v/v)
1,10-Phenanthrolin 10 mM
cOmplete™, Protease-Inhibitor-Mix 1x
PhosSTOP™, Phosphatase-Inhibitor-Mix 1 x

AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von der Platte gel6st und das Zell-
lysat in ein Reaktionsgefald tGberfiihrt und bei 15.000 rpm bei 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR (iberfiihrt und bis zur Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.12.2 QUANTIFIZIERUNG DES PROTEINGEHALTES

Fiir die Quantifizierung des Proteingehaltes in den Zelllysaten wurde der Pierce 660 nm Protein
Assay genutzt. Je 100 pl 660 nm-Reagenz und 6 pl Zelllysat wurden in ein Well einer 96-Well-
Platte pipettiert. Danach wurde die Absorption des gebildeten Protein-Farbstoff-Komplexes
bei einer Wellenldnge von 660 nm gemessen. Anhand eines zuvor ermittelten Protein-

standards konnte dann der Proteingehalt der Lysate errechnet werden.
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3.12.3 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE

Mittels SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate polyacrylamidgel electrophoresis) wurden Proteine
und deren Gemische basierend auf ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt.
In dieser Arbeit wurde nach dem von Laemmli (1970) beschriebenen Verfahren mit einem
diskontinuierlichen Gelsystem gearbeitet. Dieses besteht aus einem Sammelgel und einem
darauffolgenden Trenngel, welche unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen und pH-Werte
aufweisen. Die Proben wurden in 6x SDS-Probenpuffer bei 95 °C flir 5 min aufgekocht. Bei der
Untersuchung von Proteinen der Familie der Anoctamine wurden die Proben mit dem Puffer

fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und nicht gekocht. Puffer und Gele wurden wie folgt

verwendet:
TRIS 0,75M
SDS 12 % (w/v)
6x SDS-Probenpuffer | Glycerin 6,54 M
pH 6,8 EDTA 6 mM
DTT 120 mM
Bromphenolblau 0,15 % (w/v)

Sammelgelpuffer | TRIS 0,5M
pH 6,8 SDS 0,4 % (w/v)
Trenngelpuffer TRIS 1,5M
pH 8,8 SDS 0,4 % (w/v)
Sammelgelpuffer 2,5 ml
Acrylamid 1,7 ml
Sammelgel
H,O 5,8 ml
4,5%
APS 60 ul
TEMED 30 ul
Trenngelpuffer 2,5 ml
Acrylamid 3,3 ml
Trenngel H,0 4,0 ml
10 %
APS 60 pl
TEMED 30 ul




MATERIAL UND METHODEN | 31

Die Gele wurden in einem vertikalen Gelsystem (Peqlab) hergestellt. Nach vollstandiger Poly-
merisation der Gele wurden diese in einer Elektrophorese-Apparatur platziert, die dann mit
1x SDS-Laufpuffer beflllt wurde. Die Taschen wurden mit Puffer gesplilt und anschlieRend mit
den aufbereiteten Proben beladen. Zusatzlich wurde ein GroRenstandard mitgefiihrt. Die Auf-

trennung erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 35 mA und max. 150 V.

TRIS 25 mM
1x SDS-Laufpuffer Glycin 192 mM
pH 8,8-8,9
sDS 0,1 % (w/v)

3.12.4 WESTERN BLOT

Fiir den Transfer der durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Poly-
vinylidenfluorid (PVDF)-Membran (0,45 um) wurde das tank blot-Verfahren genutzt. Diesen
Transfer bezeichnet man als Western Blotting. Zundchst wurde die Membran mit Methanol

aktiviert und nachfolgend zusammen mit Whatman-Filterpapieren in Transferpuffer aqui-

briliert.
TRIS 25 mM
1x Transferpuffer Glycin 192 mM
pH 8,2 - 814
Methanol 10 % (v/v)

Zwei Filterpapiere, die PVDF-Membran, das Gel und zwei weitere Filterpapiere wurden ge-
schichtet und nach Herstellervorgaben in die mit Transferpuffer gefiillte Apparatur gelegt. Der

Transfer der Proteine erfolgte fiir 2 h bei 150 mV.

3.12.5 IMMUNOLOGISCHE DETEKTION

Nach erfolgtem Transfer auf die Membran wurden die Proteine mit Hilfe spezifischer Anti-
korper detektiert. Hierflir wurden zunachst freie Bindungsstellen auf der Membran mit einer
5 % Milchpulverlésung in TBS-T fiir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Im Anschluss erfolgte
die Inkubation mit dem primaren Antikérper in 5 % Milchpulverldsung. Konzentration und In-
kubationsdauer richteten sich nach den Herstellerangaben. Danach wurde die Membran drei-
mal fir 10 min mit TBS-T gewaschen und mit einem horseradish peroxidase (HRP)-

gekoppelten sekundarem Antikorper fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die
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Membran dann nochmals dreimal fiir 10 min mit TBS-T gewaschen wurde erfolgte die Detek-
tion mit ECL Select Western Blotting Detection Reagent nach Herstellerangaben und der Fusion

FX7 Chemilumineszenzkamera.

TRIS 20 mM
1x TRIS-buffered saline EDTA 1 mM
with Tween20 (TBS-T)
PH8,2-8,4 Nacl 140 mM
Tween20 0,1 % (v/v)

3.12.6 STRIPPEN DER PVDF-MEMBRAN

Um verschiedene Proteine auf derselben Membran zu detektieren, miissen zuvor verwendete
Antikorper, die an der Membran haften, wieder entfernt werden. Dies erfolgte durch die In-
kubation mit 20 ml Stripping Puffer fir 30 min bei 65 °C. Nachfolgend wurde die Membran
dreimal mit TBS-T gewaschen und erneut fiir 1 h bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver-
|6sung inkubiert. AnschlieBend konnte die Membran mit weiteren entsprechenden Primar-

und Sekundarantikérpern, wie bereits beschrieben, inkubiert werden.

TRIS 60 mM
SDS 2% (w/v)
2-Mercaptoethanol 100 mM

Stripping Puffer
pH 6,7

3.12.7 SimpPLE WESTERN

Unter Simple Western™ versteht man ein vollautomatisiertes Western Blot-System. Hierbei
l3uft jede Probe in einer eigenen, mit SDS-Gel gefiillten, Kapillare. Simple Western™ wurde
nach Herstellerangaben des JESS™ (Protein Simple) verwendet. Die Analyse der Ergebnisse

erfolgte mit der integrierten Compass-Software.

3.12.8 BIOTINYLIERUNGSASSAY

Der Biotinylierungsassay wurde verwendet, um Proteine selektiv auf der Zelloberflache nach-
zuweisen. Biotin ist ein kleines wasserlosliches Protein, welches von einer Vielzahl an Makro-
molekilen gebunden werden kann. Durch die geringe GréRe des Biotins werden die biolo-
gischen und chemischen Eigenschaften der Makromolekile durch die Bindung kaum beein-
trachtigt. Der Assay basiert auf dem Einsatz eines zellimpermeablen, spaltbaren Reagenzes

(Sulfo-NHS-SS-Biotin), welches aufgrund der negativen Ladung die Zellmembran nicht Gber-
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winden kann. Nach erfolgter Behandlung werden die Zellen lysiert und das biotinylierte Pro-
tein wird durch Prazipitation mit Avidin-konjugierten Agarosekiigelchen isoliert. In dieser
Arbeit wurde mit dem Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit der Firma Thermo Fisher Scien-
tific nach Herstellerangaben gearbeitet. Im Anschluss wurden die Proben im Simple Western™
analysiert. Als positive Kontrolle wurde ein Antikorper gegen den epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR) verwendet, welcher als Zelloberflachenprotein bei erfolgreich durchgefiihrtem
Assay sowohl oberflachlich als auch im Lysat nachweisbar sein sollte. Ein Antikérper gegen die
AKT Serin/Threonin Kinase 1 (AKT) diente als negative Kontrolle zum Ausschluss intrazellularer

Proteine.

3.13 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

3.13.1 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN

Fir die Amplifikation von Expressionsvektoren wurde in dieser Arbeit mit dem Escherichia (E.)
coli-Stamm XL10-Gold (TetRA(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F proAB lacl9ZAM15 Tn10(Tet®) Amy CamR]) gearbeitet. Durch Transfor-
mation wurden Plasmide in E. coli eingebracht, welche dann in Form von extrachromoso-
malen zirkuldaren Plasmiden vervielfaltigt werden. Die Plasmide enthielten eine Antibiotika-
resistenzkassette, sodass eine Selektion erfolgreich transformierter Bakterien tiber die Zugabe
von 100 pg/ml Ampicillin zum Medium erreicht werden konnte. Die Kultivierung von E. coli
erfolgte entweder in fliissigem Luria-Bertani (LB)-Medium bei stéandiger Rotation von 200 rpm

oder auf LB-Agarplatten bei 37 °C.

' _ | Nacl 10/
Lurla-BertanL'(I;B)-Medlum Trypton 10 g/|
P Hefeextrakt 5g/l
LB_Agar LB'MediUm
pH 7 Agar-Agar 15 g/l

3.13.2 KRYOKONSERVIERUNG
Fiir eine langfristige Lagerung von Bakterienstdmmen wurden Glycerolstocks angelegt. Dazu

wurden die Bakterien zundchst in 10 ml LB-Medium UGN bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Am
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nachsten Tag wurden sie bei 500 xg fiir 5 min abzentrifugiert und das entstandene Pellet
wurde in 2 ml Einfriermedium resuspendiert. Die Bakterien wurden in Einfrierréhrchen
bei -80 °C gelagert.

LB-Medium 85 % (v/V)
Glycerin 15 % (v/v)

Einfriermedium

3.13.3 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN

Die Transformation erfolgte mit chemisch kompetenten E. coli. Diese wurden aufgetaut und
fiir 1 h auf Eis zusammen mit 1 pl des zu transformierenden Plasmids inkubiert. Nach der In-
kubationszeit wurde der Transformationsansatz fiir 40 s bei 42 °C erhitzt und nochmal fur
5 min auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden dem Ansatz 250 pl SOC-Medium hinzugefiigt und
fir 1 h bei 37 °Cund 800 rpm inkubiert. AbschlieRend wurde der Ansatz auf mit 100 pug/ml Am-
picillin versetzten LB-Platten ausgestrichen und UGN bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Zur
Subkultivierung einzelner Bakterienklone wurden diese von der Platte gepickt und in

250 ml LB-Medium mit Ampicillin GN bei 37 °C und 200 rpm kultiviert.

Hefeextrakt 5g/l
Trypton 20 g/l
Super Optimal broth with | Nac) 10 mM
Catabolite repression KCl 2,5 mM
(SOC)-Medium MeCl 10 mM
pH 7,5 g- "
Glukose 20mM

3.14 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.14.1 PLASMIDPRAPARATION

Zur Plasmidpraparation wurden entsprechende Klone der XL10-Gold-Stdmme in je 200 ml LB-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin GN bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Am darauffolgenden
Tag erfolgte die Praparation mit dem Maxi-Plasmid-Prep Kit nach Angaben der Herstellerfirma

Roche.
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3.14.2 IsoLATION VON MRNA
Fir die Isolation von mRNA aus Zellen wurde das Nucleo-Spin RNA Kit nach Angaben der Her-
stellerfirma Firma Macherey-Nagel verwendet. Wahrend des gesamten Prozesses wurden

ausschlieBlich gestopfte RNase-freie Spitzen und sterile Reagenzgefalle verwendet.

3.14.3 QUANTIFIZIERUNG VON DNA unD MRNA

Die DNA- oder mRNA-Konzentration von Losungen wurde mittels Multiscan SkyHigh be-
stimmt. Das Gerat misst die Absorption der Losung bei einer Wellenlange von 260 nm sowie
bei 280 nm. Anhand der Absorption bei 260 nm wird die DNA-Konzentration ermittelt. Durch
das Verhaltnis der gemessenen Absorptionen bei 260 nm und 280 nm wird die Reinheit einer

Probe bestimmt.

3.14.4 REVERSE TRANSKRIPTION

Isolierte mRNA wurde mittels reverser Transkription mit dem PrimeScript™ RT Master Mix Kit
der Firma Takara zu cDNA umgeschrieben. Hierfir wurden 0,5 ug RNA mit 2 ul des 5x Prime-
Script™ RT Master Mixes und H20 (ad 10 pl) zusammen pipettiert. Die reverse Transkription
erfolgte bei 37 °C fur 15 min und die Inaktivierung des Enzyms bei 85 °C fiir 5 s im Thermo-
cycler pegSTAR 96 universal. Flr die gesamten Arbeitsschritte wurden RNAse-freie Spitzen

und sterile Reagenzgefalle verwendet.

3.14.5 OLIGONUKLEOTIDE

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide wurden mit der Software SnapGene
entworfen. Dabei wurde beachtet, dass die Primer einen GC-Gehalt von 50-60 % aufweisen
und ihre Schmelztemperatur bei 55-65 °C liegt. AuRerdem wurden die Primer Intron-tber-
spannend gewahlt, um eventuell noch vorhandene genomische DNA von der Amplifikation
auszuschlieBen. Die gesamten verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich her-

gestellt und sind nachfolgend aufgelistet (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete Oligonukleotide

Gen Name Sequenz

hANO4 hANO4_for 5-AGCCAAGTCAGTAAAGAAGTCTTGC-3*
hANO4_rev 5‘-CAGCCTCATGAATGGACAG-3'

hANO9 hANO9_for 5-CATCCTCTTTGAGCACGTG-3'
hANO9_rev 5-TGTTCTTCACCGACTGAGG-3'

hHPRT hHPRT_for 5 -TGGCGTCGTGATTAGTGATG-3'
hHPRT _rev 5-TCTCGAGCAAGACGTTCAGT-3*

hB2Mm hB2M_for 5-ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA-3'

hB2M_rev 5-GGCATCTTCAAACCTCCATG-3*
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3.14.6 ReAL-TiME PCR

Die Real-Time PCR wurde zur Untersuchung der mRNA-Expression eines Zielgens in Zellen ver-
wendet. Zur Erhohung der Spezifitdt wurde mit der touchdown-Variante gearbeitet, bei der
die annealing-Temperatur in den ersten Zyklen héher als die Optimaltemperatur gewahlt
wird. Dabei entstehen spezifische Produkte, welche in den folgenden Zyklen weiter ampli-
fiziert werden. Fir die Real-Time PCR wurde SYBR premix EX Taq II-Mix (Takara) mit dem Farb-
stoff SYBR Green | verwendet. Der Farbstoff bindet an doppelstrangige DNA, wobei ein Fluo-
reszenzsignal emittiert wird und sich dariber die Menge der amplifizierten cDNA quantitativ
bestimmen lasst. Die Spezifitat der amplifizierten DNA-Fragmente wurde anhand der Schmelz-
kurven berprift. Die Expression des Zielgens wurde mit einem internen Standard, dem soge-
nannten Housekeeping-Gen, verglichen. Die Expression eines Housekeeping-Gens in der Zelle

ist unabhangig vom Zellstadium und dulReren Einfllssen.

Ein 10 pl Standard-Ansatz wurde wie folgt zusammen pipettiert:

SYBR premix Ex Taq II-Mix 5,2 ul
cDNA 1 ul (10 ng/ul)
10 pl Real-Time PCR- forward Primer 0,5 ul (2,5 uM)
Ansatz reverse Primer 0,5 pl (2,5 uM)

H20 2,8 ul

Die Real-Time PCR wurde mit dem in Tabelle 15 aufgelisteten Programm im QuantStudio 3
durchgefiihrt. Dabei erfolgte jede Messung in Doppelwerten. Bei der Auswertung wurde die
zugehdrige QuantStudio™ Design & Analysis Software verwendet. Die weitere Auswertung

der Ergebnisse erfolgte mit der AACt-Methode (cycle threshold):

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (housekeeping-Gen)
AACt = ACt (stimulierte Probe) — ACt (unbehandelte Kontrolle)

x-fache Veranderung = 2A-AACt

Tabelle 15: Verwendetes Programm fiir die Real-Time PCR

| schritt Temperatur, Zeit

Initiale Denaturierung 95°C, 30s
Denaturierung 95°C,5s
6 Zykl
yKien annealing 66 °C, (-1 °C/Zyklus), 30 s
40 2yklen Denaturierung 95°C, 15s

annealing 60 °C, 30 s
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Schmelzkurve Denaturierung 66 °C > 95 °C (0,3 °C/s)
Finale Denaturierung 95°C, 15 s

3.14.7 KLONIERUNG EINES ANO5-EGFP-VEKTORS

Um einen Vektor zu generieren, welcher zu einer Expression von ANO5 mit einem fusionierten
eGFP (enhanced green fluorescent protein) fiihrt, wurden als Ausgangsvektoren V5/his-fusio-
niertes ANO5 (pcDNA3.1-hANO5-V5/his, zur Verfligung gestellt von K. Kunzelmann, Regens-
burg, DE) und ein eGFP Leervektor (pcDNA3.1-eGFP) verwendet (Abbildung 5). Zunachst
wurden beide Ausgansvektoren mittels Restriktionsverdau an den Schnittstellen Xho/ und
Kpnl geschnitten. Das entstandene DNA-Fragment von ANOS5 (= Insert) wurde mit dem Gene-
Jet Gel Extraction Kit aus einem Agarosegel extrahiert. UV-Intensitat und Bestrahlungsdauer
wurden hierbei moglichst gering gehalten. Das DNA-Fragment, welches das eGFP enthielt
(=Vektor), wurde mit dem Genelet PCR Purification Kit aus einem Restriktionsansatz aufge-
reinigt. Die Aufreinigungen wurden jeweils nach Herstellerangaben durchgefiihrt. An-
schlieBend erfolgte die Ligation von Vektor und Insert zu pcDNA3.1-hANO5-eGFP mit Hilfe der
T4 DNA Ligase nach Herstellerprotokoll. Dabei wurde ein Verhaltnis von Vektor zu Insert von

1:3 gewahlt. Es gilt:

ng Vektor x kbp Insert Insert

haltni
kbp Vektor x Verhdltnis von Vektor

= ng Insert

Das neu entstandene Plasmid wurde zur Vervielfaltigung wie in 3.13.3 beschrieben in E. coli
transformiert. Anhand einer Sequenzierung wurde die Basensequenz kontrolliert. Da sich das
eGFP nicht im open reading frame (ORF) befand, wurde eine Mutagenese mit Hilfe des Quik-
change Il Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Agilent Technologies angeschlossen. Die An-
wendung erfolgte nach Herstellerangaben. AnschlieRend erfolgte eine erneute Uberpriifung

durch Sequenzierung.
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Abbildung 5: Strategie zur Klonierung und Mutation eines ANO5-eGFP-Uberexpressionsvektors. ANO5 wurde
aus dem bestehenden Vektor ausgeschnitten und in das Plasmid pcDNA3.1-eGFP eingebracht.

3.14.8 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente anhand ihrer GroRe aufgetrennt.

Fur die Herstellung des Gels wurden 2,5 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer gegeben und so-

lange erwdrmt, bis sich eine homogene Losung bildete. Nachfolgend wurden 5 pl GelRed der

Firma Biotium pro 100 ml Loésung zugesetzt und vermischt. Zur Polymerisation wurde die L6-

sung in eine horizontale Gelkammer (Bio-Rad) gegeben. Nach Aushartung des Gels wurde

1x TAE-Puffer als Laufpuffer in die Gelkammer gegeben. Die Proben wurden mit 6x Loading

Dye Purple Ladepuffer versetzt und in je eine Tasche des Gels Uberfihrt. Zusatzlich wurde

Gene Ruler 100 bp Ladder als GroRenstandard aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer

Spannung von 100 V fir 1-2 h. Die Dokumentation des Gels erfolgte mit dem UV-Transillu-

minators UVP Gel Solo Gel Documentation System der Firma Analytik Jena.

TRIS
10x TAE-Puffer Acetat
pH 8
EDTA

400 mM
200 mM
10 mM
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3.14.9 DNA-SEQUENZIERUNG
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten, PCR-Produkten oder Expressionsvektoren wurde
mittels Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977) durch die Firma Genewiz durchge-

fuhrt.

3.15 STATISTIK

Die statistische Auswertung der Daten dieser Arbeit erfolge mit dem Programm Prism Soft-
ware Version 9. Wurden zwei oder weniger unabhangige Experimente durchgefiihrt, so wurde
der Mittelwert + Standardabweichung (MW+SD) angegeben. Ab drei unabhéangig durchge-
fihrten Experimenten wurde der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (MW+SEM)
genannt. Die einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) einschlief3lich eines Post-Hoc-
Tests wurde nach Bonferroni oder Holm-Sidak durchgefiihrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von < 0,05 wurde als signifikant unterschiedlich angesehen. Zur Darstellung von Signifikanz-
unterschieden wurde bei einer Erhohung ein Stern (*) und bei einer Reduktion eine Raute (#)
als Kennzeichnungssymbol gewahlt. Nicht signifikante Unterschiede wurden mit ns gekenn-

zeichnet.



ERGEBNISSE | 40

4 ERGEBNISSE

Das ADAM10/17-vermittelte Shedding stellt einen Schlisselmechanismus in der Regulation
vieler Entwicklungsprozesse und zellularer Funktionen dar. Eine bedeutende Rolle bei der
Aktivierung von ADAM10/17 spielt die Translokation des negativ geladenen Phos-
phatidylserins (PS) auf die Zelloberflache (Bleibaum et al., 2019; Sommer et al., 2016). Die re-
versible Translokation von PS wird sowohl durch eine Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Kon-
zentration als auch durch Phorbolester wie PMA gefdrdert und kann bidirektional durch soge-
nannte Scramblasen erfolgen. Im Menschen wurden bislang zwei Familien von Scramblasen
hauptsachlich untersucht, die Xkr-Familie und die Anoctamine (ANOs). Da die verdanderte Akti-
vitat von sowohl Scramblasen als auch ADAMs mit einer Vielzahl an Immunerkrankungen so-
wie der Tumorentwicklung in Verbindung gebracht wird (Kunzelmann et al., 2019; Reiss &
Saftig, 2009; Saftig & Reiss, 2011), sind Untersuchungen zu ihrer Regulation und funktionellen

Relevanz von besonderer Bedeutung.

4.1 DeR EINFLUSS VON XKR8 AUF DAS ADAM17-VERMITTELTE SHEDDING

XKR8 ist eines von neun Mitgliedern der XKR-Familie. Es wurde bislang als eine Caspase-ab-
hangige Scramblase beschrieben, die die PS-Externalisierung wahrend der Apoptose ver-
mittelt (Marifio & Kroemer, 2013; Sivagnanam et al., 2017). Darliber hinaus wurde in murinen
B-Lymphozyten kiirzlich gezeigt, dass XKR8 auch durch eine Phosphorylierungsreaktion akti-
vierbar ist (Sakuragi et al., 2019). Das Substrat-Shedding von ADAM17 kann durch Stimulation
mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) aktiviert werden (Groth et al., 2016; Le Gall et al.,
2010; Lorenzen et al., 2016). PMA fiihrt zu einer Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC) und
zu einer Externalisierung von PS (Nguyen et al., 2011; Sommer et al., 2016). Ob die PKC hierbei
direkt mit PS interagiert oder ob die PS-Externalisierung durch z.B. eine Scramblase wie XKR8

vermittelt wird, ist noch nicht hinreichend bekannt.

Fiir die Untersuchungen, ob XKR8 einen regulatorischen Einfluss auf ADAM17 ausiibt, wurden
in dieser Arbeit HEK293T-Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fiir XKR8 kodiert. Der Vektor
hatte am N-terminalen Ende ein mCherry-Tag, sodass die Transfektion anhand des roten
mCherry-Signals im Fluoreszenzmikroskop oder mit Simple Western mit einem Antikérper, der
gegen mCherry gerichtet war, (berprift werden konnte. Als mock-Kontrolle diente ein

mCherry-Leervektor.
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4.1.1 NAcHWEIS VON XKR8 AUF DER ZELLOBERFLACHE

Zunachst sollte die zelluldre Lokalisation des transient transfizierten XKR8 untersucht werden.
Damit XKR8 durch PS-Exposition einen Einfluss auf das ADAM17-vermittelte Shedding aus-
Uben konnte, miusste es in der Plasmamembran vorliegen. Um dies zu untersuchen, wurde
eine Oberflachenbiotinylierung mit transfizierten HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Da der Vektor
fir ein an mCherry gekoppeltes XKR8 kodierte, konnte die Transfektion vorab anhand des
mCherry-Signals (rot) im Fluoreszenzmikroskop Uberprift werden (Abbildung 6A). Bei der
Oberflachenbiotinylierung kommt ein zellimpermeables Reagenz zum Einsatz, welches auf-
grund der negativen Ladung die Zellmembran nicht Gberwinden kann und lediglich Proteine
auf der Oberflache markiert. So kénnen Proteine selektiv auf der Zelloberflache nachgewiesen
werden. Nachfolgend wurde eine Simple Western Analyse angeschlossen (Abbildung 6B).
Dabei wurde sowohl das aus unbiotinylierten Zellen gewonnene Zelllysat als auch die bioti-
nylierte Fraktion aufgetragen. Als positive Kontrolle wurde ein Antikorper gegen den epider-
mal growth factor receptor (EGFR) verwendet, von dem bekannt ist, dass dieser auf der
Zelloberflache vorliegt. AKT Serin/Threonin Kinase 1 (AKT) ist ein intrazelluldres Protein und

diente bei der Detektion als negative Kontrolle.

Die Ergebnisse der Simple Western Analyse des Zelllysats bestatigten die im Fluoreszenz-
mikroskop beobachtete erfolgreiche Transfektion von XKR8. XKR8 besitzt eine errechnete
GrolRe von 45 kDa. Zusammen mit dem gekoppelten mCherry (30 kDa) ergibt sich eine GroRRe
von 75 kDa flir das Gesamtprotein. Eine entsprechende Bande konnte mittels eines Antikor-
pers gegen mCherry im Lysat der XKR8-Probe detektiert werden. Die erfolgreiche Durch-
fliihrung des Biotinylierungsassays lasst sich durch Betrachtung der Bande fiir EGFR bestatigen.
EGFR besitzt eine errechnete GréRe von 175 kDa und eine entsprechende Bande konnte wie
erwartet sowohl im Zelllysat als auch in den biotinylierten Proben detektiert werden. Dies be-
deutet, dass die Markierung von Oberflachenproteinen gelungen ist. Darliber hinaus konnte
in der biotinylierten Fraktion eine Bande bei ca. 75 kDa nach Transfektion mit XKR8 nachge-
wiesen werden. Da das intrazelluldre Protein AKT nur im Zelllysat, jedoch nicht in den bioti-
nylierten Proben detektiert wurde, war sichergestellt, dass keine intrazelluldren Proteine ver-
sehentlich markiert wurden. Dies bedeutet, dass XKR8 bei Uberexpression erfolgreich auf der

Zelloberflache nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 6: Oberflachenbiotinylierung von XKR8 in HEK293T-Zellen. HEK293T-Zellen wurden mit XKR8-
mCherry oder einem mock-Vektor transfiziert (48 h). Eine optische Transfektionskontrolle erfolgte durch das
Fluoreszenzsignal von mCherry (rot) (A). Zur Untersuchung der Lokalisation von XKR8 wurde eine Oberflachen-
biotinylierung und eine anschlieBende Analyse im Simple Western durchgefiihrt (B). Hierbei wurde sowohl! Ge-
samtzelllysat als auch die biotinylierte Fraktion aufgetragen. Als Kontrolle fiir Zellmembranproteine diente EGFR,
AKT diente als Kontrolle fir im Zytosol lokalisierte Proteine.

4.1.2 Die UBEREXPRESSION VON XKR8 FUHRT ZU EINER VERMEHRTEN PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALI-
SIERUNG
Durch die nachgewiesene Lokalisation von XKR8 in der Plasmamembran nach Uberexpression
in HEK293T-Zellen ist es denkbar, dass XKR8 eine Rolle bei der PS-Externalisierung unter PMA-
Stimulation und damit bei der Aktivierung von ADAM17 spielt. Um dies zu prifen, wurden
HEK293T-Zellen wieder mit einem Vektor, welcher fliir XKR8-mCherry kodierte, transfiziert. Die
transfizierten Zellen wurden fiir 30 min mit PMA stimuliert und anschlieBend mit Annexin V-
AF488 gefarbt und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Annexin V bindet mit hoher Affinitat
an PS und kann gleichzeitig die Zellmembran lebender Zellen nicht durchdringen, sodass nur

auf der Oberflache exponiertes PS angefarbt wird.

Die Stimulation der Zellen mit PMA fihrte zu einer verstarkten Externalisierung von PS im
Vergleich mit den jeweiligen unbehandelten Zellen. Bei Uberexpression von XKR8 war augen-
scheinlich sowohl das konstitutiv exponierte PS als auch die PS-Exposition nach Stimulation
verglichen zur mock-Kontrolle erhoht (Abbildung 7A). Eine quantitative Auswertung bestatigte

diese Tendenz (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: In Anwesenheit von XKR8 ist die PS-Externalisierung erhoht. HEK293T-Zellen wurden mit XKR8-
mCherry oder einem mock-Vektor transfiziert (48 h) und anschlieBend 30 min mit PMA (100 ng/ml) behandelt.
Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle verwendet. Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellen mit
Annexin V-AF488 (griin) angefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst33342 angefarbt (blau). Der Malstab betragt
40 um. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen (A). Fiir eine Quantifizierung der PS-Externalisierung wurden
die Flache der Fluoreszenzsignale der Annexin V-Farbung sowie die Zellzahl anhand der angefarbten Zellkerne
bestimmt. Die beiden Werte wurden ins Verhaltnis gesetzt und auf die unbehandelte mock-Kontrolle normiert
(x-fache Veranderung) (B). @: unstimuliert

4.1.3 DAs SHEDDING VON TGF-ALPHA WIRD DURCH XKR8 ERHOHT

Aufgrund der vorangegangenen Beobachtungen, dass XKR8 auf der Zelloberfliche nachge-
wiesen werden konnte und die Externalisierung von PS in Gegenwart von XKR8 erhoht war, ist
ein regulatorischer Zusammenhang mit ADAM17 denkbar. Um zu Uberprifen, ob XKR8 bei
PMA-Stimulation einen Einfluss auf die Shedding-Aktivitdt von ADAM17 hat, wurden in dieser
Arbeit HEK293T-Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fiir XKR8-mCherry kodierte. Zusatz-
lich erfolgte die Transfektion mit einem der ADAM17-Substrate TGF-alpha (TGFa) oder Amphi-
regulin (AREG). Die verwendeten Substrate waren extrazelluldar mit einer alkalischen Phos-
phatase (AP) gekoppelt, die in den Uberstand freigesetzt wird, wenn die Substrate von der
Zelloberflache abgespaltet werden. Die transfizierten Zellen wurden fiir 30 min mit PMA in
An- oder Abwesenheit verschiedener Inhibitoren stimuliert. Durch den Einsatz von Inhibitoren
kann beurteilt werden, welche Proteasen an der Substratfreisetzung beteiligt sind und
welchen Anteil sie daran haben. Marimastat (MM) ist ein Breitband-Metalloprotease-

Inhibitor, GI inhibiert praferenziell ADAM10 und GW inhibiert sowohl ADAM10 als auch



ERGEBNISSE | 44

ADAM17 (Ludwig et al., 2005). Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde dann im Uber-
stand und im Zelllysat photometrisch detektiert und daraus das prozentuale Shedding be-

rechnet (Abbildung 8).
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Abbildung 8: XKR8 erhoht die Freisetzung von TGFa. HEK293T-Zellen wurden mit XKR8 Wildtyp (WT)-mCherry
oder mock (mCherry-Leervektor) sowie einem der Substrate TGFa-AP (A) oder AREG-AP (B) transfiziert (48 h).
Die Stimulation mit PMA (100 ng/ml) erfolgte fir 30 min in An- oder Abwesenheit der gekennzeichneten
Inhibitoren, @: unstimuliert. Die Inhibitoren MM (10 uM), GI (3 uM) und GW (3 uM) wurden 15 min vor der
Stimulation mit PMA zu den Zellen gegeben. Dargestellt ist das Verhéltnis der in den Uberstand freigesetzten AP
zur Gesamt-AP aus dem Uberstand und dem Zelllysat (Shedding [%]). Eine Kontrolle der erfolgreichen
Transfektion erfolgte mit Simple Western (C). Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test
nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg in Bezug auf die unstimulierte
Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion zu der jeweiligen nur mit PMA behandelten Probe, ns
kennzeichnet einen nicht signifikanten Unterschied. (n=3; */# P < 0,05; MW + SEM)

Fiir beide Substrate fiihrte die Stimulation mit PMA zu einer erh6hten Freisetzung sowohl in
der Kontrolle als auch in den XKR8-transfizierten Zellen. Die PMA-induzierte Freisetzung von
TGFa war in XKR8-liberexprimierenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhdht
(Abbildung 8A), wahrend die Freisetzung von AREG unbeeinflusst blieb (Abbildung 8B). Beim

Einsatz der Inhibitoren zeigte sich fiir beide Substrate in den XKR8-transfizierten Zellen das
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gleiche Bild wie bei der Kontrolle. Wahrend MM und GW das Shedding der ADAM17-Substrate
TGFa und AREG signifikant reduzierten, fihrte der ADAM10-Inhibitor Gl erwartungsgemaR zu
keiner signifikanten Reduktion. Die erfolgreiche Transfektion von XKR8-mCherry und dem
mock-Vektor (mCherry) wurde mit Simple Western kontrolliert (Abbildung 8C). Eine ent-
sprechende Bande bei 30 kDa konnte in der mock-Kontrolle detektiert werden. Eine Bande
konnte ebenfalls fir XKR8-mCherry bei 75 kDa detektiert werden, welche nicht in der mock-
Kontrolle auftauchte. Als Ladenkontrolle diente hierbei ein Antikdrper gegen GAPDH, welcher

in den mock- sowie in den XKR8-transfizierten Zellen ein dhnliches Signal zeigte.

4.1.4 MUTATIONEN DER PHOSPHORYLIERUNGSSTELLEN VON XKR8 HABEN KEINEN EINFLUSS AUF DAS
SHEDDING VON TGF-ALPHA UND AREG
Sakuragi et al. fanden mittels Massenspektrometrie drei Phosphorylierungsstellen in murinem
XKR8. Mutationen, welche die Phosphorylierung von Serin oder Threonin an diesen Stellen
verhinderten, blockierten jegliche Scramblase-Aktivitat von XKR8 (nachfolgend hier APhospho
genannt). Phosphomimik-Mutationen hingegen brachten hyperaktive XKR8-Mutanten hervor.
Im Menschen kommen zwei phosphorylierbare Positionen in XKR8 vor (Sakuragi et al., 2019).
Entsprechend dieser Beobachtungen wurden in dieser Arbeitsgruppe humane XKR8-
Mutanten durch Maria Sperrhacke generiert (Abbildung 9A). Dabei wurde Serin (S) an Position
362 bzw. Threonin (T) an Position 375 bei den APhospho-Mutanten in Alanin (A) umgewandelt
und bei den Phosphomimik-Mutanten in Asparaginsaure (D). Es kdnnen jeweils nur eine der
beiden Positionen 362 und 375 (SA, TA, SD, TD) oder beide Phosphorylierungsstellen mutiert
sein (ST2A oder ST2D). Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Mutationen der Phosphory-
lierungsstellen auf das PMA-vermittelte Shedding von TGFa-AP und AREG-AP haben, wurden
HEK293T-Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fir den XKR8 Wildtyp (WT) oder fir die ent-
sprechende Mutante kodierte, sowie mit einem der ADAM17-Substrate TGFa oder AREG. Die
Transfektion der verwendeten XKR8-mCherry-Vektoren wurde im Fluoreszenzmikroskop an-
hand des roten mCherry-Signals Giberpriift. Als mock-Kontrolle wurde ein mCherry-Leervektor

eingesetzt.

Eine Stimulation mit PMA resultierte in einer erhohten Freisetzung von TGFa und AREG in den
mock- und WT-transfizierten Zellen. Auch bei Transfektion aller XKR8-Mutanten fiihrte PMA-

Stimulation in jedem Fall zu einem erhéhten Shedding beider Substrate. Wie im Kapitel zuvor
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beobachtet, flihrte der Einsatz von PMA zu einer signifikant erhéhten TGFa-Freisetzung in den
XKR8 WT-transfizierten Zellen im Vergleich zur mock-Kontrolle, nicht aber von AREG. Fiir beide
Substrate zeigte sich allerdings, dass weder die Transfektion mit den APhospho-Mutanten
noch die Phosphomimik-Mutationen eine Auswirkung auf das PMA-induzierte Substrat-
shedding im Vergleich zum WT hatten. Alle Mutanten verhielten sich vergleichbar zum WT
(Abbildung 9B,C). Somit scheinen die ausgewdhlten potentiellen Phosphorylierungsstellen
keine Rolle fir die Funktion von XKR8 zu haben. Eine weitere Analyse anderer potentieller
Phosphorylierungsstellen in humanem XKR8 waren zwar interessant, allerdings auch sehr zeit-

intensiv und konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Die Transfektion wurde im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Als negative Kontrollen wurden
untransfizierte Zellen sowie Zellen, die mit einem pcDNA-Vektor transfiziert wurden, der nicht
an ein mCherry gekoppelt war, verwendet. Erwartungsgemal} war hier in beiden Fallen kein
rotes mCherry-Signal detektierbar. Fiir alle in den Assays verwendeten Zellen konnte eine rote
Farbung der Zellen gezeigt werden, welche in der Haufigkeit vergleichbar war. Dies bestatigt

die erfolgte Transfektion der mCherry-gekoppelten Vektoren (Abbildung 9D).
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Abbildung 9: Uberexpression von APhospho- oder Phosphomimik-Mutanten von XKR8 zeigt keine verinderte
Shedding-Aktivitit verglichen zum Wildtyp. Ubersicht der Phosphorylierungsstellen von humanem
XKR8 (hXKR8) (A). Transmembranregionen sind gestreift dargestellt, intrazelluldre schwarz, extrazelluldre weil.
Die Phosphorylierungsstellen an Position 362 und 375 der Mutanten sind grau hinterlegt. HEK293T-Zellen
wurden mit XKR8 WT-mCherry oder entsprechenden Mutanten oder mCherry (mock) sowie einem der Substrate
TGFa-AP (B) oder AREG-AP (C) transfiziert (48 h). Die Stimulation mit PMA (100 ng/ml) erfolgte fir 30 min. Dar-
gestellt ist das Verhaltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur Gesamt-AP aus dem Uberstand und dem
Zelllysat (Shedding [%]). Die Transfektion wurde anhand des mCherry-Signals (rot) mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie Uiberpriift. Der MaRstab betragt 500 um (D). Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test
nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg in Bezug auf die mock-Kontrolle,
ns steht fur nicht signifikant bezogen auf den stimulierten WT. (n=3; * P < 0,05; MW  SEM)
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4.2 DeR EINFLUSS VON ANOCTAMIN-6 AUF DAS SHEDDING VON CD137

ANOG6 ist die bislang am besten charakterisierte Ca’*-abhangige Scramblase. In unserer
Arbeitsgruppe konnte bestatigt werden, dass ANO6 nach Uberexpression in HEK293T-Zellen
die Externalisierung von PS erhéht und einen regulatorischen Einfluss auf das Shedding der
Substrate Betacellulin, TGFa und Amphiregulin durch ADAM10 und ADAM17 hat (Bleibaum et
al., 2019; Veit et al., 2018).

CD137 ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie und kommt sowohl membranstandig als auch
in l6slicher Form, die bislang als Splicing-Variante beschrieben wurde, vor. Kiirzlich konnte in
unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden, dass es sich bei der |6slichen Form jedoch auch

um das Produkt proteolytischen Sheddings durch ADAM10/17 handelt (Seidel et al., 2021).

Aus diesen vorangegangen Erkenntnissen ergab sich die Frage, ob ANOG6 einen Einfluss auf das
ADAM10/17-vermittelte Shedding von CD137 haben kénnte. Um dies zu untersuchen, wurden
HEK293T- sowie HT29-Zellen mit einem Vektor transfiziert, welcher fiir CD137 kodierte oder
zusatzlich mit einem Vektor, der fiir ANO6 kodierte. Die Zusammenhange wurden dann in

Inhibitions- und Stimulationsexperimenten mittels CD137-ELISA lberpruft.

4.2.1 DAs SHEDDING VON CD137 IST ABHANGIG VON EXTERNALISIERTEM PS

Um zu Uberpriifen, ob das Shedding von CD137 abhangig von oberflaichenexponiertem PS ist,
wurden HEK293T- und HT29-Zellen nach Transfektion mit CD137 mit lonomycin (10) stimuliert
und in An- oder Abwesenheit verschiedener Inhibitoren inkubiert. Durch die Behandlung mit
lonomycin, welches ein Ca?*-lonophor ist und den Einstrom von Ca%*-lonen in die Zelle
bewirkt, wird ANOG6 aktiviert und es kommt zur PS-Externalisierung. Der Inhibitor O-Phos-
pho-L-Serin (OPS) ist die negativ geladene, |6sliche Kopfgruppe von Phosphatidylserin. Es bin-
det kompetitiv an die Aminosauren von ADAM10 und ADAM17, welche fir die Interaktion mit
exponiertem PS verantwortlich sind, wodurch dieser Vorgang blockiert wird. Lactadherin (LA)
bindet spezifisch an oberflaichenexponiertes PS und blockiert so die Bindung von PS und

ADAM10/17 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Aktivierung und Inhibition von ADAM10/17-vermitteltem Shedding. Stimulation mit lonomycin
fiihrt zum Ca%*-Einstrom in die Zelle. Die Aktivierung von ANOG fiihrt zur Externalisierung von Phosphatidylserin
(PS), wodurch eine Interaktion von ADAM10/17 mit PS stattfinden kann und Substrate, wie CD137, von der
Oberflache gesheddet werden kénnen. Durch den Einsatz der Inhibitoren Lactadherin und O-Phospho-L-Serin
(OPS) wird die Interaktion zwischen ADAM10/17 und PS blockiert.

Die Uberstidnde sowie die Zelllysate wurden mittels ELISA auf CD137 untersucht und die de-
tektierten Mengen ins Verhéltnis gesetzt. Hierdurch ergab sich der Anteil des in den Uberstand
freigesetzten CD137. Die x-fache Veranderung wurde berechnet und auf die unbehandelte

Kontrolle normiert (Abbildung 11).

Die erhohte Freisetzung von CD137 bei Stimulation mit 10 wurde in beiden Zelllinien durch
den Einsatz von OPS konzentrationsabhangig reduziert. Damit einhergehend inhibierte auch
LA die Freisetzung von CD137 in den Uberstand. Somit war das Shedding von CD137 in
HEK293T- (Abbildung 11A) und HT29- (Abbildung 11B) Zellen abhangig von oberflachen-
exponiertem PS. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass ANO6 durch die Erhéhung der PS-Exter-
nalisierung einen Einfluss auf das Shedding von CD137 haben kdnnte und dies sollte weiter

untersucht werden.
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Abbildung 11: Freisetzung von CD137 wird iiber oberflichenexponiertes PS vermittelt. CD137-tGFP-transfi-
zierte HEK293T-Zellen (A) oder HT29-Zellen (B) wurden auf die Menge an CD137 im Uberstand im Verhiltnis zur
Gesamtmenge an CD137 im ELISA untersucht. Die Stimulation mit 10 (1 uM) erfolgte fiir 30 min in An- oder
Abwesenheit der Inhibitoren OPS (10 mM, 20 mM, 30 mM) oder LA (2 uM), @: unstimuliert. Die Inhibitoren
wurden 15 min vor der Stimulation mit 10 zu den Zellen gegeben. Die x-fache Veranderung wurde auf die mock-
Kontrolle normiert. Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch
ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle, # steht fiir eine
signifikante Reduktion zu der jeweiligen nur mit 10 behandelten Kontrolle, ns steht fir ein nicht signifikantes
Verhiltnis zu der nur mit 10 behandelten Kontrolle. (n=5 (A); n=4 (B); */# P < 0,05; MW + SEM)

4.2.2 ANOCTAMIN-6 REGULIERT DAS SHEDDING VON CD137

Die Beobachtung, dass die Freisetzung von CD137 abhangig von oberflachenexponiertem PS
ist, legt nahe, dass ANOG6 hierbei eine regulatorische Funktion aufweisen kénnte. Ca?*-Ein-
strom in die Zelle (wie bei Behandlung mit 10) aktiviert ANO6, wodurch eine Translokation von
PS auf die Zelloberflache stattfindet. Um zu ermitteln, ob ANO6 das Shedding von CD137
beeinflusst, wurden HEK293T- und HT29-Zellen mit CD137 sowie ANO6 oder einer hyper-
aktiven Mutante von ANO6 doppeltransfiziert. Die hyperaktive ANO6-Mutante weist eine
Punktmutation auf, welche mit einer erh6hten Ca?*-Sensitivitat einhergeht (Veit et al., 2018).
Dadurch findet eine konstitutive PS-Externalisierung statt, ohne dass ein Stimulus benétigt
wird. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 30 min mit 10 stimuliert und anschlieBend

im CD137-ELISA entsprechend 4.2.1 untersucht (Abbildung 12).
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Abbildung 12: ANOG ist an der Regulation der Freisetzung von CD137 beteiligt. HEK293T-Zellen (A) oder HT29-
Zellen (B) wurden mit CD137-tGFP sowie ANO6-mCherry, ANO6 hyperaktiv-mCherry oder mCherry transfiziert
(48 h). Die Menge an CD137 im Uberstand wurde im Verhaltnis zur Gesamtmenge an CD137 im ELISA untersucht.
Die Stimulation mit 10 (1 pM) erfolgte fir 30 min, @: unstimuliert. Die x-fache Veranderung wurde auf die mock-
Kontrolle normiert. Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch
ausgewertet. * steht fir einen signifikanten Anstieg. (n=3 (A); n=5 (B); */# P < 0,05; MW £ SEM)

Die Uberexpression von ANO6 hatte keinen Einfluss auf die konstitutive Freisetzung von
CD137 in HEK293T- oder HT29-Zellen. Nach Stimulation mit 10 war die Freisetzung jedoch sig-
nifikant erhoht zur mock-Kontrolle. Transfektion der Zellen mit der hyperaktiven ANO6-Mu-
tante fuhrte zu einer deutlichen Erhéhung des CD137-Sheddings in Abwesenheit jeglicher Sti-
muli verglichen mit der Kontrolle sowie den ANOG6-transfizierten Zellen. In HEK293T-Zellen
Uberstieg die konstitutive CD137-Freisetzung bei Transfektion mit der hyperaktiven Mutante
sogar bei Weitem die detektierte Freisetzung nach Stimulation mit 10 in der Kontrolle und

nach ANOG6-Transfektion (Abbildung 12A).

4.3 DER EINFLUSS VON ANOCTAMINEN AUF DIE FREISETZUNG VON ADAM-SUBSTRATEN

Zur Familie der humanen Anoctamine gehdren neben ANO6 neun weitere Mitglieder (ANO1,
ANO2, ANO3, ANO4, ANO5, ANO7, ANO8, ANO9, ANO10). Wihrend ANO1 und ANO2 als Ca?*-
aktivierte Chloridkanédle beschrieben wurden, wurde fiir ANO3, ANO4, ANO5, ANO6, ANO7,
ANO9 und ANO10 eine Scramblase-Aktivitat nachgewiesen, wobei ANO3 vorrangig
Phosphatidylcholin transportiert (Kalienkova et al., 2021; Suzuki et al., 2013). Die Funktion von
ANOS8 ist bislang ungeklart. Da bereits gezeigt wurde, dass ANOG6 in der Lage ist die Shedding-
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Aktivitat von ADAM10/17 zu beeinflussen, kam die Vermutung auf, dass andere Anoctamine

eine dhnliche Funktion aufweisen kénnten.

Um den Einfluss verschiedener Anoctamine auf das Metalloprotease-vermittelte Shedding zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit HEK293T-Zellen mit einem Vektor transfiziert, welcher
fur eines der Anoctamine ANO1, ANO4, ANO5, ANO6, ANO7, ANO9 oder ANO10 kodierte.
ANOG6 diente hierbei als positive, ANO1 als negative Kontrolle. ANO4, ANO5, ANO7, ANO9 und
ANO10 sollten hinsichtlich ihres potentiellen Einflusses auf das Shedding untersucht werden.
Alle Vektoren hatten am C-terminalen Ende einen V5/His-Marker oder ein eGFP. Eine Trans-
fektionskontrolle wurde mittels Simple Western-Analyse oder per Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiihrt. Ein pcDNA-Leervektor diente als mock-Kontrolle. Der Einfluss der verschie-
denen Anoctamine auf das Metalloproteasen-vermittelte Shedding wurde anschlieend in In-

hibitions- und Stimulationsexperimenten untersucht.

4.3.1 STIMULATION MIT IONOMYCIN FUHRT ZU VERSTARKTEM SHEDDING VON ADAM-SUBSTRATEN BEI
UBEREXPRESSION VON ANOCTAMIN-4, ANOCTAMIN-6 ODER ANOCTAMIN-9
Um den Einfluss verschiedener Anoctamine auf das Shedding von ADAM-Substraten zu unter-
suchen, wurden HEK293T-Zellen mit einem der ANOs sowie entweder mit dem ADAM10-Sub-
strat Betacellulin (BTC) oder einem der ADAM17-Substrate Amphiregulin (AREG) oder TGF-
alpha (TGFa) kotransfiziert. Die Transfektion wurde mittels Simple Western Gberprift. Die ver-
wendeten Substrate waren extrazellular mit einer alkalischen Phosphatase (AP) gekoppelt. Die
transfizierten Zellen wurden fir 30 min mit 1 uM 10 stimuliert und damit ein Einstrom von
Ca?*-lonen in die Zelle induziert. Die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase wurde dann im

Uberstand und im Zelllysat photometrisch detektiert und daraus das Shedding berechnet.
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Abbildung 13: ANO4, ANO6 und ANO9 erh6hen Calcium-abhangig die Freisetzung von BTC, AREG und TGFa.
HEK293T-Zellen wurden mit einem jeweiligen ANO-Plasmid oder einem mock-Vektor sowie einem der Substrate
BTC-AP (A), AREG-AP (B) oder TGFa-AP (C) transfiziert (48 h) und mittels AP-Assay untersucht. Die Stimulation
mit 10 (1 pM) erfolgte fiir 30 min. Dargestellt ist das Verhiltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur Gesamt-
AP aus dem Uberstand und dem Zelllysat (Shedding [%]). Die Transfektion wurde mittels Simple Western tiber-
prift (D). GAPDH diente hierbei als Ladekontrolle. Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test
nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg, ns steht fir ein nicht
signifikantes Verhaltnis. (n=6; */# P < 0,05; MW + SEM)

Der Einsatz von 10 erhdhte die Freisetzung von BTC, AREG und TGFa sowohl in der mock-
Kontrolle als auch in allen ANO-transfizierten Zellen verglichen mit den unbehandelten

Proben. Dartber hinaus fuhrte die Stimulation mit IO wie erwartet zu einem erhdhten
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Shedding aller drei Substrate bei einer Transfektion mit ANO6 im Vergleich zur mock-Kon-
trolle. Eine verstarkte Freisetzung von BTC wurde ebenfalls bei einer Transfektion mit ANO1,
ANO4 oder ANQ9 beobachtet (Abbildung 13A). ANQ9 Uberstieg hierbei die Effekte von ANO6
noch bei Weitem. Das Shedding von AREG und TGFa war nach Stimulation neben ANOG6 auch
bei Transfektion mit ANO4 oder ANO9 erhoht (Abbildung 13B,C). Auch hier wies ANO9 die

starksten Effekte auf.

Die erfolgreiche Transfektion der Plasmide wurde mittels Simple Western bestatigt
(Abbildung 13D). Die GroRe des V5-/His-Markers betragt 4 kDa. Summiert mit dem errech-
neten Molekulargewicht der ANOs ergaben sich die erwarteten GréRen (ANO1: 118 kDa,
ANO4: 115 kDa, = ANO5:111 kDa, ANO6: 109 kDa, = ANO7:109 kDa, = ANO9: 94 kDa,
ANO10: 80 kDa). Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern, die jeweils gegen eines der sieben
untersuchten ANOs gerichtet waren, konnte fiir alle eine Bande detektiert werden. Fiir ANO1,
ANO4, ANO5, ANO6 und ANO9 wurde in der mock-Kontrolle keine entsprechende Bande de-
tektiert. Fir ANO7 sowie ANO10 ist in der Kontrolle eine schwachere Bande zu erkennen,
welche vermutlich das endogen exprimierte Protein darstellt. GAPDH wurde jeweils als
Ladekontrolle verwendet und wies jeweils zwischen mock- und ANO-transfizierten Zellen ein
vergleichbares Signal auf, sodass bestatigt war, dass in den Proben gleich viel Protein

aufgetragen wurde.

Nachdem ein Einfluss einiger ANOs auf das Shedding von ADAM10/17 bei 10-Stimulation de-
tektiert wurde, sollte durch die anschliefende Verwendung von PMA als Stimulus Gberpriift
werden, ob dieser Einfluss tatsichlich Ca?*-abhangig auftritt. PMA kann genutzt werden, um
die ADAM17-vermittelte Substratfreisetzung zu aktivieren (Groth et al., 2016; Le Gall et al.,
2010; Lorenzen et al., 2016). Hierbei kommt es zur PS-Externalisierung, die einer Aktivierung
der Protein-Kinase C (PKC) zugrunde liegt (Nguyen et al., 2011; Sommer et al., 2016). Da dieser
Mechanismus nicht mit einer erhéhten intrazelluldren Ca?*-Konzentration einhergeht, wurde
erwartet, dass eine Uberexpression der ANOs keinen Einfluss auf die Stimulation von ADAM17
mit PMA hat. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden HEK293T-Zellen mit einem der ANOs
sowie einem der ADAM17-Substrate AREG-AP oder TGFa-AP doppeltransfiziert und nach 30-

mindtiger Stimulation mit PMA (300 ng/ml) im AP-Assay analysiert.

Flr beide Substrate fuhrte die Stimulation mit PMA zu einer erhéhten Freisetzung sowohl in

der Kontrolle als auch in den ANO-transfizierten Zellen verglichen mit den unbehandelten
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Zellen. Die Uberexpression von ANOs fiihrte aber in keinem Fall zu verstirktem Shedding und
trat vergleichbar zur mock-Kontrolle auf. Somit bestétigte sich, dass eine Uberexpression von
ANOs bei PMA-Stimulation keinen Einfluss auf die ADAM17-vermittelte Substratfreisetzung
hat (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Uberexpression von ANO1, ANO4, ANO5, ANO6, ANO7, ANO9 oder ANO10 hat keinen Einfluss
auf das Shedding von AREG und TGFa unter PMA-Stimulation. HEK293T-Zellen wurden mit einem jeweiligen
ANO-Plasmid oder einem mock-Vektor sowie einem der Substrate AREG-AP (A) oder TGFa-AP (B) transfiziert
(48 h) und mittels AP-Assay untersucht. Die Stimulation mit PMA (300 ng/ml) erfolgte fir 30 min. Die Daten
wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen
signifikanten Anstieg, ns steht fir ein nicht signifikantes Verhaltnis. (n=3; */# P < 0,05; MW + SEM)

Die vorherigen AP-Assays wurden mit Plasmiden durchgefiihrt, welche einen V5-/His-Marker
hatten. Der Einsatz von Plasmiden bei der Transfektion, die an eGFP gekoppelt sind, kann aber
den Vorteil haben, dass eine Transfektion unkompliziert und zeitsparend anhand des eGPF-
Signals (griin) im Fluoreszenzmikroskop Uberprift werden kann. Ein Nachteil konnte jedoch
sein, dass eGFP durch seine relativ groRe GréBe von 27 kDa den Transport oder die Funktion
des Proteins in der Zelle beeintrachtigen konnte. Um dies zu Uberpriifen, wurden die Ver-

suche, die mit V5-/His-gekoppelten ANO-Plasmiden stattfanden, mit an eGFP-gekoppelten
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Plasmiden wiederholt. Es wurden also HEK293T-Zellen mit einem ANO-eGFP-Plasmid und
einem der Substrate BTC-AP, AREG-AP oder TGFa-AP transfiziert und fir 30 min mit 1 uM 10
stimuliert und anschlieRend im AP-Assay untersucht (Abbildung 15A-C). Als mock-Kontrolle
wurde hierbei ein eGFP-Leervektor verwendet. Die erfolgte Transfektion wurde mit Hilfe von

Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert (Abbildung 15D).
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Abbildung 15: Uberexpression von eGFP-gekoppelten ANOs ergibt die gleichen Tendenzen wie bei der Ver-
wendung der V5/His-gekoppelten Plasmide. HEK293T-Zellen wurden mit einem jeweiligen ANO-eGFP-Plasmid
oder eGFP-Leervektor (mock) sowie einem der Substrate BTC-AP (A), AREG-AP (B) oder TGFa-AP (C) transfiziert
(48 h). Die Stimulation mit 10 (1 uM) erfolgte fiir 30 min und die Analyse erfolgte mittels AP-Assay. Dargestellt
ist das Verhéltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur Gesamt-AP aus dem Uberstand und dem Zelllysat
(Shedding [%]). Abgebildet ist ein reprasentativer Versuch. Die erfolgte Transfektion wurde anhand des eGFP-
Signals (griin) im Fluoreszenzmikroskop kontrolliert. Der MaRBstab betragt 500 um (D).
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Fir alle in den AP-Assays verwendeten Zellen konnte eine griine Farbung der Zellen gezeigt
werden. Dies bestatigte die erfolgte Transfektion der eGFP-gekoppelten Vektoren. Die Ergeb-
nisse der AP-Assays deckten sich grundsatzlich mit den Beobachtungen aus Abschnitt 4.3.1 bei
der Verwendung der V5-/His-gekoppelten Plasmide. Auch beim Einsatz der eGFP-fusionierten
Plasmide fiihrte die Stimulation mit IO zu einer erh6hten Freisetzung von BTC, AREG und TGFa
unabhangig der mock- oder ANO-Transfektion. Bei Transfektion mit ANO6 sowie ANO4 oder
ANO9 war das |0-induzierte Shedding von AREG und TGFa im Vergleich zur mock-Kontrolle
deutlich erhoht. Auch hier wies ANO9 die starksten Effekte auf. Fiir BTC war die Freisetzung
nach ANO4- oder ANOG6-Transfektion nur leicht erhoht, ANO9-Transfektion resultierte aber
auch hier in einer deutlichen Erh6hung des Sheddings zur Kontrolle. Somit kann davon ausge-
gangen werden, dass sich die Plasmide mit eGFP-Marker nicht grundlegend von den V5-/His-
gekoppelten unterscheiden und beide je nach Bedarf fir kommende Experimente eingesetzt

werden konnen.

4.3.2 NACHWEIS VON UBEREXPRIMIERTEM ANOCTAMIN-4 UND ANOCTAMIN-9 AUF DER ZELLOBERFLACHE

Da ANO4 und ANOQ9 zusatzlich zu ANOG6 die starksten Effekte in den vorangegangenen Experi-
menten zeigten, sollte ihre zelluldre Lokalisation nach Uberexpression untersucht werden. So-
wohl fiir Gberexprimiertes ANO4 als auch flir ANO9 wurde eine Zelloberflachenexpression be-
reits postuliert (Schreiber et al., 2010; Tian et al., 2012). Um dies zu bestatigen, wurde eine
Fraktionierung der Proteine mittels Oberflachenbiotinylierung durchgefiihrt. Dafiir wurden
HEK293T-Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fir ANO4-eGFP oder ANO9-eGFP kodierte
oder mit einem mock-Vektor. 48 h nach Transfektion wurde die Biotinylierung durchgefiihrt.
AnschlieBend folgte eine Western Blot-Analyse unbiotinylierter Zelllysate sowie der biotiny-
lierten Proben (Abbildung 16). Da die verwendeten Vektoren fiir ANO4 und ANQO9 an ein eGFP
gekoppelt waren, konnte die Transfektion mit einem Antikorper gegen GFP liberprift werden.
Als Kontrolle wurden Antikorper gegen EGFR sowie AKT verwendet. EGFR ist ein klassisches
Oberflachenprotein und eignet sich daher als Kontrolle der erfolgten Markierung. AKT diente

zum Ausschluss intrazelluldrer Proteine als negative Kontrolle.
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Abbildung 16: Oberflachenbiotinylierung von ANO4 und ANO9 in HEK293T-Zellen. HEK293T-Zellen wurden mit
ANO4-eGFP (A) oder ANO9-eGFP (B) oder einem mock-Vektor transfiziert (48 h). Zur Untersuchung der Lokali-
sation beider ANOs wurde eine Oberflachenbiotinylierung und eine anschlieRende Analyse mittels Western Blot
durchgefiihrt. Hierbei wurden sowohl das Gesamtzelllysat sowie die biotinylierte Fraktion aufgetragen. Als Kon-
trolle fiir Zellmembranproteine diente EGFR, AKT diente als Kontrolle fiir im Zytosol lokalisierte Proteine.

Das Signal fur EGFR konnte erwartungsgemal sowohl im Zelllysat als auch in der biotinylierten
Fraktion detektiert werden. Das intrazelluldare Protein AKT wurde lediglich im Lysat detektiert
(Abbildung 16A,B). Beides zusammen bestatigt die korrekte Fraktionierung. ANO4 besitzt eine
errechnete GrofRe von 111 kDa. Zusammen mit dem gekoppelten eGFP (27 kDa) ergibt sich
eine GroRe von 138 kDa fiir das Gesamtprotein. Nach Transfektion mit ANO4-eGFP konnte
eine entsprechende Bande mittels eines Antikorpers gegen eGFP im Lysat detektiert werden,
welche in der mock-Kontrolle nicht vorhanden war (Abbildung 16A). Dies bestétigte die er-
folgreiche Transfektion. Auch in der biotinylierten Fraktion konnte nach Transfektion mit
ANO4-eGFP eine Bande bei ca. 138 kDa detektiert werden, die in der Kontrolle nicht vorkam.
Dies weist darauf hin, dass ANO4 nach Uberexpression in HEK293T-Zellen auf der Zellober-
flache exprimiert wurde. ANO9 hat eine errechnete GréfRe von 90 kDa. Summiert man 27 kDa
fur das gekoppelte eGFP dazu, ergibt sich eine erwartete GréRe von 117 kDa. Aquivalent zu
den Ergebnissen von ANO4 konnte eine entsprechende Bande durch den Einsatz eines eGFP-
Antikorpers sowohl im Lysat als auch in den biotinylierten Proben nach Transfektion mit
ANQ9-eGFP nachgewiesen werden (Abbildung 16B). Die Bande des Lysats bestatigte wieder
eine erfolgreiche Transfektion und die Bande bei der biotinylierten Fraktion bedeutet, dass
auch ANO9 nach Uberexpression in HEK293T-Zellen auf der Zelloberfliche detektiert werden

kann.
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4.3.3 Bel UBEREXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 ODER ANOCTAMIN-9 WIRD TGF-ALPHA VON ANDEREN
SHEDDASEN FREIGESETZT
In 4.3.1 wurde dargelegt, dass eine Uberexpression von ANO4 oder ANO9 das Shedding der
Substrate BTC, AREG und TGFa erh6ht. Da die Substrate nicht nur durch eine Protease freige-
setzt werden kdnnen, sollte durch die Verwendung der Inhibitoren Marimastat (MM), Gl und
GW untersucht werden, welchen Anteil ADAM10 und ADAM17 an der erhéhten Freisetzung
der Substrate in ANO4- oder ANO9-transfizierten HEK293T-Zellen haben. Hierfir erfolgte die
Stimulation mit 1 uM 10 fiir 30 min in An- oder Abwesenheit der Inhibitoren und eine Analyse

im AP-Assay.

Wie zuvor flhrte die Stimulation mit 10 zu einer signifikant erhohten Freisetzung aller drei
Substrate sowohl in der mock-Kontrolle als auch in den ANO4-transfizierten (Abbildung 17A-C)
oder ANO9-transfizierten (Abbildung 17D-F) Zellen. Die durch |0 induzierte erhéhte Frei-
setzung von BTC, AREG und TGFa in ANO4-/ANQ9-liberexprimierenden Zellen konnte fiir alle
drei Substrate durch die Zugabe von MM komplett gehemmt werden. Hieraus lasst sich
schlielen, dass allein Metalloproteasen an der Freisetzung der Substrate beteiligt sind. Das
Shedding von BTC konnte dartiber hinaus durch GW, aber erwartungsgemal} auch bereits
durch den Einsatz des ADAM10-Inhibitors Gl, signifikant verringert werden. Dies bedeutet,
dass die Freisetzung von BTC nach Uberexpression von ANO4 oder ANO9 weiterhin durch
ADAM10 erfolgte (Abbildung 17A,D). Die Freisetzung von AREG wurde durch den Einsatz von
Gl nur gering inhibiert, durch Inkubation mit dem dualen ADAM10/17-Inhibitor GW hingegen
deutlich gehemmt. Wie zu erwarten, war hier also ADAM17 weiterhin primar fir das Shedding
von AREG verantwortlich (Abbildung 17C,E). Das Shedding von TGFa hingegen wurde in ANO4-
oder ANQ9-iliberexprimierenden Zellen von Gl und GW gleichermalRen und nur gering ge-
hemmt. Dies macht deutlich, dass die Freisetzung teilweise durch ADAM10 vermittelt wurde.
Die deutlich starkere Hemmung des TGFa-Sheddings beim Einsatz von MM zeigte jedoch, dass
den groBten Anteil nicht weiter bekannte, durch Marimastat hemmbare Proteasen hatten

(Abbildung 17C,F).
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Abbildung 17: ANO4 und ANO9 erh6hen die ADAM10/ADAM17-vermittelte Freisetzung von BTC, AREG und
TGFa. HEK293T-Zellen wurden mit ANO4 (A-C) oder ANO9 (D-F) oder einem mock-Vektor sowie einem der Sub-
strate BTC-AP (A, D), AREG-AP, (B, E) oder TGFa-AP (C, F) transfiziert (48 h). Die Stimulation mit 10 (1 uM) erfolgte
fur 30 min in An- oder Abwesenheit der gekennzeichneten Inhibitoren, @: unstimuliert. Die Inhibitoren
MM (10 uM), GI (3 uM) und GW (3 uM) wurden 15 min vor der Stimulation mit |0 zu den Zellen gegeben. Die
Untersuchung erfolgte mittels AP-Assay. Dargestellt ist das Verhéltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur
Gesamt-AP aus dem Uberstand und dem Zelllysat (Shedding [%]). Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA
und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg in Bezug auf
die unbehandelte Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion zu der jeweiligen nur mit |0 behandelten
Kontrolle. (n=5; */# P < 0,05; MW + SEM)

4.3.4 Die UBEREXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 ODER ANOCTAMIN-9 FUHRT ZU ERHOHTEM SUBSTRAT-
SHEDDING DURCH VERSTARKTE EXTERNALISIERUNG VON PHOSPHATIDYLSERIN

Die Uberexpression von ANO6 fiihrt zu einer Ca%*-induzierten Exposition von PS auf der

Zelloberflache in HEK293T-Zellen, was eine relevante Rolle fiir den Einfluss auf die Shedding-

Aktivitat von ADAM10/17 hat (Veit et al., 2018). Ob eine erhohte PS-Externalisierung ent-

sprechend auch bei Uberexpression von ANO4 oder ANO9 zu beobachten ist, sollte nachfol-

gend Uberprift werden. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen mit einem ANO4- oder ANO9-Vektor
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oder einem Kontroll-Vektor (mock) transfiziert und fir 30 min mit 1 uM 10 behandelt. An-
schlieBend wurden die Zellen mit Annexin V-AF568 gefarbt, welches mit hoher Affinitat an PS
bindet. Da es die Zellmembran lebender Zellen nicht durchdringen kann, wird ausschlieBlich

auf der Oberflache exponiertes PS angefarbt.
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Abbildung 18: Calcium-Einstrom induziert eine erhohte PS-Externalisierung in ANO4- oder ANO9-iiberexpri-
mierenden Zellen. HEK293T-Zellen wurden mit ANO4 oder ANO9 oder einem mock-Vektor transfiziert (48 h) und
anschlieBRend 30 min mit 10 (1 uM) behandelt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle verwendet. Nach er-
folgter Stimulation wurden die Zellen mit Annexin V-AF568 (rot) angefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst33342
angefarbt (blau). Der MaRstab betriagt 50 um, @: unstimuliert. Dargestellt sind représentative Aufnahmen eines
Versuches (A). Fir eine Quantifizierung der PS-Externalisierung wurden die Flache der Annexin V-positiven Fluo-
reszenzsignale sowie die Zellzahl anhand der angefarbten Zellkerne bestimmt und die beiden Werte wurden ins
Verhaltnis gesetzt (B). (n=5; * P < 0,05; MW + SEM)

Eine Erhohung der PS-Externalisierung in sowohl ANO4- als auch ANQ9-liberexprimierenden
Zellen im Vergleich zur mock-Kontrolle konnte bereits bei Abwesenheit eines Stimulus
beobachtet werden (nicht signifikant, Abbildung 18B). Nach Stimulation mit IO wurde eine
signifikante Erhohung von exponiertem PS verglichen mit den unstimulierten Zellen festge-
stellt. Bei Uberexpression von ANO4 oder ANO9 war die Ca?*-induzierte PS-Externalisierung
gegenilber der Kontrolle augenscheinlich (Abbildung 18A) und bei quantitativer Auswertung

signifikant erhoht (Abbildung 18B).
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Da nun gezeigt wurde, dass ANO4 und ANQO9 die PS-Externalisierung erhéhen und bereits be-
kannt ist, dass ANO6 die Substratfreisetzung durch ADAM10/17 in Abhangigkeit von externa-
lisiertem PS beeinflusst, sollte dies flir ANO4 und ANO9 ebenfalls im AP-Assay Uberprift
werden. Hierflir erfolgte die Stimulation der transfizierten HEK293T-Zellen mit 1 uM 10 fir
30 min in An- oder Abwesenheit des Inhibitors O-Phospho-L-Serin (OPS). Die mock-Kontrolle
ist wie zuvor mit schwarzen Balken dargestellt. Die grauen Balken reprasentieren die
Ergebnisse nach ANO4- oder ANO9-Transfektion, wobei hellgrau die Daten kennzeichnet, die

in Anwesenheit der Inhibitoren erhoben wurden (Abbildung 19).

Stimulation mit |10 flhrte erneut zu einer signifikant erhéhten Substratfreisetzung in mock-,
ANO4- oder ANO9-transfizierten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Proben. AulRer-
dem resultierte ANO4- bzw. ANO9-Uberexpression in erhdhtem Shedding verglichen mit der
mock-Kontrolle. Bei allen drei Substraten BTC, AREG und TGFa resultierte der Einsatz von OPS
in einer dosisabhangigen Reduktion des 10-induzierten Sheddings in sowohl ANO4- als auch
ANQO9-transfizierten Zellen. In der hochsten Konzentration von 30 mM war die Wirkung von
OPS vergleichbar mit der von MM (Abbildung 19). Dies verdeutlicht den essentiellen Einfluss,
den PS auf das ADAM-vermittelte Shedding hat und damit die Relevanz von ANO4 und ANQ9,

die durch PS-Translokation bedeutende Regulatoren sein konnten.

Auffallig war auRerdem, dass das konstitutive Shedding aller Substrate bei ANO4- oder ANO9-
Uberexpression gegeniiber der mock-Kontrolle erhéht war, so wie zuvor bereits eine konsti-
tutiv erhohte PS-Externalisierung beobachtet wurde. Eine statistisch signifikante Erhéhung
zeigte sich bei Uberexpression beider ANOs bei der Freisetzung von AREG (Abbildung 19B,E).

Dies sollte nachfolgend weiter untersucht werden.
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Abbildung 19: Anoctamin-4 und Anoctamin-9 erhéhen Phosphatidylserin-abhdngig die Freisetzung von BTC,
AREG und TGFa. HEK293T-Zellen wurden mit ANO4 (A-C) oder ANO9 (D-F) oder einem mock-Vektor sowie einem
der Substrate BTC-AP (A, D), AREG-AP (B, E) oder TGFa-AP (C, F) transfiziert (48 h). Die Stimulation mit 10 (1 uM)
erfolgte fiir 30 min in An- oder Abwesenheit der Inhibitoren MM (10 uM) oder OPS (10 mM, 20 mM, 30 mM),
@: unstimuliert. Die Inhibitoren wurden 15 min vor der Stimulation mit 10 zu den Zellen gegeben. Die
Untersuchung erfolgte mittels AP-Assay. Dargestellt ist das Verhéltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur
Gesamt-AP aus dem Uberstand und dem Zelllysat (Shedding [%]). Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA
und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen signifikanten Anstieg in Bezug auf
die unbehandelte Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion zu der jeweiligen nur mit |0 behandelten
Kontrolle. (n=3; */# P < 0,05; MW * SEM)
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Die beobachtete konstitutiv erhdhte Freisetzung von AREG bei Uberexpression von ANO4
oder ANOS9 fiihrte zu der Frage, ob dieser Effekt auf die in 4.3.6 erkannte, konstitutiv leicht
erhohte PS-Exposition zuriickzufihren ist. Fir diese Untersuchung wurden transfizierte
HEK293T-Zellen ohne Zugabe eines Stimulus in An- oder Abwesenheit des Breitband-
Metalloprotease-Inhibitors MM oder OPS, das die Interaktion von ADAM10/17 mit expo-
niertem PS blockiert, fiir 30 min inkubiert (Abbildung 20). Sowohl ANO4-Uberexpression als
auch ANO9-Uberexpression resultierten in einer signifikant erhdhten Freisetzung von AREG
im Vergleich zur mock-Kontrolle. Die Inkubation mit OPS bewirkte eine Inhibition der Frei-
setzung von AREG, welche vergleichbar mit der Inhibition durch MM war. Dadurch kann der
beobachtete konstitutive Effekt auf die PS-Externalisierung, die durch ANO4 oder ANQO9 ver-

mittelt wird, zurlickgeflihrt werden.
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Abbildung 20: Die konstitutive Freisetzung von AREG in ANO4- oder ANO9-transfizierten Zellen wird durch MM
sowie OPS gehemmt. HEK293T-Zellen wurden mit ANO4- oder ANO9- oder einem mock-Vektor sowie dem Sub-
strat AREG-AP transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fir 30 min in An- oder Abwesenheit der
Inhibitoren MM (10 pM) oder OPS (10 mM, 20 mM, 30 mM) inkubiert und mittels AP-Assay analysiert, @: ohne
Inhibitoren. Dargestellt ist das Verhiltnis der in den Uberstand freigesetzten AP zur Gesamt-AP aus dem
Uberstand und dem Zelllysat normiert auf die unbehandelte mock-Kontrolle (x-fache Veridnderung). Die Daten
wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausgewertet. * steht fiir einen
signifikanten Anstieg in Bezug auf die mock-Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion zu der jeweiligen
unbehandelten Kontrolle. (n=3; */# P < 0,05; MW * SEM)

4.4 FUNKTIONELLE RELEVANZ DER EXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 ODER ANOCTAMIN-9
Die bislang erhobenen Daten zeigten, dass die Uberexpression von ANO4 sowie ANO9 die
Shedding-Aktivitat von ADAM10/17, ausgel6st durch vermehrte PS-Externalisierung, erhoht.

Die Erkenntnis, dass nach ANO4-/ANQ9-Transfektion eine vermehrte konstitutive Freisetzung
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des Substrats AREG auftrat, flihrte zu der Frage liber die biologische Relevanz dieser Beobach-
tung. Um diese zu untersuchen, wurden Hela-Zellen eingesetzt. Diese Zellen gehéren zu den
Epithelzellen und exprimieren AREG endogen, sodass keine Transfektion des Substrats notig
ist. Es handelt sich hierbei um Zellen aus einem Zervix-Adenokarzinom. Angesichts der biolo-
gischen Relevanz von sowohl ADAMs als auch Scramblasen in verschiedenen Tumorerkran-
kungen und aufgrund der endogenen Expression von AREG eigneten sich diese Zellen als
Modellsystem fir weitere Untersuchungen. Fiir die nachfolgenden Experimente wurden
Hela-Zellen mit einem ANO4- oder ANO9-Plasmid sowie mit einem Kontrollplasmid (mock)
transfiziert. Nach 24 h wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen (iber Nacht in An- oder
Abwesenheit des Metalloprotease-Inhibitors MM inkubiert und in verschiedenen Versuchen

analysiert.

4.4.1 UBEREXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 ODER ANOCTAMIN-9 FUHRT ZU VERSTARKTER PROLIFERATION
Zunachst wurden die konstitutiven Effekte von ANO4 und ANO9 auf die Freisetzung von en-
dogen exprimiertem AREG untersucht. Dafiir wurden die Uberstinde sowie die Zelllysate
mittels AREG-ELISA untersucht und die detektierten Mengen ins Verhaltnis gesetzt. Hierdurch
ergab sich der Anteil des in den Uberstand freigesetzten AREG (% AREG Shedding).

30 *
*
— _#_
=® #
o 20— l
E
T
ks #
£ —
77
8 10—
14
< |-Y-|
0_

g MM @ MM & MM
mock ANO4 ANO9

Abbildung 21: Uberexpression von ANO4 oder ANO9 fiihrt zu einer konstitutiv erh6hten Freisetzung an endo-
gen exprimiertem AREG. Hela-Zellen wurden mit ANO4 oder ANO9 oder einem mock-Vektor transfiziert. 24 h
spater wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen Gber Nacht in An- oder Abwesenheit von MM (10 uM)
kultiviert. Die Menge an AREG im Uberstand wurde im Verhiltnis zur Gesamtmenge an AREG im ELISA untersucht
(% Shedding). Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausge-
wertet. * steht flr einen signifikanten Anstieg zur mock-Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion zu der
jeweiligen unbehandelten Kontrolle (@). (n=4; */# P < 0,05; MW + SEM)
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Wie zuvor in den mit AREG transfizierten HEK293T-Zellen fiihrte die Transfektion mit ANO4
oder ANO9 auch bei endogener Expression des Substrats in HelLa-Zellen zu einem verstarkten
konstitutiven Shedding von AREG. Der Effekt bei ANO4-Uberexpression zeigte eine leicht
starkere Tendenz als bei ANO9. Durch Inkubation mit MM wurde die Beobachtung vollstandig
aufgehoben (Abbildung 21). Es ist bekannt, dass die Freisetzung von AREG unter anderem zu
verstarkter Zellproliferation fiihren kann (Yarden & Sliwkowski, 2001). Deshalb lag die Ver-
mutung nahe, dass die hier beobachtete verstarkte Freisetzung von AREG einen Einfluss auf
die Zellproliferation der HelLa-Zellen haben kdnnte, welche durch eine Zellzahlbestimmung er-
mittelt werden kann. Fir diese Untersuchung wurde die Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung
bestimmt. Es zeigte sich eine deutlich erhéhte Zellzahl bei Uberexpression beider ANOs, wobei
der Effekt von ANO4 wieder starker war. Der Effekt wurde erneut vollstandig aufgehoben,
wenn die Zellen mit MM inkubiert wurden (Abbildung 22). Das vorliegende Ergebnis verdeut-
licht, dass sowohl ANO4 als auch ANO9 die Zellproliferation durch Aktivierung von Metallopro-

teasen fordern.
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Abbildung 22: Uberexpression von ANO4 oder ANO9 erhoht die Zellproliferation. Hela-Zellen wurden mit
ANO4 oder ANO9 oder einem mock-Vektor transfiziert. 24 h spater wurde das Medium ausgetauscht und die
Zellen in An- oder Abwesenheit des Inhibitors MM (10 uM) Gber Nacht inkubiert und anschlieBend die Zellzahl
bestimmt. Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und Post-Hoc Test nach Holm-Sidak statistisch ausge-
wertet. * steht flr einen signifikanten Anstieg zur mock-Kontrolle, # steht fir eine signifikante Reduktion zu der
jeweiligen unbehandelten Kontrolle (@). (n=4; */# P < 0,05; MW + SEM)

4.4.2 ENDOGENE EXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 UND ANOCTAMIN-9 IN VERSCHIEDENEN ZELLLINIEN
Die gewonnenen Daten im Uberexpressionsmodell lieferten wichtige Hinweise darauf, dass
ANO4 und ANO9 die Shedding-Aktivitat von ADAM10/17 Uber PS-Exposition regulieren und

durch die Induzierung einer vermehrten AREG-Freisetzung Einfluss auf die Zellproliferation
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nehmen konnen. Darliber hinaus ware es interessant mit Zelllinien zu arbeiten, die ANO4
und/oder ANO9 endogen exprimieren und dann zu untersuchen, ob Effekte beim Einsatz von
siRNA zu beobachten sind. Zu diesem Zweck wurden diverse humane Zelllinien auf ihre endo-
gene ANO4-/ANO9-Expression mit Hilfe von Real-Time PCR untersucht. Da unsere Arbeits-
gruppe unter anderem eine dermatologische Ausrichtung hat, waren darunter die Hautzell-
linien HaCaT (immortalisierte Keratinocytenzelllinie) und die aus einem epidermoiden Karzi-
nom isolierten Zellen A431 sowie die beiden Melanomzelllinien A375 und WM-115, welche
freundlicherweise durch die AG Schwarz, Dermatologie, UKSH Kiel zur Verfligung gestellt
wurden. Bei den zuvor untersuchten Hela-Zellen handelt es sich um Zellen eines Zervixkarzi-
noms. Um weitere Zelllinien des weiblichen Reproduktionstrakts zu untersuchen, wurden die
Eierstockkrebszelllinien A2780 und Igrov-1 verwendet, welche freundlicherweise von der AG
Bauernschlag/Arnold, Gynakologie, UKSH Kiel bereitgestellt wurden. Ebenfalls durch diese AG
wurde uns die Brustkrebszelllinie MCF-7 bereitgestellt, die mit in die Untersuchung einge-
schlossen wurde. Da bereits postuliert wurde, dass ANO9 vermehrt in Pankreaskrebszellen
vorkommt und eine hohe Expression als negativer prognostischer Marker gilt (Jun et al., 2017),
wurden die aus Pankreaskarzinomen isolierten Zellen Pancl, Panc89, Colo357 und BxPC3
ebenfalls auf ihre endogene Expression beider ANOs untersucht. Ein Zusammenhang zwischen
ANO9 und der Entstehung von kolorektalen Krebsarten soll ebenfalls bestehen (Li et al., 2015).
Aus diesem Grund wurden zusatzlich die aus einem kolorektalen Adenokariznom isolierten
Zelllinien HT29 und CaCo2 verwendet. Um ein breiteres Spektrum an Zellen aus verschiedenen
Geweben abzudecken, wurden drei weitere zur Verfligung stehende Zelllinien (HepG2, HL60
und Jurkat) in die Analyse aufgenommen. HepG2-Zellen stammen aus einem Leberkarzinom.

HL60- sowie Jurkat-Zellen wurden aus Blut von Leukdmiepatienten gewonnen.

Aus allen genannten Zelllinien wurde mRNA isoliert und eine Real-Time PCR zur Quantifi-
zierung der mRNA-Expression von ANO4 und ANO9 durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten
HEK293T-Zellen, welche kaum endogen ANO4 oder ANO9 exprimieren. Die Ergebnisse wurden
nach der AACT-Methode ausgewertet (housekeeping gene-Normalisierung) und mit dem Er-

gebnis der HEK293T-Zellen ins Verhaltnis gesetzt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Endogene Expression von ANO4 oder ANO9 in verschiedenen Zelllinien. Verschiedene Zelllinien
wurden mittels quantitativer Real Time-PCR auf ihre mRNA-Expression von ANO4 und ANO9 untersucht. Die Er-
gebnisse wurden nach der AACT-Methode ausgewertet und mit der Expression von HEK293T-Zellen ins Verhalt-
nis gesetzt. Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um vorldufige Daten eines Experiments.

Im Vergleich mit den HEK293T-Zellen wiesen vor allem die verschiedenen Hautzelllinien

HaCaT, A431, A375 und WM-115 eine starkere Expression von ANO4 auf. Besonders hervor-

stechend war die Expression in WM-115-Zellen, welche um ein Vielfaches hoher lag als bei

allen anderen untersuchten Zelllinien. Den nachsthoheren Wert zeigten die Leberkarzinom-

zellen HepG2, deren ANO4-Expression ca. 60-fach gegenliber der von den HEK293T-Zellen er-

hoht waren. In HelLa-Zellen konnte eine ca. 12-fache starkere Expression festgestellt werden.
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Alle weiteren untersuchten Zelllinien wiesen keine zu den HEK293T-Zellen verdanderte Expres-

sion auf (Abbildung 23).

Die Expression von ANO9 war in den Hautzellen HaCaTs auffallig stark und um das fast 14000-
fache hoher als in HEK293T-Zellen. Die anderen drei Hautzelllinien zeigten hierzu eine ca. 100-
fach starkere Expression bei den A431 bzw. eine ca. 20-fache bei den A375 sowie WM-115.
Alle untersuchten Pankreaszelllinien wiesen wie erwartet eine hohere ANO9-Expression auf.
Im Vergleich mit den HEK293T-Zellen am hochsten war diese in den Colo357-Zellen (ca. 650-
fach), gefolgt von den Pancl (ca. 150-fach), den BxPc3 (ca. 100-fach) und am niedrigsten in
den Panc89 (ca. 60-fach). Auch die beiden kolorektalen Karzinomzelllinien HT-29 und CaCo2
zeigten eine ca. 400-fach (HT29) bzw. eine fast 5000-fach (CaCo2) starkere ANO9-Expression
als die HEK293T-Zellen. Ebenfalls hoch war die Expression in den HepG2-Zellen (ca. 200-fach)

sowie den Hela-Zellen (ca. 13-fach).

Bei den abgebildeten Ergebnissen handelt es sich um Daten eines Experiments, deren Aus-
sagekraft deshalb limitiert ist. Flr eine gesicherte und statistisch auswertbare Aussage mussen
die Experimente wiederholt werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr erfolgen
konnte. Sollten sich die Tendenzen bestadtigen, wiirden sich vorrangig die WM-115 oder
HepG2-Zellen eignen, um Versuche mit siRNA fir ANO4 durchzufiihren. Fir den Einsatz von
siRNA fir ANO9 kdamen HaCaT- und HepG2-Zellen sowie die untersuchten Pankreas- und

Kolorektalkarzinomzelllinien in Betracht.
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5 DISKUSSION

Die regulatorische Rolle der Zellmembran fiir die Funktion von Transmembranproteinen geriet
in den letzten Jahren vermehrt ins Interesse der Forschung. Vor allem eine Externalisierung
von Phosphatidylserin (PS) wird mit diversen physiologischen Prozessen verknipft. Die Exter-
nalisierung kann durch energieunabhangige, bidirektionale Lipidtransporter, sogenannte
Scramblasen, erfolgen. Die bekanntesten Vertreter der Scramblasen gehoren zu der Caspase-
abhiangigen Xkr-Familie oder zu der Ca%*-aktivierten Anoctamin-Familie. Durch die Exposition
von PS werden wiederum die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 aktiviert und es
kommt zu einer verstarkten Substrat-Freisetzung. Die Scramblase Anoctamin-6 (ANO6) wurde
kurzlich als Regulator des ADAM10/17-vermittelten Sheddings von EGFR-Liganden identi-
fiziert. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch andere Scramblasen eine Rolle bei der Regu-
lation der Shedding-Aktivitdit von ADAM10 und/oder ADAM17 haben kdnnten. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Mitglieder der ANO-Familie sowie XKR8, dem
bekanntesten Mitglied der Xkr-Familie, auf die Shedding-Funktion von ADAM10 und -17 un-
tersucht. Die Regulation der ADAMs durch Scramblasen ist deshalb besonders interessant, da
viele Mitglieder der ANO-Familie, ADAM10 und -17 sowie die EGFR-Liganden mit diversen ent-
zlindlichen und tumorésen Erkrankungen assoziiert sind und Erkenntnisse dieser Regulations-
achse zum besseren Verstandnis der Entstehung und Progression vieler Krankheiten beitragen

kénnten.

5.1 EINFLUSS VON XKR8 AuF DAS ADAM17-VERMITTELTE SHEDDING IST UNABHANGIG VON

PMA-STIMULATION

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob XKR8 das Protein-Kinase C-abhangige
Shedding von ADAM17 beeinflusst. Die Shedding-Aktivitdt von ADAM17 kann durch eine
Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC), welche z.B. bei Stimulation mit PMA erfolgt, induziert
werden. Dabei kommt es zu einer Externalisierung von PS, die unabhangig von der intrazellu-
laren Ca%*-Konzentration ist und deren Regulation bislang nicht aufgeklart wurde (Nguyen et
al., 2011; Sommer et al., 2016). Es wird vermutet, dass die PS-Externalisierung von einer
Scramblase vermittelt wird, welche dies sein kénnte ist allerdings bislang ungewiss. Da die
Scramblasen der ANO-Familie ausnahmslos Ca%*-abhéngig aktiviert werden, kommen sie fiir

diese Vermittlung nicht in Betracht (Kalienkova et al., 2021). Kiirzlich wurde beschrieben, dass
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murines XKR8 durch eine Phosphorylierungsreaktion aktiviert werden kann, wodurch eine Ex-
ternalisierung von PS erfolgt (Sakuragi et al., 2019). Die Entdeckung machte diese Scramblase
zu einem interessanten Kandidaten fir die PKC-abhadngige PS-Exposition bei der ADAM17-
Aktivierung. XKR8 war bislang als Caspase-abhangige Scramblase bekannt, welche PS als
frihes Signal wahrend der Apoptose exponiert (Marifio & Kroemer, 2013; Suzuki et al., 2013).
Sakuragi et al. entdeckten mittels Massenspektrometrie dann jedoch drei Phosphorylierungs-
stellen in murinem XKR8, von denen mindestens je eine in weiteren Saugetieren vorkommt.
Humanes XKR8 hat zwei dieser potentiellen Phosphorylierungsstellen (Sakuragi et al., 2019).
Diese Phosphorylierungsstellen wurden in unserer Arbeitsgruppe mutiert, sodass potentielle
APhospho- oder Phosphomimik-Mutanten entstanden. Bei den APhospho-Mutanten erfolgte
ein Austausch von Serin oder Threonin zu Alanin, sodass eine Phosphorylierungsreaktion ver-
hindert werden sollte. Durch die Phosphomimik-Mutationen mit Asparaginsdure entstanden

potentiell hyperaktive XKR8-Mutanten.

Zunachst wurde ein Zusammenhang zwischen dem XKR8 Wildtyp und ADAM17 untersucht.
Um einen Einfluss auf das ADAM17-vermittele Shedding ausliben zu kénnen, ist eine Lokalisa-
tion von XKR8 in der Plasmamembran entscheidend. Sakuragi et al. detektierten liberexpri-
miertes murines XKR8 in der Plasmamembran von Mauszellen mittels Fluoreszenzmikroskopie
(Sakuragi et al., 2019). In dieser Arbeit konnte humanes XKR8 nach Uberexpression in
HEK293T-Zellen mit Hilfe eines Biotinylierungsassays auf der Zelloberfliche nachgewiesen
werden. Zur Untersuchung des Einflusses von XKR8 auf das PKC-abhangige Shedding durch
ADAM17 wurden transfizierte HEK293T-Zellen in An- oder Abwesenheit verschiedener Inhibi-
toren mit PMA stimuliert. Eingesetzt wurden der Breitband-Metalloprotease-Inhibitor Mari-
mastat (MM), der praferenzielle ADAM10-Inhibitor GI sowie GW, welcher ADAM10 und -17
inhibiert (Ludwig et al., 2005). PMA fihrte in mock-transfizierten Zellen erwartungsgemald zu
einer Aktivierung von ADAM17, was sich durch die erhdhte Freisetzung der AP-markierten
ADAM17-Substrate TGFa und AREG (Sahin et al., 2004), welche durch den Einsatz von sowohl
MM als auch GW signifikant reduziert wurde, zeigte. Der ADAM10-Inhibitor Gl flihrte, wie in
der Literatur beschrieben, zu keiner signifikanten Reduktion des Sheddings (Sommer et al.,

2016; Veit et al., 2018).

Die Uberexpression von XKR8 resultierte in einer konstitutiv erhéhten, allerdings nicht signifi-
kanten Freisetzung von TGFa-AP, was zu den Daten der beobachteten, konstitutiv leicht er-

héhten PS-Exposition passt. Die Behandlung mit PMA fiihrte zu einem signifikant erhéhten
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Shedding von TGFa-AP im Vergleich zur mock-Kontrolle. Das Shedding war in den XKR8-trans-
fizierten Zellen jedoch nach PMA-Stimulation nur ca. 3-fach zu der unstimulierten Kontrolle
erhoht, wahrend es nach mock-Transfektion und PMA-Behandlung ca. 5-fach zu den unstimu-
lierten Zellen erhdht war. Dies weist darauf hin, dass Uberexpression von XKR8 einen konsti-
tutiven Effekt auf das ADAM17-vermittelte TGFa-Shedding ausiibt, dieser aber unabhangig

von einer Stimulation mit PMA ist.

Im Gegensatz dazu filhrte die XKR8-Uberexpression sowohl konstitutiv als auch nach PMA-
Stimulation zu keiner signifikant erhohten Freisetzung von AREG-AP. Wie ADAM10/17 ihre
Substrate erkennen, ist bislang nicht abschlieRend geklart. Es wird aber allgemein ange-
nommen, dass Nanodomanen in der Zellmembran eine Rolle spielen und die rdumliche Nahe
von Substrat und Protease dariiber entscheidet, welche Substrate von ADAM10/17 freigesetzt
werden (Reiss & Bhakdi, 2017). So kdonnte spekuliert werden, dass XKR8 in Nanodomanen mit

ADAM17 und TGFa vorliegt, nicht aber in raumlicher Nahe zu AREG.

Eine Analyse der APhospho- oder Phosphomimik-Mutanten ergab, dass die ausgewahlten po-
tentiellen Phosphorylierungsstellen keine Rolle fiir die Funktion von humanem XKR8 haben,
da sich keine der Mutanten signifikant unterschiedlich zum Wildtyp verhielt. Auch nach Trans-
fektion der verschiedenen Mutanten war das konstitutive Shedding von TGFa im Vergleich zur
mock-Kontrolle jeweils erhoht. Dies weist darauf hin, dass die mutierten Stellen fir den
beobachteten konstitutiven Einfluss von XKR8 auf das ADAM17-vermittelte Shedding nicht re-
levant sind. Zusammen mit der Beobachtung, dass auch nach PMA-Stimulation kein Unter-
schied zwischen dem Wildtyp und den APhospho- oder Phosphomimik-Mutanten bestand,
wird die These gestlitzt, dass XKR8 einen Einfluss auf die Shedding-Aktivitat von ADAM17 hat,
ohne dass PMA-Stimulation dabei eine Rolle spielt. Um dies weiter zu Uberprifen, konnten
die hier durchgefiihrten Experimente mit einer lonomycin (lI0)-Stimulation wiederholt
werden. Durch Behandlung mit 10 wird ein Ca?*-Einstrom in die Zelle induziert, durch den die
Aktivitat von XKR8 nicht beeinflusst werden sollte. Wiirde sich das gleiche Ergebnis wie bei
der PMA-Stimulation zeigen, konnte davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Effekt

tatsachlich unabhangig von PMA ist.

Die in murinem XKR8 identifizierten Phosphorylierungsstellen, deren Phosphorylierung im Ge-

gensatz zur humanen Variante bereits biochemisch bestatigt wurde, sind also im Menschen
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nicht relevant, was die Frage nach anderen Phosphorylierungsstellen in humanem XKR8 auf-
wirft. Die in der Maus identifizierten drei Positionen befinden sich im C-Terminus nahe der
Caspase-Schnittstelle (Sakuragi et al., 2019). Die erste der drei Stellen ist in humanem XKR8
fir eine Phosphorylierungsreaktion nicht relevant, da sich an dieser Position ein Alanin und
somit eine nicht phosphorylierbare Aminosdure befindet. Drei andere Stellen in der Ndhe der
Caspase-Schnittstellen konnten aber fir eine Phosphorylierungsreaktion von humanem XKR8
spekuliert werden. Die eine befindet sich an Position 359 (Serin) und ist damit nicht weit von
der ersten Phosphorylierungsstelle in murinem XKR8 an Position 356 entfernt. Ein weiteres
Serin im C-Terminus kommt an Position 391 in Frage. Theoretisch kénnte auch Tyrosin das Ziel
einer Phosphorylierungsreaktion sein. Es befindet sich eins im C-Terminus an Position 366 von
humanem XKR8, allerding wurde Tyrosin an Position 370 in murinem XKR8 nicht als Phospho-
rylierungsstelle identifiziert. Bislang fehlen Erkenntnisse zu einer moglichen Phosphorylierung
der benannten Positionen. Eine Untersuchung von humanem XKR8 mittels Massenspektro-
metrie sowie eine biochemische Uberpriifung der Phosphorylierungsreaktionen kénnten Auf-
schluss darliber bringen, ob bzw. wie humanes XKR8 durch Phosphorylierung aktiviert werden

kann.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass XKR8 mutmalilich nicht die Scramblase ist, welche eine
Rolle fir die PS-Externalisierung wahrend der PKC-induzierten ADAM17-Aktivierung spielt.
Vermutlich existieren andere, bislang nicht identifizierte Scramblasen, die durch Phosphory-
lierung der PKC aktiviert werden kénnen. Warum Uberexpression von XKR8 konstitutiv zu
einer Erhohung der PS-Externalisierung und der Substrat-Freisetzung fiihrt, kann nicht ab-
schliefend geklart werden. Moglicherweise kdnnte eine Transfektion der HEK293T-Zellen mit
XKR8 zu apoptotischen Signalkaskaden fiihren, wodurch eine erhohte Menge an externali-
siertem PS auftritt. Dies konnte durch Messung der Aktivitat der Caspase-3/-7 mithilfe spezi-
fischer Peptidsubstrate naher aufgeklart werden. Denkbar ware auch, dass XKR8 eine aktivie-
rende Funktion auf andere Scramblasen austiibt, welche dann die PS-Exposition vermitteln. So
berichteten bereits Suzuki et al. iber eine konstitutive Aktivitat von murinem XKR8 in einer
Mauszelllinie und spekulierten, dass XKR8 mit Ca*-regulierten Proteinen interagiert (Suzuki

et al., 2013).
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5.2 ANOCTAMIN-6 REGULIERT UBER PHOSHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG DIE PROTEOLY-

TISCHE FREISETZUNG VON CD137
CD137 ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie und wird von diversen Zelltypen exprimiert.
Am besten untersucht ist seine Rolle als ko-stimulatorisches Molekil von T-Zellen, in denen
CD137 die Proliferation, Differenzierung und Zytokinausschittung bei Aktivierung beeinflusst

(Laderach et al., 2002; Ren et al., 2021).

TNF-Rezeptoren und ihre Liganden kdnnen sowohl membranstandig als auch in I6slicher Form
vorkommen (Hehlgans & Pfeffer, 2005; Remouchamps et al., 2011). Die |6sliche Form von
CD137 kann ein Produkt alternativen Splicings sein, aber kiirzlich konnte in HT29- und
HEK293T-Zellen erstmalig gezeigt werden, dass losliches CD137 auch ein Shedding-Produkt
von sowohl ADAM10 als auch ADAM17 sein kann (Seidel et al., 2021). Eine zentrale Rolle fir
die Shedding-Aktivitat von ADAM10/17 spielt die Translokation von PS auf die Zelloberflache
(Sommer et al., 2016), fir welche wiederum Scramblasen wichtige Mediatoren sind (Suzuki et
al., 2013). ANOG ist bis dato die am besten charakterisierte Ca?*-abhangige Scramblase und es
konnten bereits Hinweise daflir geliefert werden, dass ANO6 einen regulatorischen Einfluss
auf ADAM10/17 hat (Bleibaum et al., 2019; Veit et al., 2018). Diese Vorergebnisse unserer
Arbeitsgruppe flihrten zu der Vermutung, dass die Freisetzung von CD137 durch eine Aktivie-

rung von ANOG6 beeinflusst wird.

Um eine Beteiligung von ANOG6 zu Uiberprifen, wurde zunachst untersucht, ob die CD137-Frei-
setzung in Abhangigkeit von oberflachenexponiertem PS erfolgt. Hierflr wurden transfizierte
HT29- und HEK293T-Zellen mit den Inhibitoren O-Phospho-L-Serin (OPS) und Lactadherin be-
handelt, welche eine Interaktion von ADAM10/17 mit exponiertem PS blockieren. Die Stimu-
lation von ADAM10/17 erfolgte durch lonomycin, wodurch es zu einer erh6hten Freisetzung
von CD137 in beiden Zelllinien kam. Der Einsatz beider Inhibitoren resultierte jeweils in einer
signifikanten Reduktion der Freisetzung, was ein deutlicher Hinweis darauf war, dass das

Shedding von CD137 in HT29-und HEK293T-Zellen in Abhangigkeit von PS erfolgt.

Um den Einfluss von ANOG6 zu lberpriifen, wurden die Zellen zusatzlich mit ANO6 oder einer
hyperaktiven ANO6-Mutante transfiziert. Die hyperaktive ANO6-Mutante wurde bei Unter-
suchungen von murinen B-Lymphozyten als natiirlich auftretende Mutation entdeckt (Segawa
et al., 2011). Sie weist eine Punktmutation auf, durch welche eine erhéhte Ca%*-Sensitivitat

auftritt, sodass die hyperaktive Mutante konstitutive Scrambling-Aktivitat zeigt (Scudieri et al.,
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2015; Segawa et al., 2011). Nach diesem Vorbild wurde in dieser Arbeitsgruppe eine humane
Variante der hyperaktiven ANO6-Mutante erstellt. Charakteristische Untersuchungen erga-
ben, dass die erzeugte humane Mutante ebenfalls eine erh6hte Ca?*-Sensitivitat aufweist, so-
dass sie konstitutiv eine PS-Externalisierung vermittelt, ohne dass ein Stimulus nétig ist (Veit
et al., 2018). Durch die Verwendung der hyperaktiven ANO6-Mutante ergab sich die Moglich-
keit, die alleinige Auswirkung einer PS-Externalisierung auf die Freisetzung von CD137 zu un-
tersuchen.

Eine Aktivierung von ANO6 erfolgte durch eine Erhéhung der intrazelluldren Ca%*-Konzentra-
tion, welche durch lonomycin erreicht wurde. In diesem Versuch wurde deutlich, dass Uber-
expression von ANO6 die Ca®*-abhéngige Freisetzung von CD137 verstarkt, wihrend konsti-
tutiv kein Effekt beobachtet wurde. Dariiber hinaus resultierte die Uberexpression der hyper-
aktiven ANO6-Mutante in Abwesenheit eines Stimulus zu einem erhoéhten Shedding von
CD137, was zuvor schon fir andere ADAM-Substrate beobachtet wurde (Bleibaum et al.,
2019; Veit et al., 2018). Dies verdeutlicht, dass eine erhohte Freisetzung von CD137 durch
ADAM10/17 alleine durch eine vermehrte PS-Externalisierung vermittelt werden kann, was

die Relevanz von Scramblasen, wie hier ANOS, fiir die Regulation hervorstellt.

Die Entdeckung einer Verbindung zwischen CD137, Sheddasen und Scramblasen kdnnte eine
Rolle fur die Therapieansatze diverser Krankheiten spielen, da CD137 als eines der vielverspre-
chendsten Zielmolekile in der Immuntherapie gilt (Hashimoto, 2021; Ugolini & Nuti, 2021).
Die Immuntherapie bekam vor allem in den letzten Jahren einen starken Aufschwung in der
Krebstherapie und weckte Hoffnung fiir neue Heilungschancen. CD137 spielt eine tragende
Rolle fiir die HomoOostase des Immunsystems sowie bei der Verhinderung der Tumorent-
stehung (Ren et al., 2021). Es wird ebenfalls als potentielles Ziel bei der Behandlung von Auto-
immunerkrankungen vorgeschlagen (Wong & Schwarz, 2020). Erhohte Werte an |6slichem
CD137 wurden in Patienten mit rheumatoider Arthritis entdeckt und spater u.a. in syste-
mischem Lupus erythematodes und Multipler Sklerose nachgewiesen (Michel et al., 1998;
Shao et al., 2008; Sharief, 2002). Das Verstdandnis der Regulation einer CD137-Freisetzung ist
demnach entscheidend fiir den Erfolg zukiinftiger Wirkstoffe und die Behandlung diverser Er-

krankungen.
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5.3 ANOCTAMIN-4 UND -9 BEEINFLUSSEN CALCIUM-ABHANGIG DIE SHEDDING-AKTIVITAT VON

ADAM10unD-17

Da fiir mehrere Mitglieder der ANO-Familie eine Scramblase-Funktion postuliert wurde, kam
die Frage auf, ob neben ANO6 auch andere ANOs einen regulatorischen Einfluss auf das
Shedding durch ADAM10 oder ADAM17 ausiiben kénnen. Wahrend Uber die letzten Jahre re-
lativ deutlich wurde, dass ANOG6 eine Ca?*-abhingige Scramblase ist und ANO1 sowie ANO2
Cl-Kanale darstellen, war die Rolle der tibrigen ANOs lange ungewiss (Kalienkova et al., 2021).
Interessant waren fir diese Arbeit insbesondere jene ANOs, welche als Scramblasen eine Rolle
bei der PS-Externalisierung spielen konnten. Suzuki et al. postulierten Scramblase-Aktivitaten
flir ANO3, ANO4, ANO6, ANO7 und ANQ9, wobei fir ANO3 vorrangig ein Transport von Phos-
phatidylcholin und nicht PS berichtet wurde (Suzuki et al., 2013). ANO5, ANO8 und ANO10
wurden in dieser Studie nicht als Scramblasen benannt, fir ANO5 wurde aber kurze Zeit darauf
ebenfalls eine Rolle als Scramblase bei der PS-Externalisierung gezeigt (Gyobu et al., 2016,
2017; Whitlock et al., 2018) und Bethel und Grabe spekulierten anhand von computerge-
stitzten Simulationsmethoden, dass ANO10 ebenfalls Scramblase-Aktivitat aufweist (Bethel
& Grabe, 2016). Gyobu et al. bestatigten dies kurze Zeit spater mit dem Zusatz, dass ANO10
eine Scramblase in intrazelluldaren Membranen ist (Gyobu et al., 2017). Fiir ANO8 wurde bis

heute keine Scramblase-Aktivitat festgestellt und die Funktion bleibt tGiberwiegend ungeklart.

Um den Einfluss verschiedener ANOs auf die Shedding-Aktivitdt von ADAM10/17 zu analy-
sieren, wurden HEK293T-Zellen verwendet und mit ANO1, ANO4, ANO5, ANO6, ANO7, ANO9
oder ANO10 transfiziert. ANO1 diente als Cl*-Kanal als negative Kontrolle wahrend ANOG6 als
am besten charakterisierte Scramblase mit nachgewiesenem Einfluss auf ADAM10/17 als po-
sitive Kontrolle mitgefiihrt wurde. ANO3 wurde aufgrund seiner postulierten Spezifitat fir
Phosphatidylcholin ebenso wie ANO8 ohne Scramblase-Funktion fir diese Experimente nicht
verwendet. Die transfizierten HEK293T-Zellen wurden mit lonoymcin stimuliert, um einen
Ca?*-Einstrom in die Zelle zu induzieren und somit die Ca?*-abhingigen ANOs zu aktivieren.
AnschlieRend wurde die Freisetzung der AP-markierten ADAM10/17-Substrate BTC, TGFa und
AREG betrachtet. Bei allen drei Substraten zeigte sich, dass nicht nur Uberexpression von
ANOG6, sondern auch von ANO4 oder ANQO9 zu einer signifikant erhohten Freisetzung fihrte
und der Effekt bei ANO9-Transfektion sogar noch ausgepragter war, als bei ANO6. Uberra-

schenderweise resultierte die Uberexpression von ANO1 ebenfalls in einem erhdhten
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Shedding von BTC-AP. Es ist méglich, dass Uberexpression von ANO1 hier das endogen expri-
mierte ANOG in den Zellen aktiviert hat. Tatsachlich beobachteten Kunzelmann et al. eben-
falls, dass Expression von ANO1 die lonomycin-induzierte Scrambling-Aktivitat von ANOG6 ver-

starken kann (Kunzelmann et al., 2019).

Uberexpression von ANO10 resultierte erwartungsgemiR in keinem erhdhten Substrat-
Shedding, was sich mit der Beobachtung deckt, dass ANO10 eine intrazelluldare Scramblase ist
und deshalb keinen Einfluss auf die ADAMs an der Zelloberflache hat. Mehrere Gruppen be-
richteten, dass die Scramblase-Funktion von ANO10 auf das Endoplasmatische Retikulum (ER)
beschrankt ist (Bushell et al., 2019; Petkovic et al., 2020; Tsuji et al., 2019). Bushell et al. spe-
kulierten, dass ANO10 hier als Scramblase eine essentielle Funktion fir die Lipidverteilung in
der ER-Membran besitzt, indem es die Translokation von Lipiden, welche auf der zytoplasma-

tischen Seite synthetisiert werden, vermittelt (Bushell et al., 2019).

Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, dass bei Uberexpression von ANO5 und ANO7
keine erhohte Substratfreisetzung auftrat, obwohl fiir beide eine Plasmamembranlokalisation
und PS-Scramblase-Aktivitat postuliert wurde (Falzone et al., 2018; Kalienkova et al., 2021;
Suzuki et al., 2013). Die zelluldre Lokalisation verschiedener ANOs wurde in der Vergangenheit
kontrovers diskutiert. Schreiber et al. berichteten, dass u.a. ANO4, ANO5, ANO6, ANO7 und
ANO9 nach Uberexpression in der Plasmamembran von HEK293T-Zellen detektiert werden
kdnnen (Schreiber et al., 2010; Tian et al., 2012). Duran et al. veroffentlichten hingegen, dass
ANO3, ANO4, ANOS5, ANO6 und ANO7 nach Uberexpression in HEK293T-Zellen nur
intrazellular vorkommen (Duran et al., 2012). Um aufzuklaren, warum ANO7 trotz postulierter
PS-Scramblase-Aktivitdt in dieser Arbeit keinen Einfluss auf das ADAM10/17-vermittelte
Shedding aufwies, misste in zuklinftigen Experimenten die Membranlokalisation von ANO7

Uberpruft werden.

Unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe gaben Hinweise darauf, dass Uberexpri-
miertes ANO5 in HEK293T-Zellen in der Plasmamembran detektiert werden kann, was die Er-
kenntnisse von Schreiber et al. bestitigen wiirde. Dies fiihrt jedoch zu der Frage, warum Uber-
expression von ANO5 ebenfalls keinen Einfluss auf das Substrat-Shedding durch ADAM10/17
hatte. Suzuki et al. beobachteten keine PS-Scramblase-Aktivitat von ANO5 (Suzuki et al.,
2013), wahrend Whitlock et al. ANO5 als Scramblase identifizierten, dabei allerdings eine

stabile Transfektion anwendeten (Suzuki et al., 2013; Whitlock et al., 2018). In dieser Arbeit
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wurde mit transienter Transfektion gearbeitet, was erklaren kdnnte, warum die Ergebnisse
von Whitlock et al. abweichen. Durch die Anwendung von transienter Transfektion kénnen
Artefakte, wie z.B. Veranderung des Phanotyps, die bei stabiler Transfektion auftreten
kdnnen, vermieden werden (Stepanenko & Heng, 2017). In unveroffentlichten Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe wurde auBerdem deutlich, dass eine ANO5- sowie auch eine ANO7-
Uberexpression nicht mit einer vermehrten PS-Externalisierung einhergeht, was wiederum zu
den Daten der unbeeinflussten Substratfreisetzung passt. Die Beobachtung, dass tGberexpri-
miertes ANO5 in der Plasmamembran von HEK293T-Zellen detektiert werden kann, aber keine
erhohte PS-Exposition detektiert wird, lasst spekulieren, dass ANO5 unter diesen Bedingungen
nicht als Scramblase fungiert. Moégliche Erklarungen kdnnten sein, dass ANO5 weniger sensitiv
fur Ca?* ist als andere ANOs oder zusitzliche Aspekte bei der Regulation von ANOS5 eine Rolle
spielen. ANO5 besitzt von allen ANOs die héchste Sequenzhomologie zu ANOG6, weshalb es
naheliegt zu spekulieren, dass kompensatorische Effekte zwischen beiden auftreten kénnen
(Gyobu et al., 2016). Gleichzeitig erscheint es plausibel, dass ANO5 und ANOG6 nicht ausschliel3-
lich eine redundante Rolle spielen. Whitlock et al. postulierten, dass sich ANO5 und ANOG6 in
Muskelzellen durch verschiedene Funktionen und/oder unterschiedliche Regulation unter-
scheiden und Gyobu et al. spekulierten, dass ANO5 lediglich im bestimmten biologischen Kon-
text Scramblase-Aktivitat aufweist und dass sich diese Gberwiegend auf intrazelluldre Memb-

ranen beschrankt (Gyobu et al., 2016; Whitlock et al., 2018).

Fiir ANO4 und ANO9 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sie nach Uberexpression
eine Plasmamembranlokalisation in HEK293T-Zellen aufweisen. Auch wurde in ANO4- oder
ANOQO9-liberexprimierenden Zellen bereits konstitutiv eine vermehrte PS-Exposition detektiert,
welche nach Stimulation mit lonomycin im Gegensatz zu den mock-transfizierten Zellen stark
erhoht war. Dies steht im Einklang mit der beobachteten verstarkten Shedding-Aktivitdt von

ADAM10/17 in ANO4- und ANO9-transfizierten Zellen.

Um zu bestéatigen, dass die beobachteten Effekte bei ANO4 und ANO9 aufgrund der Erhéhung
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration auftraten, wurde der gleiche Versuchsaufbau wie zuvor
genutzt, aber statt mit lonomycin wurde mit PMA stimuliert. PMA gilt als ADAM17-Aktivator,
bei dessen Einsatz eine Aktivierung der PKC und ebenfalls eine PS-Externalisierung erfolgt, die

aber unabhingig von der Ca?*-Konzentration ist (Sommer et al., 2016). Aufgrund der Beobach-



DiskussION | 79

tung, dass die Uberexpression aller untersuchter ANOs keinen Einfluss auf die Substrat-Frei-
setzung bei PMA-Stimulation zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass der zuvor

beobachtete Effekt auf die Erhéhung der intrazelluldaren Ca2*-Konzentration zuriickfihrbar ist.

Da die untersuchten Substrate nicht ausschlieBlich von nur einer Protease freigesetzt werden
konnen, sollten die Anteile der beteiligten Proteasen an der Substrat-Freisetzung ermittelt
werden (Le Gall et al., 2009; Sahin et al., 2004). ANO4- oder ANO9-transfizierte Zellen wurden
hierfliir mit den Inhibitoren MM, Gl oder GW behandelt und zur Aktivierung mit lonomycin
stimuliert. AnschlieBend wurde die Freisetzung von BTC-AP, TGFa-AP und AREG-AP
untersucht. BTC ist ein ADAM10-Substrat und es ist bekannt, dass die Freisetzung durch den
Einsatz von Gl gehemmt werden kann (Bleibaum et al., 2019). In den ANO4- oder ANO9-
Uberexprimierenden Zellen wurde die stimulierte BTC-Freisetzung durch Gl signifikant
verringert, was bestatigt, dass ADAM10 weiterhin die Hauptsheddase von BTC war. TGFa und
AREG gelten als praferentielle ADAM17-Substrate, deren Freisetzung groRtenteils durch den
ADAM10/17-Inhibitor GW und nur leicht durch GI gehemmt werden kann (Veit et al., 2018).
Analog hatte GW in dieser Arbeit einen deutlich starkeren inhibitorischen Effekt auf das
Shedding von AREG als Gl, sodass hier wie erwartet primar ADAM17 als Sheddase von AREG
identifiziert wurde. Allerdings hatten Gl und GW auf die Freisetzung von TGFa in den ANO4-
oder ANO9-transfizierten Zellen eine vergleichbare und zudem eher schwache Wirkung. Dies
weist darauf hin, dass ADAM17 das Shedding von TGFa unter diesen Bedingungen nicht mehr
beeinflusst hat und auch ADAM10 nur einen kleinen Teil davon vermittelt hat. Ein deutlich
starkerer inhibitorischer Effekt trat bei dem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor MM auf.
Dadurch zeigte sich, dass die Freisetzung von TGFa hier Giberwiegend von anderen, durch MM
hemmbare Proteasen vermittelt wurde. Der Effekt, dass ein verstdrktes TGFa-Shedding mit
einer Erweiterung des Spektrums an beteiligten Metalloproteasen einhergeht, wurde bereits
bei ANO6-Uberexpression beobachtet (Veit et al., 2018). Es ist zudem bekannt, dass
kompensatorische Effekte zwischen ADAM10 und ADAM17 auftreten. So konnte gezeigt
werden, dass ADAM17 zwar die Hauptsheddase von TGFa ist, bei dessen Abwesenheit die
TGFa-Freisetzung aber durch ADAM10 Gbernommen werden kann (Le Gall et al., 2009). Das
Shedding von TGFa kann auBerdem unter bestimmten Bedingungen durch andere Mitglieder
der ADAM-Familie erfolgen, wie es z.B. flir ADAM9 oder ADAM15 beschrieben ist (Merlos-
Suarez et al, 2001; Schafer et al., 2003). Denkbar ware auch, dass Matrix-

Metalloproteasen (MMP) an der Freisetzung beteiligt sind, fiir die bereits gezeigt wurde, dass
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sich ihr Substratspektrum teilweise mit dem von ADAM10/17 liberschneidet. So kénnen
MMP-3 und MMP-7 u.a. E-Cadherin (auch ADAM10-Substrat) und viele Mitglieder der MMPs
TNFa (auch ADAM17-Substrat) freisetzen (Sternlicht & Werb, 2001).

Nicht ganz aufgeklart werden kann allerdings, warum TGFa von anderen Metalloproteasen
freigesetzt wurde, da das Vorhandensein sowie die funktionelle Aktivitat von ADAM17 durch
die Freisetzung von AREG gezeigt wurde und dies nicht der Ausléser fir kompensatorische
Effekte sein kann. In der Literatur ist beschrieben, dass die Lokalisation von Protease zu Sub-
strat und Scramblase entscheidend fiir die Substratfreisetzung ist (Reiss & Bhakdi, 2017;
Sommer et al., 2016). Wie in dieser Arbeit gezeigt, resultierte eine ANO4-/ANO9-Uberex-
pression in einer deutlich erhdhten Translokation von PS auf die MembranaufRenseite. Anhand
dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass die supranormale Scramblase-Aktivitat ver-
bunden mit einer erhéhten Translokation von Phospholipiden in der Zellmembran der Aus-
|6ser fur eine Auflésung bzw. Neuanordnung von Nanodomanen in der Membran ist. Einer-
seits konnte dadurch eine rdumliche Trennung von TGFa und ADAM17 erfolgen und anderer-
seits konnte es zu einem Aufeinandertreffen von TGFa und anderen Proteasen kommen,
welche sonst nicht gemeinsam lokalisiert sind und nun vermehrt TGFa freisetzen kénnen. Zu-
sammengenommen mit der erhéhten TGFa-Freisetzung in ANO4- oder ANO9-transfizierten
Zellen im Gegensatz zur Kontrolle kann spekuliert werden, dass auch andere Metallopro-

teasen durch eine vermehrte PS-Externalisierung aktiviert werden kénnen.

In Experimenten mit dem Inhibitor OPS, welcher eine Interaktion zwischen oberflachenexpo-
niertem PS und Sheddase verhindert, konnten deutliche Hinweise auf die PS-Abhangigkeit des
verstarkten Sheddings von BTC-AP, TGFa-AP und AREG-AP in ANO4- oder ANO9-transfizierten
HEK293T-Zellen erbracht werden.

5.4 UBEREXPRESSION VON ANOCTAMIN-4 UND -9 FUHRT ZU KONSTITUTIV ERHOHTER FREI-

SETZUNG VON AREG UND GESTEIGERTER PROLIFERATION VON TUMORZELLEN
In den vorherigen Stimulationsversuchen mit den HEK293T-Zellen war auffillig, dass Trans-
fektion von ANO4 oder ANO9 auch in Abwesenheit des Stimulus zu einer vermehrten PS-
Externalisierung und zu einer erhdhten Freisetzung von AREG-AP fiihrte. Suzuki et al. berich-
teten bereits von einer konstitutiven Scramblase-Aktivitat fiir ANO4 (Suzuki et al., 2013). Um

die konstitutiven Effekte im Hinblick auf die funktionelle Relevanz genauer zu untersuchen,
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sollte eine Zelllinie verwendet werden, welche AREG endogen exprimiert. Angesichts der
Assoziation von sowohl Scramblasen als auch den ADAMs mit Tumorerkrankungen, stellten
insbesondere Krebszellen ein geeignetes Modellsystem dar. Fiir die folgenden Experimente
wurden die zu den Epithelzellen zahlenden Hela-Zellen ausgewahlt, die aus einem Zervix-

Adenokarzinom isoliert wurden und AREG endogen exprimieren.

Die konstitutive Freisetzung von AREG in den Hela-Zellen wurde mittels ELISA untersucht,
nachdem die Zellen Gber Nacht in An- oder Abwesenheit von MM inkubiert wurden. Dabei
zeigte sich eine deutlich erhdhte AREG-Freisetzung nach ANO4- oder ANO9-Uberexpression,
die durch MM signifikant inhibiert werden konnte und somit auf Metalloproteasen zuriickge-

fahrt werden kann.

Es wurde vielfach beschrieben, dass eine Freisetzung von AREG, gefolgt von der Bindung an
den EGFR, die Proliferation in den meisten Zellarten, darunter auch Epithelzellen, férdern kann
(Berasain & Avila, 2014). Die Vermutung, dass Uberexpression von ANO4 oder ANO9 durch
erhohtes AREG-Shedding einen Einfluss auf die Zellzahl haben kdnnte, lag deshalb nahe. Fur
diese Untersuchung wurden transfizierte HelLa-Zellen erneut tGiber Nacht mit oder ohne MM
inkubiert und anschlieRend eine Zellzahlbestimmung zur Untersuchung der Proliferation der
Zellen durchgefiihrt. Die ANO4- und ANO9-liberexprimierenden Zellen wiesen signifikant
erhohte Zellzahlen und damit eine stdrkere Proliferation auf als die mock-Kontrolle

(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Regulation der ADAM-vermittelten Substratfreisetzung durch ANO4 und ANO9. Die durch ANO4
oder ANO9 vermittelte Externalisierung von PS resultiert in einer erhdhten Substratfreisetzung durch
ADAM10/17. Eine Uberexpression von ANO4 oder ANO9 fiihrt zu einem vermehrten konstitutivem AREG-
Shedding und erhéht die Proliferation von Tumorzellen.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse stellte sich unweigerlich die Frage nach der pathophy-
siologischen Relevanz der Verbindung von ANO4/ANQ9, ADAMs und einer erhohten AREG-
Freisetzung. Eine Vielzahl an Studien zeigte bereits eine Rolle von AREG bei der Tumorent-
stehung vieler Krebsarten und eine standige Proliferation ist das grundlegendste Merkmal von
Tumorzellen (Berasain & Avila, 2014; Hanahan & Weinberg, 2011). Der pathophysiologische
Kontext von ANO4 und ANQ9 ist deutlich schlechter erforscht. Fiir ANO4 wurde vorrangig ein
Zusammenhang mit Erkrankungen des zentralen Nervensystems berichtet, wie z.B. Multiple
Sklerose sowie Alzheimer, Schizophrenie und Angststérungen (Reichhart et al., 2021). Genom-
weite Assoziationsstudien deckten auBerdem auf, dass ANO4, u.a. zusammen mit weiteren
Phospholipidtransportern (Flippasen und Floppasen), eine Rolle bei Brustkrebs spielt
(Wittkowski et al., 2018). Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine Assoziation von ANO9 mit
mehreren Krebsarten. So steht ANO9 im Zusammenhang mit der Entstehung von kolorektalen
Krebserkrankungen, wobei eine hohe Expression von Vorteil fiir die Patienten zu sein scheint
(Li et al., 2015). Das Gegenteil berichteten Katsurahara et al. bei der Erforschung von Speise-

rohrenkrebs. Sie entdeckten eine verringerte Proliferation, Migration und Invasionsfahigkeit
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der Krebszellen bei der Anwendung von ANO9-siRNA und damit einhergehend, dass eine hohe
Expression ein negativer prognostischer Marker in Patienten ist (Katsurahara et al., 2020).
ANO9 wurde aullerdem vermehrt in Pankreaskrebszellen entdeckt und eine hohe Expression
gilt hier ebenfalls als schlechter prognostischer Marker fiir die Patienten. Jun et al. veroffent-
lichten, dass ANO9 die Entstehung von Pankreastumoren Uber Beeinflussung des EGFRs
fordert (Jun et al., 2017). Dies kdonnte in Zusammenhang mit ADAM10/17 stehen, welche die
Hauptsheddasen von EGFR-Liganden sind. Eine hohe Expression und Shedding-Aktivitat von
sowohl ADAM10 als auch ADAM17 werden mit verschiedenen Krebsarten assoziiert. Fur
ADAM10 wurde eine Rolle bei Prostata- und Darmkrebs beschrieben und ADAM17 steht u.a.
in Verbindung mit Brust- und auch Pankreaskrebs (Pruessmeyer & Ludwig, 2009). In zukiinf-
tigen Experimenten ware es spannend zu untersuchen, ob eine verstdrkte Expression von
ANO9 in Pankreaskrebszellen mit einer erhéhten Shedding-Aktivitat von ADAM10/17 einher-
geht, die zu einer vermehrten Freisetzung von EGFR-Liganden fihrt. Die verstarkte Aktivierung
des EGFR konnte letztendlich in einer pathologisch erhéhten Proliferation der Tumorzellen

resultieren.

Eine weitere interessante Verbindung zwischen ANOs, ADAMs und Krebserkrankungen ergibt
sich durch die Betrachtung sogenannter Exosomen. Exosomen sind extrazelluldre Vesikel,
welche von Zellen freigesetzt werden und durch den Transport von DNA/RNA, Lipiden und
Proteinen in ihrem Inneren eine essentielle Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation spielen.
Krebszellen sind bekannt dafiir, mehr Exosomen zu produzieren und freizusetzen als gesunde
Zellen, welche die Invasion und metastasierenden Eigenschaften der Krebszellen erhéhen
(Azmi et al., 2013; Zhang & Yu, 2019). Sie konnen dariber nicht nur ihre direkte Umgebung
modulieren, sondern auch weiter entfernte Zellen beeinflussen. Darliber hinaus kénnen Exo-
somen als Biomarker fiir die Diagnose und Prognose von Krebserkrankungen dienen. Da sie
sich in Korperflissigkeiten wie Blut, Urin und Speichel befinden, ergibt sich dadurch eine fir
die Patienten schonende und wenig invasive Untersuchungsmoglichkeit (Kalluri & LeBleu,

2020; Zhang & Yu, 2019).

Bei der Entstehung von Exosomen spielt die Aufhebung der Zellmembran-Asymmetrie eine
entscheidende Rolle und ein direkter Zusammenhang zwischen ANOs und Exosomen wurde
postuliert (Kunzelmann et al., 2019; Whitlock & Hartzell, 2017). Einen ersten Hinweis darauf,

dass Ca%*-abhangige PS-Externalisierung die Produktion und Freisetzung von extrazelluldren
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Vesikeln reguliert, lieferte die Entdeckung einer verminderten Exosomen-Freisetzung in Pa-
tienten mit dem durch eine ANO6-Defizienz ausgeldsten Scott-Syndrom (Dachary-Prigent et
al., 1997; Sims et al., 1989; Toti et al., 1996). Insbesondere die Rolle von ANO6 bei der Frei-
setzung extrazellularer Vesikel konnte mittlerweile mehrfach gezeigt werden (Bricogne et al.,
2019; Fujii et al., 2015; Han et al., 2019) und auch eine Beeinflussung der Freisetzung durch
ANO1 sowie ANO7 wurde beobachtet (Kaikkonen et al., 2020; Tian et al., 2011). Eine dhnliche
Funktion ware deshalb ebenfalls flir ANO4 und ANO9 denkbar. Besonders spannend kdnnte
hierbei die Beobachtung sein, dass Uberexpression von ANO4 oder ANO9 bereits konstitutiv
in einer erhdhten PS-Externalisierung resultiert. Durch die Externalisierung von PS kommt es
in der Zellmembran zu einer veranderten Lipidanordnung, was wiederum eine Veranderung
der biophysikalischen Eigenschaften der Membran ausldst. Dadurch kommt es zu einer soge-
nannten Spannungskrimmung, welche zu der Produktion von extrazelluldren Vesikeln flihrt
(Whitlock & Hartzell, 2017). In Zellen, welche ANO4 und/oder ANO9 endogen bereits stark
exprimieren, konnte so eine erhohte Freisetzung von Exosomen auftreten.

Dariber hinaus wurden ADAM10 und ADAM17 wiederholt bei Untersuchungen von Exo-
somen detektiert (Tosetti et al., 2021). Groth et al. inkubierten Zellen, welche die ADAM17-
Substrate AREG oder TGFa exprimierten, mit Exosomen, die ADAM17 enthielten, und be-
obachteten eine verstarkte Freisetzung der Substrate (Groth et al., 2016). Somit gelang es
ihnen zu zeigen, dass in Exosomen lokalisiertes ADAM17 biologisch aktiv ist, was auch fir
ADAM10 nachgewiesen werden konnte (Gutwein et al., 2003, 2005; Stoeck et al., 2006). Durch
den Transport von ADAM10/17 in extrazellularen Vesikeln konnen diese auch weiter entfernte
Substrate auf der Oberflache anderer Zellen erreichen und diverse physiologische und patho-
physiologische Prozesse beeinflussen (Shimoda & Khokha, 2017). Die Kombination aus einer
erhohten Freisetzung extrazelluldrer Vesikel durch ANO-Aktivitat und dem Auftreten biolo-
gisch aktiven ADAM10/17 in den Vesikeln konnte entziindliche Prozesse sowie das Wachstum

von Tumoren entscheidend fordern.

Die Daten dieser Arbeit wurden im Uberexpressionsmodell erhoben, weshalb Uberex-
pressionsartefakte nicht ausgeschlossen werden konnen. Tian et al. postulierten, dass sich die
Funktion einiger ANOs bei Uberexpression verandert und die meisten endogen exprimierten
ANOs nicht in der Plasmamembran nachgewiesen werden kdonnen (Tian et al.,, 2012). Die
Expression endogener ANOs ist allerdings um ein Vielfaches geringer als bei Uberexpression.

Dies konnte einerseits bedeuten, dass endogen exprimiertes ANO4 oder ANQ9 tatsachlich in
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keiner signifikanten Menge in der Plasmamembran akkumuliert oder andererseits, dass die
geringe Menge mit den zurzeit kommerziell verfligbaren Antikorpern nicht nachgewiesen
werden kann (Kunzelmann et al., 2019; Tian et al., 2012). Auch eine geringe Menge an ANO4
oder ANO9 in der Plasmamembran kénnte theoretisch einen Einfluss auf ADAM10/17 haben,
wenn Scramblase und Protease stets in raumlicher Ndhe, wie z.B. in Nanodomanen, auftreten
wirden. Gegen die Annahme, dass die in dieser Arbeit gezeigte Plasmamembranlokalisation
von ANO4 und ANOS9 ausschlieRlich ein Uberexpressionsartefakt ist, spricht die Beobachtung,
dass ANO10 auch bei Uberexpression typischerweise intrazellular vorliegt (Bushell et al., 2019;
Kunzelmann et al., 2019). Des Weiteren konnten Jun et al. ANO9 nicht nur nach
Uberexpression in der Plasmamembran nachweisen, sondern auch eine signifikante Menge
auf der Oberflache von Zellen detektieren, welche ANO9 endogen exprimierten (Jun et al.,
2017). Zukiinftige Experimente sollten die zelluldre Lokalisation von endogen exprimiertem
ANO4 oder ANOQ9 Uberpriifen. Eine erste Untersuchung der endogenen Expression von ANO4
und ANO9 in verschiedenen Zelllinien wurde in dieser Arbeit mittels Real-Time PCR
durchgefiihrt. Eine hohe Expression von ANO4 ergab sich vor allem in Hautzelllinien und einer
Leberkarzinomzelllinie, wahrend ANO9, wie in der Literatur beschrieben, verstarkt in kolorek-
talen Krebszellen und in Pankreaszelllinien detektiert wurde (Jun et al., 2017; Li et al., 2015).
Eine spannende Ergidnzung der im Uberexpressionsmodell erhobenen Daten wiren Experi-
mente mit siRNA-transfizierten Knock-down-Modellen der Zelllinien mit hoher endogener
ANO4-/ANQO9-Expression. Eine Verringerung der PS-Externalisierung, der Shedding-Aktivitat
von ADAM10/17 oder der Proliferation in den Knock-down-Zellen kénnten die hier erhobenen

Daten moglicherweise untermauern.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass neben ANO6 auch ANO4 und ANO9
einen regulatorischen Einfluss auf ADAM10/17 ausiiben konnen. ADAM10 und -17 werden mit
diversen entzlindlichen Erkrankungen und der Entstehung von Tumoren assoziiert, darliber
hinaus spielen auch mehrere Mitglieder der ANOs eine Rolle bei verschiedenen Krebserkran-
kungen. Weitere Untersuchungen dazu, wie Scramblasen und ADAMs zusammenhangen,

konnten wichtige Erkenntnisse fir die Behandlung vieler Erkrankungen liefern.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Bei der asymmetrischen Verteilung von Phospholipiden in der Zellmembran im Grundzustand
der Zelle ist Phosphatidylserin (PS) hauptsachlich auf der zytosolischen Seite lokalisiert. Eine
Externalisierung von PS auf die extrazelluldre Seite kann energieunabhangig durch Scrambla-
sen erfolgen. Dieser Prozess spielt eine Rolle bei einer Vielzahl physiologischer Vorgange. Eine
erhohte Expression oder die Fehlfunktion verschiedener Scramblasen wird u.a. mit zahl-
reichen Tumorerkrankungen assoziiert. Weiterhin ist bekannt, dass externalisiertes PS die
Shedding-Aktivitat von ADAM10 und -17 reguliert. Eine Fehlregulation der Proteasen steht in
Verbindung mit diversen entziindlichen sowie tumorférdernden Prozessen. Kiirzlich konnte in
unserer Arbeitsgruppe die Scramblase Anoctamin-6 (ANO6), ein Mitglied der Ca%*-abhangigen
Anoctamin-Familie, als wichtiger Regulator fir die ADAM10/17-vermittelte Substratfrei-

setzung identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten drei Fragen adressiert werden. Zunachst sollte untersucht
werden, ob XKRS8, eine Scramblase der Xkr-Familie, eine Rolle bei der PMA-induzierten Akti-
vierung von ADAM17 spielt. Weiterhin sollte analysiert werden, ob ANOG6 einen Einfluss auf
das Shedding des TNFR-Superfamilienmitglieds CD137 hat. Als dritter Aspekt sollte ermittelt
werden, ob auch andere Anoctamine eine Rolle als Regulatoren von ADAM10 und ADAM17

haben.

Wahrend fir XKR8 zwar ein positiver Einfluss auf das Shedding des ADAM17-Substrats TGFa
gezeigt werden konnte, stellte sich heraus, dass der Effekt unabhangig von einer PMA-Stimu-

lation war.

Bei der Analyse des Zusammenhangs zwischen ANO6 und der Freisetzung von CD137 durch
ADAM10/17 konnte gezeigt werden, dass das CD137-Shedding in HT29- und HEK293T-Zellen
durch Transfektion der Zellen mit ANO6 erh6ht wird. Mittels Transfektion einer hyperaktiven
ANOG6-Mutante, durch die eine konstitutive PS-Externalisierung erfolgt, wurde nachgewiesen,
dass eine erhohte Freisetzung von CD137 durch ADAM10/17 bereits ausschlieRlich durch eine
verstarkte PS-Externalisierung vermittelt wird. Dies verdeutlicht die Relevanz von Scrambla-

sen wie ANOG6 auf die Regulation des CD137-Sheddings.

Die Untersuchungen weiterer Mitglieder der Ca?*-abhangigen Familie der Anoctamine (ANOs)

zeigten auf, dass eine Erhdhung der intrazelluldren Ca%*-Konzentration bei Uberexpression
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von ANO4 und ANO9 in HEK293T-Zellen zu einer vermehrten PS-Externalisierung fiihrt. Daraus
folgend kam es zu einer erhohten Freisetzung von Substraten durch ADAM10/17, welche
durch einen Breitband-Metalloprotease-Inhibitor oder durch eine Inhibition der Interaktion
zwischen exponiertem PS und ADAM10/17 gehemmt werden konnte.

Uberexpression von ANO4 und ANO9 in HelLa-Zellen, welche aus einem Zervix-Adenokarzinom
stammen, resultierte in einer konstitutiv erhéhten Freisetzung des EGFR-Liganden AREG und

in einer verstarkten Proliferation dieser Zellen.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit neue Erkenntnisse zur Regulation der ADAM10/17-
vermittelten Substratfreisetzung Uber die Externalisierung von PS durch verschiedene
Scramblasen geliefert. Ein besseres Verstandnis der Regulationsachse zwischen Scramblasen
und ADAM10/17 koénnten vor allem bei der Diagnose und Behandlung von

Tumorerkrankungen relevant sein.
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7 SUMMARY

Under resting conditions, phospholipids are asymmetrically distributed in the plasma mem-
brane with phosphatidylserine (PS) being located on the intracellular face of the membrane.
The exposure of PS to the extracellular leaflet can be facilitated in an energy-independent
manner by scramblases. This process plays a role in a diversity of physiological conditions. An
increased expression or function of scramblases is associated with numerous types of malig-
nancies. Furthermore, it has become evident that surface-exposure of PS is a pivotal event for
triggering sheddase activity of the metalloproteases ADAM10 und -17. Dysregulation of these
proteases has been linked to various inflammatory pathologies as well as cancer development.
Our group recently identified Anoctamin-6 (ANO6), a scramblase belonging to the Ca?*-acti-

vated Anoctamin family, as a key regulator for ADAM10/17 function.

The first aim of this study was to examine the role of XKR8, a scramblase of the Xkr family, for
PMA-induced activity of ADAM17. A second question to address was whether ANO6 is a reg-
ulator of the shedding of CD137, a member of the TNFR superfamily. A third goal of this study
was to test other members of the Anoctamin family for their ability to modulate ADAM10/17

sheddase function.

While overexpression of XKR8 led to increased shedding of the ADAM17 substrate TGFa, it

became evident that this effect was independent of PMA stimulation.

Experiments monitoring CD137 release in HT29- and HEK293T-cells after 10-stimulation
pointed out that CD137 shedding was increased as a consequence of ANOG6 transfection. Cells
transfected with an ANO6-mutant, which is hypersensitive to calcium and therefore perma-
nently exposes PS, constitutively released large amounts of CD137 in the absence of any stim-
ulus, indicating that CD137 shedding can be solely triggered via increased PS-exposure. This

finding highlights the relevance of scramblases as regulators of CD137 shedding.

Examining the influence of different Anoctamin family members on ADAM10/17 shedding
function revealed that, similar to ANO6, overexpression of ANO4 and ANO9 in HEK293T-cells
led to increased externalization of PS. Consequently, the release of ADAM10/17 substrates
was increased. Substrate shedding could be inhibited by a broad-spectrum metalloproteinase
inhibitor or by blocking interaction of ADAM10/17 with surface exposed PS with OPS, the

soluble head group of PS.
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As a functional consequence, overexpression of ANO4 and ANO9 in the cervical cancer cell
line Hela led to a constitutively enhanced release of the EGFR ligand AREG resulting in in-

creased cell proliferation.

In summary, this study provides new insights into the regulation of ADAM10/17 sheddase
function via increased PS exposure facilitated by different scramblases. A better understand-
ing of the complex field of interaction between scramblases and ADAM10/17 could most no-

tably be important in diagnosis and treatment of various cancer types.
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