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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

MIA (Melanoma Inhibitory Activity) ist ein wichtiges Protein, das an der Progression und
Metastasierung des malignen Melanoms beteiligt ist. MIA wird von Melanomzellen exprimiert
und migrationsabhdngig am distalen Zellpol sekretiert. Im Extrazellularraum férdert es die
Ablosung der Tumorzellen von der Extrazellularen Matrix (Extracellular matrix, ECM) und

dadurch die Migration und Invasion von Melanomzellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gerichtete Sekretion von MIA und die Prozessierung des
Signalpeptids analysiert. Daflir wurde zunachst die Lokalisation und Sekretion von MIA in
transient mit pCMX-PL1-MIA transfizierten Hela-Zellen, die keine endogene MIA-Expression
aufweisen, untersucht. Die Analysen zeigten, dass MIA auch in diesen Zellen migrationsabhangig
im hinteren Zellteil akkumuliert und sekretiert wird. Die Sekretion von MIA konnte zudem in
transfizierten HEK-Zellen, die ebenfalls keine endogene MIA-Expression besitzen, nachgewiesen
werden. Da bereits bekannt ist, dass MIA als Dimer funktionell aktiv ist, wurde des Weiteren
untersucht, ob die Dimerisierung auch wichtig fiir den gerichteten Transport bzw. die Sekretion
des Proteins ist. Die Analyse einer nicht-dimerisierungsfahigen MIA-Mutante zeigte, dass die
Dimerisierung fiir diese Prozesse nicht notwendig ist und die Sekretion im Vergleich zu Wildtyp
MIA sogar erhoht ist. Um den Einfluss des Signalpeptids von MIA auf den gerichteten Transport
und die Sekretion zu priifen, wurde zudem eine MIA-Mutante ohne Signalpeptid untersucht. Die
Experimente konnten bestatigen, dass das Signalpeptid von MIA obligatorisch fiir die Sekretion
des Proteins ist. Die Lokalisation von MIA scheint jedoch nicht zwingend durch das Signalpepitd
definiert zu sein. So konnte auch MIA ohne Signalpeptid im hinteren Teil migrierender Zellen
detektiert werden. Die Untersuchung eines chimaren Proteins, bestehend aus dem Signalpeptid
des membranstandigen E-Cadherins und dem maturen MIA-Protein, zeigte dariiber hinaus, dass
MIA auch mit diesem Signalpeptid von transfizierten Zellen sekretiert wird. Zudem akkumuliert
diese MIA-Mutante ebenso wie Wildtyp MIA und MIA ohne Signalpeptid im hinteren Zellteil,
was die Annahme stiitzt, dass die Information der intrazellularen Lokalisation von MIA nicht im
Signalpeptid kodiert ist, sondern eventuell durch weitere Eigenschaften des maturen Proteins

bestimmt wird.

In Western Blot-Analysen von Proteinextrakten mit pCMX-PL1-MIA transfizierten Hela-,
HEK- und Mel Ei-Zellen, konnte neben der Bande des maturen MIAs eine weitere Bande
detektiert werden, die der GroRe von MIA mit Signalpeptid entspricht. Um die Prozessierung

des Signalpeptids und dessen Einfluss auf die Sekretion von MIA zu analysieren, wurden



Zusammenfassung

verschiedene MIA-Signalpeptid-Mutanten kloniert und getestet. Durch die Mutagenesestudie
konnten zwei verschiedene Gruppen von Mutanten identifiziert werden. Die erste Gruppe wies
das gleiche Bandenmuster wie Wildtyp MIA auf und wird von transfizierten Hela- und
HEK-Zellen sekretiert. Die zweite Gruppe wies ein verandertes Bandenmuster auf und wurde
zudem nicht sekretiert. Beide Gruppen von MIA-Mutanten wiesen zwar eine
migrationsabhdngige Akkumulation im hinteren Zellteil auf, unterschieden sich allerdings
teilweise inihrer relativen Verteilung in der Zelle von Wildtyp MIA. Zudem wurde in dieser Arbeit
durch die Modulierung des intrazellularen Vesikeltransports mittels siRNA-Technologie und
Inhibitoren die Prozessierung des Signalpeptids weiter untersucht. Die Experimente mit
transient transfizierten Hela-Zellen zeigten ein verdandertes Bandenmuster von MIA in Western
Blot-Analysen, die darauf schlieBen lassen, dass das Signalpeptid nicht schon ko-translational
beim Eintritt in das Endoplasmatische Reticulum abgespalten wird, sondern die Prozessierung

zu einem spateren Zeitpunkt erfolgen kann.
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2 Einleitung

2.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist das groBte menschliche Organ mit einer Oberfliche von etwa 1,5 — 2
Quadratmetern. Sie schiitzt den Korper vor dulleren Einflissen, reguliert den Warme- und
Wasserhaushalt, dient als Sinnesorgan und spielt eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr. All
diese Eigenschaften lassen erahnen, dass die Haut ein sehr komplexes Gebilde ist und fir die

menschliche Homdostase eine entscheidende Rolle spielt.

Die Haut besteht aus drei verschiedenen Schichten, der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut
(Dermis) und der Unterhaut (Subcutis). Den adulReren Abschluss bildet die circa 0,03 — 0,05
Millimeter dicke Oberhaut, die eine wichtige Schutzfunktion gegeniiber chemischen und
physikalischen Einflissen besitzt. Die Oberhaut gehort zu den Epithelgeweben und ist von aulien
nach innen in Hornschicht (Stratum corneum), Kornerzellschicht (Stratum granulosum),
Stachelzellschicht (Stratum spinosum) und Basalzellschicht (Stratum basale) gegliedert. An
Handflachen und FuBsohlen befindet sich zudem zwischen der Hornschicht und der
Kornerzellschicht die Glanzschicht (Stratum lucidum). Die Stachelzellschicht bildet zusammen
mit der Basalschicht die sogenannte Keimschicht (Stratum germinativum). Den unteren
Abschluss der Epidermis bildet die Basalmembran. Diese besteht aus der Basallamina und der
Lamina fibroreticularis. Die Basallamina besteht wiederum aus der Lamina rara und der Lamina
densa und enthalt unter anderem Fibronektin, Kollagen Typ IV, Laminin und Proteoglykane. Die
Basalmembran grenzt die Epidermis von der Dermis ab, hat Einfluss auf Zelldifferenzierung und

Zellpolaritat und Gbt darlber hinaus eine Stiitzfunktion aus.

Der hauptsachlich vorkommende Zelltyp in der Oberhaut sind die hornbildenden Zellen, die
sogenannten Keratinozyten. Sie machen iber 90 % der Oberhautzellen aus und produzieren das
namensgebende Keratin. Im Laufe ihrer Differenzierung wandern sie von der untersten zur
obersten Schicht der Epidermis und verhornen dabei schrittweise. Keratinozyten sind an
Entziindungsprozessen, der Immunantwort sowie der Wundheilung beteiligt und kénnen
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren herstellen. In Keratinozyten wird zudem
Melanin gespeichert, welches sich um den Zellkern anlagert und die Haut vor
Ultraviolettstrahlung (UV-Strahlung) und dadurch vor Erbgutschadigungen schiitzt. Das Melanin

ist auch flr die Braunung der Haut verantwortlich.
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In der Basalzellschicht befinden sich die Pigmentzellen der Haut, die Melanozyten, die (iber
Hemidesmosomen mit der Basalmembran verbunden sind. Ein Melanozyt ist zudem mit etwa
funf bis 40 Keratinozyten vernetzt und synthetisiert Melanin, welches in Form von
Melanosomen an die Keratinozyten weitergegeben wird®. Die Produktion von Melanin wird

durch UV-Strahlung induziert'®,

Die mittlere Hautschicht bildet die Dermis. Sie wird in die Papillenschicht (Stratum papillare) und
die Netzschicht (Stratum reticulare) unterteilt und besteht vorwiegend aus Bindegewebsfasern.
AulRerdem enthélt die Dermis Kollagenfasern und Elastin, wodurch die mechanische Stabilitat
der Haut erzeugt wird, sowie viele Blut- und LymphgefaRe. An der Grenze zwischen Epidermis
und Dermis verlauft der Papillarkdrper. Durch zahlreiche Ausstiilpungen, den sogenannten
Papillen, wird die Basalzellschicht der Oberhaut in der Dermis verankert und durch Blutgefilie
mit Nahrstoffen versorgt. In der Dermis befinden sich zudem die meisten Sinnesrezeptoren der

Haut sowie zahlreiche Drisen und Haarwurzeln.

Die Subcutis ist die unterste Hautschicht und enthalt groRere Blutgefalle und Nerven. Sie stellt
die Verbindung zu unterliegenden Strukturen wie der Knochenhaut und Faszien dar und dient
als Verschiebeschutz der Haut. Die Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe, in dem
Fettzellen eingebettet sind. Sie fungiert als Warmeisolator sowie als Energiespeicher und schiitzt

unterliegende Organe.

2.2 Die Extrazelluldre Matrix

Als Extrazelluldre Matrix (extracellular matrix, ECM) bezeichnet man die Gesamtheit aller
Makromolekiile im Interzellularraum. Sie stellt den nicht-zellularen Anteil des Bindegewebes dar
und besteht aus einer amorphen Grundsubstanz und verschiedenen Fasern, die von
Fibroblasten synthetisiert werden. Die amorphe Grundsubstanz ist aus Glykosaminoglykanen
(GAGs) und Proteoglykanen (PGs) zusammengesetzt. Die Fasern gliedern sich in kollagene und
retikuldre Fasern aus Kollagenfibrillen sowie in elastische Fasern aus Elastin und Mikrofibrillen.
Die genaue Zusammensetzung der ECM unterscheidet sich zwischen verschiedenen Geweben
und Organen zum Teil erheblich. Die Hauptaufgabe der ECM liegt in der Stabilisierung der Zellen
eines Organismus, der Aufrechterhaltung der Form und der Gewahrleistung von Elastizitdt sowie

Zug- und ReiRfestigkeit.

Glykosaminoglykane sind lineare Polysaccharide aus sich wiederholenden Disacchariden, die
1-3-glykosidisch mit einem Aminozucker verbunden sind. Liegen die Glykosaminoglykane

kovalent an Proteine gebunden vor, bezeichnet man diese Verbindung als Proteoglykane. Die
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Hyaluronsdure ist das einzige nicht an ein Protein gebundene GAG und besitzt die Fahigkeit
grofde Mengen an Wasser zu binden. Sie ist mitverantwortlich fiir die Elastizitat der Haut und ist

Hauptbestandteil der Gelenkflissigkeit.

Proteoglykane werden in vier verschiedene Hauptgruppen unterteilt: die Heparansulfat-,
Keratansulfat-, Chondroitsulfat- und Dermatansulfat-Proteoglykane. Dariiber hinaus kdnnen
einzelne Proteoglykane mit verschiedenen Glykosaminoglykan-Ketten verbunden sein, wie
beispielsweise Aggrecan®?. Proteoglykane bilden groBe Komplexe und kénnen zudem mit
Hyaluronsdure und mit Kollagenen verbunden sein. Sie sind in der Lage, Wasser zu speichern
und tragen dadurch zur Elastizitat der Haut bei und regulieren die Bewegung von Molekilen
durch die Extrazelluldre Matrix. AuRerdem haben sie Einfluss auf die Selbstassemblierung von

Kollagenen.

Die am haufigsten vorkommenden Proteine in der ECM sind die Kollagene, von denen bislang
28 verschiedene Typen identifiziert wurden®>2. Kollagene bestehen jeweils aus drei langen
linksgangigen Kollagenmolekiilen, die gemeinsam eine rechtsgangige Superhelix
(Tropokollagen) bilden, die Gber Wasserstoffbriicken stabilisiert wird und fir die enorme Zug-
und ReiRfestigkeit der Haut verantwortlich ist’®?3%2%0, Dje Aminosiuresequenz einer
Kollagenkette ist immer (Glycin-X-Y),, wobei Position X und Y aus jeder Aminosaure, meistens
allerdings aus Prolin oder Hydroxyprolin und seltener aus Lysin bzw. Hydroxylysin besteht?”,
Kollagene kdnnen sowohl Homo- als auch Heterotrimere bilden, wobei hauptsachlich gemischte
Superhelices entstehen?”®. Zur Familie der fibrilliren Kollagene gehdren die Kollagene |, II, 11, V
und XI. Kollagene vom Typ I, Il und Ill kénnen sich zu Kollagenmikrofibrillen zusammenlagern,
die aus mindestens funf Tripelhelices bestehen. Durch kovalente Verknipfung mehrerer
Mikrofibrillen entsteht schlieBlich eine Kollagenfaser. Kollagen Typ IV stellt eine
Hauptkomponente der Basalmembran dar. Es bildet ein zweidimensionales Netzwerk und

bindet an verschiedene Zelladhisionsrezeptoren wie beispielsweise Integrine®325329,

Das Strukturprotein Elastin ist fir Form und Elastizitat der Haut wichtig. Nach der Sekretion in
den Extrazellularraum werden die einzelnen Elastin-Untereinheiten durch das Enzym
Lysyloxidase vernetzt. Ein Elastin-Molekil besteht hauptsachlich aus zwei verschiedenen
Domanen. Die hydrophobe Domane setzt sich vorwiegend aus den Aminosauren Alanin, Glycin,
Prolin und Valin zusammen. Die hydrophile Doméne ist wichtig fiir die Vernetzung des Proteins
und beinhaltet Lysine, welche in der Regel durch zwei bis drei Alanine voneinander getrennt

vorliegen.
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Ein weiterer Bestandteil der ECM sind die nicht kollagenen Glykoproteine, zu denen Fibronektin
und Laminin gehoren. Diese Molekiile haben regulatorische und funktionelle Aufgaben wie die
Zell-Matrix-Wechselwirkung. Fibronektin kommt als Dimer vor und bindet an Integrine,
Kollagene und Fibrin. Es ist unter anderem wichtig fir die Zelladhasion, Differenzierung,
Migration und das Zellwachstum. Laminine sind heterotrimere Proteine, die sich aus einer alpha,
beta und gamma-Kette zusammensetzen. Laminin bildet ein maschanartiges Netzwerk und

verkniipft verschiedene Bestandteile der Basallamina miteinander®6334,

Eine spezielle Differenzierungsform der ECM ist die Basalmembran, die unterhalb der Epithel-
Zellschicht liegt und verhindert, dass sich die Zellen dieser Schicht verschieben. Die

Hauptbestandteile der Basalmembran sind Kollagen Typ IV, Laminin, Perlecan und Nidogen.

Das Zusammenspiel der verschiedenen ECM-Komponenten macht diese extrem
widerstandsfahig. Der Verbund von elastischen und zugfesten Bestandteilen ermoglicht es,
Zellen an ihrem Platz zu halten sowie gleichzeitig Druck oder anderen mechanischen
Belastungen standzuhalten. Eine entscheidende Rolle spielt die ECM bei der Metastasierung von
Tumoren, da sie die Migration von Tumorzellen direkt beeinflusst. Tumorzellen sind in der Lage
bestimmte Enzyme zu produzieren, die aktiv die ECM abbauen und den Zellen dadurch die
Migration erleichtern. Dadurch steigt das invasive Potential der Zellen und somit deren Fahigkeit
zur Metastasierung. Der genaue Abbau der Extrazellularen Matrix ist in Kapitel 2.3.4.4

beschrieben.

2.3 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs) ist die Hautkrebsform mit der groRten Mortalitét.
Der Tumor entwickelt sich aus den Melanozyten der Haut und weist sich durch ein besonders
aggressives Wachstum und eine friihzeitige Metastasierung aus. Im Nachfolgenden sind die
grundlegenden Informationen bezlglich Inzidenz und Risikofaktoren, Klassifikation,
Pathogenese und Prognose sowie zur Entstehung und Progression des malignen Melanoms

zusammengefasst.

2.3.1 Inzidenz und Risikofaktoren des malignen Melanoms

Die Anzahl der Neuerkrankungen des malignen Melanoms hat sich in den letzten 30 Jahren mehr
als verdreifacht. Im Jahre 2008 erkrankten fast 18000 Menschen in Deutschland neu am
schwarzen Hautkrebs. Manner und Frauen sind dabei in gleichem Malle von der Krankheit
betroffen Das mittlere Erkrankungsalter liegt fiir Frauen bei 60 und fiir Manner bei 66 Jahren.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist mit 91 % bei Frauen etwas héher als mit 87 % bei Mannern.

6
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Insgesamt starben 2008 etwa 2500 Menschen an den Folgen des malignen Melanoms (Quelle:

Robert Koch Institut).

Im Rahmen des gesetzlichen Krebsfriiherkennungsprogramms besitzen seit 1. Juli 2008
krankenversicherte Personen ab 35 Jahren alle zwei Jahre den Anspruch auf eine Untersuchung
des gesamten Korpers auf Hautverdnderungen durch speziell ausgebildete Arzte. Die
Moglichkeit einer friheren Diagnose der meisten Melanome (T1-Stadium) tragt seitdem
besonders zu einer leicht gesunkenen Mortalitdt, des an sich sehr aggressiven, malignen

Melanoms bei (Quelle: Zentrum fir Krebsregisterdaten).

Ein erhohtes Risiko am schwarzen Hautkrebs zu erkranken haben Menschen mit besonders
hellem Hauttyp und Personen mit vielen Pigmentmalen. Personen mit dem Hauttyp | und Il,
rotlichen oder blonden Haaren, Sommersprossen, Sonnenflecken oder einem familidren
malignen Melanom haben ein bis zu 100-fach héheres Erkrankungsrisiko als Personen mit
dunklerem Hauttyp. Menschen mit vielen oder atypischen Pigmentmalen weisen ein bis zu 15-

fach erhohtes Risiko einer Erkrankung auf (Quelle: Deutsche Krebshilfe).

Als wichtigster exogener Risikofaktor wird die UV-Exposition durch kiinstliches Solarien- oder
Sonnenlicht, vor allem in der Kindheit und Jugend, angesehen®82, Sonnenbrinde in diesem

Alter kdnnen das Krebsrisiko um das Zwei- bis Dreifache erhéhen (Quelle: Deutsche Krebshilfe).

2.3.2 Klassifikation des malignen Melanoms
Bei der Klassifikation des malignen Melanoms werden klinisch und histopathologisch vier

verschiedene Subtypen unterschieden, die circa 95 % aller Melanome ausmachen.

Die am haufigsten vorkommende Form des schwarzen Hautkrebses ist das superfiziell
spreitende Melanom (SSM). Das SSM ist fiir Giber 50 % aller malignen Melanome verantwortlich
und zeichnet sich durch ein relativ langsames, horizontales Wachstum in der Hautebene aus.

Das SSM ist unregelmaRig pigmentiert und weist eine unscharfe Begrenzung auf.

Das noduldre maligne Melanom (NMM) ist die aggressivste Form und mit lber 20 % der
zweithaufigste Subtyp aller malignen Melanome. Das NMM ist durch ein schnelles vertikales
Wachstum und eine friihe Metastasierung gekennzeichnet. In der Regel ist das NMM braun bis
schwarz mit glatter oder ulzerierter Oberflache. Es kann aber auch amelanotisch auftreten, dass

heillt ohne sichtbare Pigmentierung.

Das Lentigo maligne Melanom (LMM) ist mit etwa 8 % das dritthaufigste auftretende Melanom.
lhm geht eine Lentigo maligna voraus, ein unkontrolliertes Wachstum atypischer Melanozyten

ausgeldst durch chronische UV-Exposition. Das LMM weist zunachst ein radiales Wachstum auf
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und beginnt erst nach bis zu 15 Jahren vertikal zu wachsen. Dieser Melanomtyp tritt meistens

im Gesicht alterer Personen auf.

Den vierten Subtyp stellt das Akral-lentigindse Melanom (ALM) dar. Es tritt nur in 5 % der
Erkrankungen auf, ist allerdings das haufigste Melanom bei dunklem Hauttyp. Es entsteht an
Handflachen und FuBsohlen und ist nicht mit der Exposition von UV-Strahlung assoziiert. Es ist

zu Beginn meist unscharf begrenzt und inkoharent pigmentiert.

Dariber hinaus werden weiter Unterarten des malignen Melanoms unterschieden, die
gemeinsam flr etwa 5 % der Falle verantwortlich sind. Hierzu zahlen neben den amelanotischen
Melanomen (AMM) weitere, seltene Melanomvarianten wie beispielsweise das Polypoide

Melanom oder das Okuldre Melanom (Quelle: Deutsche Krebsgesellschaft).

2.3.3  Pathogenese und Prognose

Die Entstehung und Progression des malignen Melanoms kann durch das Clark-Modell in funf
Stadien unterteilt werden. Das erste Stadium der Pathogenese stellen normale, angeborene
(kongenitale) und ungefahrliche, spater entstandene Navi dar. Diese gutartigen (benignen)
Neoplasien entstehen durch die Proliferation normaler Melanozyten und kdnnen im
Lebensverlauf zu bosartigen (malignen) Tumoren transformieren, dies ist aber nicht
mandatorisch. Die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung am schwarzen Hautkrebs nimmt
allerdings mit steigender Anzahl benigner Navi zu. In der Entwicklung zum malignen Melanom
(Abbildung 1) entstehen zunédchst dysplastische Navi, welche als Vorldufer des malignen
Melanoms betrachtet werden. Sie kdnnen sowohl aus bereits existierenden Navi als auch aus
bisher normaler Haut entstehen. Dysplastische Navi weisen eine asymmetrische Form,
ungleichmaBige Pigmentierung und unscharfe Begrenzungen auf. Die anschlieBende radiale
Wachstumsphase (radial growth phase, RGP) wird als erstes malignes Stadium der
Melanomentstehung betrachtet. In dieser Phase beginnen sich die Tumorzellen horizontal in der
Epidermis auszubreiten. AuBerdem ist es moglich, dass bereits vereinzelt Zellen die
Basalmembran durchdringen, ein tieferes Eindringen in die Dermis ist allerdings noch nicht
moglich. Dies geschieht erstmals in der vertikalen Wachstumsphase (vertical growth phase,
VGP) des Melanomes, die sich durch eine gesteigerte Invasivitdt der Zellen auszeichnet. Das letzte
Stadium der Pathogenese stellt das metastasierende Melanom dar, welches sich sowohl tiber

die Blutbahn als auch liber das lymphatische System weiter ausbreitet®,
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Abbildung 1: Progression des malignen Melanoms. Modifiziert nach Zaidi et al.335.

Die Prognose des malignen Melanoms wird durch verschiedene Faktoren bestimmt. Neben dem
Subtyp (2.3.2) spielen hauptsichlich die Tumordicke nach Breslow*?, die Eindringtiefe nach
Clark® sowie das Vorhandensein von Lymphknoten- und Fernmetastasen eine Rolle®. Die
Beurteilung der Tumordicke nach Breslow beruht auf der absoluten Dicke eines Tumors,
unabhangig von der betroffenen Hautschicht. Nach Breslow werden fiinf Stufen der Tumordicke
unterschieden (I: Tumordicke < 0,75 mm; Il: Tumordicke 0,76 — 1,49 mm; lll: Tumordicke 1,5 —
2,49 mm; IV: Tumordicke 2,5 — 3,49 mm; V: Tumordicke > 3,5 mm). Der Clark-Level hingegen
richtet sich nach der tiefsten betroffenen Hautschicht und ist ebenfalls in finf Gruppen
unterteilt (I: Tumorzellen oberhalb der Basalmembran; Il: Invasion der Papillenschicht; IlI:

Invasion bis zur Netzschicht; IV: Invasion in die Netzschicht; V: Invasion in die Subkutis).

Die héchste 5-Jahres-Uberlebensrate mit iber 90 % existiert, wenn die Tumordicke weniger als
0,76 mm betragt (Breslow-Level 1) und keine Invasion der Basalmembran (Clark-Level |) vorliegt.
Wird ein Melanom zu diesem Zeitpunkt chirurgisch entfernt, besteht die hochste
Heilungswahrscheinlichkeit fiir die Patienten. Mit steigendem Breslow- bzw. Clark-Level nimmt
die 5-Jahres-Uberlebensrate immer weiter ab und verschlechtert sich durch das Auftreten von
Lymphknoten- und Fernmetastasen auf bis zu unter 10 %. Da sich das maligne Melanom als
besonders resistent gegenliber Chemo- und Radiotherapien erweist, besteht derzeit nur bei
einer frihzeitigen Erkennung und Entfernung des Primartumors die Moglichkeit einer

vollstandigen Heilung.
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2.3.4 Entstehung und Progression des malignen Melanoms
Die Entstehung und Progression des malignen Melanoms ist ein bis heute nur teilweise
verstandener Prozess. Bereits angeborene Mutationen sowie verschiedene genetische

Veranderungen in multiplen Signalwegen kénnen dabei eine wichtige Rolle spielen.

Die Entstehung eines Melanoms wird oft mit einer hohen UV-Exposition der Haut in Verbindung
gebracht. Eine starke UV-Exposition kann zu Schaden der DNA in Melanozyten, durch Bildung
von Pyrimidin-Dimeren, und dadurch zu deren maligner Transformation fiihren%¥2%6, Dies wird
durch die Beobachtung gestiitzt, dass oft junge Personen mit vielen Navi und einer starken
UV-Exposition der Haut, in Verbindung mit Sonnenbrdanden, am malignen Melanom erkranken.
Zudem entwickeln gerade altere Personen an chronisch UV-Strahlung ausgesetzten Hautflachen
Melanome. Die UV-Exposition kann allerdings nicht allein flr die Entwicklung von Melanomen
verantwortlich gemacht werden, da diese sich auch haufig an Stellen bilden, die nicht in
besonderem Malie der Sonne ausgesetzt waren. Somit kdnnen auch weitere Faktoren bei der
Entstehung des schwarzen Hautkrebs eine Rolle spielen. So werden verschiedene angeborene
Mutationen, wie beispielsweise im CDK4- (cyclin-dependet kinase 4) oder CDKN2A-Gen (cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A) mit der Entstehung eines malignen Melanoms in Verbindung
gebracht?!11, Des Weiteren sind aber auch nachweislich erst spater erworbene Mutationen in
Molekilen verschiedenster Signalwege in diesen Prozess involviert. Zwei der wohl wichtigsten
betroffenen Signalwege sind der MAPK (mitogen-activated protein kinase)?”’ und der PI3K
(phosphatidyinositol-3-kinase)?’®  Signalweg. Beide Kaskaden werden durch NRAS
(Neuroblastoma Rat Sarcoma) aktiviert, welches als erstes Onkogen in der Melanomentstehung

identifiziert wurde?*®

. Die wichtigste Schllsselfigur im malignen Melanom stellt aber die
Serin/Threonin-Proteinkinase B-Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma kinase B) dar, die 2002 als
weiteres Onkogen beschrieben wurde’. B-Raf kann ebenso wie NRAS den MAPK-Signalweg

stimulieren, der in den meisten Melanomen konstitutiv aktiv ist?*.

2.3.4.1 MAPK-Signalweg (Ras/Raf/MEK/ERK)

Der MAPK-Signalweg reguliert verschiedene zelluldre Prozesse wie Apoptose, Differenzierung,
Proliferation, Adhéasion oder Wachstum. Die Aktivierung des MAPK-Signalwegs (Abbildung 2)
erfolgt durch die Bindung von verschiedenen Wachstumsfaktoren oder Zytokinen an
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen'*1°7.283 Dje Bindung induziert die Dimerisierung der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen, was in der gegenseitigen Autophosphorylierung der Tyrosinreste der
Rezeptoren resultiert’®®392, |n diesem aktiven Zustand kann das Adapterprotein Grb2 (growth

binding factor 2) an den Rezeptor binden und den GDP/GTP-Austauschfaktor SOS (son of
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sevenless) zur Zellmembran rekrutieren®:313, SOS ist nun in der Lage, verschiedene Ras-Molekiile

(H-Ras, K-Ras, N-Ras) durch Phosphorylierung zu aktivieren#

, allerdings nur, wenn diese
membrangebunden vorliegen'®2. Dies wird durch die Farnesylierung eines C-terminalen
Cysteins durch die Farnesyltransferase ermdoglicht!12187.2362% |m GTP-gebundenen, aktiven
Zustand (RasG) kann Ras wiederum mit Hilfe verschiedener Kinasen Mitglieder der Raf-Kinase
Familie (A-Raf, B-Raf, C-Raf) phosphorylieren®, Raf-Kinasen aktivieren die Kinasen MEK1 und
MEK2, die ihrerseits ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase; auch MAPK: mitogen
activated protein kinase) stimulieren und dadurch die Expression von Genen, die unter anderem
an Proliferation, Migration Differenzierung und dem Uberleben von Zellen beteiligt sind,

induzieren®®192.241,

Der MAPK-Signalweg ist in tber 80 % aller malignen Melanome konstitutiv aktiv3!®. Neben
Mutationen in verschiedenen Kinasen ist dafiir das Fehlen bestimmter Inhibitoren
verantwortlich'’82%8 Eine der hiufigsten auftretenden Mutationen in malighen Melanomen, die
auf die Exposition von UV-Strahlung zuriickzufiihren ist, ist die BRAFV®%E-Mutante, die in circa
45-60% der Erkrankungen auftritt®®7887.216227  pje B-Raf'®-Mutante phosphoryliert
permanent MEK1/2 und stimuliert dadurch die Signalkaskade’. N-Ras ist in etwa 15 % aller
malignen Melanome mutiert und kann sowohl den MAPK- als auch den PI3K-Signalweg

aktivieren>®’

. Sowohl die B-Raf- als auch die N-Ras-Mutation spielen eine entscheidende Rolle
im schwarzen Hautkrebs und kommen zusammengerechnet in etwa 75 % aller malignen
Melanome vor, allerdings treten beide Mutationen nur sehr selten gemeinsam auf!%®!33, Dass
bereits in ca. 80 % der benignen Navi Mutationen in B-Raf bzw. N-Ras auftreten, lasst darauf
schlieRen, dass der MAPK-Signalweg bereits friih in der Melanomentstehung eine wichtige Rolle

spielt, jedoch nicht die alleinige Ursache fir die maligne Transformation von normalen

Melanozyten sein kann.

Neben den genannten Mutationen kdnnen ebenfalls Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast
growth factor) und HGF (hepatocyte growth factor)?**?>*, die im malignen Melanom stdndig neu
gebildet werden, oder die Uberexpression ihrer entsprechenden Rezeptoren’* den MAPK-
Signalweg von auBen her aktivieren. Wie bereits erwahnt, kann auch das Fehlen verschiedener
Inhibitoren fiir die Aktivierung des MAPK-Signalwegs verantwortlich sein. Beispielsweise werden
der Raf-Inhibitor RKIP (raf-1 kinase inhibitory protein)?® und Mitglieder der Sprouty-Familie
(SPRY2 und SPRY4) im malignen Melanom schwacher exprimiert, wodurch die Abschaltung der
MAPK-Signalkaskade nicht richtig funktioniert!’®?>33%  Dariiber hinaus kann der

Tumorsupressor PTEN Einfluss auf den MAPK-Signalweg nehmen, indem er durch die
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Modulierung von Ras die aktivierte Signalkaskade, ausgelost durch Integrine und

Wachstumsfaktoren, unterdriickt!*%314,

RTK

Zell- \r/

membran
Zytoplasma @ o

Zellkern

Abbildung 2: MAPK-Signalkaskade. Modifiziert nach Rodriguez-Viciana24,

Der MAPK-Signalweg an sich reguliert verschiedene Transkriptionsfaktoren und nimmt dadurch
Einfluss auf die Expression verschiedenster Gene, die den Zellzyklus kontrollieren. ERK kann zum
Beispiel die Aktivitdt von MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) regulieren®”’,
MITF wiederum kann unter anderem die Expression des antiapoptotisch wirkenden Proteins

193 \Weitere Ziele von ERK sind unter

Bcl-2 beeinflussen und dadurch das Zelliiberleben férdern
anderem die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-1°%, Die Aktivierung von Ets fihrt
beispielsweise zur Expression von Cyclin D1, CDK1 (Cyclin dependent kinase 1) oder c-Myc
(myelocytomatosis), die an der Regulation des Zellzyklus und der Zellproliferation beteiligt
sind?!®, Méglich ist auch eine erhéhte Expression von Matrix-degradierenden MMPs (Matrix
Metalloproteasen) und uPAs (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator), die die Metastasierung des

malignen Melanoms férdern®®>7,

Die Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch beispielsweise FGF2 (Fibroblast growth factor 2)
inhibiert des Weiteren die Expression von E-Cadherin, indem dessen transkriptionelle
Repressoren Slug, ZEB1 und Snail verstirkt exprimiert werden®%71* E-Cadherin ist der
wichtigste Mediator der Zelladhasion zwischen Keratinozyten und Melanozyten. Kommt es zu
einem Verlust von E-Cadherin, fiihrt dies zu einer Lésung der Zellen voneinander?®®. Der genaue
Einfluss von E-Cadherin auf die Melanomentstehung wird in Kapitel 2.3.4.3 genauer vorgestellt.

Ein weiteres Ziel des MAPK-Signalwegs sind die Integrin-Zelladhdsionsmolekiile, wie unter
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anderem Integrin asB33%, welches die Tumordicke, Invasivitdt und Metastasierung des malignen

142

Melanoms beeinflussen kann*** und die Interaktion der Melanozyten mit anderen Zellen sowie

der extrazelluliren Matrix moduliert?”’. Zusatzlich kann der MAPK-Signalweg auch die

23,104,277,322’ u nd

Expression von Integrinen und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) induzieren
dadurch die Invasivitdat von Tumorzellen und die Progression des malignen Melanoms férdern

(Abbildung 3).

erhéhte Expression von MMPs
Abbau der Extrazelluldren Matrix

Ras — Raf — ERK

VAN

erhohte Integrin Expression verminderte Expressionvon
Erhéhtes Uberleben und E-Cadherin

Kollagenanheftung Verringerte Kontrolle durch Keratinozyten

Abbildung 3: MAPK-Signalweg modifiziert nach Smalley?”’. Eine Induktion des Signalwegs fiihrt zu einer gesteigerten
Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sowie Integrinen und zu einer verminderten Expression von
E-Cadherin. ECM = Extrazelluldre Matrix.

2.3.4.2 AKT (PI3K/PTEN/AKT)- Signalweg

Der AKT-Signalweg wird, ebenso wie der MAPK-Signalweg, durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert. Die aktiven Rezeptoren sind in der Lage die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) zu phosphorylieren. Die aktive PI3K generiert daraufhin
Phosphoinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2). PIP3
rekrutiert anschlieRend PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) und Akt, welches auch als
Proteinkinase B bezeichnet wird, zur duBeren Zellmembran’®. Hier wird Akt durch PDK-1
phosphoryliert und somit aktiviert>*!>3, Akt kann dann (ber mTOR (mammalian target of
rapamycin) und NFkB die Expression bestimmter Zielgene modulieren, die unter anderem an

Zelliberleben, Invasivitat, Angiogenese und Proliferation beteiligt sind”®.
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Der AKT-Signalweg ist mit dem MAPK-Signalweg Uiber das kleine G-Protein Ras verbunden. Das
phosphorylierte Ras (RasG) ist in der Lage, neben Raf, auch die Phosphoinositid-3-Kinase zu

aktivieren und dadurch den nachgeschalteten Signalweg zu aktivieren?>,

Ein wichtiger Inhibitor des Akt-Signalwegs ist der Tumorsuppressor PTEN (phosphatase and
tensin homolog), welcher PIP3 dephosphorylieren kann'®, PTEN ist in bis zu 28 % aller malignen
Melanome durch Deletion verloren oder Methylierung inaktiv und kann dadurch den Akt-

24255 5o dass dieser konstitutiv aktiv ist. In etwa 40 — 60 Prozent

Signalweg nicht mehr regulieren
aller malignen Melanome finden sich aktivierende Mutationen, die zu einer erhéhten Expression
von Akt und somit ebenfalls zu einer standigen Aktivierung des Akt-Signalweges beitragen
konnen. Dabei korreliert die Menge an aktiviertem Akt, insbesondere Akt3, mit der Progression

der Erkrankung?®,

Die Uberexpression von Akt und die fehlende Regulation durch PTEN kann also zur dauerhaften
Aktivierung des Akt-Signalweges filihren, was eine unkontrollierte Expression verschiedener
Zielgene zur Folge hat und zur Entartung der Zellen entscheidend beitragt. Der Verlust von PTEN
tritt im malignen Melanom haufig zusammen mit Mutationen in B-Raf auf, was ein verstarktes

Tumorwachstum, durch Umgehung von Seneszenz, hervorruft’?.

2.3.4.3 Weitere Signalwege der Melanomentstehung und fehlregulierte Molekiile

Zur Entstehung und Progression des malignen Melanoms tragen, neben Mutationen bestimmter
Proteine wie B-Raf oder Akt, die eine wichtige Rolle bei der Steuerung verschiedener Signalwege
spielen, weitere Faktoren bei. Es kommt beispielsweise zu einem verdnderten
Expressionsmuster verschiedener Zelladhdsionsproteine sowie zur Ausschittung von

tumorfordernden Wachstumsfaktoren und Zytokinen.

Ein wichtiges Ereignis in der Melanomentstehung ist ein Prozess, der der Epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) sehr dhnlich ist®®?%, Dabei erlangen epitheliale Zellen
Eigenschaften von mesenchymalen Zellen, wodurch sie die Fahigkeit zur Migration und zur
Invasion der Basalmembran erhalten. Besonders hervorzuheben ist hierbei die verminderte
Expression von E-Cadherin®, die im malignen Melanom mit einer Erhéhung der N-Cadherin
Expression einhergeht!*. Der Verlust von E-Cadherin fiihrt dazu, dass die Melanom-Zellen nicht
mehr der Kontrolle durch Keratinozyten unterliegen. Dies begiinstigt zum einen das
unkontrollierte Wachstum der Tumorzellen und ermdéglicht ihnen zum anderen die Interaktion
mit weitern Melanomzellen, Fibroblasten oder Endothelzellen. Dadurch ist es den Tumorzellen
moglich in tiefere Hautschichten vorzudringen und neue Tumornester

auszubilden!?2123:14014319 pje yerringerte Expression von E-Cadherin induziert dariiber hinaus
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die Expression von Melanom-assoziierten Molekiilen®?. Die Reexpression von E-Cadherin kann
dahingegen zu der Ausbildung neuer Kontakte zwischen den beiden Zelltypen fithren und in vitro

die Keratinozyten-vermittelte Wachstumskontrolle wieder herstellen!4%167,

Im malignen Melanom nimmt zwar die Expression von E-Cadherin im Vergleich zu normalen
Melanozyten ab, allerdings kommt es dafiir zu einer verstarkten Expression von N-Cadherin®3,
Es konnte bereits gezeigt werden, dass N-Cadherin einerseits das Uberleben und die
Migrationsfahigkeit von Melanomzellen férdert und es den Zellen andererseits ermdoglicht neue
Zellkontakte, beispielsweise mit Fibroblasten, auszubilden®®. Die erhéhte Expression von N-
Cadherin scheint direkt von der Expression von E-Cadherin beeinflusst zu werden. Der Verlust
von E-Cadherin fuhrt zundchst zu einer verstarkten Aktivierung von NFkappaB (nuclear factor
kappa B)'*°. NFkappaB wiederum kann durch eine direkte Bindung im Promoterbereich die
Expression von N-Cadherin fordern und begiinstigt dadurch die onkogene EMT des malignen

Melanoms*>2,

Eine weitere Rolle bei der Entstehung und Progression des malignen Melanoms nehmen
fehlregulierte Wachstumsfaktorn und Zytokine ein, deren Ausschiittung die Zellproliferation
und das Tumorwachstum begiinstigt!!®'®®, So werden schon in frilhen Stadien der
Melanomentstehung vermehrt bFGF (Basic fibroblast growth factor), HGF (Hepatocyte growth
factor) oder SCF (Stem cell factor) produziert?®. Des Weiteren sind im Melanom beispielsweise
TGFbeta (transforming growth factor beta) und verschiedene BMPs (bone morphogenetic
proteins) fehlreguliert!*22%, So werden im malighen Melanom unter anderem BMP4 und BMP7
verstarkt exprimiert, wodurch die Angiogenese und somit die die Tumorprogression gefoérdert
wird?*24, Die Bildung von Blut- und LymphgefiRen, die einerseits den Tumor versorgen und
andererseits dessen Metastasierung ermoglichen, wird wiederum durch weitere proinvasive

Faktoren wie zum Beispiel VEGF (vascular endothelial growth factor) begiinstigt0184,

Zusammenfassend begiinstigt das Zusammenspiel der verschiedenen, fehlregulierten
Adhasionsmolekiile, Wachstumsfaktoren, Zytokine und weiteren proinvasiven Faktoren die

Progression des malignen Melanoms.

2.3.4.4 Proteolytische Degradation der extrazelluldren Matrix

Der Ab- und Umbau der extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM) ist ein natirliches
Phanomen, welches beispielsweise bei der Embryogenese und der Wundheilung zum Tragen
kommt. Die Degradation der ECM spielt allerdings auch in der Tumorentwicklung eine
entscheidende Rolle, da hierdurch die Invasion und Metastasierung maligner Zellen begtinstigt

wird. Die wichtigsten Proteine, die an der Degradation der ECM beteiligt sind, sind die MMPs
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(matrix metalloproteinase), uPAs (urokinase-type plasminogen activator) sowie verschiedene

Cadhepsine, die eine Gruppe von Aspartyl-, Cystein- sowie Serinproteasen darstellen48200.213,

Die Expression von verschiedenen Cathepsinen (Aspartyl- und Cysteinproteasen), wie Cathepsin
B, D, H, K und L ist im malighen Melanom stark erhéht?4239327 Djese Enzyme werden zunichst
als Proproteine synthetisiert und anschlieRend in ihrer aktivierten Form in Lysosomen
gespeichert. Sie sind am Abbau von verschiedenen ECM-Komponenten wie Aggrecan,

Fibronektin, Kollagen und Laminin beteiligt?>%1,

Matrix-Metalloproteinasen werden aufgrund ihrer Spezifitat und zellularen Verteilung in vier
verschiedene Klassen unterteilt. Man unterscheidet Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine
und membranstiandige MMPs (MT-MMPs, membrane type-MMPs). Die Kollagenasen sind
besonders am Abbau von fibrillirem Kollagen beteiligt. Gelatinasen kdnnen Kollagen Typ IV,
Gelatin und Elastin degradieren. Stromelysine kdonnen verschiedenste ECM-Proteine, wie
Fibronektin, Laminin und Proteoglykane, abbauen, sind allerdings nicht in der Lage Kollagene zu
spalten®*, MMPs werden als inaktive Proproteine von den Zellen sezerniert und durch uPAs
(urokinase plasminogen activator) oder andere MMPs aktiviert!#*>°, MT-MMPs sind (iber eine
Transmembrandoméne oder Uber einen GPl-Anker (Glycosylphosphatidylinositol) an der
Zellmembran befestigt. Neben der Degradation der ECM kénnen sie andere MMPs aktivieren

und die Angiogenese und Invasivitidt der Tumorzellen férdern?’9139:197:279,280,

Im malignen Melanom sind verschiedenste MMPs Gberexprimiert, wie beispielsweise MMP-1, -
2, -3, -8, -9, -10, -13 und MMP-1533368107 Dje Expression von MMPs kann durch Hormone,
Onkogene, Wachstumsfaktoren (bFGF) und Zytokine (IL-1, IL-6, TNFa) induziert werden3%272, Des
Weiteren ist bekannt, dass auch BMPs (bone morphogenetic proteins) die MMP-Expression in
Fibroblasten und Melanomzellen induzieren kénnen?*®. Die Expression der MMPs wird dabei
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren der AP1- und Ets-Familien reguliert’!>. MMPs
werden allerdings nicht nur von Tumorzellen, sondern auch von umliegenden Stromazellen

gebildet, die somit auch zu einer Degradation der ECM beitragen3>13¢,

Neben MMPs sind im malignen Melanom oft auch die spezifischen Inhibitoren, die sogenannten
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), fehlreguliert. So kann beispielsweise eine
erhohte Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 vorliegen, die ebenfalls den Abbau und die

Modellierung der ECM beeinflusst®®’.

Die uPAs (urokinase-type plasminogen activator) sind sekretierte Serin-Proteasen, die ebenfalls
eine wichtige Rolle im malignen Melanom spielen?2, Die Bindung an den uPA-Rezeptor (uPAR)

aktiviert die Umsetzung von Plasminogen zu Plasmin. Plasmin wiederum kann verschiedene
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Matrixbestandteile, wie Fibronektin, Kollagen Typ | oder Laminin, abbauen und verschiedene
MMPS, wie MMP-2 und MMP-9, aktivieren!*. Die uPA-Aktivitit wird durch spezifische

Inhibitoren, PAI1 und PAI2 (plasminogen activator inhibitor 1/2) reguliert2.

2.4 Melanoma Inhibitory Activity (MIA)

Das Protein MIA (melanoma inhibitory activity), welches auch als CD-RAP (cartilage-derived
retinoic acid-sensitive protein) bezeichnet wird, spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung,
Extravasation und Metastasierung des malignen Melanoms. Mittlerweile sind drei MIA-
Homologe entdeckt worden, die mit zur MIA-Familie gezihlt werden: MIA-2*, OTOR?**

(otoraplin, FDP = fibrocyte derived protein®, MIAL = MIA like gene®*8) und TANGO*,

Erstmals wurde MIA 1989 in Zellkulturiiberstainden humaner HTZ-19 Melanomzellen
identifiziert’3>%, In damaligen Studien wurde eine tumorsupressive Wirkung postuliert, die
namensgebend fir MIA war. Spater zeigte sich allerdings, dass MIA Kontakte zur ECM inhibiert,
dadurch die Anhaftung von Tumorzellen vermindert und somit aktiv an der Metastasierung des
malignen Melanoms beteiligt ist. MIA wird von Melanomzellen, im Vergleich zu normalen
humanen epidermalen Melanozyten (NHEMs) verstarkt gebildet, konnte allerdings auch schon
in benignen Navi nachgewiesen werden®. Neben dem Melanom konnte auch in anderen
Tumorarten, wie zum Beispiel im Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Nierenzellkarzinom oder

Pankreaskarzinom die Expression von MIA bestatigt werden?®386:223,

In gesundem Gewebe wird MIA hauptsachlich im Knorpel gebildet, wo es erstmals als CD-RAP
beschrieben wurde*8324 Es konnte gezeigt werden, dass MIA bei der Differenzierung von
Knorpelgewebe eine Rolle spielt**®. Des Weiteren wird MIA auch wihrend der Embryogenese
im Brustgewebe exprimiert. Die weiteren Mitglieder der MIA-Familie weisen dahingegen ein
anderes Expressionsmuster auf. Wahrend TANGO ubiquitér in allen Geweben vorkommt?®, tritt
OTOR ausschlieRlich im Innenohr auf**?. MIA-2 wird dahingegen spezifisch in der Leber

exprimiert, wo es als Tumorsuppressor agiert*1%’,

MIA wird bereits seit langerem als klinischer Marker verwendet, der sowohl wahrend der
Therapie als auch zur Nachsorge eingesetzt werden kann37:40.235.255.256.284 Ejr den Nachweis wird
der Serumspiegel von MIA mittels ELISA bestimmt. Da der Serumspiegel mit der Progression der
Erkrankung korreliert, kann die Bestimmung des MIA-Gehalts friihzeitig Rezidive anzeigen und

somit zu einer schnelleren Behandlung und Nachsorge des malignen Melanoms beitragen®’-3°,
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2.4.1 Chromosomale Lokalisation und Proteinstruktur von MIA

Das MIA-Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert und weist vier Exone auf****¢, MIA wird zunéchst
als 131 Aminosauren langes Vorlduferprotein gebildet und besitzt eine N-terminale
Signalsequenz aus 24 Aminosauren, welches die Sekretion des Proteins in den Extrazellularraum
ermoglicht. Nach Abspaltung des Signalpeptids besitzt das mature Protein aus 107 Aminosduren
ein Molekulargewicht von circa 11 kDa. MIA weist eine globuldre Form auf und wird von zwei
intramolekularen Disulfidbriicken stabilisiert, die wichtig fiir die korrekte Faltung und Funktion
des Proteins sind?®. Darliber hinaus besteht MIA aus sieben B-Faltblittern und zwei kurzen a-
Helices, die durch mehrere Loop-Regionen miteinander verbunden sind®!. Interessanterweise
besitzt MIA eine SH3-3hnliche (Src-homology 3) Domine?®, die bisher noch nicht bei anderen
sekretierten Proteinen nachgewiesen werden konnte. Allerdings tragen auch die anderen
Mitglieder der MIA-Familie diese Domane?®, die normalerweise der Erkennung Prolinreicher

Aminosaurebereiche dient und an der Vermittlung von Proteininteraktionen beteiligt ist.

2.4.2 Die Bedeutung von MIA im malignen Melanom

MIA ist an der Metastasierung und der hohen Invasivitdt des malignen Melanoms direkt
beteiligt. Dies ist auf die Interaktion von MIA mit verschiedenen ECM-Bestandteilen
zurlickzufihren. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass MIA in Vesikeln zum
hinteren Zellpol transportiert und dort Calcium-abhingig sekretiert wird?®3. AuBerhalb der Zelle
bindet MIA unter anderem an Cadherin-73'°, Fibronektin, Laminin® sowie die
Zelladh&sionsrezeptoren Integrin asB: und asB;'3%39, Die Bindung von MIA an die Integrine
inhibiert diese, wodurch sich keine Zell-Matrix-Kontakte mehr ausbilden kénnen und die
Tumorzellen sich somit leichter aus dem bestehenden Zellverband l6sen und in gesundes
Gewebe einwandern kénnen*®. Die gerichtete Sekretion von MIA am distalen Zellpol begiinstigt
dabei die gezielte Ablosung des hinteren Teils der Zellen und férdert somit die Migration in eine
bestimmte Richtung. Wichtig fur die Funktion von MIA ist auRerdem die Eigenschaft, (Head-to-
Tail) Dimere zu bilden. Nur in dieser Form ist MIA aktiv und beeinflusst die Zellmigration und

Formation von Metastasen?®®.

Es gibt zudem Hinweise, dass MIA bereits in der frihen Melanomentstehung eine Rolle spielen
konnte. Der Einfluss von MIA auf die Progression des malignen Melanoms wurde durch die MIA-
defizienten Zelllinien HMB2-MIAS5 und HMB2-MIA8 weiter untersucht. Im Vergleich zur
parentalen HMB2-Zelllinie weisen die MIA-defizienten Klone eine veranderte Morphologie auf,
die mit kleinerem Durchmesser und dendritischen Zellausldufern eher einem melanozytdren

Phanotyp entspricht. Die Klone sind zudem in der Lage sowohl in 2D-Monolayer-Kulturen als
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auch im 3D-Spharoid-Modell in Clustern zu wachsen. Des Weiteren zeigt sich ein verandertes
Expressionmuster verschiedener Tumor-assoziierter Gene. So nimmt beispielsweise die
Expression von MT1-MMP (membrane type-1 matrix metalloproteinase), t-PA (tissue-type
plasminogen activator), Integrin B3, SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteins),
Fibronektin und MCAM (melanoma cell adhesion molecule) in HMB2-MIA5 und HMB2-MIA8
deutlich ab. Besonders ist auch, dass die Expression von N-Cadherin zurlick geht und dafir
vermehrt E-Cadherin exprimiert wird, ein Ereignis, dass in der Progression des malignen
Melanoms normalerweise genau andersherum abladuft. Auffallig war zudem die Re-Induktion
der Pigmentsynthese der MIA-defizienten Klone im Vergleich zu normalen HMB2-Zellen. Dies ist
vermutlich durch die Reexpression von Trp-1 (tyrosinase related protein 1) und Tyrosinase, die
beide an der Melaninsynthese beteiligt sind, zu erkldren. Dies ist in den MIA-defizienten Klonen
wahrscheinlich auf eine erhéhte Expression von PAX3 (paired box protein 3) und eine reduzierte
Expression von PIAS3 (protein inhibitor of activated STAT 3) zurlckzufiihren ist. Dem
entsprechend resultierte die Reexpression von MIA in den MIA-defizienten Klonen in einer

Herabregulation von Trp-1 und damit in einer Hemmung des melanozytiren Phinotyps?22%,

Der Einfluss von MIA auf die Entwicklung des malignen Melanoms wurde zudem in vivo bestatigt.
Es konnte in zwei verschiedenen Systemen gezeigt werden, dass MIA zwar die Extravasation und
die Metastasierung fordert, allerdings keinen Einfluss auf das Wachstum des Primartumors, die

Zellproliferation oder Apoptoserate hat®*2°,

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass MIA die Progression des malignen Melanoms
durch die Aktivierung Tumor-assoziierter Gene beglinstigt und Einfluss auf die Pigmentsynthese

und Morphologie der Zellen hat.

Daruber hinaus konnte MIA auch eine immunsuppressive Wirkung nachgewiesen werden. Diese
beruht auf der Bindung an von Leukozyten exprimiertes Integrin asB:'*®, die sich durch die
Verhinderung der Dimerisierung des Proteins wieder aufheben |4sst?>. Untersuchungen von
Marr et al. konnten des Weiteren zeigen, dass UV-Bestrahlung die Expression und Sekretion von

MIA in WM35-Zellen férdert und dass funktionelles p53 fiir die Sekretion MIAs notwendig ist'®,

2.5 Transport und Sekretion von Proteinen

In eukaryotischen Zellen kommen viele unterschiedliche Proteine vor, die ihre Funktion in
verschiedenen Bereichen und Organellen ausiiben. Ein groRer Teil der Proteine wird dabei im
Zytosol der Zellen von freien Ribosomen synthetisiert. Viele Proteine werden allerdings in den

verschiedenen Organellen der Zellen bzw. an deren Membranen, an der Zellmembran oder
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auBerhalb der Zelle bendtigt. So missen beispielsweise DNA- und RNA-Polymerasen in den
Zellkern, Enzyme zur Proteinmodifikation in den Golgi-Apparat und verschiedene Bestandteile
der extrazellularen Matrix zur Sekretion an die Zellmembran transportiert werden. Der
gerichtete Transport von Proteinen an ihren Bestimmungsort wird dabei durch zwei
grundlegende Mechanismen bewerkstelligt. Entscheidend ist zum einen der Signalpeptid-
abhangige Transport (signal-based targeting) und zum anderen der vesikulare Transport von

Proteinen (vesicle-based trafficking).

Der Signal-abhangige Transport von Proteinen kann sowohl kotranslational als auch nach
Beendigung der Translation stattfinden, wobei die Proteine direkt in spezifische
Zellkompartimente wie das Endoplasmatische Reticulum (ER), Mitochondrien, Peroxisomen

oder den Nukleus gelangen.

Der vesikuldare Transport von Proteinen stellt den sekretorischen Weg dar. Dabei werden
synthetisierte Proteine in der Regel zundchst ins ER translatiert und gelangen von dort in
Vesikeln verpackt zu anderen Organellen bzw. der Zelloberfliche, wo sie schlielilich in den

Extrazellularraum abgegeben werden.

2.5.1 Konstitutive und regulierte Sekretion von Proteinen

Grundsatzlich wird zwischen der konstitutiven und der regulierten Sekretion von Proteinen
unterschieden. Bei der konstitutiven Sekretion werden Proteine kontinuierlich von den Zellen
synthetisiert und abgegeben. Dementgegen steht die regulierte Sekretion, bei der die Abgabe

erst durch bestimmte Stimuli induziert wird.

Zu den kontinuierlich sekretierten Proteinen gehdren beispielsweise Kollagene, die permanent
von Fibroblasten produziert werden. Ein klassisches Beispiel flir ein reguliert sekretiertes Protein
ist Insulin, das im Golgi-Apparat gespeichert wird und dessen Sekretion durch einen steigenden

Blutzuckerspiegel induziert wird.

2.5.2  Der Signalpeptid abhangige Transport von Proteinen

Die Sekretion von Proteinen erfordert im Allgemeinen zunachst den Transport des Proteins in
das Endoplasmatische Reticulum. Fir die Erkennung und Translokation der Proteine sind
spezielle Aminosauresequenzen verantwortlich, sogenannte Signalpeptide. Diese hydrophoben,
N-terminalen Sequenzen sind in der Regel zwischen 16 und 30 Aminosauren lang und werden
wahrend der Translation durch zytosolische Ribosomen von dem SRP (signal recognition
particle) erkannt®>106131145 Dag SRP bindet sowohl an die Signalsequenz als auch an die groRe

ribosomale Untereinheit?®, Hierdurch wird die Translation der Proteine voriibergehend stark
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verlangsamt oder ganz gestoppt'®?%, Der Komplex aus Ribosom, mRNA, wachsender
Peptidkette und SRP bewegt sich daraufhin zur dufleren Membran des Endoplasmatischen
Reticulums. Hier interagieren SRP und Ribosom mit dem SRP-Rezeptor, wobei die Bindung
besonders stark ist, wenn sowohl das SRP als auch der SRP-Rezeptor in GTP-gebundener Form
vorliegen'®®. Das Ribosom und die wachsende Peptidkette werden nun schnell zu einer Art Kanal

durch die ER-Membran, dem Translokon, transportiert3,

Durch die Bindung des SRPs an seinen Rezeptor und dem daraus entstehendem Pseudo-Dimer,
wird die Hydrolysierung der gebunden GTPs ermoglicht, was die Ablésung des SRPs aus dem
Komplex bewirkt'®2, Das Ribosom wiederum interagiert mit der Sec6lalpha-Untereinheit des
Translokons, welches noch aus der Sec6lbeta- und Sec6lgamma-Untereinheit besteht?®. Die
weitere Elongation der Peptidkette erfolgt dann durch das sogenannte Translokon direkt hinein
ins Lumen des ERs?'7316, Bei den meisten sekretorischen Proteinen wird das Signalpeptid noch
wihrend der Translation durch das Ribosom abgespalten3*'4’. Dafiir ist eine transmembrane
Signal-Peptidase verantwortlich, die bestimmte Aminosduresequenzen detektiert und spezifisch

schneidet?1®:301,

Bei der Synthese hinein ins ER passieren |6sliche Proteine die ER-Membran und gelangen somit
ins Lumen des Endoplasmatischen Reticulums. Im Gegensatz dazu bleiben z.B. integrale
Membranproteine zum Teil in der Membran des ERs verankert und ragen nur zum Stick ins
Innere des ERs hinein'®?71, AuRerdem kdénnen Proteine auch mehrmals die ER-Membran
passieren, wie es beispielsweise bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der Fall ist, die

sieben Transmembranregionen aufweisen®%’,

Im Inneren des Endoplasmatischen Reticulums werden die neu synthetisierten Proteine durch
Chaperone, wie beispielsweise Calnexin, gefaltet, Gberprift und gegebenenfalls
modifiziert?®%77, Sekretorische Proteine werden anschlieRend in Vesikel verpackt vom ER
abgegeben und zum  Golgi-Apparat  transportiert’®®.  Hier erfolgen  weitere
Proteinmodifikationen, wie beispielsweise Glykosylierung, und dariber hinaus dient der Golgi-
Apparat als Speicher fiir sekretorische Proteine!®?® Prozessierte Proteine werden vom
Golgi-Apparat ebenfalls in Vesikeln abgeschniirt und abschliefend zu ihrem finalen

Bestimmungsort transportiert?®>.

2.5.3  Transport und Sekretion von Vesikeln
Transportvesikel sind kleine, runde Blaschen, die von einer Doppelmembran umgeben sind. Sie
entstehen durch Abschnirung von beispielsweise der ER- oder Golgi-Membran.

Transportvesikel weisen verschiedene Oberflaichenmolekiile auf, die entscheidend am
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gerichteten Transport der Vesikel beteiligt sind. Als klassisches Beispiel waren hier COP | (coat
protein complex) Vesikel, die den retrograden Transport von Proteinen vom Golgi-Apparat zum
ER, und COP Il Vesikel, die den anterograden Transport vom ER hin zum Golgi steuern, zu
nennen. Transportvesikel interagieren (ber ihre Oberflichenmolekiile mit verschiedenen
Adapter- und Transportproteinen, die die Vesikel entlang des Zytoskeletts an ihren

Bestimmungsort bringen.

2.5.3.1 Rab-Proteine

Eine besondere Rolle im vesikularen Transport nimmt die Familie der Rab-Proteine (Ras-related
in brain) ein, die zur Ras-Superfamilie monomerer G-Proteine gehort. Rab Proteine spielen eine
wichtige Rolle bei der Vesikelabschnirung, dem Transport und dem Andocken an
Zielmembranen. Rabs liegen in ihrer aktiven Form GTP-gebunden vor und sind
membranstandige Proteine, die ins Zytosol der Zellen hineinragen. Verschiedene regulatorische
Proteine, wie beispielsweise GEFs (guanine-exchange factor), GAPs (GTPase-activating
proteins), GDIs (GDP-dissociation inhibitor) und GDFs (GDP-displacement factor) kbnnen mit den
Rab-Proteinen interagieren, ihre Aktivitdt beeinflussen und sogar den gerichteten Transport von
Vesikeln steuern®26927033%7  pDen gréRten Einfluss darauf haben allerdings die vielen
verschiedenen Effektoren, mit denen die Rab-Proteine interagieren kdnnen!28¢  Sje

260 ynd zum anderen sind

ermoglichen zum einen die Fusion von Vesikeln mit ihrer Zielmembran
sie aktiv an deren Transport beteiligt’®?14, Rab-Proteine kdnnen verschiedene Motorproteine
rekrutieren und somit den vesikuldren Transport entlang des Zytoskeletts regulieren. Der
Transport kann dabei entlang des Aktin- als auch des Mikrotubuli-Netzwerks erfolgen, wobei der
Grofteil des intrazelluldaren Transports durch Mikrotubuli und die entsprechenden

Motorproteine, Kinesin und Dynein, bewerkstelligt wird128:129.267.305,

Im Menschen sind tiber 60 verschiedene Mitglieder der Rab-Familie bekannt®**’. Die einzelnen
Rab-Proteine lbernehmen verschiedenste Rollen beim intrazelluldren Vesikeltransport und
weisen sich durch eine Vielzahl an verschiedenen Effektoren aus. Dies ermdglicht den gezielten
Transport von verschiedensten Vesikeln, was wiederum durch unterschiedliche Stimuli

ausgelost werden kann.

Rab 1 ist beispielsweise an der Abschniirung von COP II-Vesikeln und am Transport von Vesikeln
vom ER zum Golgi-Apparat beteiligt®. Rab1 weist dabei eine Vielzahl von Interaktionspartner auf,
wie beispielsweise p115, GM130, Golgin-84, MICAL und Iporin'>!'4, Rab 3 spielt eine wichtige
Rolle bei Transport und Sekretion von synaptischen Vesikeln und interagiert mit Rabphilin-3274,

Noc2® und Rim13%, Die Rolle von Rab3, bei der Ca?*-abhdngigen Exozytose, scheint zumindest
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teilweise auch von Rab 27 erfiillt zu werden???

, was darauf schlieRen lasst, dass verschiedene
Rab-Proteine dhnliche Aufgaben erfiillen kdnnen. Als weiteres Beispiel konnte gezeigt werden,
dass Rab 11 am basolateralen Transport von E-Cadherin beteiligt ist'’%, allerdings auch eine
entscheidende Rolle bei der Zell-Zell-kommunikation wahrend der Bewegung von

Zellkollektiven hat und dazu unter anderem mit Moesin und Rac interagiert?*!,

2.5.3.2 Weitere wichtige Molekiile fiir Transport und Sekretion von Vesikeln

Neben den bereits beschriebenen Rab-Proteinen (2.5.3.1) sind viele andere Proteine an dem
intrazelluldren Transport und der Sekretion von Vesikeln beteiligt. Von besonderer Bedeutung
ist dabei der SNARE-Komplex, der die Vesikel- und Zellmembran nah aneinander bringt und

dadurch deren Fusion erméglicht?’®,

SNARE-Proteine (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) bilden
Komplexe in Membranen und katalysieren die Fusion von Vesikeln?’8. Dabei werden prinzipiell
die v-SNAREs (vesicle synaptosome-associated protein receptor), auf der Vesikeloberflache, von
den t-SNARES (target synaptosome-associated protein receptor) der Zielorganellen
unterschieden. Die v-SNAREs bestehen aus VAMP-Proteinen (Vesicle associated membrane
proteins), die auch als Synaptobrevine bezeichnet werden. Zu den t-SNAREs werden Syntaxine

und SNAP-Proteine (Synaptosomal associated proteins) gezahlt.

Fur die Vesikelfusion mit der Zellmembran ist zudem eine erhdhte Ca?-Konzentration
notwendig. Diese wird durch das Ca?*-bindende Sensorprotein Synaptotagmin erkannt, welches
beispielweise mit SNAP-25 interagieren kann®*10>259332 7ydem wird Complexin fiir die Ca?*-

abhangige Fusion der Vesikel benétigt?34,

Die Interaktion der verschiedenen Komplexe, insbesondere unter Beteiligung von VAMP,
Synaptotagmin, Syntaxin und SNAP-25, der Vesikel und der Zellmembran ermdéglicht eine
gezielte Fusion der Membranen miteinander und reguliert die Exozytose von

Proteine n225,248,249,303
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3 Zielsetzung

MIA spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung, Extravasation und Metastasierung des
malignen Melanoms. In vorangegangen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass MIA
migrationsabhdngig distal von Melanomzellen sezerniert wird und lokal an
Zelladhasionsmolekiile und verschiedene Komponenten der Extrazelluldren Matrix (ECM)
bindet. Dadurch fordert MIA, funktionell aktiv als Dimer, das Ablésen der Tumorzellen von der

ECM und erhoht somit die Migration und Invasivitat der Zellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den gerichteten Transport von MIA zum distalen Zellpol
genauer zu untersuchen und weitere Erkenntnisse Uber die Prozessierung des Proteins zu
gewinnen. Im Rahmen dieser Dissertation sollte deshalb zunachst die intrazellulare Lokalisation
und die Sekretion von MIA in transient transfizierten HelLa- und HEK-Zellen, die keine endogene
MIA-Expression aufweisen, untersucht werden. Des Weiteren sollte der Einfluss der
Dimerisierung auf Transport, Sekretion und Lokalisation von MIA anhand einer nicht-
dimerisierungsfahigen MIA-Mutante (MIA-G61R) analysiert werden. Die Rolle des Signalpeptids
im Bezug auf die Sekretion und Lokalisation von MIA sollte dariiber hinaus durch die Testung
einer MIA-Mutante ohne Signalpeptid (MIAAsig), verschiedener MIA-Signalpeptid-Mutanten
und einem chimaren Protein bestehend aus dem maturen MIA-Protein und dem Signalpeptid
von E-Cadherin (E-CAD-MIA) untersucht werden. Zusatzlich sollte die Prozessierung des
Signalpeptids durch die Modulierung des intrazelluldren Vesikeltransports, mittels siRNA-

Technologie und den Einsatz verschiedener Inhibitoren, analysiert werden.
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4 Ergebnisse

MIA spielt, wie bereits beschrieben, eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Metastasierung
des malignen Melanoms. Es wird von Melanomzellen gebildet, migrationsabhangig in Vesikeln
zum hinteren Zellpol transportiert und dort sekretiert?®®, AuRerhalb der Zelle ist MIA als Dimer
funktionell aktiv und kann Zell-Matrix-Kontakte inhibieren. Dadurch wird das Ablésen der
Tumorzellen von der Extrazellularen Matrix gefordert und somit die Metastasierung des
malignen Melanoms begiinstigt*>?%>. Der genaue Mechanismus des vesikuldren Transports und
der Sekretion von MIA ist allerdings bisher noch nicht hinreichend untersucht worden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb einerseits der Einfluss der Dimerisierung und andererseits

des Signalpeptids auf diese grundlegenden Prozesse untersucht.

4.1 Analyse der Sekretion und des Transports von MIA in Hela- und

HEK-Zellen

In dieser Dissertation wurde der Transport und die Sekretion von MIA in zwei Zelllinien (Hela,
HEK293), die keine endogene MIA-Expression aufweisen, untersucht. Dazu wurden die Zellen
transient mit einem MIA-Expressionskonstrukt transfiziert und anschlieBend mittels Western
Blot, ELISA und Immunfluoreszenz analysiert. Dadurch sollte zum einen geklart werden, ob der
Transport und die gerichtete Sekretion von MIA auch in Nicht-Melanomzellen méglich ist und
zum anderen, ob sich diese Zellen als Modellsystem fiir weitere Untersuchungen anbieten, die

nicht von einer endogenen Expression des Proteins beeinflusst werden.

4.1.1 Analyse der Sekretion von MIA in HelLa- und HEK-Zellen

Um zu Uberprifen, ob MIA von Hela- und HEK-Zellen sekretiert werden kann, wurden die
entsprechenden Zellen transient mit dem Leervektor pCMX-PL1 (Kontrolle) bzw. dem
MIA-Expressionskonstrukt pCMX-PL1-MIA (MIA) transfiziert. Nach 24 Stunden wurde der
Zellkulturiberstand gesammelt und via spezifischem ELISA der MIA-Gehalt quantifiziert.
Zusitzlich wurden der Uberstand und das Gesamtproteinextrakt durch Western Blot auf das

Vorhandensein von MIA geprift.

Die Western Blot Analyse zeigt nach transienter Transfektion mit pCMX-PL1-MIA eine deutliche
Expression von MIA sowohl in HEK- als auch in Hela-Zellen, wohingegen in unbehandelten und
Kontroll-transfizierten Zellen kein MIA zu finden ist (Abbildung 4). Im Gesamtproteinextrakt der

MIA-exprimierenden Zellen lassen sich zwei spezifische Banden detektieren. Neben der maturen
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Form des Proteins (MIA) mit einer absoluten Molekililmasse von etwa 11 kDa tritt eine weitere

Bande bei etwa 16 kDa auf (MIA*).

Im Zellkulturiiberstand ist MIA ebenfalls nur nach Transfektion mit pCMX-PL1-MIA zu finden.

Hier tritt, im Gegensatz zum Gesamtproteinextrakt, allerdings nur die mature Form des Proteins

auf (Abbildung 4).

Um die Sekretion von MIA zu verifizieren, wurde der Zellkulturiiberstand transient transfizierter
HEK- und Hela-Zellen zusatzlich durch einen spezifischen ELISA quantifiziert (Abbildung 5). Die
Analyse zeigt, dass sich im Uberstand von Kontroll-transfizierten Zellen kein MIA befindet.
Dahingegen weisen HEK-Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit pCMX-PL1-MIA einen
MIA-Gehalt von etwa 75 ng/ml und Hela-Zellen von ca. 100 ng/ml auf.
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Abbildung 4: Western Blot Analyse transfizierter HEK- und HeLa-Zellen. MIA Protein wurde im Gesamtproteinextrakt
(intrazelluldr) bzw. Zellkulturiberstand (extrazelluldr) von HEK- und Hela-Zellen, die transient mit pCMX-PL1
(Kontrolle) oder pCMX-PL1-MIA transfiziert wurden, mittels Western Blot nachgewiesen. Unbehandelte bzw.
Kontroll-transfizierte Zellen weisen weder intra- noch extrazelluldr MIA auf. Nach Uberexpression von MIA tritt
intrazellular, neben der maturen MIA-Form (MIA), eine zweite spezifische, groRere Bande (MIA*) auf. Zudem ist MIA
im ZellkulturGberstand von HEK- und Hela-Zellen vorhanden. Als Ladekontrolle wurden 35 ng rekombinantes MIA
(rMIA) aufgetragen.
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Abbildung 5: MIA-ELISA transfizierter HEK- und HelLa-Zellen. Die MIA-Konzentration im Zellkulturiiberstand von HEK-
und Hela-Zellen, die fiir 24 Stunden mit pCMX-PL1 (Kontrolle) oder pCMX-PL1-MIA transfiziert wurden, wurde mittels
spezifischem MIA-ELISA quantifiziert. Kontroll-transfizierte Zellen weisen kein MIA im Uberstand auf, wohingegen
Uberstande von HEK- und Hela-Zellen, die transient mit pCMX-PL1-MIA transfiziert wurden, MIA enthalten
(Mittelwert £ SD; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p<0,001).

4.1.2 Lokalisation von MIA

Die zelluldre Lokalisation von MIA wurde in zwei verschiedenen Systemen untersucht. Zunachst
wurde das Verteilungsmuster von GFP-markiertem (griin fluoreszierendes Protein) MIA in Mel
Im-Zellen analysiert (4.1.2.1). Zusatzlich wurde (berpriift, ob MIA auch in Hela-Zellen

migrationsabhangig distal lokalisiert (4.1.2.2).

4.1.2.1 Lokalisation von MIA mit C-terminaler GFP-Markierung

Zur Visualisierung der intrazellularen Lokalisation von MIA wurde ein bereits vorhandenes
MIA-Expressionskonstrukt mit C-terminaler GFP-Markierung (MIA-GFP) verwendet. Fir die
Analyse mittels Immunfluoreszenz wurden Mel Im-Zellen transient mit MIA-GFP transfiziert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen fixiert, mit DAPI eingedeckelt und anschlielend die

Lokalisation von MIA-GFP mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Die Analyse der intrazelluldren Lokalisation zeigt eine Akkumulation von MIA-GFP um den
Zellkern bzw. im Endoplasmatischen Reticulum (Abbildung 6). Auf eine Verwendung des MIA-
GFP Expressionskonstrukts fiir weitere Untersuchungen wurde aufgrund der Akkumulation des
Proteins im Endoplasmatischen Reticulum verzichtet. Nachfolgende Lokalisationsstudien
(4.1.2.2, 4.2.2, 43.2, 44.3 und 4.5.2) wurden deshalb mit nicht GFP-markiertem MIA

durchgefiihrt, wobei der Nachweis liber spezifische Antikorper erfolgte.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazelluliren Lokalisation von MIA-GFP. Um die intrazelluldre
Lokalisation von MIA mit C-terminaler GFP-Markierung zu untersuchen wurden Mel Im-Zellen fiir 24 Stunden mit dem
MIA-GFP-Konstrukt transfiziert. In der Immunfluoreszenz-Analyse sind die Zellkerne (A, D) sowie MIA-GFP (B, E)
dargestellt. Die Analyse zeigt eine deutliche Akkumulation von MIA-GFP um den Zellkern bzw. im Endoplasmatischen
Reticulum (C, F). VergroRerung 40x.

4.1.2.2 Lokalisation von MIA — Immunfluoreszenz mit Antikérpernachweis

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde die intrazelluldre Lokalisation von MIA in Hela-Zellen
untersucht. Die Verwendung dieses Systems hat wie bereits erwahnt den Vorteil, dass
Lokalisationsvergleiche zwischen Wildtyp MIA und verschiedenen Mutanten moglich werden,
die nicht durch die endogene Expression des Proteins beeinflusst werden. Zur Untersuchung der
Lokalisation wurden Hela-Zellen fir 24 Stunden mit pCMX-PL1-MIA und einem Golgi-GFP
Expressionskonstrukt (Endomannosidase) ko-transfiziert (6.2.4.3). Durch die Markierung des
Golgi-Apparates kann die Orientierung der Zellen bestimmt werden, da sich der Komplex
wihrend der Migration hauptsichlich vor dem Zellkern befindet??:. Dahingegen liegt der

Golgi-Apparat in ruhenden Zellen nicht lokalisiert vor.

In nicht migrierenden Zellen ist MIA ubiquitédr im Zytosol vorzufinden und orientiert sich nicht in
eine bestimmte Richtung (Abbildung 7 A—C). In migrierenden Zellen verlagert sich MIA
dahingegen und akkumuliert am hinteren Zellpol (Abbildung 7 D—F), wie es bereits fir

Melanomzellen beschrieben wurde?®3.
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MIA
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Abbildung 7: Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazelluliren Lokalisation von MIA. Um die intrazelluldre
Lokalisation von MIA zu untersuchen wurden Hela-Zellen mit pCMX-PL1-MIA und einem Golgi-GFP-Konstrukt

Golgi-GFP Merge

ko-transfiziert. Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau). Die Detektion von MIA erfolgte tiber den spezifischen priméren
Antikorper anti-MIA 7638 Ill und den sekundaren Alexa Flour 594 goat anti-rabbit Antikorper (A, D). Die Analyse zeigt
eine gleichmaRige Verteilung von MIA in ruhenden Zellen (A — C) und Akkumulation von MIA am distalen Zellpol in
migrierenden Zellen (D — F). VergroRerung: A — C 40x, D — F 63x.

4.1.3 Identifizierung von MIA*

Im Rahmen dieser Promotion wurde in Western Blot Analysen eine MIA-Bande (MIA*) mit einem
Molekulargewicht von etwa 16 kDa detektiert (4.1.1; Abbildung 4). Um die genaue Identitat des
Proteins zu bestimmen, wurde zunachst MIA mittels eines Zentrifugationsassays angereichert
(Abbildung 8; 6.2.3.7) und anschlieBend eine Immunpréazipitation mit spezifischem MIA-
Antikoérper durchgefiihrt (6.2.3.8). Die verschiedenen Prazipitate wurden erneut mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, durch Silberfarbung visualisiert (6.2.3.4), aus den Gelen ausgeschnitten
und mittels LC-MS analysiert (6.2.3.10).
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Abbildung 8: Western Blot nach Anreicherung von MIA mittels Zentrifugationsassay. 1x107 Mel Ei bzw. Mel Ju Zellen
pro Milliliter PBS wurden mit 2 ul Digitonin pro Million Zellen lysiert und anschlieBend durch mehrere aufeinander
folgende Zentrifugationsschritte getrennt. Wahrend MIA hauptsichlich im Uberstand der Zentrifugation mit 16100 g
akkumuliert, reichert sich MIA* zum GroRteil im Pellet der Zentrifugation mit 3000 g an. Als Ladekontrolle wurden
35 ng rekombinantes MIA (rMIA) aufgetragen. (P 3000 = Pellet 3000 g; P 161000 = Pellet 16100 g; U 16100 =
Uberstand 16100 g).

In Abbildung 8 ist eine Anreicherung der gréoReren MIA-Bande (MIA*) in der Fraktion P 3000
sowohl in Mel Ei als auch in Mel Ju zu erkennen, wohingegen MIA zum GroRteil im Uberstand

der Zentrifugation mit 16100 g akkumuliert.

Die Fraktion P 3000 wurde mittels Immunprazipitation, mit spezifischem MIA-Antikorper, weiter
aufgereinigt. Das Prazipitat wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel anschliefend
silbergefarbt. Die MIA*-Bande wurde aus den silbergefarbten SDS-Gelen (Abbildung 9)
ausgeschnitten und via LC-MS (Liquid chromatography-mass spectometry) durch Dr. Jorg
Reinders (AG Oefner) untersucht. Es konnte das Peptidfragment GQVVYVFSK (MIA Position 65 —

75) identifiziert werden.
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Abbildung 9: Silbergel zur Identifizierung von MIA*. Nach der Anreicherung von MIA mittels Zentrifugationsassay
wurden die Fraktionen P 1000 und P 3000 mittels Immunprazipitation weiter aufgereinigt und die Proteine erneut
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde anschliefend silbergefarbt, die markierte Bande ausgeschnitten und
mittels LC-MS analysiert.
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4.2 Einfluss der Dimerisierung auf die Sekretion von MIA

In vorangegangen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass MIA in der Lage ist Dimere zu
bilden und die Dimerisierung direkt die Funktionalitit des Proteins beeinflusst?®>. Im Rahmen
dieser Dissertation wurde untersucht, ob die Dimerisierung auch einen Einfluss auf den
Transport bzw. die Sekretion von MIA hat. Dazu wurde mittels gezielter Mutagenese eine nicht

dimerisierende MIA-Mutante (MIA-G61R) kloniert und anschliefend charakterisiert.

4.2.1 Analyse der Sekretion von MIA-G61R

Um den Einfluss der Dimerisierung auf Transport und Sekretion zu untersuchen, wurden Hela-,
HEK-, und Mel Ei-Zellen transient mit pCMX-PL1 (Kontrolle), pCMX-PL1-MIA (MIA) oder
pCMX-PL1-MIA-G61R (MIA-G61R) transfiziert. Nach 24 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand
gesammelt, die Zellen geerntet und das Gesamtproteinextrakt sowie die RNA isoliert. Die
Expression von MIA und MIA-G61R wurde via qRT-PCR untersucht (Abbildung 10). Nach
Transfektion mit MIA bzw. MIA-G61R steigt die Expression in allen untersuchten Zelllinien an. In
Hela-Zellen ist MIA etwa 50000- und MIA-G61R knapp 90000-fach im Vergleich zur Kontrolle
Uberexprimiert. In HEK-Zellen ist MIA etwa 15000-fach und MIA-G61R ca. 40000-fach erhéht. In
Mel Ei-Zellen, die bereits endogen MIA exprimieren, steigt die Expression von MIA, im Vergleich

zu Kontroll-transfizierten Zellen, um etwa das 35-fache und von MIA-G61R um das 44-fache an.
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Abbildung 10: Relative Expression von MIA und MIA-G61R. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit
pCMX-PL1 (Kontrolle), pPCMX-PL1-MIA oder MIA-G61R transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und
anschlieBend die relative MIA-Expression mittels qRT-PCR bestimmt (Mittelwert + SD).

Die Expression von MIA und MIA-G61R wurde zusatzlich mittels Western Blot analysiert

(Abbildung 11). Hela- und HEK-Zellen weisen im Gegensatz zu Mel Ei-Zellen keine endogene
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Expression von MIA auf, sodass weder im Gesamtproteinextrakt (intrazelluldr) noch im
Zellkulturtberstand (extrazelluldr) Kontroll-transfizierter Zellen MIA nachweisbar ist. Mel Ei-
Zellen exprimieren dementgegen bereits MIA, welches sowohl intra- als auch extrazellular
mittels Western Blot detektiert werden kann. Nach Transfektion mit MIA bzw. MIA-G61R kann

in allen drei Zelllinien MIA intra- als auch extrazelluldr nachgewiesen werden.

Kontrolle MIA G61R

intrazellular -—'- ;am

)

’-A

extrazellular
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HEK
Mel Ei
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HEK
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Abbildung 11: Western Blot-Analyse transient transfizierter HeLa- und HEK-Zellen. Hela- bzw. HEK-Zellen wurden
mit pCMX-PL1 (Kontrolle), pCMX-PL1-MIA (MIA) oder pCMX-PL1-MIA-G61R (G61R) transfiziert und anschlieBend das
Gesamtproteinextrakt (intrazellular) bzw. der Zellkulturiberstand (extrazellular) mittels Western Blot analysiert.

Die Sekretion von MIA wurde neben der Analyse der Zellkulturiiberstiande via Western Blot
zuséatzlich noch mittels spezifischem MIA-ELISA quantifiziert (Abbildung 12). Wahrend Hela- und
HEK-Zellen, die mit pCMX-PL1 (Kontrolle) transfiziert wurden, kein MIA sekretieren, weisen Mel
Ei-Zellen bereits etwa 20 ng/ml MIA im Uberstand auf. Nach Transfektion mit pCMX-PL1-MIA
steigt der MIA-Gehalt im Uberstand von Hela-Zellen auf etwa 100 ng/ml und nach Transfektion
mit MIA-G61R auf fast 400 ng/ml. In HEK-Zellen ist die Sekretion von MIA-G61R mit ca. 250 ng/ml
ebenfalls im Vergleich zu MIA mit rund 75 ng/ml erhéht. Im Uberstand von Mel Ei-Zellen liegt

die MIA-Konzentration nach Transfektion bei tiber 40 ng/ml (MIA) bzw. 80 ng/ml (MIA-G61R).
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Abbildung 12: MIA-ELISA zur Quantifizierung der MIA-Sekretion. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit
pCMX-PL1 (Kontrolle), pPCMX-PL1-MIA (MIA) oder pCMX-PL1-MIA-G61R (MIA-G61R) transfiziert und nach 24 Stunden
der Zellkulturiiberstand mittels spezifischem MIA-ELISA analysiert (Mittelwert + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001).

Da die Sekretion von MIA selbstverstandlich direkt mit der Expression des Proteins
zusammenhangt, wurde neben der absoluten Quantifizierung des Zellkulturiiberstandes auch
die relative Sekretion von MIA berechnet. Hierzu wurde einerseits die MIA-Konzentration der
Uberstdnde mit dem mRNA-Level der Zellen (Abbildung 13) und andererseits die sekretierte
Menge von MIA, detektiert mittels Western Blot, densitometrisch mit dem intrazelludren MIA-

Gehalt verglichen (Abbildung 14).

Unter Bericksichtigung des mRNA-Levels wird MIA-G61R in allen untersuchten Zelllinien starker
als Wildtyp MIA sekretiert. Wahrend von HEK- und Mel Ei-Zellen etwa doppelt so viel MIA-G61R
wie MIA abgegeben wird, ist die relative Sekretion von Hela-Zellen sogar noch gréBer. Diese

sekretieren ca. dreimal so viel MIA-G61R wie wtMIA (Abbildung 13).
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Abbildung 13: MIA-Sekretion relativ zu mRNA-Level. Um die relative Sekretion von MIA-G61R zu ermitteln wurden
Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA (MIA) oder pCMX-PL1-MIA-G61R (MIA-G61R) transfiziert.
Nach 24 Stunden wurde die MIA-Konzentration im Zellkulturiiberstand mittels ELISA gemessen und die relative
MIA-Expression via gRT-PCR bestimmt. Um die relative Sekretion von MIA zu definieren, wurde die
MIA-Konzentration der Zellkulturiiberstande in Abhangigkeit des mRNA-Levels bestimmt (Mittelwert + SD; * p < 0,05;
** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Der densitometrische Vergleich zwischen MIA im  Gesamtproteinextrakt und
Zellkulturtberstand aus Western Blot Analysen zeigt ebenfalls eine erhohte Sekretion von MIA-
G61R im Vergleich zu wtMIA. Wahrend die Sekretion von MIA-G61R relativ zu wtMIA in HEK-
Zellen allerdings nur noch um den Faktor 1,5 erhoht ist, bleibt sie in Mel Ei-Zellen etwa doppelt
so hoch. Die relative Sekretion von MIA-G61R ist in Hela-Zellen am groften. Diese Zellen

sekretieren etwa viermal so viel MIA-G61R wie wtMIA (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Relative Sekretion von MIA. Der densitometrische Vergleich von intra- und extrazellularem MIA auf
Western Blot Analysen wurde mit dem Programm Imagel)® durchgefiihrt (Mittelwert + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p <0,001).
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4.2.2 Lokalisation von MIA-G61R
Nachdem der Einfluss der Dimerisierung von MIA auf die Sekretion des Proteins untersucht
wurde (4.2.1), wurde im Weiteren analysiert, ob die Dimerisierung auch eine Rolle beim

gerichteten Transport und somit der intrazellularen Lokalisation von MIA spielt.

Golgi-GFP Merge

Abbildung 15: Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazellularen Lokalisation von MIA und MIA-G61R. Hela-Zellen
wurden flir 24 Stunden transient mit MIA (A —F) oder MIA-G61R (G — L) und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert.
Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau). Die Detektion von MIA (rot) erfolgte Giber den spezifischen primaren Antikorper
anti-MIA 7638 Ill und den sekundaren Antikorper Alexa Flour 594 goat anti-rabbit (A, D, G, J). Der Golgi-Apparat (grin)
ist in ruhenden Zellen (B, H) gleichmaRig verteilt und lagert sich in migrierenden Zellen (E, K) vor dem Zellkern in
Migrationsrichtung an. Die Analyse zeigt eine gleichmaRige Verteilung von MIA und MIA-G61R in ruhenden Zellen (C,
1) und eine Akkumulation von MIA und MIA-G61R am distalen Zellpol von migrierenden Zellen (F, L). VergréRerung
40x.
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Fir die Analyse wurden Hela-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA oder der nicht
dimerisierungsfahigen MIA-G61R-Mutante und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert und
anschliefend via Immunfluoreszenz visualisiert (Abbildung 15). Der Vergleich der intrazelluldren
Lokalisation von MIA zeigt, dass sowohl Wildtyp MIA als auch das dimerisierungsunfahige
MIA-G61R in ruhenden Zellen homogen im Zytosol der Zellen verteilt sind (Abbildung 15, C und
1). In migrierenden Zellen hingegen akkumulieren beide Varianten am hinteren Zellpol

(Abbildung 15, F und L).

Der genaue Vergleich der Lokalisation von MIA und MIA-G61R in migrierenden Hela-Zellen
erfolgte mit Hilfe des Programms Imagel®. Fir die Analyse wurde der hintere Zellteil in drei
gleichgrolle Bereiche (Abbildung 16) unterteilt: nah am Zellkern (proximal), der Bereich in der
Mitte (medial) und der Bereich ganz am Ende der Zelle (distal). Der Vergleich zwischen MIA und
MIA-G61R zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der intrazellularen Lokalisation der
Proteine gibt. Etwa 40 % liegen jeweils im Drittel nahe des Zellkerns bzw. im mittleren Bereich

vor und nur 20 % von MIA befinden sich am distalen Zellpol (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung einer migrierenden Zelle. Fir die Analyse der zelluldren Verteilung von MIA
wurde der hintere Teil migrierender Zellen in drei gleichgroRe Bereiche unterteilt (proximal, medial, distal).
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Abbildung 17: Intrazelluldre Lokalisation von MIA bzw. MIA-G61R. Die intrazellulare Lokalisation von MIA wurde in
Hela-Zellen, die transient mit MIA oder MIA-G61R transfiziert wurden, mit Hilfe des Programms Imagel® ausgewertet
(Mittelwert £ SD; ns = nicht signifikant).

4.3 Einfluss des Signalpeptids auf die Sekretion von MIA

4.3.1 Analyse der Sekretion von MIA ohne Signalpeptid

Die Abhangigkeit der Sekretion MIAs vom Signalpeptid wurde durch die Klonierung und Analyse
eines MIA-Expressionskonstrukt ohne Signalpeptid (MIAAsig) getestet. Fir die Untersuchung
wurden Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA bzw. pCMX-PL1-MIAAsig
transfiziert. Nach 24 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand gesammelt und via MIA-ELISA und
Western Blot analysiert. Zudem wurde aus den Zellen die RNA zur Bestimmung des mRNA-Levels

via qRT-PC und das Gesamtproteinlysat zur Untersuchung der Proteinexpression isoliert.

Die Analyse im LightCycler 480 zeigt, dass MIA und MIAAsig in allen drei transfizierten Zelllinien
exprimiert wird (Abbildung 18). In HeLa-Zellen ist die relative Expression von MIA etwa um 1x10°
und von MIAAsig ca. um 1,5x10° im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen erhéht. In
HEK-Zellen steigt die Expression um etwa das 50000- (MIA) bzw. 85000-fache (MIAAsig) an. Die
relative Expression in transfizierten Mel Ei Zellen nimmt um den Faktor 23 (MIA) bzw. 12

(MIAAsig) zu.
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Abbildung 18: Relative Expression von MIA bzw. MIAAsig. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-
PL1 (Kontrolle), pPCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-MIAAsig transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die RNA isoliert und die
relative Expression von MIA mittels qRT-PCR analysiert (Mittelwert * SD).

Die Untersuchung des Gesamtproteinextrakts mittels Western Blot bestatigt, dass sowohl MIA
als auch MIAASig nach Transfektion von allen Zelllinien exprimiert wird (Abbildung 17). In den
entsprechenden Zellkulturiiberstanden kann allerdings nur Wildtyp MIA detektiert werden,
MIAAsig ist nicht zu finden. Die einzige Ausnahme stellen Mel Ei-Zellen dar, die bereits eine
gewisse Menge an MIA endogen produzieren und somit hier auch in Kontroll- bzw.

MIAAsig-transfizierten Zellen eine geringe Menge MIA im Zellkulturiiberstand zu finden ist.
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Abbildung 19: Western Blot Analyse. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1 (Kontrolle),
pCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-MIAAsig transfiziert. Nach 24 Stunden wurden das Gesamtproteinextrakt
(intrazellular) bzw. der Zellkulturtiberstand (extrazellular) mittels Western Blot analysiert.

Die zusatzliche Analyse der Zellkulturiiberstande durch spezifischen MIA-ELISA bestatigt, dass
MIA ohne Signalpeptid nicht von den Zellen sekretiert wird (Abbildung 20). Wahrend nach
Transfektion mit pCMX-PL1-MIA die MIA-Konzentration im Uberstand signifikant auf ca. 40

ng/ml von Hela- und Mel Ei-Zellen bzw. auf etwa 60 ng/ml von HEK-Zellen steigt, bleibt die MIA-
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Konzentration nach Transfektion mit pCMX-PL1-MIAAsig in allen drei Zelllinien konstant auf dem

Niveau von Zellen, die mit dem Leervektor pCMX-PL1 transfiziert wurden.
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Abbildung 20: MIA-ELISA von Zellkulturiiberstanden. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1
(Kontrolle), pCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-MIAAsig transfiziert. Nach 24 Stunden wurde der Zellkulturiberstand
gesammelt und die MIA-Konzentration mittels spezifischem MIA-ELISA quantifiziert. (Mittelwert £ SD; * p <0,05; ** p
<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001).

4.3.2 Lokalisation von MIA ohne Signalpeptid

Neben dem Einfluss des Signalpeptids von MIA auf die Sekretion des Proteins wurde ebenfalls
die intrazelluldre Lokalisation untersucht. Hierzu wurden wie bereits beschrieben Hela-Zellen
mit MIA ohne Signalpeptid (pCMX-PL1-MIAAsig) und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert

und anschlieBend via Immunfluoreszenz untersucht (6.2.3.9, 6.2.4.3).

Die Immunfluoreszenz-Analyse von MIAAsig zeigt, dass das Protein in ruhenden Zellen ebenso
wie der Golgi-Apparat im Zytosol verteilt vorliegt (Abbildung 21 A-C). In migrierenden
Hela-Zellen akkumuliert MIAAsig in einigen Zellen im hinteren (Abbildung 21 D—F) und in
anderen Zellen im vorderen Teil (Abbildung 21 G - 1).

Der Vergleich der intrazelluldren Verteilung von MIA und MIAAsig, die im hinteren Zellberich
akkumulieren (vergleiche Abbildung 16) mit Hilfe des Programms Imagel® zeigt, dass mehr
MIAAsig in der Ndhe des Zellkerns lokalisiert vorliegt als Wildtyp MIA (Abbildung 22). Der
prozentuale Anteil steigt signifikant von 40 % (wtMIA) auf knapp 60 % an. Dementsprechend
nimmt in mittlerer Entfernung der MIA-Gehalt signifikant von ca. 40 % (wtMIA) auf etwas mehr
als 25 % ab. Die Menge an distal lokalisiertem MIA verandert sich nur gering und geht von rund

17 % (wtMIA) auf ca. 11 % (MIAAsig) zuriick.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation von MIAAsig. HeLa-Zellen wurden fur
24 Stunden transient mit MIAAsig und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert. Zellkerne sind mit DAPI gefarbt
(blau). Die Detektion von MIA (rot) erfolgte liber den spezifischen primaren Antikorper anti-MIA 7638 Il und den
sekundaren Antikorper Alexa Flour 594 goat anti-rabbit (A, D, G). Der Golgi-Apparat (griin) ist in ruhenden Zellen (B)
gleichmaRig verteilt und lagert sich in migrierenden Zellen (E, H) vor dem Zellkern in Migrationsrichtung an. Die

Analyse zeigt eine gleichmaRige Verteilung von MIAAsig in ruhenden Zellen (C) und eine mégliche Akkumulation von
MIAAsig sowohl im hinteren (F) als auch im vorderen (1) Teil migrierender HeLa-Zellen. VergréRerung 40x.
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Abbildung 22: Intrazelluldre Lokalisation von MIA bzw. MIAAsig. Die intrazelluldre Lokalisation von MIA im hinteren
Zellbereich wurde in Hela-Zellen, die transient mit MIA oder MIAAsig transfiziert wurden, mit Hilfe des Programms
Imagel)® bestimmt (Mittelwert + SD; * p < 0,05, ns = nicht signifikant).

4.4 Mutagenese des Signalpeptids von MIA

Eine Mutagenese-Studie ermdglicht es, durch gezielten Austausch, die entscheidenden
Aminosauren eines Proteins fiir beispielsweise seine korrekte Faltung, Funktion, Prozessierung
oder Transport zu bestimmen. Durch die gerichtete Mutagenese des Signalpeptids von MIA
sollten in dieser Arbeit die entscheidenden Aminosduren identifiziert werden, die fur die
Maturation des Proteins, in diesem Falle der Entfernung des Signalpeptids, verantwortlich sind

und dadurch Einfluss auf Transport und Sekretion des Proteins nehmen.

Alle klonierten Mutanten (Tabelle 1) wurden durch gezielte Mutagenese erzeugt (6.2.2.12) und
in silico, mit Hilfe des Programms SignalP, analysiert (Tabelle 2). AnschlieRend wurden sowohl
HEK- als auch Hela-Zellen, die beide keine endogene MIA-Expression aufweisen, mit den
verschiedenen Expressionskonstrukten transfiziert (6.2.4.2). Von jeder Mutante wurde die
relative mRNA-Expression, das Bandenmuster im Western Blot, die Menge sekretieren MIAs im

Zellkulturiiberstand sowie die intrazelluldre Lokalisation untersucht.
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Tabelle 1: Ubersicht {iber die MIA-Signalpeptid-Mutanten. Dargestellt sind die Aminosduresequenz des
Signalpeptids von MIA und die jeweiligen Mutationen. Die ausgetauschten Aminosauren sind rot hinterlegt. Die
potentielle Spaltstelle des Signalpeptids von Wildtyp MIA ist durch ein Minus (-) angezeigt.

MIA-Signalpeptid-Mutante Aminosdure Sequenz

Wildtyp MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVRG-G
L8D MARSLVCPGVIILLSAFSGPGVRG-G
S15L MARSLVCLGVIILLBAFSGPGVRG-G
A16D MARSLVCLGVIILLSPFSGPGVRG-G
A16D/V22D MARSLVCLGVIILLSPFsGPGERG-G
F17D MARSLVCLGVIILLSARSGPGVRG-G
P20L/G21L MARSLVCLGVIILLSAFSGHlVRG-G
V22D MARSLVCLGVIILLSAFSGPGRRG-G
R23E MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVEG-G
R23W MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVHIG-G
G24D MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVRE-G
G25D MARSLVCLGVIILLSAFSGPGVRG-[§

Die Ergebnisse der in silico-Analyse mittles SignalP der verschiedenen MIA-Signalpeptid-
Mutanten sind in Tabelle 2 zusammengefasst und graphisch in Abbildung 23 und Abbildung 24

dargestellt.

Wildtyp MIA weist bei der Analyse mit SignalP eine potentielle Schnittstelle zwischen der
Position 24 und 25 auf. Die Aminosduresequenz von Position 1 — 24 wird als potentielles
Signalpeptid erkannt (Mean S) und der maximale Cleavage-Wert (C) liegt mit 0,629 bei Position
25. Der Y-Wert, welcher die Signalpeptid- und Spaltungswahrscheinlichkeit beriicksichtigt, ist
ebenfalls an Position 25 am hdchsten, sodass Die Aminosduresequenz von Position 1 — 24 als

Signalpeptid erkannt wird (D).

Der GrofRteil der klonierten Mutanten (MIA-L8D, MIA-S15L, MIA-A16D, MIA-F17D,
MIA-P20L/G21L, MIA-R23E, MIA-R23W, MIA-G25D) weist das gleiche Signalpeptid- und
Spaltmuster wie Wildtyp MIA auf (Tabelle 2). Ubereinstimmend weisen diese Mutanten ihre
hochtse Spaltwahrscheinlichkeit und den héchsten Signalpeptid-/Cleavage-Wert an Position 25
auf und besitzen ein spaltbares Signalpeptid von Position 1 — 24 mit einer Wahrscheinlichkeit

von 0,548 (MIA-L8D) bis 0,868 (MIA-S15L).
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Die Doppelmutante MIA-A16D/V22D weist hingegen eine sehr geringe Spaltwahrscheinlichkeit
von 0,161 (Max C) zwischen Position 23 und 24 auf. Der maximale Signalpeptid-/Cleavagescore
(Max Y) ist an Position 24 am gréRten und die Analyse des potentiellen Signalpeptids zeigt eine
im Vergleich zum Wildtyp um eine Aminosaure verkirzte Sequenz von Position 1 —23 (Mean S

=0,715) an.

Die Mutanten MIA-V22D und MIA-G24D weisen ebenfalls eine sehr geringe
Spaltwahrscheinlichkeit mit 0,213 bzw. 0,202 (Max C) zwischen Position 23 und 24 auf. Das
potentielle Signalpeptid der beiden Mutanten ist im Vergleich zu Wildtyp MIA verkiirzt und
reicht nur von Position 1 — 16 (Mean S). Auch der Y-Wert ist an Position 17 am hochsten, sodass
auf Grundlage der Berechnungen mit SignalP diese beiden Mutanten am wahrscheinlichsten

zwischen Position 16 und 17 geschnitten werden (Cleavage).

Tabelle 2: Bewertung der MIA-Signalpeptid-Mutanten. Auf Grundlage der Berechnungen mit SignalP sind die
maximale Spaltwahrscheinlichkeit (Max C), der maximale Signalpeptid-/Cleavagescore (Max Y), der mittlere
Signalpeptidscore (Mean S), die Wahrscheinlichkeit fur ein spaltbares Signalpeptid (D; Cutoff = 0,450) und die
wahrscheinlichste Spaltstelle (Cleavage) der verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten angegeben (P = Position).

Mutant Max C (P) Max Y (P) Mean S (P) D (P) Cleavage (P)
MIA 0,629 (25) 0,719 (25) 0,829 (1-24) 0,778 (1-24) VRG-GP (24/25)
L8D 0,537 (25) 0,541 (25) 0,553 (1-24) 0,548 (1-24) VRG-GP (24/25)
S15L 0,784 (25) 0,836 (25) 0,895 (1.24) 0,868 (1-24) VRG-GP (24/25)
Al6D 0,452 (25) 0,568 (25) 0,725 (1-24) 0,653 (1-24) VRG-GP (24/25)
A16D/V22D 0,161 (24) 0,338 (24) 0,715 (1-23) 0,541 (1-23) GDR-GG (23/24)
F17D 0,432 (25) 0,554 (25) 0,722 (1-24) 0,645 (1-24) VRG-GP (24/25)
P20L/G21L 0,320 (25) 0,534 (25) 0,894 (1-24) 0,728 (1-24) VRG-GP (24/25)
V22D 0,213 (24) 0,418 (17) 0,902 (1-16) 0,679 (1-16) LSA-FS (16/17)

R23E 0,676 (25) 0,749 (25) 0,836 (1-24) 0,796 (1-24) VEG-GP (24/25)
R23wW 0,699 (25) 0,776 (25) 0,865 (1-24) 0,824 (1-24) VWG-GP (24/25)
G24D 0,202 (24) 0,420 (17) 0,915 (1-16) 0,687 (1-16) LSA-FS (16/17)

G25D 0,762 (25) 0,788 (25) 0,823 (1-24) 0,807 (1-24) VRG-DP (24/25)
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Abbildung 23: In silico-Analyse der MIA-Signalpeptid-Mutanten mittels SignalP. Mit Hilfe des Programms SignalP
wurden in silico die potentielle Signalpeptidlange und potentielle Spaltstellen der klonierten Mutanten analysiert. Ein

hoher S-Score zeigt ein potentielles Signalpeptid an. Die erste Position nach einer moglichen Spaltstelle weist einen

hohen C-Score auf. Der Y-Score verrechnet die maximale Spaltwahrscheinlichtkeit (C-Score) und die maximale

Anderung in der Signalpeptidbewertung (S-Score) und definiert die wahrscheinlichste Spaltstelle eines potentiellen

Signalpeptids.
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Abbildung 24: In silico-Analyse der MIA-Signalpeptid-Mutanten mittels SignalP. Mit Hilfe des Programms SignalP

wurden in silico die potentielle Signalpeptidlange und potentielle Spaltstellen der klonierten Mutanten analysiert. Ein

hoher S-Score zeigt ein potentielles Signalpeptid an. Die erste Position nach einer moglichen Spaltstelle weist einen

hohen C-Score auf. Der Y-Score verrechnet die maximale Spaltwahrscheinlichtkeit (C-Score) und die maximale

Anderung in der Signalpeptidbewertung (S-Score) und definiert die wahrscheinlichste Spaltstelle eines potentiellen

Signalpeptids.
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4.4.1 Analyse der Sekretion verschiedener MIA-Signalpeptid-Mutanten

Der Einfluss der verschiedenen Mutationen im Signalpeptid von MIA wurde experimentell
untersucht, indem Hela- und HEK-Zellen transient mit den verschiedenen
Expressionskonstrukten transfiziert wurden. Nach 24 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand
gesammelt und via MIA-ELISA und Western Blot analysiert. Zudem wurde aus den Zellen die RNA
zur Bestimmung des mRNA-Levels via gRT-PCR und das Gesamtproteinlysat zur Untersuchung

der Proteinexpression isoliert.

Zum Nachweis der Expression der verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten wurde zunachst
die relative mRNA-Expression via gRT-PCR im Light Cycler 480 bestimmt (6.2.2.11). Die
Expressionsanalyse zeigt, dass alle Mutanten sowohl in HelLa-Zellen (Abbildung 25) als auch in
HEK-Zellen (Abbildung 26) exprimiert werden. Da die verschiedenen Mutanten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten kloniert und getestet wurden, unterscheidet sich die relative
Expression zum Teil zwar stark, korreliert allerdings mit der Expressionsstarke des zeitgleich
untersuchten Wildtyp MIAs. Die apparent hohen Standardabweichungen sind demnach

vermutlich auf unterschiedliche Transfektionseffizienzen zurtickzufihren.

i

= alll

Relative MIA-Expression
(Kontrolle

Abbildung 25: Relative Expression der MIA-Signalpeptid-Mutanten in Hela-Zellen. Hela-Zellen wurden transient
mit pCMX-PL1 (Kontrolle), MIA oder den verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten transfiziert. Nach 24 Stunden
wurde die RNA isoliert und die relative Expression von MIA mittels gRT-PCR analysiert (Mittelwert + SD).
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Abbildung 26: Relative Expression der MIA-Signalpeptid-Mutanten in HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden transient mit
pCMX-PL1 (Kontrolle), MIA oder den verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten transfiziert. Nach 24 Stunden wurde
die RNA isoliert und die relative Expression von MIA mittels gRT-PCR analysiert (Mittelwert + SD).

Nachdem die grundsachliche Expression der verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten auf
RNA-Ebene bestatigt werden konnte, wurde zusatzlich das Gesamtproteinlysat sowie der
Zellkulturiberstand transfizierter HelLa- und HEK-Zellen via Western Blot untersucht (Abbildung
27, Abbildung 28). Wildtyp MIA sowie alle MIA-Signalpeptid-Mutanten sind in beiden getesteten
Zelllinien nach Transfektion intrazellular nachweisbar. Auffallig ist allerdings die Verschiebung
des Bandenmusters bei den Mutanten MIA-L8D, MIA-A16D/V22D, MIA-V22D und MIA-G24D.
Hier ist nur eine Bande zu detektieren, die sich zwischen der MIA- und der MIA*-Bande befindet
und ein Molekulargewicht von etwa 13 kDa aufweist. Dariiber hinaus sind diese vier Mutanten,

im Gegensatz zu den anderen untersuchten, nicht im Uberstand der Zellen zu finden.
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Abbildung 27: Western Blot Analyse der MIA-Signalpeptid-Mutanten in HeLa-Zellen. Hela-Zellen wurden entweder
unbehandelt oder 24 Stunden nach transienter Transfektion, mit pCMX-PL1 (Kontrolle), Wildtyp (wt) MIA oder einer
MIA-Signalpeptid-Mutante, geerntet und das Gesamtproteinextrakt (intrazelluldr) sowie der Zellkulturiiberstand
(extrazelluldr) via Western Blot untersucht.

extrazellular

' ' rMIA
.
E

47



Ergebnisse

MIA-A16D/V22D
MIA-P20L/G21L

unbehandelt
pCMX-PL1
wtMIA
MIA-S15L
MIA-A16D
MIA-F17D
MIA-V22D
MIA-R23E
MIA-R23W
MIA-G24D
MIA-G25D

MIA-L8D

rMIA
rMIA

l

<— MIA*

intrazellular <— MIA

]
|
\
i
]
T
|
]
A

P—

extrazellular (s F <— MIA

Abbildung 28: Western Blot Analyse der MIA-Signalpeptid-Mutanten in HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden entweder
unbehandelt oder 24 Stunden nach transienter Transfektion, mit pCMX-PL1 (Kontrolle), Wildtyp (wt) MIA oder einer
MIA-Signalpeptid-Mutante, geerntet und das Gesamtproteinextrakt (intrazelluldr) sowie der Zellkulturiiberstand
(extrazellular) via Western Blot untersucht.

Ein unterschiedliches Expressionsmuster in Hela- und HEK-Zellen zeigt sich bei den Mutanten
MIA-A16D und MIA-F17D. Diese beiden Mutanten weisen in HEK-Zellen das normale
Bandenmuster (MIA und MIA*) auf. Im Gegensatz dazu treten in Hela-Zellen drei Banden auf,
die sich auf Hohe des maturen MIAs (MIA), MIA mit Signalpeptid (MIA*) und dazwischen
befinden. Die MIA-A16D und MIA-F17D-Mutante werden sowohl von HEK als auch Hela
sekretiert und sind im Zellkulturiiberstand transfizierter Zellen mittels Western Blot
detektierbar. Die Zellkulturiiberstande transient transfizierter Hela- und HEK-Zellen wurden
neben den Untersuchungen per Western Blot ebenfalls mittels ELISA auf die abgegebene MIA-
Menge hin untersucht (Abbildung 29, Abbildung 30). Die Analyse zeigt, dass die Uberstinde von
kontroll-transfizierten (pCMX-PL1) Zellen kein MIA enthalten. Im Gegensatz dazu lassen sich
nach Transfektion mit dem Wildtyp MIA-Konstrukt ca. 50 ng/mL (HelLa) bzw. 70 ng/mL (HEK)
MIA im Zellkulturiiberstand finden. Die weitere Analyse der MIA-Konzentration im
Zellkulturiberstand teilt die Mutanten in zwei Gruppen ein, die entweder von den Zellen
sekretiert werden oder nicht. Die Signalpeptid-Mutanten MIA-S15L, MIA-A16D, MIA-F17D,
MIA-P20LG21L, MIA-R23E und MIA-R23W werden sowohl von Hela- als auch von HEK-Zellen
sekretiert und lassen sich in den Zellkulturiiberstanden detektieren. Die abgegebene Menge
unterscheidet sich dabei nicht signifikant von Wildtyp MIA. Die Signalpeptid-Mutanten MIA-L8D,
MIA-A16D/V22D, MIA-V22D, MIA-G24D und MIA-G25D lassen sich dementgegen nicht im
Zellkulturiberstand transfizierter HelLa- und HEK-Zellen nachweisen. Die gemessenen Werte
entsprechen dem Nullwert der ELISA-Messung bzw. den Werten mit pCMX-PL1 (Kontrolle)
transfizierten Zellen und unterscheiden sich signifikant von der Konzentration mit

pCMX-PL1-MIA transfizierter Zellen.
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Abbildung 29: Sekretion der MIA-Signalpeptid-Mutanten in Hela-Zellen. MIA-ELISA der Zellkulturiiberstande
transfizierter HeLa-Zellen. Die Uberstande wurden 24 Stunden nach Transfektion gesammelt und mittels spezifischem
ELISA die abgegebene MIA-Menge quantifiziert. Die Signifikanz wurde in Bezug auf die Sekretion von MIA berechnet
(Mittelwert £ SD; * p < 0,001; ns = nicht signifikant).
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Abbildung 30: Sekretion der MIA-Signalpeptid-Mutanten in HEK-Zellen. MIA-ELISA der Zellkulturiiberstinde
transfizierter HEK-Zellen. Die Uberstdnde wurden 24 Stunden nach Transfektion gesammelt und mittels spezifischem
die abgegebene MIA-Menge quantifiziert. Die Signifikanz wurde in Bezug auf die Sekretion von MIA berechnet
(Mittelwert + SD; *p < 0,05; **p < 0,01; ns = nicht signifikant).

Unter Berlicksichtigung des mRNA-Levels werden verschiedene MIA-Signalpeptid-Mutanten
sowohl von Hela- als auch von HEK-Zellen signifikant weniger sekretiert (Abbildung 31,
Abbildung 32). In HelLa-Zellen werden von MIA-P20L/G21L und MIA-R23E nur etwa 70—75 %
der Wildtyp MIA-Menge sekretiert. In HEK-Zellen werden MIA-S15L und MIA-P20L/G21L
signifikant schwacher sekretiert. MIA-L8D, MIA-A16DV22D, MIA-V22D, MIA-G24D und
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MIA-G25D sind mittels ELISA nicht detektierbar, sodass die relative Sekretion dieser Mutanten

in beiden Zelllinien dementsprechend um den Nullwert liegt.

1)

Relative MIA-Sekretion
(MIA

Abbildung 31: MIA-Sekretion relativ zu mRNA-Level in HelLa-Zellen. Um die relative Sekretion der verschiedenen
MIA-Signalpeptid-Mutanten zu ermitteln wurden Hela-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA (MIA) oder den
entsprechenden Mutanten transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die MIA-Konzentration im Zellkulturiberstand mittels
ELISA gemessen und die relative MIA-Expression via qRT-PCR bestimmt. Um die relative Sekretion von MIA zu
definieren, wurde die MIA-Konzentration der Zellkulturiiberstande in Abhdngigkeit des mRNA-Levels bestimmt
(Mittelwert £ SD; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001).

1.5+
_ ns ns
Z 5 |
% < 10 ns ns
- E A
§ ;.: *% I
v 3
3%
2 nZ: 0.5-
s €
3 * ok ok K fk %k
%k %k k %k % % %k %k lll % k%
ool 2L nlNIRF=Y ]
T8O PO > D SN © P
AN oY @,Q\AW/ Q\Q\/\QS\/ v & Q:f) AN
K Y

Abbildung 32: MIA-Sekretion relativ zu mRNA-Level in HEK-Zellen. Um die relative Sekretion der verschiedenen
MIA-Signalpeptid-Mutanten zu ermitteln wurden HEK-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA (MIA) oder den
entsprechenden Mutanten transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die MIA-Konzentration im Zellkulturiberstand mittels
ELISA gemessen und die relative MIA-Expression via qRT-PCR bestimmt. Um die relative Sekretion von MIA zu
definieren, wurde die MIA-Konzentration der Zellkulturiberstande in Abhdngigkeit des mRNA-Levels bestimmt
(Mittelwert + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

50



Ergebnisse

4.4.2 FACS-Analyse
Einige MIA-Signalpeptid-Mutanten werden nach transienter Transfektion exprimiert aber nicht
sekretiert. Um zu testen, ob diese Mutationen dazu fihren, dass MIA auRen an der Zellmembran
hiangen bleibt, wurden Hela-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA bzw. exemplarisch
pCMX-PL1-MIA-V22D transfiziert und der prozentuale Anteil MIA-positiver Zellen mittels
FACS-Analyse ermittelt.

Die FACS-Messung wurde nur einmal durchgefiihrt und es wurde noch kein Protokoll fir die
Untersuchung etabliert. Die erste Analyse zeigt allerdings, dass im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (0,2 %) die Anzahl MIA-positiver Zellen nach Transfektion sowohl mit Fixierung (Abbildung
33 A—C) als auch ohne Fixierung (Abbildung 33 D — F) leicht zunimmt. Mit Fixierung sind 1 % der
wtMIA und 0,8 % der MIA-V22D exprimierenden Zellen positiv. Ohne Fixierung sind mit 0,6 %
etwas mehr MIA-V22D exprimierende Zellen positiv als wtMIA exprimierende Zellen (0,5 %).
Insgesamt ist jedoch kein Unterschied in der Menge von MIA auf der Zelloberflache zu erkennen.

Die Etablierung eines Protokolls wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Abbildung 33: FACS-Analyse. Hela-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1-MIA (B, E) bzw. pCMX-PL1-MIA-V22D (C,
F) transfiziert und nach 24 Stunden mittels FACS untersucht. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen (A, D)
eingesetzt. Fur die Analyse wurde MIA auf der Oberfldche von fixierten Zellen (A — C) bzw. unfixiert Zellen (D —F)
gefarbt und untersucht. Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil positiver Zellen.
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4.4.3 Lokalisation der MIA-Signalpeptid-Mutanten

Neben dem Einfluss der Signalpeptid-Mutation (Tabelle 1, 4.4) auf die Sekretion von MIA wurde
zusatzlich die Lokalisation der einzelnen Mutanten mittels Immunfluoreszenz untersucht. Dazu
wurden Hela-Zellen mit pCMX-PL1-MIA oder den verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten
zusammen mit einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert und anschlieend wie beschrieben

markiert und mikroskopiert (6.2.3.9).

MIA-L8D MIA-S15L

MIA-A16D MIA-A16D/V22D MIA-F17D

MIA-P20L/G21L MIA-V22D MIA-R23E

MIA-R23W MIA-G24D MIA-G25D

Abbildung 34: Lokalisation der MIA-Signalpeptid-Mutanten. Um die intrazelluldre Lokalisation der verschiedenen
MIA-Signalpeptid-Mutanten zu untersuchen wurden Hela-Zellen mit dem entsprechendem Expressions- und einem
Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert. Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau). Die Detektion von MIA (rot) erfolgte Gber
den spezifischen primdren Antikorper anti-MIA 7638 1ll und den sekunddren Alexa Flour 594 goat anti-rabbit
Antikorper. Der Golgi-Apparat (griin) lagert sich in migrierenden Zellen vor dem Zellkern an. Die Analyse zeigt eine
Akkumulation aller MIA-Signalpeptid-Mutanten am distalen Zellpol. VergroRerung 40x.
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Die Analyse der intrazelluldaren Lokalisation zeigt zunachst keinen Unterschied in der
allgemeinen intrazelluldaren Lokalisation der Mutanten im Vergleich zu Wildtyp MIA. In allen
Fallen akkumuliert MIA in migrierenden Zellen im hinteren Zellteil (Abbildung 34). Der Vergleich
der relativen Lokalisation zeigt allerdings, dass sich die untersuchten Mutanten in ihrer

Lokalisation im hinteren Zellteil teilweise voneinander unterscheiden (Abbildung 35).

Die intrazellulare Lokalisation von MIA und den verschiedenen MIA-Signalpeptid-Mutanten
wurde mit Hilfe des Programms Imagel® bestimmt. Wildtyp MIA liegt etwa zu je 40 % proximal
bzw. medial vor und zu rund 20 % distal. Die Mutanten MIA-S15L, MIA-A16D, MIA-F17D,
MIA-P20L/G21L, MIA-V22D und MIA-G25D weisen eine dazu fast identische Verteilung auf. Nur
MIA-L8D liegt signifikant erhoht proximal (70%) und nur zu etwa 5% distal vor und
unterscheidet sich somit am starksten von wtMIA. Auch die Mutanten MIA-A16D/V22D,
MIA-R23W akkumulieren zu grofReren Teilen im Drittel nahe des Zellkerns, allerdings ist der
Anteil von distal lokalisiertem MIA dhnlich dem Wildtyp. Allein MIA-R23E bildet in dieser Analyse
eine Ausnahme und liegt als einzige Mutante, allerdings nicht signifikant, in geringerer
Konzentration in der Ndhe des Zellkerns (ca. 30 %) vor als wtMIA. Etwa 45 % von MIA-R23E sind
medial lokalisiert und ca. 25 % distal (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Intrazelluldre Lokalisation von MIA. Um die intrazelluldre Lokalisation von MIA und den verschiedenen
MIA-Signalpeptid-Mutanten zu analysieren, wurde die mittels Immunfluoreszenz visualisierte Verteilung mit Hilfe des
Programms Imagel® statistisch ausgewertet. Dazu wurde der Bereich zwischen dem Zellkern und der distalen
Zellmembran einer migrierenden Zelle in drei gleichgroRe Bereiche unterteilt (Kernnah = proximal; mittig = medial;
am Zellrand = distal; Mittelwert * SD; * p < 0,05; ohne Angabe = nicht signifikant).
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4.5 Untersuchung von MIA mit E-Cadherin-Signalpeptid

Die Sekretion von Proteinen wird im Allgemeinen durch ein N-terminales Signalpeptid
ermoglicht. Inwieweit das Signalpeptid auch einen Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation
bzw. den gerichteten Transport nehmen kann ist allerdings noch nicht hinreichend geklart. Die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte MIA-Mutante ohne Signalpeptid (4.3) akkumuliert in
migrierenden Hela-Zellen, ebenso wie Wildtyp MIA, am distalen Zellpol. Dies weist darauf hin,
dass die Information Uber die Lokalisation von MIA nicht im Signalpeptid verankert ist, sondern
unter Umstanden andere Faktoren eine Rolle spielen. Um weitere Information Gber den Einfluss
des Signalpeptids zu erhalten, wurde ein chiméres Protein (E-CAD-MIA), bestehend aus dem
Signalpeptid von E-Cadherin und dem MIA-Protein ab Aminosdure 25, kloniert und die Sekretion

und intrazelluldre Lokalisation des Proteins analysiert.

4.5.1 Analyse der Sekretion von E-CAD-MIA

Um die Expression und Sekretion von E-CAD-MIA zu untersuchen, wurden Hela-, HEK- und Mel
Ei-Zellen transient mit pCMX-PL1 (Kontrolle), pCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-E-CAD-MIA
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, das Gesamtproteinextrakt sowie die

RNA isoliert und der Zellkulturiiberstand gesammelt und analysiert.

Kontroll-transfizierte Zellen exprimieren im Vergleich zu Wildtyp MIA oder E-CAD-MIA
transfizierten Zellen quasi kein MIA. Nach Transfektion steigt die Expression von MIA, sowohl
far Wildtyp MIA als auch fir E-CAD-MIA, in allen drei getesteten Zelllinien deutlich an. Dabei ist
die relative Expression von E-CAD-MIA hoher als die von normalem MIA. In HelLa-Zellen ist dieser
Unterschied am grofRten. Hier ist die relative Expression von E-CAD-MIA mehr als fiinfmal so
hoch wie fur Wildtyp MIA. In den anderen Zelllinien ist die Expression von E-CAD-MIA zwar auch

erhoht, allerdings nur etwa um den Faktor 1,5 in HEK- bis 2 in Mel Ei-Zellen (Abbildung 36).

Die Expression von E-CAD-MIA wurde zusatzlich mittels Western Blot analysiert. Hierzu wurde
aus transient transfizierten Zellen das Gesamtproteinextrakt (intrazellular) und der
Zellkulturiberstand (extrazelluldr) untersucht (Abbildung 37). Wahrend in Kontroll-
transfizierten HEK- und Hela-Zellen kein MIA gebildet wird, und auch nicht im
Zellkulturiberstand zu finden ist, besitzen Mel Ei-Zellen eine endogene MIA-Produktion. In
diesen Zellen kann MIA auch schon ohne Uberexpression im Zellkulturiiberstand nachgewiesen
werden. Nach Transfektion mit MIA tritt in allen Zelllinien das typische Bandenmuster aus MIA
und MIA* (intrazelluldr) auf und zudem lasst sich MIA im Zellkulturiiberstand detektieren. Des
Weiteren exprimieren alle Zelllinien nach Transfektion E-CAD-MIA. Auffallig ist allerdings, dass

hier drei Banden auftreten (intrazelluldr). So ist neben MIA und MIA* eine Bande mittlerer
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GroRe zu erkennen. Die zugehorige Analyse des Zellkulturiiberstandes zeigt, dass E-CAD-MIA im

Uberstand aller Zelllinien vorkommt.

10-
. 3 Kontrolle

c 8- B MIA
7 Bl E-CAD-MIA
o =
5% °
w g
22 4
®
&J 24 o * %k

0-

2> - <&

Abbildung 36: Relative Expression von E-CAD-MIA. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1
(Kontrolle), pCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-E-CAD-MIA transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, die
RNA isoliert, mit DNase verdaut und anschlieBend die relative Expression mittels gRT-PCR im LC480 analysiert
(Mittelwert + SD; * p <0,05; ** p <0,01).
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Abbildung 37: Western Blot-Analyse transfizierter HEK-, HeLa- und Mel Ei-Zellen. HEK-, Hela- und Mel Ei-Zellen
wurden transient mit pCMX-PL1 (Kontrolle), pPCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-E-CAD-MIA transfiziert. Nach 24 Stunden
wurde das Gesamtproteinextrakt (intrazellular) bzw. der Zellkulturiiberstand (extrazelluldr) mittels Western Blot
analysiert.

Die Analyse mittels spezifischem MIA-ELISA (Abbildung 38) zeigt, dass die Zellkulturtiberstande
von Kontroll-transfizierten HelLa- und HEK-Zellen kein MIA enthalten. Im Gegensatz dazu liegt
die MIA-Konzentration im Uberstand von Mel Ei-Zellen bereits bei etwas tiber 20 ng/ml. Nach
Transfektion mit pCMX-PL1-MIA steigt die MIA-Konzentration im Uberstand von Hela-Zellen auf
ca. 90 ng/ml und von HEK-Zellen auf rund 80 ng/ml. In Mel Ei-Zellen verdoppelt sich die Menge

sekretierten MIAs, nach Transfektion mit dem Wildtyp-Konstrukt, in etwa auf 40 ng/ml.
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E-CAD-MIA ist ebenfalls nach Transfektion im Uberstand aller untersuchten Zelllinien zu finden.
Allerdings ist die Konzentration signifikant geringer als von MIA. Die Konzentration liegt in Hela-

Zellen bei ca. 35 ng/ml, in HEK-Zellen bei 40 ng/ml und in Mel Ei-Zellen bei etwa 30 ng/ml.
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Abbildung 38: MIA-ELISA von Zellkulturiiberstanden. Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1
(Kontrolle), pCMX-PL1-MIA oder pCMX-PL1-E-CAD-MIA transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die MIA-Konzentration
im Zellkulturtberstand mittels spezifischem MIA-ELISA quantifiziert (Mittelwert £ SD; * p £ 0,05; ** p <0,01).

Neben der absoluten Sekretion wurde ebenfalls die relative Sekretion von E-CAD-MIA analysiert.
Hierzu wurde zum einen die MIA-Konzentration im Zellkulturiiberstand transfizierter Zellen im
Verhaltnis zum mRNA-Level (Abbildung 39) bestimmt. Zum anderen wurde die extrazellulare
Menge MIAs im Verhaltnis zur intrazelluldaren Menge durch die densitometrische Auswertung

von Western Blots analysiert (Abbildung 40).

Unter Berticksichtigung des mRNA-Levels wird E-CAD-MIA in allen drei getesteten Zelllinien
deutlich schwécher als Wildtyp MIA sekretiert. Die relative Sekretion im Verhaltnis zu MIA liegt
in HeLa- und HEK-Zellen bei nur etwa 25 %. In Mel Ei-Zellen ist sie noch am groRten, allerdings

wird auch hier weniger als die Halfte an MIA abgegeben (Abbildung 39).

Ein &hnliches Ergebnis liefert auch der densitometrische Vergleich von extra- und
intrazellularem MIA der Western Blot Analyse. Die relative Menge an sekretiertem E-CAD-MIA
liegt in HEK-Zellen bei etwa 60 % und in HelLa-Zellen bei nur ca. 40 % im Vergleich zu Wildtyp
MIA. In Mel Ei-Zellen ist dementgegen kein Unterschied in der relativen Sekretion von MIA und
E-CAD-MIA auszumachen (Abbildung 40). In diesen Zellen steigt zwar die mRNA-Expression von

MIA an, jedoch scheint diese nicht zu einer Zunahme der Proteinmenge zu fihren.
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Abbildung 39: Sekretion von MIA relativzum mRNA-Level. Um die relative Sekretion MIAs zu bestimmen, wurde die
mittels ELISA gemessene Konzentration von MIA im Zellkulturiiberstand in Bezug auf den via qRT-PCR bestimmten
mRNA-Level analysiert (Mittelwert + SD; * p < 0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).
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Abbildung 40: Densitometrische Auswertung zur Bestimmun der relativen Sekretion von MIA. Die mittels Western
Blot detektierte MIA-Menge im Zellkulturiiberstand (extrazelluldr) und Gesamtproteinextrakt (intrazelluldr)
transfizierter Zellen wurde densitometrisch analysiert und das Verhaltnis von sekretiertem zu nicht-sekretiertem MIA
kalkuliert (Mittelwert + SD; * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001; ns = nicht signifikant).

Die Untersuchungen des chimaren MIA-Proteins mit N-terminalem Signalpeptid von E-Cadherin
zeigen, dass E-CAD-MIA von allen getesteten Zelllinien exprimiert wird. Die Analyse des

Zellkulturtberstandes konnte zudem die Sekretion des Proteins bestatigen.

57



Ergebnisse

4.5.2 Lokalisation von E-CAD-MIA

Neben der Sekretion wurde auch der Einfluss des E-Cadherin Signalpeptids auf die intrazellulare
Lokalisation von MIA untersucht. Hierzu wurden wie bereits beschrieben Hela-Zellen mit
pCMX-PL1-E-CAD-MIA und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert und anschlieend via

Immunfluoreszenz untersucht (6.2.3.9, 6.2.4.3).

E-CAD-MIA liegt in ruhenden Zellen verteilt im Zytosol vor (Abbildung 41 C) und akkumuliert in

migrierenden Zellen am distalen Zellpol (Abbildung 41 F).

Golgi-GFP Merge

--

Abbildung 41: Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation von E-CAD-MIA. Hela-Zellen wurden
flr 24 Stunden transient mit pCMX-PL1-E-CAD-MIA und einem Golgi-GFP-Konstrukt ko-transfiziert. Zellkerne sind mit
DAPI gefarbt (blau). Die Detektion von MIA (rot) erfolgte Uber den spezifischen primaren Antikorper anti-MIA 7638 1l|
und den sekundaren Antikorper Alexa Flour 594 goat anti-rabbit (A, D). Der Golgi-Apparat (griin) ist in ruhenden Zellen
(B) gleichmaRig verteilt und verlagert sich in migrierenden Zellen (E). Die Analyse zeigt eine gleichmaRige Verteilung
von E-CAD-MIA in ruhenden Zellen (C) und eine Akkumulation von E-CAD-MIA am distalen Zellpol in migrierenden
Hela-Zellen (F). VergroRerung 40x.
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4.6 Inhibition des Vesikeltransports und Signalpeptidprozessierung

Um die Prozessierung des Signalpeptids von MIA raumlich genauer zu untersuchen und mogliche
Proteine zu identifizieren, die an dem Transport und der Sekretion von MIA beteiligt sind, wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit der zelluldre Vesikeltransport moduliert. Dazu wurde der
Einfluss verschiedener Rab-Proteine, die an unterschiedlichen Punkten des intrazelluldaren
Vesikeltransports beteiligt sind, mittels siRNA-Knockdown auf die Sekretion von MIA analysiert
(4.6.1). Zusatzlich wurde durch die Expression von dominant negativem Sarlp (Sarlp-H79G) die

Vesikelknospung am Endoplasmatischen Reticulum inhibiert (4.6.2).

4.6.1 Analyse der Signalpeptidprozessierung durch siRNA-Knockdown

Die Prozessierung des Signalpeptids von MIA wurde analysiert, indem Hela- und HEK-Zellen
zunachst mit verschiedenen siRNAs gegen RablA, Rab6A und RabllA, Proteinen die an
unterschiedlichen Punkten des intrazellularen Vesikeltransports eine Rolle spielen, und nach 24

Stunden zusatzlich mit pCMX-PL1-MIA transfiziert wurden.

Die Expression von MIA nimmt sowohl in Hela- als auch in HEK-Zellen nach Behandlung mit
siRab1A und siRab11A leicht zu und ist nach Behandlung mit siRab6A auf etwa 25 % reduziert
(Abbildung 42). Die Expressionsanalyse mittels qRT-PCR zeigt zudem eine Reduktion des
mRNA-Levels von RablA, Rab6A und Rabl1lA von iber 90 % nach Behandlung mit der
entsprechenden siRNA in beiden untersuchten Zelllinien (Abbildung 43).

Die Menge an sekretiertem MIA nimmt nach siRNA-Behandlung ab (Abbildung 44). Auffallig ist,
dass bereits nach Transfektion mit scrambled siRNA (Kontrolle) die MIA-Konzentration im
Uberstand von 225 ng/ml (Hela) bzw. 100 ng/ml (HEK) um etwa 50 % abfillt. siRab1- und
siRabl1-behandelte Zellen geben etwa gleich viel MIA ab wie Kontroll-transfizierte Zellen. Die
MIA-Konzentration nach Knockdown von Rab6 sinkt zwar deutlicher auf ca. 25 ng/ml (Hela) bzw.
15 ng/ml ab, allerdings sind bei dieser Behandlung mehr Zellen abgestorben. Der Vergleich der
Sekretion von MIA relativ zum mRNA-Level (Abbildung 45) zeigt, dass nach siRNA-Behandlung
in Hela-Zellen etwa 25 % weniger MIA abgegeben wird, als in Kontroll-transfizierten Zellen. Fiir
Rabl und Rab11 ist dies auch in HEK-Zellen zu beobachten, allerdings steigt hier die relative
Sekretion nach Behandlung mit siRab6 sogar leicht an. Insgesamt betrachtet ist durch den

Knockdown von Rab1, Rab6 und Rab11 kein Effekt auf die Sekretion von MIA zu erkennen.

Die Analyse des Gesamtproteinextrakts mittels Western Blot zeigt, dass sowohl in HelLa- als auch
in HEK-Zellen nach Transfektion mit MIA die typischen zwei Banden MIA und MIA* auftreten.

Durch die Behandlung mit allen siRNAs nimmt die Intensitat von MIA* ab. In HelLa-Zellen scheint
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nach Behandlung mit siRab1A und siRab11A zudem eine Bande mittlerer GrofRe zu entstehen,
die jedoch nicht in HEK-Zellen zu erkennen ist. In siRab6A-transfizierten Zellen ist
Ubereinstimmend mit den Expressionsdaten generell nur eine reduzierte Menge von MIA

enthalten (Abbildung 46).

Da die hier beschriebenen Experimente nur ein- bis zweimal durchgefiihrt werden konnten, ist

eine Wiederholung geplant, um die gemessenen Effekte zu bestatigen.
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Abbildung 42: Relative Expression von MIA nach siRNA-Behandlung in Hela- (links) bzw. HEK-Zellen. Hela- oder
HEK-Zellen wurden mit scrambled siRNA (Kontrolle), siRab1A, siRab6A oder siRab11A transfiziert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen zusatzlich transient mit pCMX-PL1-MIA transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen
geerntet, ihre RNA isoliert und anschlieRend die relative Expression, im Verhaltnis zur Kontrolle, mittels gRT-PCR im
LC480 analysiert (n = 1).
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Abbildung 43: Relative Expression von Rab1A, Rab6A bzw. Rab11A nach siRNA-Behandlung in Hela- bzw. HEK-
Zellen. Hela- oder HEK-Zellen wurden mit scrambled siRNA (Kontrolle), siRab1A, siRab6A oder siRab11A transfiziert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen zuséatzlich transient mit pCMX-PL1-MIA transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen geerntet, ihre RNA isoliert und anschlieBend die relative Expression, im Verhaltnis zur Kontrolle,
mittels qRT-PCR im LC480 analysiert (HelLa n = 2, Mittelwerte + SD; HEK n = 1).
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Abbildung 44: Sekretion von MIA nach siRNA-Behandlung in Hela- bzw HEK-Zellen. MIA-ELISA der

Zellkulturiiberstande transfizierter Zellen. Die Uberstinde wurden 24 Stunden nach Transfektion gesammelt und

mittels spezifischem ELISA die abgegebene MIA-Menge quantifiziert (n = 1).
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Abbildung 45: Sekretion von MIA relativ zum mRNA-Level in HeLa- bzw. HEK-Zellen. Um die relative Sekretion MIAs
zu bestimmen, wurde die mittels ELISA gemessene Konzentration von MIA im Zellkulturiiberstand in Bezug auf den
via gRT-PCR bestimmten mRNA-Level analysiert (n = 1).
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Abbildung 46: Western Blot-Analyse von Hela- und HEK-Zellen nach siRNA-Behandlung. Hela- bzw- HEK-Zellen
wurden transient mit scrambled siRNA (siKontrolle) bzw. siRNA gegen Rab1A, Rab6A oder Rab11A transfiziert. Nach
24 Stunden wurden die Zellen zusatzlich mit MIA transfiziert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen geerntet,

das Gesamtproteinextrakt isoliert und via Wastern Blot analysiert (rMIA = rekombinantes MIA; 35 ng).
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4.6.2 Analyse der Signalpeptidprozessierung durch Expression von Sarlp-H79G

In einem weiteren Experiment zur Untersuchung der Prozessierung des Signalpeptids von MIA,
wurde der intrazelluldare Vesikeltransport durch die Expression von dominant negativem Sarlp
(Sarlp-H79G) gestort. Die Expression von Sarlp-H79G verhindert die Abschniirung von Vesikeln
aus dem Endoplasmatischen Reticulum und induziert dadurch eine Akkumulation von

sekretorischen Proteinen im ER3>333,

Fir die Analyse wurden Hela-, HEK- und Mel Ei-Zellen transient mit pCMX-PL1-MIA und
pcDNA3-Sarlp-H79G bzw. den entsprechenden Kontrollen ko-transfiziert. Nach 24 Stunden
wurde der Zellkulturiberstand gesammelt, die MIA-Konzentration bestimmt und mittels
Western Blot analysiert. Ebenfalls wurde das Gesamtproteinextrakt isoliert und via Western Blot
das Bandenmuster von MIA untersucht. Aus HEK-Zellen wurde zudem die RNA isoliert, um die

Expression und die relative Sekretion von MIA zu bestimmen.

Die Analyse der MIA-Konzentration im Zellkulturiiberstand zeigt eine deutliche Reduktion der
Sekretion bei gleichzeitiger Expression von Sarlp-H79G in allen drei Zelllinien (Abbildung 47).
Die Konzentration sinkt von etwa 70 ng/ml auf 12 ng/ml (Hela), von 110 ng/ml auf 15 ng/ml
(HEK) bzw. von 80 ng/ml auf knapp 40 ng/ml (Mel Ei). Zu berlicksichtigen ist allerdings, dass in
den beispielhaft analysierten HEK-Zellen die MIA-Expression nach ko-Transfektion mit
Sarlp-H79G signifikant vermindert ist (Abbildung 48). Die relative Sekretion ist jedoch trotzdem
signifikant reduziert und geht im Vergleich zu Wildtyp MIA um fast 80 % zurlick (Abbildung 49).
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Abbildung 47: MIA-ELISA der Zellkulturiiberstinde transfizierter Zellen. Die Uberstinde wurden 24 Stunden nach
Transfektion mit MIA bzw. ko-Transfektion mit MIA und dominant negativem Sarlp (Sarlp-H79G) gesammelt und
mittels spezifischem ELISA die abgegebene MIA-Menge quantifiziert (HeLa n = 2; HEK n = 3; Mel Ein = 1).
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Abbildung 48: Relative Expression von MIA in HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden allein mit pCMX-PL1 (Kontrolle) bzw.
pCMX-PL1-MIA oder zeitgleich mit pCMX-PL1-MIA und pcDNA3-Sarlp-H79G transfiziert. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen geerntet, ihre RNA isoliert und anschlieBend die relative Expression, im Verhaltnis zur Kontrolle, mittels
gRT-PCR im LC480 analysiert (Mittelwert + SD; ns = nicht signifikant).
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Abbildung 49: Sekretion von MIA relativ zum mRNA-Level in HEK-Zellen. Um die relative Sekretion MIAs zu
bestimmen, wurde die mittels ELISA gemessene Konzentration von MIA im Zellkulturliberstand in Bezug auf den via
gRT-PCR bestimmten mRNA-Level analysiert (Mittelwerte + SD; * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p< 0,0001).

Die Western Blot Analysen der drei untersuchten Zelllinien sind in Abbildung 50 (Hela),
Abbildung 51 (HEK) und Abbildung 52 (Mel Ei) dargestellt. Nach Transfektion mit MIA ist in allen
Zelllinien intrazelluldr sowohl das normale MIA als auch MIA* vorzufinden und zudem im
Zellkulturiiberstand zu finden. Die Ko-Transfektion mit MIA und pcDNA3, dem Leervektor von

Sarlp-H79G, verandert das Bandenmuster in keiner der untersuchten Zelllinien und nimmt auch
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keinen Einfluss auf das extrazelluldare Vorhandensein von MIA. Nach Ko-Transfektion mit
pCMX-PL1-MIA und pcDNA3-Sarlp-H79G ist in HelLa- und HEK-Zellen allerdings kein MIA mehr
auBerhalb der Zellen zu finden, im Uberstand von transfizierten Mel Ei-Zellen kann es aber noch
detektiert werden. Des Weiteren wird die MIA*-Bande sowohl in HEK- als auch in Mel Ei-Zellen
schwiécher. In HelLa-Zellen ist dem hingegen ein anderes Bandenmuster vorzufinden. Hier tritt
nach der Ko-Transfektion mit pCMX-PL1-MIA und pcDNA3-Sarlp-H79G neben MIA und MIA*

noch eine dritte Bande mittlerer GréRe auf.
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Abbildung 50: Western Blot-Analyse nach Inhibition des intrazelluldren Vesikeltransport mit dominant negativem
Sarlp in Hela-Zellen. Hela-Zellen wurden transient mit MIA, MIA/pcDNA3 bzw. MIA/Sarlp-H79G transfiziert. Nach
24 Stunden wurde das Gesamtproteinextrakt isoliert und mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 51: Western Blot-Analyse nach Inhibition des intrazelluldren Vesikeltransport mit dominant negativem
Sarlp in HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1, pCMX-PL1-MIA, pcDNA3 Sarlp-H79G, MIA/pcDNA3
bzw. MIA/Sarlp-H79G transfiziert. Nach 24 Stunden wurde das Gesamtproteinextrakt isoliert und mittels Western

Blot analysiert.
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Abbildung 52: Western Blot-Analyse nach Inhibition des intrazelluldren Vesikeltransport mit dominant negativem
Sarlp in Mel Ei-Zellen. Mel Ei-Zellen wurden transient mit pCMX-PL1, pCMX-PL1-MIA, pcDNA3 Sarlp-H79G,
MIA/pcDNA3 bzw. MIA/Sarlp-H79G transfiziert. Nach 24 Stunden wurde das Gesamtproteinextrakt isoliert und

mittels Western Blot analysiert.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Protein MIA, weclches eine wichtige Rolle bei der
Entstehung, Progression und Metastasierung des malignen Melanoms spielt, untersucht®. Aus
friiheren Studien ist bereits bekannt, dass MIA migrationsabhangig in Vesikeln zum distalen
Zellende transportiert wird?®3, Hier kommt es zu einer Ca?*-abhingigen Fusion der Vesikel mit
der Zellmembran, in deren Folge MIA in den extrazellularen Raum abgegeben wird. AuRerhalb
der Zelle ist MIA in der Lage Zell-Matrix-Kontakte zu inhibieren®. Dadurch férdert MIA das
Ablosen der Zellen von der ECM und tragt entscheidend zu einem erhéhten migratorischen
Potential der Tumorzellen bei®®*. Friihere Studien konnten zudem belegen, dass MIA nur als

Dimer funktionell aktiv ist?®.

5.1 Hela- und HEK-Zellen als Modellsystem

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Transport und die Sekretion von MIA nicht nur in
Melanomzellen, sondern auch in anderen Zelllinien moglich sind. MIA wird nach transienter
Transfektion sowohl von Hela- als auch von HEK-Zellen sekretiert. Zudem konnte eine
migrationsabhdngige Akkumulation von MIA im hinteren Bereich von Hela-Zellen beobachtet
werden. Eine Analyse der Lokalisation von MIA in HEK-Zellen wurde noch nicht durchgefihrt,

konnte aber Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Hela- und HEK-Zellen sind Zellen, die aus dem Zervix-Karzinom** (HeLa) bzw. aus embryonalen
Nierenzellen!*> (HEK) gewonnen wurden. Diese Zelllinien sind zwar nicht melanozytiren
Ursprungs, allerdings werden sie sehr oft als Modell-Linien verwendet. Hela-Zellen
beispielsweise sind eines der meist genutzten Modellsysteme fiir zell- und molekularbiologische
Untersuchungen, auch wenn sie im Vergleich zu normalen humanen Geweben eine Vielzahl von
fehlregulierten Genen und einen verinderten Chromosomensatz aufweisen'®®, Wichtig fiir die
Verwendung dieser Zelllinien als Modell ist selbstverstandlich die Vergleichbarkeit mit
Melanomzellen. Die allgemeine Fahigkeit zur Migration und Invasion von Hela-Zellen wurde
schon mehrfach belegt>*17>33 Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass
diese Migration die Translokation von MIA in den hinteren Zellbereich induziert und dass MIA
von Hela-Zellen sekretiert wird. HeLa-Zellen exprimieren somit nicht nur die fiir den Transport
und die Sekretion notwendigen Proteine, sondern sind auch in der Lage die Information fir

einen gerichteten Transport zu erkennen und dementsprechend umzusetzen.
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281 und Proteine zu

Auch die verwendeten HEK-Zellen sind in der Lage zu migrieren
sekretieren®~!, Die durchgefiihrten Analysen dieser Arbeit mit HEK-Zellen bestitigen ebenfalls,
dass die Sekretion von MIA nach Uberexpression auch in dieser Zelllinie méglich ist.
Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass die bereits in
Melanomzellen beschriebene migrationsabhingige Translokation und Sekretion von MIA2%3
auch in nicht melanozytaren Zellen beobachtet werden kann. Die an diesen Prozessen
beteiligten Proteine und Strukturen werden demnach nicht spezifisch von Melanomzellen
gebildet, sondern sind auch in anderen Zellsystemen vorhanden. Daraus kann man schlieRen,

dass die Mechanismen, die den gerichteten Transport von MIA in den hinteren Zellbereich

ermoglichen, auch fiir die Verteilung von anderen Proteinen genutzt werden.

Wie der bereits fir Melanomzellen beschriebene und nun auch fiir Hela-Zellen belegte
migrationsabhdngige Transport von MIA zum distalen Zellpol gesteuert wird, ist bis heute noch
nicht geklart. Der gerichtete Transport von Proteinen in Vesikeln ist jedoch kein Einzelfall. In den
Axonen und Synapsen des Nervensystems kommt es beispielsweise zu einem sehr genau
regulierten Vesikeltransport und der gezielten Abgabe von Neurotransmittern in den
synaptischen Spalt. Der anterograde Transport vom Zellkérper entlang des Axons bis zur
Synapse ist also notwendig, um Neurotransmitter an ihre Zielmembranen zu beférdern. Der
axonale Vesikeltransport wurde im Vergleich zur basolateralen Verteilung von Vesikeln schon
sehr gut untersucht. So ist beispielsweise bekannt, dass das Motorprotein KIF1A der Kinesin
Superfamilie (KIF) entscheidend am schnellen axonalen Transport beteiligt ist und mit Rab3A,
Synaptophysin und Synaptotagmin assoziiert ist*”-331, Eine Modulation des Transports wird durch
das Zusammenspiel verschiedener Rab-Proteine und deren Effektoren méglicht. Weitere
bekannte Motive fir einen apikalen Proteintransport sind unter anderem der GPI-Anker
(Glycosyl-phosphatidylinositol)*’®,  N-Glykane®’,  O-Glykane3® und transmembrane

Proteinsequenzen'’4,

Die Sortierung von Proteinen in den hinteren Zellbereich, wie sie bei MIA auftritt, ist
demhingegen ungleich weniger aufgeklart. Besser als in Melanomzellen ist der Transport von
Proteinen in polarisierten Epithelzellen untersucht. Hier ist zum Beispiel bekannt, dass
Aquaporine (AQP) unterschiedlich verteilt werden. Wahrend AQP2 apikal transportiert wird,
sind AQP3 und AQP4 nur basolateral vorhanden®. Fiir die basolaterale Sortierung scheint oft
eine kurze zytoplasmatische Domane verantwortlich, wie sie unter anderem der LDL-Rezeptor
(low density lipoprotein)®>19%1 oder der Kit-Ligand (KitL)® besitzen. Dieses Strukturmotiv
(RNxDxxS/TxxS)33 ist in MIA allerdings nicht vorhanden. Fiir den basolateren Transport von

E-Cadherin in Epithelzellen ist beispielsweise Rabl1l verantwortlich’®. Als weitere wichtige

67



Diskussion

Molekiile fiir den basolateralen Transport wurden unter anderem Rab8, Cdc42 (cell division
control protein 42) und p1B identifiziert®™’°, Der genaue Mechanismus dieses Transports
konnte bis heute noch nicht aufgeklart werden, allerdings gibt es Hinweise, dass nicht alle
Proteine auf die gleiche Art sortiert werden. So konnten Ang et al. schon 2004 zeigen, dass
manche Proteine nicht direkt vom Golgi-Apparat, sondern tber REs (recycling endosome) zur

Plasmamembran transportiert werden®.

Der gerichtete Transport von Proteinen ist auch in Neuronen wichtig, die ebenfalls eine Gruppe
von polarisierten Zellen darstellen. Hier werden spezifische Proteine gezielt in Dendriten oder
das Axon transportiert'®%1%, Fiir diese Prozesse sind wiederum verschiedene Adapter- und
Motorproteine verantwortlich. Rab11 ist in diesem Zelltyp am Transport von beispielsweise
Intergin g oder B1 in den hinteren Bereich des Axons beteiligt®®. Der genaue Mechanismus bzw.
die entscheidenden Proteinstrukturen fir Interaktion und Transport konnten bislang allerdings
noch nicht aufgeklart werden, allerdings scheint eine Zusammenspiel mit RCP (Rab coupling
protein) notwendig®®. Der Neurotrophinrezeptor TrkB (Tyrosinkinase-Rezeptor B) wiederum
bendtigt eine Interaktion mit Rab27 um gerichtet im Axon vom Zellkbrper zur Synapse
transportiert zu werden®. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der anterograde axonale
Transport von Synaptophysin-positiven Vesikeln in Neuronen eine Beteiligung von Rab33a

voraussetzt??’.

Der direktionale Proteintransport ist allerdings nicht nur bei stationdren Zellen zu beobachten,
sondern spielt auch eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der Zellpolaritdt und der

76,132,336

Zellmigration . Wéahrend der Migration werden beispielsweise Integrine in Vesikeln

gerichtet zum vorderen Ende der Zelle transportiert!?®. Auch der Transport von MMPs in

Fokalkontakte3'? oder Invadopien*

erfolgt gerichtet und kann letztendlich das invasive
Potential von Tumorzellen erhéhen3?. Der migrationsabhéngige Transport von MIA ist also kein

Einzelfall, sondern ist auch bei anderen Proteinen zu beobachten.

Alles in allem zeigen diese Analysen, dass die Sekretion von MIA auch in nicht-Melanomzellen
moglich ist und die migrationsabhdngige Translokalisation auch in Hela-Zellen erfolgt.
Erkennung und Transport bzw. Sekretion scheinen also auf einem allgemeinen Mechanismus zu
beruhen, der nicht melanomspezifisch ist. So werden auch diverse Proteine, die am
intrazellularen Transport von Vesikeln beteiligt sind, von allen untersuchten Zelllinien
exprimiert. Zu nennen sind hier insbesondere die Mitglieder der Rab-Proteinfamilie, die an
Knospung, Transport und Fusion von Vesikeln beteiligt sind. Je nach Zelltyp kénnen verschiedene

Kombinationen von Rab-Proteinen exprimiert werden und je nach Tumorart sind zudem andere
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Rab-Proteine fehlreguliert!!®. Rab7 wird beispielsweise im Lungenkarzinom verstarkt
exprimiert?®, wahrend im Kolonkarzinom weniger Rab25 gebildet wird?®® und im
Ovarialkarzinom eine erhdhte Expression von Rab25 festgestellt werden konnte®?. Diverse Rab-
Proteine, wie zum Beispiel Rab7, Rab11 oder Rab27, werden sowohl von Melanomzellen als

t2227°91 und Ubernehmen

auch von den hier untersuchten HEK und Hela-Zellen hergestell
wahrscheinlich in den verschiedenen Zelltypen dhnliche Aufgaben. Der gerichtete Transport von
MIA kann demnach in allen Zellsystemen beobachtet werden, die die richtige Kombination aus
Adapter- und Transportproteinen exprimieren. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
bestatigen zudem, dass die untersuchten Zellsysteme die entscheidenden Kriterien erfiillen, um

im Weiteren den Transport und die Sekretion von MIA genauer zu untersuchen.

5.2 Identifizierung von MIA mit Signalpeptid

Wahrend der Untersuchungen dieser Arbeit wurde in verschiedenen Western Blots eine Bande
detektiert, die als MIA mit nicht gespaltenem Signalpeptid identifiziert werden konnte. Es
scheint also moglich, dass MIA zunachst als eine Art Vorlduferprotein synthetisiert wird und das

Signalpeptid erst posttranslational abgespalten wird.

Wie bereits unter 2.5.2 beschrieben, erfolgt die Prozessierung klassischer Signalpeptide
normalerweise kotranslational. Nach der Erkennung des Signalpeptids durch das SRP stoppt die
Translation des Proteins und geht erst nach Abspaltung des Signalpeptids weiter. Wenn diese
Art der Prozessierung fiir MIA zutrifft, hatte in Western Blot-Analysen jedoch nur die Bande des
maturen MIA-Proteins auftreten diirfen. Die Analyse zeigt jedoch nach Uberexpression von MIA
zwei Banden, sowohl in transfizierten Hela- als auch HEK-Zellen. Des Weiteren konnte diese
Bande auch in nicht-transfizierten Mel Ei- und Mel Ju-Zellen nach Anreicherung von MIA mittels
Zentrifugationsassay detektiert werden. Dies stellt einen Beweis dar, dass diese MIA-Form auch
im natirlichen System ohne experimentelle Uberexpression, wenn auch nur zu einem sehr
geringen Anteil, vorkommt. Die Untersuchung der beschriebenen Bande mittels LC-MS konnte
bestatigen, dass sich MIA in dieser befindet. Ein Nachweis des Signalpeptids per se war bislang
nicht erfolgreich. Da es sich hierbei allerdings um eine kurze, sehr hydrophobe
Aminosauresequenz handelt, ist der Nachweis Uiber diese Methode besonders schwierig. Die
Identifizierung von MIA in der MIA*-Bande stellt aber einen klaren Hinweis dar, dass es sich um

eine weitere, bislang noch nicht beschriebene Form von MIA handelt.

Proteine werden oft nicht gleich in ihrer maturen, sondern in Form von Vorlauferproteinen

(Praproteinen) synthetisiert. Insbesondere sekretierte Protein wie MIA kdnnen in diesem
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Zusammenhang erwahnt werden. Die Vorlauferproteine tragen spezifische N-terminale Signale,
die fur die Sortierung eine wichtige Rolle spielen. Sie bestimmen beispielsweise ob ein Protein
in ein spezifisches Kompartiment transportiert oder sekretiert wird. Die Prozessierung dieser
Proteine kann dabei in einem oder mehreren Schritten erfolgen. Das N-terminale Signalpeptid
von Praproinsulin wird zum Beispiel beim Eintritt des Proteins in das Endoplasmatische
Reticulum abgespalten'’’. Das entstandene Proinsulin wird daraufhin zum Golgi-Apparat
transportiert, wo durch die spezifischen Proprotein-Konvertasen 1 und 2 die C-Kette des
Proteins entfernt wird und Insulin seine endgiiltige Struktur erhalt'?*, Ein weiteres Beispiel sind
die sekretierten MMPs, die in ihrer Vorlauferform in Vesikeln zur duReren Zellmembran
transportiert werden. Sie hangen wahrend des Transports mit einem Ende in der
Vesikelmembran fest. Durch die Vesikelfusion mit der Zellmembran werden die MMPs nicht
sofort in den extrazellularen Raum abgegeben, sondern sind noch in der Zellmembran verankert.
Erst durch die Abspaltung des membranstindigen Teils |0st sich das mature MMP von der

Mutterzelle?’.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass eine posttranslationale Prozessierung von MIA keinen
Einzelfall in der Literatur darstellen wiirde. Auf den Einfluss des Signalpeptids und dessen
Prozessierung wird allerdings erst im weiteren Verlauf dieser Arbeit im Detail eingegangen (5.3

& 5.5).

5.3 Das Signalpeptid ist entscheidend fiir die Sekretion von MIA

Die Sortierung von Proteinen spielt eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben von Zellen. So
miissen bestimmte Proteine beispielsweise in den Zellkern, das Endoplasmatische Reticulum,
den Golgi-Apparat oder aus der Zelle transportiert werden, um ortspezifisch ihre Funktion
ausiiben zu kdnnen. Damit diese Proteine von den Zellen richtig erkannt und dann in das
entsprechende Kompartiment transportiert bzw. sekretiert werden kénnen, missen sie in
gewisser Weise markiert sein. Fir die klassische Sortierung und Sekretion ist dafiir ein

Signalpeptid verantwortlich.

Das MIA-Protein besitzt eine hydrophobe N-terminale Aminosduresequnez, die als Signalpeptid
fungiert. Die Analysen dieser Arbeit zeigen, dass MIA ohne dieses Signalpeptid nicht sekretiert
wird und lassen den Schluss zu, dass die Sekretion auf dem klassischen Transportweg lber ER
und Golgi-Apparat erfolgt194220:249.258309316  Djege Erkenntnis deckt sich mit den Ergebnissen
einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe, die zeigen konnte, dass die Sekretion von MIA

durch die Behandlung mit Brefeldin A, einem Stoff der den retrograden Transport vom
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Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Reticulum induziert und somit die Sekretion von
vesikular transportierten Proteinen inhibiert, verhindert wird?®. Es gibt allerdings auch Proteine
ohne klassisches Signalpeptid, die auf einem unkonventionellen Weg sekretiert werden.
Erstmals wurde dieser Mechanismus fiir Interleukin 1 (IL-1 beta) beschrieben?°*2>°, Mittlerweile
sind viele weitere Proteine bekannt, die ER/Golgi-unabhingig sekretiert werden?'!. Der
Wachstumsfaktor FGF2 ist ein gut beschriebenes Beispiel fir diesen Sekretionsweg, aber auch
Annexin A2, IL-1 alpha oder Galectine besitzen keine Signalpeptide und werden auf diesem
unkonventionellen Weg sekretiert'>*3%’. Da MIA ohne Signalpeptid weder mittels Western Blot,
noch ELISA im Uberstand transient transfizierter Zellen nachweisbar war, ist eine
unkonventionelle Sekretion des Proteins aber unwahrscheinlich. Zudem kann der
unkonventionelle Sekretionsweg nicht durch die Hemmung des Transports durch den
ER/Golgi-Komplex inhibiert werden, wie es wie bereits erwdhnt bei MIA moglich ist?®3. Die
Analyse von MIA ohne Signalpeptid bestatigt also die Annahme, dass MIA auf dem klassischen

Weg sekretiert wird und dass das Signalpeptid fiir diesen Prozess zwingend notwendig ist.

Die Lokalisation von MIA ohne Signalpeptid in Hela-Zellen konnte bislang nicht eindeutig
definiert werden. Es konnten sowohl migrierende Zellen detektiert werden, in denen MIA
hinten, als auch solche, in denen MIA vermehrt vorne vorlag. Wie es zu dieser unterschiedlichen
Verteilung kommen kann, ist bislang noch nicht aufgeklart. Da die Sekretion von MIA durch das
Signalpeptid gesteuert wird, konnte man generell davon ausgehen, dass die
migrationsabhangige Lokalisation im hinteren Zellbereich ebenfalls durch das Signalpeptid und
den damit verbundenen vesikularen Transport ermdglicht wird. Ohne das Signalpeptid wirde
MIA somit die Fahigkeit zu migrationsabhangigen Translokation in den hinteren Zellbereich
verlieren und gleichmaRig im Zytosol vorliegen, wie es auch teilweise beobachtet wurde. Wie es
manchmal doch zu einer Akkumulation von MIA ohne Signalpeptid sowohl im hinteren als auch
im vorderen Bereich von migierenden Zellen kommt ist noch unklar. Moglicherweise interagiert
MIA mit Proteinen auf der AuRenseite bestimmter Vesikel und kann dadurch in der Zelle verteilt
werden. Beschrieben wurde bereits der Transport von Proteinen durch sogenannte signal
patches, 3-dimensionale Strukturen die erst im fertig gefalteten Protein entstehen, ermoglicht
wird?>3%, Der Transport von Cathepsin B in den Zellkern? oder die Sekretion von Ovalbumin?**
wird beispielsweise auf diese Art gesteuert. Dass MIA ohne Signalpeptid ebenso wie Wildtyp
MIA gerichtet in der Zelle transportiert werden zu kdnnen scheint, spricht dafiir, dass die
Lokalisation von MIA nicht allein durch das Signalpeptid, sondern eventuell auch durch andere
Strukturen des Proteins mitbestimmt wird. Eine Mutagenese verschiedener Aminosauren auf

der Oberflache von MIA kénnte helfen die Strukturen zu ermitteln, die moglicherweise an der
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Sortierung von MIA in spezielle Vesikel und dadurch am gerichteten Transport beteiligt sind. Der
alleinige Einfluss des Signalpeptids kdnnte zudem in weiteren Studien durch die Analyse eines
griin fluoreszierenden Proteins, welches N-terminal mit dem Signalpeptid von MIA markiert ist,
untersucht werden. Wird die Lokalisation und Sekretion durch das Signalpeptid bestimmt, sollte
das MIA-Signal-GFP-Konstrukt in migrierenden Zellen im hinteren Bereich akkumulieren und

zudem das GFP sekretiert werden.

5.4 Einfluss der Dimerisierung auf Transport und Sekretion von MIA

Der Einfluss der Dimerisierung auf den gerichteten Transport und die Sekretion von MIA wurde
durch die Untersuchung der dimerisierungsunfahigen MIA-G61R-Mutante bestimmt. Die
durchgefihrten Analysen zeigen, dass der gerichtete Transport und die Sekretion von

MIA-Monomeren moglich sind und nicht von der Dimerisierung des Proteins abhangen.

Im Allgemeinen ist es so, dass die Dimerisierung von Proteinen eine entscheidende Rolle fiir ihre

338

Funktionalitat haben kann. So sind beispielsweise die Lipoprotein Lipase*® oder die Endothaliale

118 nur als Dimere funktionell aktiv. Dies konnte bereits auch fiir MIA bewiesen werden?®.

Lipase
Durch die Untersuchung verschiedener Mutanten konnte eine direkte Verbindung mit der
Funktionalitdt des Proteins hergestellt werden®®. Die Analysen zeigten, dass mit nicht-
dimerisierungsfahigen MIA-Mutanten behandelte Mel Im-Zellen in vitro eine reduzierte
funktionelle Aktivitdt aufweisen. Die Inhibition der Dimerisierung durch den Einsatz des
Dodecapeptids AR71 konnte dies bestdtigen und zeigte zudem im Mausmodell, dass die
intravenése Behandlung mit AR71 zu einer reduzierten Metastasenbildung fiihrt®°. Inwieweit
die Dimerisierung von MIA auch eine Rolle fiir den Transport bzw. die Sekretion spielen kénnte,
wurde allerdings bislang noch nicht untersucht. Es ist jedoch bereits bekannt, dass fir den
Transport einiger Proteine deren Dimersierung notwendig ist. So weist Prenylin beispielweise
eine C-terminale Domane auf, die notwendig fiir die Dimerisierung des Proteins ist. Durch
Punktmutationen konnte gezeigt werden, dass der Transport von Prenylin vom
Endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat nur funktioniert, wenn die Dimerisierung des

Proteins erfolgen kann'’®

. Die Dimerisierung der Lactase-Phlorizin Hydrolase (LPH) findet
ebenfalls im Endoplasmatischen Reticulum statt und ist notwendig flir den weiteren Transport
des Proteins?®. Die Analyse nicht-dimerisierungsfahiger Mutanten zeigte eine Akkumulation der
LPH im ER und schlieRlich eine Degradation des Proteins. Im Gegensatz dazu zeigen die
Untersuchungen dieser Arbeit, dass die Dimerisierung weder die Lokalisation noch die Sekretion

von MIA beeinflusst. Die dimerisierungsunfahige MIA-G61R-Mutante ist ebenso wie Wildtyp

MIA in migrierenden Hela-Zellen im hinteren Zellteil lokalisiert und wird sekretiert. Die
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Sekretion dieser Mutante ist im Vergleich zu wtMIA sogar erh6ht und demonstriert damit

eindeutig, dass die Dimerisierung fiir diese Prozesse nicht notwendig ist.

Die erhohte Sekretionsrate von MIA-G61R lasst die Vermutung zu, dass die Monomerisierung
den Transport oder die spatere Sekretion des Proteins begiinstigt. Allgemein werden fir die
Abgabe von Proteinen aus dem ER zwei verschiedene Mechanismen postuliert, die
wahrscheinlich beide zeitgleich ablaufen. Neben der ungerichteten Abschniirung von Vesikeln
mit ihrer Fracht nach dem Prinzip des Massenstroms (bulk flow)3'’, der sowohl monomeres als
auch dimeres MIA transportieren wirde, kommt es ebenso zur Konzentrierung bestimmer
Proteinen im ER bevor sie weiter zum Golgi-Apparat gelangen!*1°¢, Es gibt also ebenfalls Vesikel,
die Proteine mit entsprechenden Motiven erkennen und bevorzugt transportieren?!2, Wenn MIA
ein solches Signal besitzt, und dieses moglicherweise durch eine bereits im ER auftretende
Dimerisierung verdecket sein wiirde, konnte dies zu einer geringeren Sekretion von Wildtyp MIA
im Vergleich zu dimerisierungsunfdahigen Formen kommen. Da MIA Head-to-Tail-Dimere bildet,
musste zwar eine Erkennungsstelle stets zugadnglich bleiben, allerdings kéonnte durch die
Dimerisierung der Prozess insgesamt gestort sein. Wo in der Zelle genau die Dimerisierung von
MIA stattfinden kann und ob der intrazelluldre Transport nur als Monomer oder auch als Dimer
moglich ist, ist bis heute auch noch nicht aufgeklart und kénnte Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.

5.5 Prozessierung des Signalpeptids von MIA

Die bisherigen Analysen dieser Arbeit zeigen, dass die Dimerisierung nicht entscheidend fiir den
Transport und die Sekretion von MIA ist, aber dass eine Sekretion ohne das Signalpeptid nicht
moglich ist. Um weitere Erkenntnisse (iber die Funktion und die Prozessierung des Signalpeptids
zu erhalten, wurden deshalb verschiedene MIA-Mutanten analysiert. Durch die Untersuchungen
konnten Mutationen identifiziert werden, die das unter 4.1.3 beschriebene Bandenmuster aus
MIA und MIA* sowie die Sekretion nicht beeinflussen, als auch Mutationen, die eine
Veranderung des Bandenmusters bewirkten und einen Stopp der Sekretion zur Folge hatten. Die
Sekretion von MIA ist demnach durch das Signalpeptid modulierbar. Interessanterweise hatten
die Mutationen jedoch keinen Einfluss auf die migrationsabhangige Akkumulation von MIA im
hinteren Zellbereich, selbst wenn sie die Sekretion des Proteins verhinderten. Darliber hinaus
konnten durch die Analyse von MIA mit dem Signalpeptid von E-Cadherin und die Modulation
des intrazelluldaren Vesikeltransports Hinweise gefunden werden, dass die Prozessierung des

Signalpeptids moglichweise in zwei Schritten erfolgt.
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Die Prozessierung bzw. Spaltung eines typischen Signalpeptids findet wie beschrieben
normalerweise wdhrend der Translation des Proteins ins Lumen des ERs statt. Je nach Struktur
kann das Signalpeptid allerdings auch in der Membran des Endoplasmatischen Reticulums
verankert bleiben, ohne dass es von einer Signalpeptidase (SPase) abgeschnitten wird. Dies ist

beispielweise bei Transmembranproteinen beschrieben?®,

Dass Western Blot Analysen nach Uberexpression sowohl Wildtyp MIA mit Signalpeptid als auch
ohne Signalpeptid aufweisen, ist ein Indiz dafir, dass die Spaltung des Signalpeptids nicht
kotranslational stattfindet. Durch die Anreicherung von MIA mittels Zentrifugationsassay konnte
zudem bestatigt werden, dass auch im natirlichen System eine geringe Menge MIA mit nicht
gespaltenem Signalpeptid vorliegt. Eine mogliche Erklarung fur das Auftreten dieser MIA-Form
ist, dass die Translokation von MIA ins Endoplasmatische Reticulum posttranslational erfolgt.
Auf diese Weise konnte sowohl MIA mit Signalpeptid als auch MIA ohne Signalpeptid detektiert
werden. Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass Signalpeptide fiir eine posttranslationale
Translokation im Vergleich zu normalen Signalpeptiden weniger hydrophob sind®21° und das
Signalpeptid von MIA jedoch einen sehr hydrophoben Kernbereich besitzt (Aminosauresequenz:
LGVIILL). Zudem sind Vorlauferproteine, die posttranskriptionell ins ER transportiert werden,
normalerweise weniger als 75 Aminosduren lang?®, wie es beispielsweise bei Melittin?®2 oder

)%2 zu beobachten

Gla (peptide with amino-terminal glycine and carboxyl-terminal leucinamide
ist. MIA besteht demhingegen aus 131 Aminosauren und scheint daher nicht dieses Kriterium zu
erfillen. Die Struktur des Signalpeptids und die GréRBe von MIA sprechen also dafiir, dass die
Translokation ins ER kotranslational stattfindet. Demnach misste das Vorhandensein von MIA
mit Signalpeptid durch eine posttranslationale Spaltung des Signalpeptids erklart werden. Fir
die Spaltung membranstandiger Proteine oder Signalpeptide sind verschiedene
Intramembranproteasen verantwortlich. Das besondere an diesen Proteasen ist, dass ihr aktives
Zentrum im Inneren der Zellmembran liegt. Prinzipiell werden Site-2 Proteasen (S2P)%,
Rhomboidasen®?!, Presenilin'’®, Signalpeptidpeptidasen (signal peptide peptidase, SPP)!* und
SPP-dhnliche (SPPL)*® unterschieden®’!. Die Rhomboidasen stellen eine Gruppe von
Serinproteasen dar, die zuerst in der Fruchtfliege entdeckt wurden. Diese Gruppe von
Intramembranproteasen besitzt sieben Transmembranregionen und kommt hauptsachlich im
Golgi-Apparat vor3®, Sie sind beispielsweise fiir die Aktivierung von Spitz, einem EGF-dhnlichen
Protein, verantwortlich und induzieren durch die Prozessierung dessen Sekretion. Neue
Erkenntnisse weisen darauf hin, dass Rhomboidasen auch in der Zellmembran vorkommen und
sie in Tumorzellen verstérkt exprimiert sein kénnen'®9341, RHBDL2 (Rhomboid-like protein 2) ist

beispielsweise in der Lage EGF nach der Transmembrandomane zu schneiden und dadurch
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dessen Sekretion zu erméglich?. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Aktivierung der EGF-Rezeptoren
und somit der Signalweiterleitung von Wachstumsfaktoren. Es gibt allerdings auch ER-standige
Rhomboidasen, die offenbar gemeinsam mit den eng verwandten iRhoms, welche kein aktives
Zentrum besitzen, an der ER-assoziierte Degradation (ERAD) von Proteinen beteiligt sind®**Y’.
Eine weitere Gruppe von Proteasen, die nach dem Endoplasmatischen Reticulum aktiv sein
konnen, sind die Proprotein Konvertasen. Ein bekanntes Beispiel dieser Gruppe ist Furin,
welches unter anderem MT1-MMP, den TGF-beta 1 Vorlaufer oder den Willebrand Faktor
aktivieren kann»16%237320 Eyrin kommt sowohl im Golgi-Apparat als auch in der Zellmembran
vor und kann die Invasivitdt von Tumorzellen, durch eine gesteigerte Prozessierung von Tumor-
assoziierten Proproteinen, erhéhen®!. Diese Vielzahl an beschriebenen Intramembranproteasen
konnte prinzipiell flir eine posttranslationale Prozessierung des Signalpeptids von MIA in
verschiedenen Kompartimenten der Zelle verantwortlich sein. Eine posttranslationale
Prozessierung des Signalpeptids im ER wurde beispielsweise fiir HIV-1 gp120 beschrieben’%172,

scheint aber nur bei posttranslational translozierten Proteinen vorzukommen.

Durch die Mutagenese des Signalpeptids konnten verschiedene Aminosauren identifiziert
werden, die die Prozessierung des Signalpeptids modulieren und teilweise Einfluss auf die
Sekretion von MIA nehmen. Eine mogliche Erklarung fiir die veranderten Bandenmuster ware,
dass die Prozessierung des Signalpeptids manchmal fehlerhaft ist. Die Mutationen kdnnten
moglicherweise die Erkennung der Spaltsequenz durch ER-membranstandige Signalpeptidasen
beeinflussen, wodurch ein verandertes Schnittmuster induziert wird, wie es fir verschiedene
Mutanten durch die in silico-Analyse mittels SignalP (4.4) bereits vorausgesagt wurde. Anstatt
einer vollstandigen Prozessierung des Signalpeptids kdonnte beispielsweise nur ein Teil des
Peptids entfernt werden, was sich im Auftreten der mittleren Bande widerspiegeln wiirde. Je
nach Mutation koénnte die Erkennung und Spaltung des Signalpeptids teilweise, wie
beispielsweise bei MIA-F17D, oder ganz, wie bei MIA-V22D, beeinflusst werden. Eine einzige
mittelgroRe Bande (MIA-V22D) wiirde demnach auf eine immer falsche Spaltung
zurtickzufiihren sein und das Auftreten von drei Banden (MIA-F17D) auf eine nur eingeschrankt
richtige Prozessierung hinweisen. Warum bei Auftreten der mittleren Bande jedoch fast immer
kein MIA mit Signalpeptid mehr gefunden werden konnte ist noch unklar. Eventuell wird das
Signalpeptid bei diesen Mutanten ausschlielRlich kotranslational entfernt, weshalb kein MIA mit
Signalpeptid detektiert werden kann. Eine andere Moglichkeit ware, dass die Prozessierung
dieser Mutanten besser funktioniert, und deshalb keine Akkumulation von MIA* im ER auftritt
oder dass die Syntheserate dieser Mutanten verringert ist und das System deshalb nicht

Uberladen ist. Gegen den letzten Punkt spricht allerdings, dass sich die Expression und
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Proteinmenge in den Analysen nicht von den normal prozessierten Mutanten unterscheidet. Die
Mutationen kdnnten allerdings auch die Erkennung des Signalpeptids durch das SRP verhindern.
Dadurch wiirde die Synthese von MIA komplett im Zytosol stattfinden und somit die Sekretion
Uber den klassischen ER/Golgi-Komplex ausschlieRen. Diese Theorie erklart zwar warum
verschiedene Mutanten nicht mehr sekretiert werden kénnen, allerdings sollte es nicht zu einer
Verschiebung des Bandenmusters in detektierter Art kommen. Wenn MIA nicht mehr ins ER
transportiert wird, sollte nur eine einzige MIA-Bande detektierbar sein, die der Gr6Re von MIA*
entspricht. Die Analyse zeigte jedoch eine mittelgroRe Bande und widerspricht somit dieser
Idee. Die drei Banden von MIA-F17D stellen dariiber hinaus einen ersten Hinweis dar, dass die
Spaltung des Signalpeptids unter Umstanden auch in zwei aufeinander folgenden Schritten
erfolgen konnte. Auf diese Theorie wird spater nochmals genauer eingegangen. Auffalligerweise
hat keine Mutation die migrationsabhangige Akkumulation von MIA im hinteren Zellbereich
beeinflusst, selbst wenn die Mutanten nicht mehr sekretiert wurden. Dies ist ein Indiz dafir,
dass der gerichtete Transport von MIA nicht durch das Signalpeptid definiert wird, sondern

dieses nur eine Rolle fiir die Sekretion des Proteins spielt.

Weitere Hinweise auf die Prozessierung und den gerichteten Transpoprt von MIA konnten die
Analysen von E-CAD-MIA liefern. E-Cadherin besitzt ebenso wie MIA ein N-terminales
Signalpeptid, welches den Transport ins Endoplasmatische Reticulum steuert. E-Cadherin wird
zunachst als 140 kDA groRes Proprotein synthetisiert und erst im Golgi-Apparat seine
N-terminale Pro-Region durch Proprotein Konvertasen abgespalten und damit in seine aktive

Form uberfiihrt%22°,

E-Cadherin wird dann ungerichtet von den Zellen zur &uReren
Zellmembran transportiert und ist somit iberall in der Zellmembran zu finden®’. Die Analyse
des chimaren E-CAD-MIA-Proteins, bestehend aus dem Signalpeptid von E-Cadherin und dem
maturen MIA-Protein, zeigt eine Akkumulation von E-CAD-MIA im hinteren Teil von
migrierenden Hela-Zellen und deutet damit an, dass das Signalpeptid von E-Cadherin entgegen
den Erwartungen nicht den gerichteten Transport beeinflusst. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die Information flr den gerichteten Transport von MIA im maturen Protein kodiert sein kdnnte.
Die Analyse des Bandenmusters von E-CAD-MIA zeigt in allen getesteten Zelllinien drei
verschiedene Banden, die MIA, MIA* und einem Protein mittlerer Gr6Re entsprechen. Dies
kénnte einerseits bedeuten, dass die Prozessierung dieses Signalpeptids in zwei Schritten
erfolgt, oder andererseits, dass die Spaltstelle mit dem nachgeschalteten MIA-Protein nicht

eindeutig von den Signalpeptid Peptidasen erkannt werden kann und somit ein gewisser Teil der

Mutanten falsch geschnitten wird und dadurch die Bande mittlerer GréRe entsteht. Die
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Sekretion von E-CAD-MIA ist im Vergleich zu Wildtyp MIA zwar reduziert, allerdings wird MIA

immer noch sekretiert.

Eine Prozessierung des Signalpeptids in zwei Schritten, wie sie aus den Beobachtungen von
Hela-Zellen postuliert werden kann, wurde fir das Endoplasmatische Reticulum noch nicht
dokumentiert. Es ist allerdings bekannt, dass zum Beispiel von dem Signalpeptid von OTC
(Ornithin-Transcarbamylase) beim Eintritt in ein Mitochondrium zunachst die ersten 24
Aminosauren und erst spater nochmals 8 Aminosduren entfernt werden??. Die Prozessierung
des Signalpeptids von MDH (Malatdehydrogenase) erfolgt ebenfalls in zwei Schritten®2,
Generell ist die Prozessierung eines Signalpeptids in zwei Schritten also durchaus moglich. Da
die Analyse der verschiedenen Mutanten kein klares Bild Gber die Spaltung des Signalpeptids
liefern konnte, wurden im weiteren Verlauf verschiedene Methoden zur Eingrenzung der
Prozessierung getestet. Zunachst wurde durch den Einsatz von verschiedenen
Proteaseinhibitoren versucht, die Prozessierung von MIA zu unterdriicken. Dies scheiterte
jedoch aufgrund der hohen Toxizitat der Inhibitoren. In einem weiteren Schritt sollte tiberprift
werden, ob das Signalpeptid evtl. im Golgi-Apparat durch die bereits beschriebenen
Rhomboidasen prozessiert wird. Die Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren fiihrte allerdings
ebenfalls nicht zu einem Ergebnis, da entweder durch kurze Behandlungszeiten keine Effekte
auftraten oder die Zellen bei steigender Behandlungszeit starben (Daten nicht gezeigt). Anstatt
die Proteasen zu inhibieren, wurde deshalb der intrazelluldre Vesikeltransport moduliert.
Dadurch sollte insbesondere die Frage beantwortet werden, ob das Signalpeptid von MIA schon
im ER oder erst spater abgespalten wird. Kommerziell erwerbliche Inhibitoren des
Golgi-Transports beruhen auf einem Zerfall dessen und der Rickwandlung zum
Endoplasmatischen Reticulum. Durch den Einsatz dieser Chemikalien werden somit auch alle
Golgi-spezifischen Enzyme ins ER zurlickgebracht, weshalb sich diese Inhibitoren nicht fiir unsere
Untersuchungen eigneten. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit direkt
verschiedene Proteine manipuliert, die am intrazellularen Vesikeltransport beteiligt sind. Ziel
war es, durch die Inhibition des vesikularen Proteintransports vom ER zum Golgi-Apparat, des
intra-Golgi bzw. des Golgi-Zellmembran Transports, den genauen Ort der Prozessierung des
Signalpeptids von MIA zu definieren. Im Zuge dessen wurden verschiedene Rab-Proteine
analysiert. Insbesondere wurde der Einfluss von Rab1A, Rab6A und Rab11A auf den Transport
von MIA untersucht. Rab1l ist notwendig flir den anterograden Transport von Vesikeln vom
Endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat'’3*’. Dementgegen ist Rab6 am retrograden

t214

Transport vom Golgi zum ER beteiligt**. Fir Rab1l wurde beschrieben, dass es an der

179

basolateralen Sortierung von E-Cadherin'” und des VSV G Proteins (vesicular stomatitis virus)®
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beteiligt ist und notwendig fiir den Transport der Vesikel vom Golgi-Apparat zur Zellmembran

ist.

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten keinen direkten Einfluss der oben genannten
Rab-Proteine auf die Sekretion von MIA nachweisen. Die Prozessierung des Signalpeptids wird
in Hela-Zellen, jedoch nicht in HEK-Zellen, durch den Knock-down von Rabl und Rabl1l
beeinflusst. Hier entsteht jeweils zusatzlich zu MIA und MIA* eine Bande mittlerer GréRe. Die
Manipulation von Rab1l sollte zu einer Anreicherung von MIA im ER und der Knock-down von
Rab11 zu einer Akkumulation im Golgi-Apparat flihren. Dass die mittlere MIA-Bande schon nach
der Behandlung mit siRNA gegen Rab1 auftritt, ist in ein Indiz dafiir, dass die Prozessierung des
Signalpeptids von MIA in zwei Schritten ablaufen kénnte, wobei die erste Prozessierung bereits
im ER auftritt. Das Auftreten der Bande durch Manipulation von Rab11 kdnnte dafiir sprechen,
dass MIA nach der ersten Prozessierung zum Golgi-Apparat weiter transportiert wird, aber erst
beim Austritt aus diesem oder zu einem noch spateren Zeitpunkt das Signalpeptid komplett
entfernt wird. Da MIA nach jedem Knock-down allerdings immer noch sekretiert wird und der
GroRteil des Proteins komplett prozessiert in den Proteinextrakten gefunden werden kann,
scheinen definitiv noch andere Proteine als Rabl und Rab11 am Transport von MIA beteiligt zu
sein. Das Auftreten der mittleren Bande konnte ebenfalls nach Expression von dominant
negativem Sarlp (Sarlp-H79G) beobachtet werden. Dies sollte zu einer Akkumulation von MIA
im Endoplasmatischen Reticulum fiihren, da durch den Verlust von Sarlp keine Vesikel mehr aus
dem ER abknospen kénnen. Dass MIA bei jedoch gleichzeitiger Expression von Sarlp-H79G
weiterhin schwach sekretiert wird, ist vermutlich dadurch zu erkléren, dass keine
hundertprozentige Transfektionseffizienz vorlag und somit einige Zellen immer noch funktionell
aktives Sarlp exprimieren. Durch die Expression konnte jedoch erneut in Hela-Zellen eine
MIA-Bande mittlerer GroRe erzeugt werden, wie sie auch nach dem Ausschalten von Rab1l zu
beobachten ist. Die Inhibition der Vesikelabknospung aus dem ER geht also in beiden Fallen mit
der Entstehung einer mittlgrofen MIA-Bande einher. Dieses Ergenbis bekraftigt somit die
Annahme, dass die Prozessierung von MIA in zwei Schritten erfolgt. In HEK- und Mel Ei-Zellen
nimmt durch gleichzeitige Expression von MIA und Sarlp-H79G die Menge an prozessiertem
MIA zu, ohne dass eine mittlere Bande auftritt.

Die Zunahme an prozessiertem MIA resultiert wahrscheinlich daraus, dass MIA zwar von den
Zellen prozessiert aber nicht mehr sekretiert wird. Warum allerdings in diesen Zelllinien keine

mittlere Bande auftritt, ist noch unklar und soll Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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5.6 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung von MIA keinen Einfluss
auf den migrationsabhangigen Transport in den hinteren Zellbereich hat und nicht notwendig
fiir die Sekretion des Proteins ist. Flr diese ist jedoch das Signalpeptid zwingend erforderlich.
Des Weiteren konnten verschiedene Aminosauren identifiziert werden, die fiir eine korrekte
Prozessierung des Signalpeptids und die Sekretion von MIA wichtig sind, jedoch nicht dessen
Lokalisation beeinflussen. Zudem gibt es verschiedene Hinweise, dass die Spaltung des
Signalpeptids nicht kotranslational sondern erst spater und mdoglicherweise in zwei Schritten
erfolgt. Dies konnte allerdings nicht vollstandig aufgeklart werden und bleibt daher Gegenstand
weiterer Untersuchungen. Die migrationsabhangige Akkumulation von MIA im hinteren
Zellbereich scheint dariber hinaus im maturen Protein kodiert zu sein und nicht wie bislang

angenommen allein durch das Signalpeptid bestimmt zu werden.
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6 Material und Methoden

6.1 Materialien

6.1.1 Aligemeine Materialien

BD Discovery Labware Falcon™, Boston, USA  Einmalartikel fiir Zellkultur, Polystyrene
Round-Bottom Tubes

4-Chamber-Slide Kammer fur
Immunfluoreszenz

Behrens, Hamburg Agar

Bio-Rad, Miinchen Immun-Blot™ PVDF Membran,

Precision Plus Protein™ Standard
Kaleidoscope™

BioWhittaker Molecular Applications, SeaKern® LE Agarose
Rockland, USA

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf Biozym LE Agarose
Braun, Frankfurt am Main Aqua injectable
Carl Zeiss, Miinchen-Hallbergmoos AxioCam, MR Grab Software

GE Healthcare, Buckinghamshire, England Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection System,

Amersham Hyperfilm™

Protein G Sepharose™

GraphPad Software Inc., San Diego , USA GraphPad Prsim 5.04 Software

Invitrogen, Carlsbad, USA Alexa Flour® 594 goat anti-rabbit
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J. T. Baker, Griesheim

New England Biolabs, Ipswich, USA

PAA Laboratories Inc., Dartmouth, USA

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Pierce/Peribo Science, Bonn

Qiagen, Hilden

BCIP/NBT-Losung

Digitonin (5 %)

Lipofectamine Plus™ Reagent,
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Kit,
Ready-Load™ 100bp und 1 kb DNA Ladder,
TOPO° TA Cloning Kit Dual Promoter

SilverQuest™ Silver Staining Kit

Ethanol, Methanol und alle nicht weiter
aufgefiihrten flissigen Chemikalien

Restriktionsendonukleasen,

NEB Puffer fur Restriktionsenzyme,
T4 DNA Ligase,

Antarktische Phosphatase,

NEB DH10-beta competent E.coli

dam’/dmc competent E. coli

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM),

Phosphate Buffered Saline (PBS)
RPMI 1640

Fotales Kalberserum (FKS),

Penicillin/Streptomycin

BCA Protein Assay Kit

HiSpeed™X Plasmid Midi Kit,
QlAquick” Gel Extraction Kit,
HiPerFect Transfection Reagent,

siRNAs
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Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

TaKaRa Bio INc., Shiga, Japan

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

VWR, Darmstadt

Whatman International Ltd., Maldstode,
England

Taq’-DNA Polymerase,

RNase A,

dNe-Primer,

LightCycler°480 SYBR Green | Master,
Ethidiumbromid

MIA-ELISA

Roti’ Load1 4x denaturierend

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in
Pulverform in p.a. Qualitat

Acrylamid 40 % Losung,

Ampicillin, Bromphenolblau, BSA, DMSO,
DTT, TEMED, SDS, Tween-20, Trypsin

SYBR® Premix Ex Tag™ (Perfect Real Time)

Vectashield” Mounting Medium with DAPI

96-well Platten fiir BCA-Messungen, Lab-
Tek™ Chamber Slides

Whatman 3MM Filterpapier,

82



Material und Methoden

6.1.2 Gerdte
Autoklaven

Tuttnauer/Systec, Wettenberg

Blotapparaturen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Brutschranke

Heraeus, Hanau

Gelelektrophoreseapparaturen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Heiz- und Kiihlblécke

Eppendorf, Hamburg

Mikroskope

Carl Zeiss, Jena

Leica Microsystems CMS GmbH, Bensheim

Spannungsgerate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tischautoklav Modell 2540 EL,

Autoklav 2540 EK

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

Zellinkubator CO,-Auto Zero,
Begasungsbrutschrank BB6220,

CO,-Inkubator HeraCell 240

Wide Mini Sub® Cell GT

Thermomixer 5436,
Thermomixer comfort,

Thermomixer compact

Axiovert 10, Axiovert 200, Axio Imager Zeiss
Z1 Fluoreszenzmikroskop

DM IL Type 090-135.001

PowerPac basic,

PowerPac HC
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GE Healthcare Life Science, Freiburg

Sterilwerkbdnke

Heraeus, Hanau

Thermocycler

Roche Diagnostics, Mannheim

Waagen

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Kisker, Steinfurt

Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Gerdte

BD Bioscience, San Jose, USA

Biihler, Edmund, Tibingen

Heidolph, Kelheim

Electrophoresis Power Supply 1001,
Electrophoresis Power Supply 301

LaminAir HB 2448

HeraSafe KS 18

LightCycler® 480

R160P,
L2200S

MiniSpin Plus,

Centrifuge 5810R

Biofuge 13,

Biofuge 22R,

Megafuge 1.0

Tischzentrifuge

LC Carousel Centrifuge

Durchflusszytometer FACSCanto™ I

Schittler SM25

Magnetrithrer MR2000,
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IKA-Labortechnik, Staufen

MWG Biotech, Ebersberg

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Savant, New York, USA

WTW, Weilheim

Magnetriihrer MR2002

Vortexer REAX 2000

Schittler IKA-Vibrax VXR

ELISA-Reader Emax

Geldokumentationssystem 2001i

Nanodrop® ND1000 UV/Vis
Spektralphotometer,

Nanodrop® ND2000 UV/Vis
Spektralphotometer

Speedvac Concentrator SC 110

pH-Meter pH522
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6.1.3 Bakterien

Bezeichnung

Genotyp

dam’/dmc Competente E.
coli K12-Bakterienstamm
(NEB, C2925)

DH10-beta™ E. coli (High

Efficiency) K12-
Bakterienstamm (NEB,
C3019)

XL1-Blue
Superkompetente E. coli
(Agilent, 200236)
(QuickChange 1)

XL2-Blue MRF
Ultracompetent cells

(Stratagene, 200151)

TOP10F’ (TOPO-Cloning)

ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 ginV44 galk2 galT22 mcrA
dcm-6 hisG4 rfbD1 R(zgb210::Tn10) Tet® endA1 rspl136 (StrR)
dam13::Tn9 (Cam®) xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

araD139 A(ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (80 A(lacZ)M15)
mcrA galU recAl endA1 nupG rpsL (Str®) A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
laclfZAM15 Tn10 (Tet")]

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac [F' proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet")Amy
Cam']

F* [laclg Tni0 (TetR)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1l nupG
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6.1.4 Zelllinien

Zelllinie Herkunft

HEK-293 Humane embryonale Nierenzelllinie

Hela Humane epitheliale Zervixkarzinomzelllinie

Mel Ei Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Im Humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase

Mel Ju Humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase

Mel Juso Humane Melanomzelllinie aus Primartumor (DSMZ-Nr. ACC74)
SkMel 28 Humane Melanomzelllinie aus Primartumor (ATCC-Nr. HTB-72)

6.1.5 Vektoren

pCMX-PL1

Das pCMX-PL1 Plasmid wird zu Expression von Genen in Saugerzellen verwendet. Die

verschiedenen MIA-Mutanten wurden in diesem Vektor kloniert.

PEGFP-N1

Die Klonierung in den pEGFP-Vektor erlaubt die Verknlpfung eines Proteins mit einem griin
fluoreszierenden Protein (GFP). Bei der Expression wird das entsprechende Protein mit
C-terminal gekoppeltem GFP translatiert und ermoglicht so die Visualisierung im

Fluoreszenzmikroskop.

phMGFP

Die Klonierung in den phMGFP-Vektor (Promega) erlaubt die Verknlipfung eines Proteins mit
einem grin fluoreszierenden Protein (GFP). Bei der Expression wird das entsprechende Protein
mit C-terminal gekoppeltem GFP translatiert und ermdéglicht so die Visualisierung im

Fluoreszenzmikroskop.

pcDNA3

Zur konstitutiven Expression von Genen in Sdugerzellen kann das pcDNA3 Plasmid (Invitrogen,

Carlsbad, USA) verwendet werden.
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pCRII-TOPO

Die Klonierung in TOPO-Plasmide (Invitrogen, Carlsbad, USA) erlaubt es, PCR Produkte direkt in
den Vektor, ohne Verwendung von Restriktionsenzymen, zu ligieren. Da die Orientierung des
PCR-Produkts wahrend des Einbaus nicht beeinflusst werden kann, tragen nur 50 % der

transgenen Vektoren das Insert in der richtigen Orientierung.

6.1.6 Rekombinante Proteine und Antikorper

6.1.6.1 Rekombinante Proteine
Als Ladekontrolle fir Western Blot-Analysen wurden 35 ng rekombinantes humanes MIA

eingesetzt.

6.1.6.2 Primare Antikérper

Antikorper Hersteller Anwendung Verdiinnung

MIA 7638 Il BioGenes (Berlin) Western Blot 1:2000

MIA 7638 Il BioGenes (Berlin) Immunfluoreszenz 1:200

MIA 7638 Il BioGenes (Berlin) FACS 1:500

B-Aktin Sigma-Aldrich Western Blot 1:5000
6.1.6.3 Sekundare Antikorper

Antikorper Hersteller Anwendung Verdiinnung

Anti-mouse AP Cell Signaling Western Blot 1:5000

Anti-rabbit AP Cell Signaling Western Blot 1:2000

Anti-rabbit Alexa Fluor 594 Invitrogen Immunfluoreszenz 1:150

Anti-rabbi FITC Dako (Hamburg) FACS 1:50

* AP = Alkalische Phosphatase
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6.1.7 Oligonukleotide

6.1.7.1 Oligonukleotide fiir Expressionsanalyen (qRT-PCR)

Primername Nukleotidsequenz (forward/reverse)

B-Aktin (human) 5-CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC-3‘/
5-GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3*

FYCO1 (human) 5-CCTGGCGTCGAGGGGCTTTG-3/
5-TGCATGCGCTCCCGTAGCTG-3'

MIA (human) 5-CATGCATGCGGTCCTATGCCCAAGCTG-3‘/

5-GATAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC-3'

Rabl 5‘-CACAGCAGGCCAGGAAAGAT-3//
5-GCACTGGTTTCCAAAAACGGA-3'

Rab3A 5-TGCAGGACGTCACGGAGGACTG-3//
5-“AAGGCAGGCGTGAACGAGTCG-3'

Rab3B 5‘-ACCGTCACGAGAAGCGGGTG-3//
5-AGCCCATGGCCCCACGGTAA-3’

Rab4B 5-AGCTTCGGCAGCCTCGGAGT-3//
5-CCGTGGCTCAGTCTTGCCCC-3*

Rab6 5-CGGGAATCCGCTGAGGAAAT -3/
5-ATCAAGCTCCTGAACCGCTC -3/

Rab7A 5‘-ACAAAGCGGGCACAGGCCTG-3//
5-GCCCCCTCAGCAACTGCAGC-3*

Rab11 5-AGCAAGAGCACCATTGGAGT -3/
5-GGAACTGCCCTGAGATGACG -3/

Rab23 5‘-TCCGAGGAGCCATCGGCAGTT-3‘/
5-TCCTCCTGACCTGCAGTGTCCCA-3’

Rab27A 5-TGATGGAGCGAACTGCTTTTC-3/
5-CCCTACACCAGAGTCTCCCAA-3*

SYNCRIP 5-GAGGTCGAGGGCGTGGAGGT-3/
5-CCCCGCGGCCTCTTTGTTGT-3'
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SYT11

SYT6

5‘-TCATGCTGCCACCAGCAGGC-3/
5-CAGCCTCTGCTGCGTCCACC-3*

5-TGGCTGACCGCAAGCTGCAT-3‘/
5 -TGAGGGTGAGCCTGCCTGCA-3’

6.1.7.2 Oligonukleotide fiir Site-Directed Mutagenese

Primername

Nukleotidsequenz (forward/reverse)

MIA-L8D

MIA-S15L

MIA-A16D

MIA-F17D

MIA-P20LG21L

MIA-V22D

MIA-R23E

MIA-R23W

MIA-G24D

MIA-G25D

MIA-G61R

5-GGTCCCTGGTGTGCGATGGTGTCATCATCTTGC-3/
5-GCAAGATGATGACACCATCGCACACCAGGGACC-3/

5-GTCATCATCTTGCTGCTGGCCTTCTCCGGACCTGG-3'
5-CCAGGTCCGGAGAAGGCCAGCAGCAAGATGATGAC-3'

5-CATCTTGCTGTCTGACTTCTCCGGACC-3‘/

5-GGTCCGGAGAAGTCAGACAGCAAGATG-3'

5-TTGCTGTCTGCCGACTCCGGACCTGGT-3‘/

5-ACCAGGTCCGGAGTCGGCAGACAGCAA-3’

5-TCTGCCTTCTCCGGACTTCTTGTCAGGGGTGGTCCTA-3'/

5-TAGGACCACCCCTGACAAGAAGTCCGGAGAAGGCAGA-3*

5‘-TCCGGACCTGGTGACAGGGGTGGTCCT-3/

5-AGGACCACCCCTGTCACCAGGTCCGGA-3¢

5-CCGGACCTGGTGTCGAGGGTGGTCCTATGCC-3/

5-GGCATAGGACCACCCTCGACACCAGGTCCGG-3*

5-GGACCTGGTGTCTGGGGTGGTCCTATGC-3//

5-GCATAGGACCACCCCAGACACCAGGTCC-3*

5-CCTGGTGTCAGGGATGGTCCTATGCCC-3'/

5-GGGCATAGGACCATCCCTGACACCAGG-3*

5-CCTGGTGTCAGGGGTGATCCTATGCCC-3'/

5-GGGCATAGGATCACCCCTGACACCAGG-3*

5-CGGCTCTTCTGGCGCGGCAGCGTTCAG-3‘/

5-CTGAACGCTGCCGCGCCAGAAGAGCCG-3*
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6.1.7.3 Primer fiir Klonierungen und SOE-PCR

Primername

Nukleotidsequenz

E-Cad Signal an MIA fwd
E-Cad Signal an MIA rev
MIA Signal fwd EcoR |
MIA Signal fwd Nhe |
MIA Signal rev Age |
MIA Signal rev BamH |
MIA Signal rev Hind IlI
MIA Signal rev Bcl |

MIA ohne Signal fwd

5-CCTCTTGGCTCTGCCAGGGTCCTATGCCCAAGCTGGC-31

5-GGGTGGCAGGGCTCCGGCTCACCCCTGACACCAGGTCC-3’

5-GACGAATTCATGGCCCGGTCCCTGGTG-3'

5’-GCTAGCATGGCCCGGTCCCTGGTGTGCCTTGG-3¢

5’-ACCGGTACAGGACCACCCCTGACACCAGGTCCGG-3’

5-GGATCCCCACCCCTGACACCAGGTCC-3*

5’-GACAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATCCCA-3*

5’-TGATCACACCACCCCTGACACCAGGTCC-3’

5’-GACGAATTCCCTATGCCCAAGCTGGCTG-3’

6.1.7.4 siRNAs (small interfering RNA)

Die eingesetzten siRNAs wurden von Qiagen (Hilden) synthetisiert.

Bezeichnung Zielsequenz

siKontrolle (unspezifische siRNA) Nicht verfligbar

siFYCO1 AAGCCACGTCATATAACTCAA
siMIA GACAGACAAATGGGATTTCTA
siRab1A GTCCAGCATGAATCCCGAATA
siRab3A CCCGTCACCCTTATTTATTAT
siRab6A CCCACTTATTGTCACCTTGTA
siRab7A CACGTAGGCCTTCAACACAAT
siRab11A CGAAATGAGTTTAATCTGGAA
siRab27A AAGATAGATGTTCATATTGAA
siSYNCRIP TGGAACGAGTGAAGAAGTTAA
siSYT11 CTGGATCTTGTATAGACCAAT
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6.1.8 Antibiotika und Medien

6.1.8.1 Antibiotika

Antibiotika Stockl6sung Verdiinnung
Ampicillin 50 mg/mlin ddH,0 1:500
Kanamycin 10 mg/ml in ddH,0 1:100

Penicillin /Streptomycin 10000 U/ml Penicillin G; 10 mg/ml Streptomycin ~ 1:100

6.1.8.2 Medien zur Anzucht von E. coli und humanen Zelllinien

Luria Bertani Medium 10 g/ Trypton
5g/l
10 g/1 NaCl
- in H,0 geldst und autoklaviert
- Agarplatten: Zugabe von 15 g/l Agar
- Selektion: Zugabe von 100 pg/l Ampicillin

Dulbeccos Modified Eagle Medium DMEM: PAA, Darthmouth, USA
10 % FKS
1 % Penicillin/Streptomycin

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) RPMI: PAA, Darthmouth, USA
10 % FKS
1 % Penicillin/Streptomycin
+ 13,3 ml Natriumbicarbonat-Lésung (7,5 %)
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6.1.9 Pufferlésungen

6.1.9.1 Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE Puffer

Elektrodenpuffer
Agarosegel

Ladepuffer

Ethidiumbromidlésung

6.1.9.2 RIPA-Puffer

RIPA-Puffer

2 M Tris/Acetat
50 mM EDTA

1x TAE

1-2% (w/v) Agarose in 1x TAE

40 % (v/v) Saccharose
0,25 % (w/v) Xylencyanol
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

1 Tropfen (0,5 %) pro 100 ml H,0O

50 mM Tris/HCl pH 7,5

150 mM NaCl

1 % (w/v) Nonidet(R) P40

0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1 % (w/v) SDS
Proteaseinhibitoren
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6.1.9.3 SDS-Gelelektrophorese

Trenngel (15 %)

Sammelgel (4 %)

SDS-PAGE Elektrodenpuffer

SDS-PAGE Probenpuffer

Native-PAGE Probenpuffer

GroRenstandard

6.1.9.4 Western Blot

Transferpuffer

Blockierl6sung

Entwickler

3,75 ml 1M Tris/HCl pH 8,8
3,75 ml Acrylamid

2,35 ml ddH20

100 pl SDS (10 % oder 407?)
50 pl APS (25 %)

10 pl TEMED

450 pl 1M Tris/HCl pH 6,8
375 ul Acrylamid

2,85 ml ddH20

37,5 ul SDS (10 %)

25 pl APS (25 %)

3,5 ul TEMED

25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Roti®-Load 1 (4x) denaturierend, Roth

RunBlue, Expedeon Ltd., Harston, UK
NATIVE Sample Buffer (4x)

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Standards (Bio-Rad, Miinchen)

10 % (v/v) Methanol
25 mM Tris
190 mM Glycin

3 % BSA/PBS

BCIP/NBT Kit (Invitrogen)
1 ml Lésung A

1 ml Losung B

8 ml ddH,0
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6.1.9.5 Puffer fiir Plasmid-Mini-Praparation

L6ésung |

Lésung Il

L6ésung Il

6.1.9.6 Allgemeine Puffer und Lésungen

1x PBS pH 7,4 fiir Zellkultur

10x PBSpH 7,4

PEG-Mix fiir DNA-Fillung

RNAse A Lésung

50 mM Glukose
25 mM Tris/HCl pH 8,0
10 mM EDTA

200 mM NaOH
1 % SDS

60 ml 5 M KOAc
11,5 ml Eisessig
28,5 ml ddH,0

PAA, Dartmouth, USA

80 g/l NaCl
1g/IKCl
Na;HPO4
KH,PO4

52,5 g PEG 8000

40 ml NaOAc pH 5,2
1,32 ml 1M MgCl,

-> mit ddH,0 auf 200 ml

10 mM Tris/HCl pH 7,0
10 mg/ml RNAse A (Firma)
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6.2 Methoden

6.2.1 Arbeiten mit Escherichia coli

6.2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Escherichia coli Bakterien (6.1.3) wurden auf Agarplatten bzw. in LB-Flissigmedium (6.1.8.2)
kultiviert. Zur selektiven Amplifikation transformierter Bakterien wurden die Agarplatten bzw.
das Flissigmedium mit geeignetem Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin, 6.1.8.1) versetzt.
E. coli Zellsuspensionen wurden mit einem sterilen Trigalski Spatel ausplattiert und iber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Flissigkulturen wurden mit einer gepickten Kolonie

angeimpft und bei 37 °C im Bakterienschittler fiir 16 Stunden angezogen.

6.2.1.2 Transformation von XL-2 kompetenten E.coli

Zur Transformation chemisch kompetenter XL-2 E.coli Zellen wurden 100 ng Plasmid-DNA
beziehungsweise ein kompletter Ligationsansatz einer Klonierung (6.2.2.6) zu 100 ul Zellen
gegeben und der Ansatz fiir 30 Minuten auf Eis, bei gelegentlichem Mischen, inkubiert. Zur
Aufnahme der Fremd-DNA in die Bakterien erfolgte ein Hitzeschock fiir 60 — 75 Sekunden bei
42 °C. Nach dem Hitzeschock wurde der Transformationsansatz sofort wieder auf Eis abgekihlt
und anschliefend mit 500 pl LB-Medium versetzt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C unter
leichtem Schiitteln (300 rpm) wurden die Zellen fur finf Minuten bei 4000 rpm (1200 g)
pelletiert und das Uberstehende LB-Medium dekantiert. Das Bakterienpellet wurde in der
Restflissigkeit resuspendiert und anschlieBend auf Luria Bertani Agarplatten (6.1.8.2) mit
geeignetem Selektionsantibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin; 6.1.8.1) ausplattiert und fiir 16

Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

6.2.1.3 Transformation von dam’/dmc E. coli und DH-10B kompetenten E. coli

Zur Transformation chemisch kompetenter DH-108 E. coli Zellen wurden 100 ng Plasmid-DNA
beziehungsweise ein kompletter Ligationsansatz einer Klonierung (6.2.2.6) zu 50 pul Zellen
gegeben und der Ansatz fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Aufnahme der Fremd-DNA in die
Bakterien erfolgte ein Hitzeschock fiir 30 Sekunden bei 42 °C. Nach dem Hitzeschock wurde der
Transformationsansatz sofort wieder auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurden 950 ul LB-oder
SOC-Medium zu den Bakterien gegeben und diese eine Stunde unter leichtem Schiitteln (300
rpm) bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir finf Minuten bei 4000 rpm (1200 g)
pelletiert und das Uberstehende LB-Medium dekantiert. Das Bakterienpellet wurde in der

Restfllssigkeit resuspendiert und anschlieBend auf Luria Bertani Agarplatten (6.1.8.2) mit
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geeignetem Selektionsantibiotiuma (Ampicillin oder Kanamycin; 6.1.8.1) ausplattiert und fur 16

Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

6.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Minipraparation)

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli Zellen erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse.
Fiir die Minipraparation wurden 5 ml steriles LB-Medium mit Selektionsantibiotikum (Ampicillin
1:500, Kanamycin 1:100; 6.1.8.1) versetzt, mit einer Einzelkolonie angeimpft und fir 16 Stunden
bei 37 °C im Bakterienschttler inkubiert. Ein Milliliter der Flussigkultur wurde fir finf Minuten
mit 3000 rpm zentrifugiert und das Bakterienpellet in 100 ul Lésung | (6.1.9.5) resuspendiert.
Nach flinfmindtiger Inkubation auf Eis wurden 200 pl Losung Il (6.1.9.5) zugegeben und der
Ansatz vorsichtig geschwenkt. In diesem Schritt werden in der Losung enthaltene Proteine
denaturiert und die chromosomale DNA der Bakterien zerstort. AnschlieBend wurden 150 pl
Losung Il (6.1.9.5) zugegeben, die Ansatze kurz geschwenkt und erneut fiinf Minuten auf Eis
inkubiert. Durch eine flinfmin(tige Zentrifugation mit 13000 rpm wurde im nachsten Schritt die
Plasmid-DNA von denaturierten Proteinen, hochmolekularer RNA und chromosomaler DNA
getrennt. Der Plasmid-DNA-haltige Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiRRe tberfiihrt, mit
900 pl reinem Ethanol gemischt und zehn Minuten auf Eis ausgefallt. Das Prazipitat wurde fir
10 Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde bei
Raumtemperatur getrocknet, in 10 pl RNAse-Mix (120 pl ddH,O gemischt mit 5 pl RNAse A)
gelost und fiir 20 Minuten bei 37 °C mit 300 rpm geschittelt, um mogliche Verunreinigungen

mit RNA zu entfernen.

6.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA (Midipraparation)

Um groRere Mengen Plasmid-DNA zu isolieren, wurde das HighSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen)
verwendet. FUr die Praparation wurde 50 ml steriles LB-Medium mit geeignetem
Selektionsantibiotikum versetzt (6.1.8.1), mit 100 pl einer 5 ml Ubernachtkultur (Flussigkultur;
6.2.1.1) angeimpft und fiir 16 Stunden bei 37 °C im Bakterienschiittler inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Bakteriensuspension fiir 15 Minuten mit 4000 rpm bei 4 °C pelletiert und
anschlieRend die Plasmid-DNA nach Anleitung des Herstellers prapariert. Isolierte DNA wurde

bei -20 °C gelagert.
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6.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

6.2.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die sequenzspezifisch DNA erkennen und schneiden.

Sie kdnnen sowohl fiir die Analyse als auch zur Klonierung von DNA eingesetzt werden.

Fiir die Spaltung von Plasmid-DNA wurden, je nach Zweck, Reaktionen verschiedener Grof3e
(Tabelle 3) durchgefiihrt. Die Ansdtze wurden jeweils fur zwei Stunden bei optimaler
Reaktionstemperatur der verwendeten Restriktionsendonukleasen inkubiert und danach
gegebenenfalls hitzeinaktiviert.  AnschlieRend wurden die Produkte mittels

Agarose-Gelelektrophorese (6.2.2.2) aufgetrennt und analysiert.

Tabelle 3: Reaktionsansatze zur Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Analyse Gelaufreinigung Fallung
DNA (Plasmid) 0,5 ug 5ug 10 ug
Enzym-Puffer (10x) 1l 4 pul 10 pl
Enzym 1l 1l 2 ull
BSA (10x)* 1ul 4pu 10
mit ddH,0 auf 10 pl 40 pl 100 pl

* BSA wurde zugegeben, wenn die verwendeten Enzyme es erforderten

Fiir die Spaltung von PCR-Produkten (6.2.2.10) wurden diese zunachst durch Fallung (6.2.2.4)
konzentriert. Die Restriktion erfolgte anschliefend in einem Volumen von 20 pl mit 1 — 2 pl
Enzym, 2 ul des entsprechenden Puffers (10x) und gegebenenfalls 2 ul BSA (10x) fir zwei

Stunden bei optimaler Reaktionstemperatur der verwendeten Restriktionsendonukleasen.

Fiir anschlieRende Klonierungsarbeiten wurden geschnittene DNA-Fragmente entweder aus

Agarose-Gelen isoliert (6.2.2.3) oder mittels Fallung (6.2.2.4) aufgereinigt und konzentriert.
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6.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Durch Agarose-Gelelektrophorese kann DNA der GroRe nach aufgetrennt werden. Fiir die
Analyse wurden je nach GroRe der zu untersuchenden Fragmente 1 -2 %-ige Agarosegele
(6.1.9.1) verwendet. DNA-Fragmente wurden bei einer konstanten Spannung von 120V
aufgetrennt, zehn Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (6.1.9.1) inkubiert und abschliefend
mittels UV-Licht visualisiert. Um die GroRe der Fragmente bestimmen zu kénnen, wurden zwei

verschiedene DNA-GroRRenstandards (100 bp bzw. 1 kb; 6.1.1) eingesetzt.

6.2.2.3 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (6.2.2.2) aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid gefarbt und anschlieRend unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit dem

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, 6.1.1).

6.2.2.4 Fallung von DNA
Um DNA zu konzentrieren, abgespaltene DNA-Fragmente, Enzyme und Phosphatgruppen zu
entfernen oder um DNA in ein anderes Puffersystem zu Uberfiihren, kdnnen verschiedene

Fallungsmethoden angewendet werden.

Fiir die Fallung mit Natriumacetat und Alkohol wurden zur einer DNA-LOsung ein Zehntel
Volumen 3 M Natriumacetat (C;HsNaO;) und zwei Volumen reiner Ethanol p.a. gegeben und
kurz gemischt. Nach 15-mintiger Inkubation bei -20 °C wurden die Ansatze 15 Minuten bei
13200 rpm (16000 g) zentrifugiert, die Uberstinde dekantiert und anschlieBend die
ReaktionsgefdBe Uber Kopf stehen gelassen. Nachdem die Restfllssigkeit abgelaufen war,
wurden die Ansdtze kurz bei 37 °C getrocknet. Die DNA wurde abschlieBend in ddH,0O

resuspendiert und gegebenenfalls mittels Agarose-Gelelektrophorese (6.2.2.2) kontrolliert.

Um besonders reine DNA zu erhalten, wurde eine PEG-Fallung durchgefiihrt. Hierzu wurden
PCR-Produkte (6.2.2.10) oder verdaute DNA (6.2.2.1) mit dem gleichen Volumen PEG-Mix
(6.1.9.6) gemischt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zehnminitiger
Zentrifugation bei 13200 rpm (16100 g) wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und das
Pellet vorsichtig mit 100 ul reinem Ethanol p.a. liberschichtet. Die Ansatze wurden erneut fir
zehn Minuten bei 13200 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet fiinf
Minuten in der Speedvac bzw. 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieend in

ddH,0 gel6st.
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6.2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiaurel6sungen

Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde photometrisch durch die Messung der
optischen Dichte (OD), bei einer Wellenlange von 260 nm, bestimmt. Bei einer Schichtdicke von
1 cm entspricht eine OD von 1,0 in etwa einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml

RNA.

Um die Reinheit von Nukleinsdurelésungen zu ermitteln, kann zusatzlich die UV-Absorption bei
280 nm gemessen und mit der ODy¢ ins Verhaltnis gesetzt werden. Als rein gelten OD2s0/OD2so-

Verhaltnisse von etwa 1,8 fir DNA- und 2,0 fiir RNA-LOsungen.

6.2.2.6 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide

Expressionsplasmide werden verwendet, um Proteine in verschiedenen Zellsystemen
exprimieren zu konnen. Die Expressionsplasmide besitzen mit der Multiple Cloning Site (MCS)
eine  Region, in der sich viele verschiedene Erkennungssequenzen von
Restriktionsendonukleasen befinden. Durch den Verdau mit definierten Enzymen kann das
Plasmid linearisiert und ein DNA-Stilick, das ebenfalls mit entsprechenden Enzymen verdaut

wurde, in das Plasmid eingesetzt werden.

Fir die Klonierung in ein Expressionsplasmid wurde das Produkt einer PCR (6.2.2.10) entweder
aus einem Agarose-Gel isoliert (6.2.2.3) oder mittels Fallung (6.2.2.4) konzentriert und
umgepuffert. Im nachsten Schritt wurden sowohl das PCR-Produkt als auch das eingesetzte
Plasmid mit einer oder zwei Restriktionsendonukleasen geschnitten (6.2.2.1). Hierbei ist zu
beachten, dass die entstehenden Uberhinge von Plasmid und PCR-Produkt komplementér
zueinander sind und dadurch eine spatere Ligation moglich ist. Die Restriktion von Plasmid-DNA
und PCR-Produkten erfolgt, abhdngig von der gewéhlten Aufreinigungsart, wie unter 6.2.2.1

beschrieben.

Fiir Klonierungen, bei denen nur mit einer Restriktionsendonuklease gearbeitet wird, muss
zudem das geschnittene Plasmid dephosphoryliert werden, um eine Re-Ligation des
linearisierten Vektors zu verhindern. In einem typischen Reaktionsansatz wurde 1 pg DNA in
einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 2 pl Antarktischer Phosphatase-Puffer (10x) und 1 pl
Antarktischer Phosphatase (NEB) bei 37 °C fiir 15 Minuten (5'-Uberhinge und stumpfe Enden)
bzw. eine Stunde (3‘-Uberhinge) dephosphoryliert. Die Antarktische Phosphatase wurde
anschlieRend durch fiinfminatige Inkubation bei 65 °C inaktiviert und der dephosphorylierte

Vektor gefillt (6.2.2.4).
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Fir die Ligationsreaktion wurden 1 pl Vektor und 3 =5 pl Insert mit 2 ul Ligationspuffer und 1 pl
T4 DNA Ligase (NEB) in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir zwei Stunden bei 37 °C oder (iber
Nacht bei 16 °C im Thermoblock inkubiert. Fir die anschlieBende Transformation von

Bakterienzellen (6.2.1.2; 6.2.1.3) wurde der gesamte Ligationsansatz eingesetzt.

6.2.2.7 RNA-Isolation aus Sdugerzellen

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Saugerzellen wurde mit dem E.Z.N.A.® Total RNA Kit | (Omega
Bio-tek, VWR, Darmstadt) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die flr die Extraktion
verwendeten Zellen wurden zundchst mit PBS gewaschen, geerntet und fir vier Minuten bei
1200 rpm (100 g) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut mit PBS gewaschen, pelletiert und
anschlieRend in 350 pl TRK-Lyse Puffer (1 ml Lysepuffer wurde mit 20 ul 2-Mercaptoethanol
versetzt) resuspendiert. Zu dem Lysat wurde 350 ul 70 % Ethanol p.a. gegeben, der Ansatz
gemischt, auf die mitgelieferte Saule pipettiert und anschliefend fiir eine Minute mit 10000 rpm
zentrifugiert. Die Sdulen wurden schrittweise mit 500 pl Waschpuffer I, 500 pl Waschpuffer I
und 350 ul Waschpuffer Il gewaschen und abschlieBend nochmals fiir 2 Minuten mit 13200 rpm
zentrifugiert, um residuale Pufferreste zu entfernen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 20 —

40 pl ddH,0 (DEPC) eluiert. Isolierte RNA wurde bei -20 °C gelagert.

6.2.2.8 DNase Verdau isolierter RNA

Um mogliche DNA-Verunreinigungen durch Expressionsplasmide aus isolierter RNA (6.2.2.7) zu
entfernen, wurde ein DNase-Verdau mit dem DNase | Kit (Fermentas) durchgefiihrt. In einem
Reaktionsansatz wurde 1 pg RNA mit 2 pl DNase | (1 U/pl) und 2 pl DNase-Puffer (10x) in einem
Gesamtvolumen von 20 ul fir zwei Stunden bei 37 °C verdaut. Die Inaktivierung der DNase
erfolgte durch Zugabe von 2 pl EDTA (50 mM) und Hitzeinaktivierung fiir zehn Minuten bei 65 °C.
DNase-behandelte RNA wurde bei -20 °C gelagert.

6.2.2.9 Reverse Transkription
Durch Reverse Transkription ist es méglich, RNA in komplementdre DNA (cDNA) umzuschreiben.
Auf diese Weise kann beispielsweise isolierte mRNA in cDNA transkribiert werden, welche

daraufhin durch normale PCR vervielfaltigt und gegebenenfalls quantifiziert werden kann.

Je Reaktionsansatz wurden 500 ng RNA mit 4 ul First Strand Puffer (5x), 2 ul DTT (0,1 M),
1 pul dNTP Mix (0,01 M) und 1 pl dNe-Primer (Random Hexamer Primer; 2 mg/ml) versetzt und
mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 19 pl aufgefiillt. Nach finfmindtiger Inkubation bei
70 °C, um mogliche Sekundarstrukturen der RNA aufzulésen, wurde je Reaktionsansatz 1 pl

Superscript® Il Reverse Transkriptase (Invitrogen) zugegeben und das Gemisch eine Stunde bei
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37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Reverse Transkriptase fiir 10 Minuten bei 70 °C
hitzeinaktiviert und der Ansatz mit 1 pul RNAse A Lésung (6.1.9.6) fiir 20 — 30 Minuten bei 37 °C

verdaut. Die fertige cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

6.2.2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) kénnen gezielt DNA-Fragmente vervielfiltigt und

zusatzlich mit beliebigen DNA-Uberhdngen oder Restriktionsschnittstellen versehen werden.

Zur Initiation einer PCR werden die Reaktionsansatze fur finf Minuten bei 94 °C denaturiert, so
dass die anfangs doppelstrangige DNA (dsDNA) aufschmilzt und als einzelstrangige DNA (ssDNA)
vorliegt. Die anschlieRende Amplifikation besteht aus der Hybridisierungsphase (Annealing), in
der sich die Primer an das einzelstrangige DNA-Template anlagern, der Elongationsphase, in der
die Primer komplementar zur DNA-Matrize durch eine DNA-Polymerase verlangert werden, und
der abschlieBenden Denaturierungsphase, in der die neu synthetisierte dsDNA wieder
aufgeschmolzen wird und dadurch als ssDNA fiir den nachsten Zyklus bereit steht. AbschlieBend

wurden die Reaktionen auf 4 °C gekiihlt.

Ein typischer Reaktionsansatz zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR beinhaltete
10 ng DNA-Template (Plasmid-DNA), 5 ul PCR-Puffer (10x), je 0.5 pl forward- und reverse-Primer
(20 mM), 0,5 ul ANTP-Mix (10 mM), 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase und ddH,O ad 50 ul. Der
Reaktionsansatz wurde im Thermocycler inkubiert (Tabelle 4). Die optimale

Hybridisierungstemperatur wurde fiir jedes Primerpaar experimentell bestimmt.

Tabelle 4: Programm PCR im Thermocycler. Die optimale Hybridisierungstemperatur (Annealing) wurde fir jedes
Primerpaar experimentell bestimmt.

Programm Temperatur [°C] Dauer Zyklen
Initiation 94 5 min 1
Annealing 1 min
Amplifikation 72 1 min/ kb 45
94 1 min
Abkiihlung 4 far immer 1

PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (6.2.2.2) untersucht und kurzfristig im

Klhlschrank bzw. langerfristig bei -20 °C gelagert.
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6.2.2.11 Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)

Mittels gRT-PCR im LightCycler® 480 (Roche) wurde der mRNA-Gehalt bestimmter Gene und
damit die Starke der Expression in verschiedenen Zelllinien bestimmt. Fiir die Analyse wurde 1 pl
cDNA-Template (6.2.2.9) mit 10 ul Light-Cycler® 480 SYBR Green | Master, 8 pl ddH,0 und je
0,5 ul spezifischer forward- und reverse-Primer (20 uM) in einem Gesamtvolumen von 20 pl
untersucht. Die Reaktionsansatze wurden im LightCycler® 480 mit dem in Tabelle 5 aufgefiihrten

Programm analysiert.

Tabelle 5: Programm qRT-PCR im Light Cycler 480. Die Messtemperatur wurde an die jeweils verwendeten
Primerpaare angepasst.

. Dauer Rampe
Programm Zieltemperatur [°C] Messung Zyklen
[mm:ss] [°C/s]

Prdinkubation 95 keine 10:00 4,4 1

95 Keine 00:10 4,4

60 keine 00:10 2,2
Amplifikation 45

72 keine 00:20 4,4

Messtemperatur einfach 00:01 4,4

95 Keine 00:05 4,4
Schmelzkurve 65 Keine 01:00 2,2 1

97 kontinuierlich  5/s 0,11
Abkiihlung 40 keine 00:30 2,2 1

Die eingesetzten Oligionukleotide (Primer) wurden fiir eine Hybridisierungstemperatur von
60 °C generiert. Die optimale Messtemperatur wurde fiir jedes Primerpaar experimentell
optimiert. Als Standard zur Quantifizierung wurde die Expression relativ zu B-Aktin bestimmt.

Die Analyse erfolgte mit der Light Cycler® Software nach Anleitung des Herstellers.

6.2.2.12 Ortsspezifische Mutagenese

Fiir die Herstellung verschiedener MIA-Mutanten wurde das QuickChange® Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet, durch welches gezielt Punktmutationen in
bestehenden Plasmiden erzeugt werden konnen. Die Mutagenese und anschlieBende
Transformation in superkompetente XL1-Blue E. coli-Zellen wurde nach Anleitung des

Herstellers durchgefiihrt. Nach Praparation (6.2.1.5) wurden die mutierten Plasmide zur Prifung
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ihrer Korrektheit von den Firmen Entelechon (Bad Abbach) bzw. Geneart (Regensburg)

sequenziert.

6.2.3 Proteinbiochemische Arbeiten

6.2.3.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein wurden kultivierte humane Zellen mit PBS gewaschen,
geerntet und fiir vier Minuten bei 1200 rpm (100 g) pelletiert. Nach erneutem Waschen mit 1 ml
PBS wurden die Zellpellets in 50 — 200 ul RIPA-Puffer (6.1.9.2) geldst und fiir 15 Minuten bei 4 °C
mit 300 rpm geschittelt. Durch zehnmindtige Zentrifugation bei 4 °C mit 13200 rpm (16100 g)
wurden anschlieBend grobe Zellbestandteile wie Membranen sowie Zellkerne von den geldsten
Proteinen im Uberstand getrennt. Der proteinhaltige Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiaRe

Uberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

6.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten

Die Konzentration von Proteinlysaten wurde mit Hilfe des BCA-Protein-Assay Kits (Pierce; 6.1.1)
bestimmt. Diese Methode beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine in alkalischer Losung
einen Komplex mit Cu?*-lonen bilden, wodurch diese zu Cu*-lonen reduziert werden. Die im Kit
enthaltene Bicinchoninsdure bildet mit Cu*-lonen einen violetten Farbkomplex, der
photometrisch durch die Messung der Absorption bei 562 nm untersucht werden kann.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung wurde im Doppelansatz durchgefiihrt.
Zu 0,5 - 5 pl einer Proteinldsung wurden 200 pl der alkalischen BCA-Cu?-Lésung (50 Teile Lésung
A auf einen Teil Losung B) in die Kammer einer 96-well Platte gegeben. Die Platte wurde unter
leichtem Schiitteln fiir etwa 10 — 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend
die Absorption der Losung bei 562 nm im ELISA-Reader (MWG Biotech; 6.1.2) bestimmt. Zur
Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde parallel eine Verdiinnungsreihe BSA mit

bekannter Konzentration gemessen.

6.2.3.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Durch die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen Proteine aufgrund ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden. Bei dieser Methode werden durch Denaturierung
mogliche Disulfidbriicken sowie Tertidr- und Quartarstrukturen der Proteine zerstort, so dass
die native Konformation keinen Einfluss mehr auf die elektrophoretischen Eigenschaften der
Proteine hat. Zusatzlich lagern sich negativ geladene SDS-Molekile an Aminosduren im

Verhiltnis von 1:2 an, wodurch alle Proteine ein gleiches Ladungs-GroRen-Verhaltnis erhalten.
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Zur Vorbereitung fiir die SDS-PAGE wurden Gesamtproteinextrakte (6.2.3.1) in 1x Roti®-Load 1
(Roth) Probenpuffer fiir zehn Minuten bei 70 °C denaturiert und anschlieBend bei einer
konstanten Spannung von 100V in 15%-igen Polyacrylamidgelen (6.1.9.3) aufgetrennt. Als

GroRenstandard wurde der Precision Plus Protein™ Kaleidoscope Standard (Bio-Rad) eingesetzt.

6.2.3.4 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamid Gelen
Die Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen (6.2.3.3), fiir eine anschlieBende LC-MS (Liquid
chromatography-mass spectrometry, 6.2.3.10), wurde nach Anleitung des Herstellers mit dem

tTM

SilverQuest'™ Silver Staining Kit (Invitrogen) durchgefihrt.

6.2.3.5 Western Blot

Durch Western Blot Analysen kdnnen spezifisch Proteine nachgewiesen werden. Die zuvor durch
SDS-PAGE (6.2.3.3) aufgetrennten Proteine werden bei dieser Methode mittels Elektrophorese
auf PVDF-Membranen (Polyvinylidenfluorid) transferiert und anschlieBend Uber spezifische
primdre  Antikorper markiert und durch Alkalische Phosphatase (AP) bzw.

Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierte sekundare Antikorper detektiert und visualisiert.

Nach der Elektrophorese wurden die fertigen SDS-Polyacrylamidgele fir 15 Minuten in
Transferpuffer (6.1.9.4) &aquilibriert. Parallel wurden die PVDF-Membranen zunachst finf
Minuten in Methanol p.a. und dann finf Minuten in Transferpuffer (6.1.9.4) inkubiert und
dadurch fir den Proteintransfer vorbereitet. Der Transfer auf die Membran erfolgte per
Elektrophorese fiir 45 Minuten bei einer konstanten Spannung von 15V bei 400 mA in einer

Blotkammer (Bio-Rad; 6.1.2).

AnschlieBend an den Proteintransfer wurden die unspezifischen Bindungsstellen der
PVDF-Membranen durch eine einstiindige Inkubation in Blockierlosung (3 % BSA/PBS) bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln abgesattigt. Die anschliefende Inkubation der
Membran mit primdrem Antikorper, in geeigneter Konzentration (6.1.6) in Blockierlésung,
erfolgte unter leichtem Schiitteln bei 4 °C iber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir
flinf Minuten wurde die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur mit einem entsprechenden
AP-konjugiertem sekundaren Antikorper in geeigneter Konzentration (6.1.6) in PBS inkubiert.
AbschlieBend wurde die Membran dreimal fir zehn Minuten mit PBS gewaschen und mit

BCIP/NBT-Losung (Invitrogen, 6.1.9.4) entwickelt.
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6.2.3.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Quantifizierung der MIA-Konzentration in Zellkulturiiberstanden wurde ein spezifischer
MIA-ELISA (Roche; 6.1.1) verwendet. Bei dieser Methode wird MIA-Protein Uber einen
Biotin-konjugierten Antikorper an Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten (96-well)
gebunden und durch einen zweiten Peroxidase-konjugierten Antikérper markiert. Durch Zugabe
von ABTS, welches von der Peroxidase umgesetzt wird, entsteht ein Farbumschlag der Losung

von griin nach violett, der die photometrische Bestimmung der MIA-Konzentration ermoglicht.

Der MIA-ELISA wurde mit einem Viertel Volumen der nach Anleitung des Herstellers
empfohlenen Antikdrpermenge und dementsprechend mehr Inkubationspuffer durchgefiihrt
(Tabelle 6). Fiir die Reaktion wurden 20 pul der zu analysierenden Probe (1:10 mit
Inkubationspuffer verdiinnt) mit 180 pl Reaktionslésung versetzt und fiir 90 Minuten mit
450 rpm bei Raumtemperatur geschittelt. Nach dreimaligem Waschen fiir eine Minute mit
300 pl Waschpuffer wurden 200 ul ABTS-L6sung zugegeben und die Ansatze 10 — 20 Minuten
unter Schitteln (450 rpm) entwickelt. Die Absorption der Lésung wurde bei 405 nm im
ELISA-Reader bestimmt. Zur Quantifizierung der MIA-Konzentration wurde parallel eine

Verdiinnungsreihe MIA mit bekannter Konzentration gemessen.

Tabelle 6: Reaktionslésung MIA-ELISA

Reagent Volumen [ul]
anti-MIA biotin 12,5
Inkubationspuffer 1775
anti-MIA HRP 12,5

6.2.3.7 Zentrifugationsassay

Fiir die Anreicherung von MIA mittels Zentrifugation wurden Mel Ei- bzw. Mel Ju-Zellen
verwendet. Die kultivierten Zellen wurden kurz mit PBS gewaschen, geerntet und fir 4 Minuten
bei 1200 rpm (100 g) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut mit PBS gewaschen und
anschlieBend in einer Konzentration von 1x107-Zellen pro Milliliter in PBS resuspendiert. Zur Lyse
der Zellen wurden 2 pl Digitonin (5 %, Invitrogen) pro Million Zellen zugegeben und die Ansatze
10-30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Kontrolle der Zellpermeabilisierung wurde 1 ul der
Zellsuspension mit 1 ul Trypanblau und 8 pl PBS auf einem Objekttrager gemischt und die
Blaufarbung der Zellen im Mikroskop beobachtet. Zur Trennung verschiedener Fraktionen

wurden die Ansatze zunachst fiir 15 Minuten bei 4 °C und 5700 rpm (3000 g) zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR (iberfiihrt und erneut 15 Minuten bei 4 °C und

13200 rpm (16100 g) pelletiert.

6.2.3.8 Immunprazipitation

Nach der Anreicherung von MIA mittels Zentrifugation (6.2.3.7), wurden die erhaltenen
Fraktionen, zur weiteren Aufreinigung von MIA, in einer anschlieBenden Immunprazipitation
eingesetzt. Alle Arbeiten erfolgten auf Eis und es wurde nur vorgekihltes PBS (4 °C) verwendet.
Eingesetzte Protein G Sepharose™ Beads (GE Healthcare) wurden mindestens viermal mit 1 ml

PBS gewaschen.

Die Pellets bzw. der Uberstand der MIA-Anreicherung wurde mit PBS auf ein Volumen von
mindestens 500 pl aufgefillt und gelést. Nach Zugabe von 20 ul Protein G Sepharose™ Beads
wurden die Ansitze Giber Nacht bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieRend wurden
durch eine zweimin(tige Zentrifugation, mit 2000 rpm (400 g) bei 4 °C, unspezifisch an die Beads
gebundene Proteine pelletiert (Preclearing). Der Uberstand der Zentrifugation wurde mit 10 pl
primdren Antikorper (anti-MIA 7638 Ill, 6.1.6) versetzt und fir 24 Stunden bei 4 °C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 20 pl Protein G Sepharose™ Beads
wurden die Ansitze wiederum tiber Nacht bei 4 °Cim Uberkopfschiittler inkubiert. AbschlieRend

wurden die Beads mit 2000 rpm bei 4 °C pelletiert und mehrmals mit 1 ml PBS gewaschen.

6.2.3.9 Immunfluoreszenz

Um die intrazelluldre Lokalisation von MIA und verschiedenen MIA-Mutanten zu untersuchen
wurden 20000 Hela Zellen pro 4-Chamber-Slide Kammer (BD Biosciences, Material) in 500 pl
DMEM ausgesat und lber Nacht bei 37 °C und 8 % CO, im Brutschrank inkubiert. Die transiente
Transfektion mit verschiedenen MIA-Mutanten und einem Golgi-GFP-Konstrukt, zur Markierung

der Migrationsrichtung, erfolgte wie unter 6.2.4.3 beschrieben.

24 Stunden nach der Transfektion wurden die Umrandungsstege der 4-Chamber-Slides entfernt
und die Objekttrager kurz in PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch
finfmindtige Inkubation mit 5% Formalin (Paraformaldehyd) bei Raumtemperatur. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS fir jeweils 5 Minuten wurden unspezifische Bindungsstellen mit
1 % BSA/PBS bei 4 °C fur 24 — 48 Stunden in einer Feuchtkammer blockiert. Die darauffolgende
Markierung von MIA mit primdrem Antikorper erfolgte fir eine Stunde bei Raumtemperatur
(anti-MIA 7638 Il pure; 1:200 in 1 % BSA/PBS; 6.1.6). AnschlieBend wurden die Objekttrager
dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen und fiir eine Stunde mit fluoreszenzmarkiertem

sekundaren Antikorper (Alexa Fluor® 594 goat anti-rabbit; 1:150 in PBS, Invitrogen) inkubiert.
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Zur Entfernung von ungebundenem Antikérper wurden die Objekttrager dreimal fiir 10 Minuten
mit PBS gewaschen und abschlieBend mit DAPI-haltigem Mounting Medium (VectaShield; 6.1.1)
eingedeckelt. Die Analyse der Fluoreszenzfarbung erfolgte am Axio Imager Zeiss Z1

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, 6.1.2).

6.2.3.10 Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
Die LC-MS wurde in Kooperation durch die AG Oefner durchgefiihrt?3.

6.2.3.11 FACS (Fluorescence-activated cell sorting)

Um die Menge von MIA auf der Oberflache von Zellen zu untersuchen wurden Hela-Zellen wie
unter 6.2.4.2 beschrieben mit MIA bzw. einer MIA-Signalpeptid-Mutante transfiziert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen in den 6-well Platten mit PBS gewaschen, mit 0,02 % EDTA von den
Platten geldst und in FACS-R6hrchen Uberfihrt. Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und entweder zuerst eine Stunde auf Eis mit primdrem Antikorper (anti-MIA
7638 111, 1:500 in 2 % BSA/PBS) inkubiert und dann fixiert (0,25 % Paraformaldehyd in PBS, auf
Eis, 1 Stunde) oder erst fixiert und dann mit primdrem Antikérper inkubiert. Nach beiden
Schritten wurden die Zellen jeweils zweimal mit PBS gewaschen. Die Fluoreszenzmarkierung
erfolgte fiir eine Stunde auf Eis durch einen FITC-konjugierten sekundaren anti-rabbit Antikorper
(1:50 in 2 % BSA/PBS). Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden die Zellpellets in

500 pl PBS resuspendiert und anschlieBend im FACSCanto™ Il analysiert.

6.2.3.12 Densitometrie
Die Densitometrie, sowohl zur Quantifizierung von Western Blots als auch zur Analyse der
intrazelluldren Lokalisation von MIA (Immunfluoreszenz), erfolgte mit Hilfe des Programms

Imagel®.

6.2.4 Zellkulturmethoden

6.2.4.1 Kultivierung von humanen Zelllinien

Fir die Kultivierung von humanen Zelllinien wurden zwei verschiedene Kulturmedien eingesetzt.
HEK293-, Hela- sowie Mel Ei-Zellen wurden in DMEM mit 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin und Mel Ju-Zellen in RPMI-Medium mit 10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin und 13,3 ml Natriumbicarbonat (7,5 %) bei 37 °C und 8 % CO, kultiviert.
Zum Passagieren wurden die Zellen kurz mit PBS gewaschen und mit 0,05 % Trypsin/0,02 %
EDTA in PBS von den Kulturflaschen gel6st. AnschliefRend wurden die Zellen in entsprechendem

Medium aufgenommen und fiir 4 Minuten bei 1200 rpm (100 g) zentrifugiert. Die pelletierten
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Zellen wurden in DMEM bzw. RPMI-Medium resuspendiert und 1:3 —1:20 verdiinnt in neuen

Zellkulturflaschen ausgesat.

6.2.4.2 Transiente Transfektion von humanen Zellen
Die transiente Transfektion von humanen Zelllinien mit Expressionsplasmiden erfolgte im
Doppelansatz durch Lipofektion. Es wurde das Lipofectamin LTX Transfektions Kit (Invitrogen)

eingesetzt.

Fir eine transiente Transfektion in 6-well Platten wurden 2x10° — 3x10° Zellen in 2 ml DMEM
mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin pro Kammer ausgesat und 4 — 24 Stunden bei
37 °C und 8 % CO; inkubiert. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium der Zellen
ersetzt und anschlieBend 40 ul eines Transfektionsansatzes zugegeben. Zur Herstellung eines
Transfektionsansatzes wurde 1 pg DNA mit DMEM (ohne FKS) auf ein Volumen von 34 ul
aufgefillt und mit 6 pl Lipo Plus Reagenz versetzt (Ansatz A). Parallel wurden 5 pl Lipofectamin
LTX Reagenz mit 35 pl DMEM (ohne FKS) gemischt (Ansatz B). Nach zehnminitiger Inkubation
wurde Ansatz B vorsichtig mit Ansatz A vereint und erneut fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um den fertigen Transfektionsansatz zu erhalten. 24 Stunden nach der Transfektion

wurden die Zellen geerntet und weiter untersucht.

6.2.4.3 Transiente Transfektion fiir Inmunfluoreszenz

Fur eine transiente Transfektion in 4-Chamber-Slides (BD Biosciences) wurden 2x10° Hela Zellen
pro Kammer in 500 pul DMEM ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C und 8 % CO, im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium ersetzt und die Zellen mit 10 pl eines
Transfektionsansatzes fir die Immunfluoreszenz (Tabelle 7) pro 4-Chamber-Slide Kammer

transfiziert (6.2.4.2).

Tabelle 7: Transfektionsansatz fiir Immunfluoreszenz

Reagenz Ansatz A Ansatz B
MIA-Konstrukt DNA 0,5 ug

Golgi-GFP DNA 0,5 ug

Lipo Plus Reagenz 6 ul

Lipofectamin LTX 5 ul

mit DMEM ohne FKS auf 40 ul 40 ul
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Material und Methoden

6.2.4.4 siRNA Transfektion
Die Transfektion verschiedener siRNAs erfolgte mit dem Lipofectamine® RNAIMAX Kit

(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers.

6.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit der GraphPad Prism® Software
(GraphPad Software Inc.). Alle Experimente wurden in mindestens zwei voneinander
unabhangigen Versuchen wiederholt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert bzw. prozentualer
Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt. Signifikanzberechnungen zwischen einzelnen
Gruppen wurden mit dem Student’s unpaired t-test bestimmt. Die verwendeten
Signifikanzniveaus lagen bei * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 und **** p < 0,0001 bzw.

waren nicht signifikant (ns).
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Kilobasen(paare)
Kilodalton

Kit-Ligand

Liter
Luria Bertani
Low density lipoprotein

Lactase-Phlorizin Hydrolase

Meter; Milli (1073)

Mol; molar

Milliampere

Mitogen activated protein
Mitogen activated protein kinase
Malatdehydrogenase

Melanoma Inhibitory Activity
Minute(n)
Matrix-Metalloprotease
messenger-RNA

Membrane type Matrix-Metalloprotease 1

Mikro (10°)

Nano (10)
Nitroblau Tetrazoliumchlorid
Normale humane epidermale Melanozyten

Nanometer

Optische Dichte

Ornithin-Transcarbamylase

Pico (10%?)
Poly-Acrylamid

Polyacrylamidgelelektrophorese
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Abkirzungsverzeichnis

PBS
PCR
pH
PG

qRT-PCR

Rab

Ras

RE
RHBDL2
RIPA
RNA
rpm

RT
RT-PCR

SCF
SD
SDS
SPase
SPP
SPPL
S2p

TEMED
TGF
TNF

uv

Phosphate buffered saline
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

Proteoglykan

Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Ras-related in brain

Rat sarcoma

Recycling endosome

Rhomboid-like protein 2
Radio-Immunoprecipitation Assay
Ribonukleinsdure

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Reverse Transkription

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Sekunde(n)

Stem cell factor

Standardabweichung

Sodiumdodecylsulfat; Natriumdodecylsulfat
Signalpeptidase

Signal peptide peptidase

Signal peptide peptidase like

Site-2 protease

Thymin
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-1,2-diamin
Transforming growth factor

Tumornekrosefaktor

Unit; Uracil

Ultraviolett
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Abkirzungsverzeichnis

VEGF
VSV

wt

(v/v)
(w/v)
°C

Volt
Vascular endothelial growth factor

Vesicular stomatitis virus

Watt
Wildtyp

Volumenverhaltnis (volume per volume)
Masse pro Volumen (weight per volume)

Grad Celsius
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