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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Das humane MUC1-Mucin reprasentiert ein Glykoprotein, welches von den
meisten epithelialen Zellen sowie einigen Lymphozyten-Spezies exprimiert wird.
In vielen Karzinomgeweben kommt es zur Uberexpression von MUC1, wobei das
tumor-assoziierte  Mucin  gleichzeitig durch ein  stark  verandertes
Glykosylierungsprofil charakterisiert wird. Diese Eigenschaften machen MUC1 zu
einem wichtigen diagnostischen Tumorantigen und einer vielversprechenden
Tumorvakzine bei der Therapie von Krebserkrankungen.

Es ist bekannt, dass Mucine von unterschiedlichen Organen und Geweben
verschiedene Muster von O-Glykosylierungen besitzen.

Bisher konnte gezeigt werden, dass das O-Glykanprofil von MUC1 in Muttermilch
durch core2-basierende, lineare oder verzweigte Polylactosaminylketten
dominiert wird, welche mit bis zu drei Fucoseresten substituiert sind (Hanisch et
al., 1989). Mono- und disialylierte Strukturen sind ebenfalls vorhanden, sie
machen aber nur 25 % der Glykane aus (Hanisch et al., 1990).

Die Glykoformen in Krebszelllinien wie T-47D (Hanisch et al., 1996) oder
anderen Brustkarzinomzelllinien (Lloyd et al., 1996) enthalten verklrzte
Strukturen wie core-GalNAc, das core1-Disaccharid Gal(31-3)GalNAc und seine
mono- und disialylierten Derivate.

Zur Untersuchung der Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen zellularem
Trafficking und der O-Glykosylierung gibt, wurden neben dem als Referenzprotein
geltenden Fusionsprotein MUC1-M 2zwei weitere, vom MUC1-M abgeleitete
mutierte Sonden eingesetzt, wobei MUC1-M-Y2060/N eine stark reduzierte
Endozytose Uber Clathrin-Vesikel und MUC1-M-CQC/AQA eine eingeschrankte
Rezyklisierung durch das TGN bzw. Golgi-Kompartimente zur Plasmamembran
und eine entsprechend Akkumulation in Endosomen aufwiesen. Die drei
Konstrukte wurden jeweils rekombinant in der embryonalen Nierenzelllinie HEK-
293, den Brustkarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 exprimiert.

Im Immunoblot erfolgte der Nachweis I6slichen MUC1-M Fusionsproteins, das

durch Shedding in den Kulturiberstand abgegeben wund Uber seine



Zusammenfassung

Peptidmarkierungen (Oligo-His und Myc) aufgereinigt bzw. detektiert werden
konnte. Wahrend die abgeschilferten Isoformen keine zytoplasmatische Domane
zeigten, wurden die exosomalen MUC1-M Sonden als heterodimare
Proteinkomplexe mit  extrazellularer und zytoplasmatischer Domane
nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die O-Glykosylierung membranstandiger
(rezyklisierender) MUC1-Glykosylierungsproben untersucht, um die gewonnenen
Strukturdaten anschlieliend mit denen der sezernierten (nicht-rezyklisierenden)
MUC1-Probe MUC1-S (Engelmann et al., 2005) zu vergleichen.

Beide Isoformen, die membranstandige und die sezernierte, nutzen
unterschiedliche zellulare Glykosylierungswege, die vermutlich Einfluss auf das O
-Glykosylierungsprofil der Isoformen nehmen.

Es stellte sich heraus, dass das O-Glykanprofil der beiden MUC1-M- und MUC1-
M-Y 2060/N-Sonden vorrangig von einer hohen core 1-Expression dominiert wurde,
wahrend eine drastische Verschiebung bei der Expression von core1 in Richtung
auf core2-basierende Zuckerstrukturen bei MUC1-M-CQC/AQA und MUC1-S
beobachtet werden konnte. Als erste wesentliche Erkenntnis dieser Studie ergab
sich, dass ein Rezyklisierungsstop bei MUC1-M-CQC/AQA und die nur einmalige
Golgi-Passage der sezernierten Isoform MUC1-S eine Uberwiegend core2-
basierende O-Glykosylierung zur Folge hat.

Die signifikant erhohte terminale Sialinierung der membran-gebundenen MUC1-
Glykosylierungsproben MUC1-M, MUC1-M-Y 20/60/N und MUC1-M-CQC/AQA wird
vermutlich durch mehrfach wiederholtes endozytotisches Re-Internalisieren und
Re-Zyklisieren durch die trans-Golgi-Zisterne erreicht. Dieser Mechanismus
wurde flr endogenes membranares MUC1 bereits nachgewiesen.

Desweiteren lieferte die Tatsache, dass die eingeschrankte Clathrin-vermittelte
Endozytose im Falle vom MUC1-M-Yoe0/N kaum zu Anderungen des
Glykosylierungsprofils gegeniber der Referenzsonde MUC1-M flhrte, den
Hinweis, dass auller Clathrin-vermittelter Endozytose weitere intrazellulare
Transportmechanismen bei der Internalisierung von MUC1 von entscheidender
Bedeutung sind, die in der Lage sind, die reduzierte Clathrin-induzierte
Endozytose bei MUC1-M-Yy60/N zu kompensieren. Um einen mdglichen
Zusammenhang des N-Glykosylierungsstatus mit dem zellularen Trafficking des

MUC1 und seinem exosomalen Export nachzuweisen, wurden die zellularen und
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exosomalen N-Glykoformen der zytoplasmatischen MUC1-M-Endodomane
transfizierter HEK293-Zellen unter Einsatz von Inhibitoren der N-
Glykanprozessierung untersucht.

Die unter Einsatz der Prozessierungs-Inhibitoren erzielten Ergebnisse belegen,
dass die exosomale Glykoform Endo H-sensitiv und damit vom Hybrid- oder
Oligomannose-Typ war, wahrend das zellulare (plasmamembranare) MUC1-M
Fusionsprotein Endo H-resistent, aber PNGase F-empfindlich war, was auf eine
N-Glykosylierung vom komplexen Typ hinweist.

Die Ergebnisse belegen, dass die unterschiedliche N-Glykosylierung der
exosomalen und zellularen MUC1-lIsoformen mit unterschiedlicher endosomaler
Sortierung zusammen hangen kdnnte. Nicht-prozessierte N-Glykoformen wirden
demnach entweder rezyklisieren, um durch weitere Golgi-Passagen eine N-
Glykosylierung vom komplexen Typ zu generieren, oder es kame zu einer
Elimination des Glykoproteins entweder uber lysosomalen Abbau (in dieser
Studie nicht untersucht) oder exosomalen Export.

Der N-Glykosylierungsstatus stellt womdglich ein sensitives regulatorisches
System im Zusammenhang mit der Sortierung und Zielsteuerung apikaler
plasmamembranstandiger Proteine dar und kann somit den
Transportmechanismus bestimmter Glykoproteine durch veranderte N-
Glykosylierung beeinflussen.

Die Aufklarung der Endozytosewege und intrazellularen Transportrouten im
Zusammenhang mit der MUC1-Rezyklisierung erfolgte immunzytologisch mittels
Kolokalisationsstudien unter Einsatz verschiedener versikularer Endozytose-
Marker wie Anti-Clathrin, Anti-Caveolin-1 und Anti-Flotillin-2 mit Anti-MUC1. Die
Untersuchungen in der konfokalen Lasermikroskopie wurden an drei Zelllinien
durchgefuhrt (HEK-293, MCF7 und MDA-MB-231).

In allen drei mit MUC1-M, MUC1-M-Y2p60/N und MUC1-M-CQC/AQA
transfizierten Zelllinien konnte die Existenz Clathrin-vermittelter MUC1-
Endozytose bestatigt werden.

Kolokalisationsstudien mit Anti-Caveolin-1 fur die Caveolin-abhangige und Raft-
assoziierte Endozytose und Anti-Flotillin-2 fur die Darstellung Lipid-Raft-
assoziierter, Caveolin-unabhangiger Transportwege ergaben Hinweise auf die

Existenz alternativer Endozytosewege des MUCH1.
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Weitere Evidenz fur das Vorliegen alternativer Transportwege des MUC1 konnte
durch gezielte Ausschaltung caveolarer oder Raft-assoziierter Endozytose unter
Einsatz von Inhibitoren erbracht werden.

Zur Blockierung dieser Transportwege wurden spezifische Endozytoseinhibitoren
eingesetzt. Hyperosmolare Konzentrationen der Sucrose unterdruckte die
Clathrin-vermittelte Endozytose teilweise, wahrend durch den Einsatz von PP2
die Bildung von Caveolae und Raft-assoziierten Transportwegen blockiert wurde,
was sich in einer Inhibiton der MUC1-Endozytose in den untersuchten Zellen
zeigte.

Bei gleichzeitiger Anwendung von hyperosmolarer Sucrose und PP2 wurde ein
beinahe kompletter Riickgang der MUC1-Endozytose erreicht.

Trotz Ausschaltung Caveolin- und Clathrin-abhangiger Transportwege konnte
dennoch eine leichte Re-Internalisierung von MUC1-M in Form vesikularer
Einschlusse detektiert werden, die auf alternative Cholestrin-abhangige
Aufnahmemechanismen schlieRen liel3.

Um alle Raft-assoziierten (Caveolin- und Flotillin-abhangigen) intrazellularen
Transportrouten auszuschalten, die an MUC1-Endozytose beteiligt sein kdnnen,
wurde Methyl-B-Cyclodextrin verwendet, das die Endozytose durch den
Cholesterinentzug der Plasmamembran verhindert.

Zusammenfassend lassen die Experimente unter Einsatz der konfokalen
Lasermikroskopie einen direkten Zusammenhang zwischen MUC1-M Re-
internalisierung und Caveolae- bzw. Flotillin- (Lipid Raft)- abhangigen,
intrazellularen Transportmechanismen vermuten, die neben der bereits
bekannten Clathrin-vermittelten Endozytose eine entscheidende Rolle bei der
Rezyklisierung zur Plasmamembran aber auch beim Reifungsprozess des MUC1
spielen kdnnen.

Semi-quantitative  Analysen der MUC1-Rezyklisierung wurden nach
Oberflachenmarkierung mit einem reduktiv spaltbaren Biotinylierungsreagenz in
Westernblotanalysen durchgeflihrt. Nach Reinternalisierung des biotinylierten
MUC1 und reduktiver Spaltung auf der Oberflache verbliebener Biotinreste
erfolgte mittels Avidin eine Affinitatsanreicherung des markierten MUC1 und die
immunchemische Darstellung des Proteins nach Elektrophorese und

Elektrotransfer auf Blotmembranen.
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Wie schon qualitativ in der konfokalen Lasermikroskopie gezeigt, lief sich beim
Einsatz der Inhibtoren einzelner Endozytosewege die jeweilige Blockierung im
Westernblot durch eine entsprechende Reduktion MUC1-spezifischer Signale
relativ zu denen vom ,house-keeping“-Protein GAPDH darstellen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Ergebnisse dieser
experimentellen Arbeit die Annahme unterstutzen, dass das menschliche MUC1
unterschiedliche Endozytosewege nutzt und dass diese Endozytose und
nachfolgende Rezyklisierung Uber Golgi-Kompartmente zu einer gegenuber
sekretorischen |soformen veranderten O-Glykosylierung fuhrt. Damit sind
zellulare Transportwege des MUC1 und seine Glykosylierung voneinander
wechselseitig abhangig, denn der Einfluss der O-Glykosylierung auf apikale
Expression des MUC1 wurde bereits auch in anderen Studien gezeigt. Auch die
N-Glykosylierung (zumindest die auf Asn36 der Endodomane) scheint nach den

Befunden dieser Arbeit zellulares Trafficking (exosomaler Export) zu steuern.
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2. Einleitung

2.1 Kohlenhydrate

Mit etwa zwei Drittel des in der Biosphare gebundenen Kohlenstoffs stellen die
Kohlenhydrate neben Proteinen, Nukleinsauren und Lipiden die mengenmalig
bedeutendste der vier gro3en Naturstoffklassen dar. Durch die Photosynthese
werden jahrlich 2 x 10" t D-Glukose gebildet, wovon der Grofteil in Form von
Mono-, Oligo- und Polysacchariden auf der Stufe der Kohlenhydrate verbleibt. Nur
5% finden Verwendung in der Synthese anderer primarer und sekundarer
Metabolite (Alberts 1998).

Schon lange war bekannt, dass Kohlenhydrate nicht nur als metabolische
Intermediate dienen, sondern auch als Energiespeicher in Form von Starke in
Pflanzen und Glykogen in Tieren, die schnell den Brennstoff Glukose freisetzen
konnen (Voet et al.,, 1992; Schmidt et al., 1986; Nicolaou et al., 2001). Des
Weiteren sind Polysaccharide weit verbreitet als strukturelle Elemente in den
Zellwanden von Bakterien und Pflanzen und im Exoskelett von Arthropoden.
Cellulose, der Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwande, ist die am haufigsten
auftretende organische Verbindung in der Biosphare.

Als Watson und Crick 1953 die Struktur der DNA und den Mechanismus ihrer
Replikation herleiteten, gewannen die Nukleinsauren als Informationstrager des
Lebens ihre herausragende Bedeutung. Kohlenhydrate dagegen wurden aus
molekularbiologischer Sicht kaum beachtet und ihre Forschung erfolgte
hauptsachlich durch die Nahrungsmittel- und Papierindustrie. Erst die Entwicklung
immer leistungsfahigerer chromatographischer und spektroskopischer Methoden
einerseits und die Einfuhrung moderner Verfahren zur Oligosaccharidanalytik und
—synthese (Eggernberger et al., 1990; Benn et al., 1983) andererseits ermoglichten
die Entdeckung und Untersuchung der Funktion komplexer Kohlenhydratstrukturen
im Organismus, die haufig heterogen und nur in geringen Mengen auftreten. Es
wurde erkannt, dass die meisten Proteine und Lipide einen gewissen kovalent

gebundenen Anteil an Kohlenhydraten mit sehr unterschiedlichen und komplexen
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Strukturen besitzen, wohingegen die Kohlenhydrate mit Energiespeicher- und
Stutzfunktion sehr einfach aufgebaut sind.

In den linear aufgebauten Peptiden und Nukleinsduren kann die Information nur in
der Anzahl und Sequenz der monomeren Bausteine enthalten sein, wohingegen in
Kohlenhydraten zusatzlich die Position und Konfiguration der glykosidischen
Bindung und das Auftreten von Verzweigungen zu einer extrem hohen
Informationsdichte fuhren.

Es gibt 10" mdgliche Oligosaccharid-Isomere fur ein reduzierendes Hexasaccharid
und die Modifikation der Kohlenhydratbausteine durch Acetyl-, Sulfat- und
Phosphatgruppen fuhrt zu einer weiteren strukturellen Diversifikation.
Oligosaccharidstrukturen liegen in der Natur meistens kovalent an Lipide oder
Proteine gebunden vor. Die unter dem Begriff Glykokonjugate zusammengefassten
Glykolipide und Glykoproteine stellen einen wesentlichen Bestandteil der
Zellmembran dar (Feizi et al., 1985; Dwek et al., 1996; Ragupathi et al. und
McGarvey et al., 1997; Davis et al., 1999), wobei der Kohlenhydratanteil immer zur
extrazellularen Seite ausgerichtet ist und so als Glykokalix die Asymmetrie der
Plasmamembran gewahrleistet (Sharon et al., 1993). Oligosaccharide auf
Proteinen haben vielfaltige Rollen in der Faltung, der Stabilitdt von Proteinen und
bei Erkennungsprozessen auf molekularer Ebene.

Eukaryotische Zellen prasentieren auf ihrer Oberflache, abhangig vom
Entwicklungsstadium, dem Zelltyp und ihrer Umgebung, eine Vielzahl von
verzweigten Oligosacchariden, die wichtige Funktionen bei der Zell-Zell-Erkennung
und —Wechselwirkung erfullen (Sharon et al.,, 1993). Die Kohlenhydratliganden
dienen als Bindungsstellen fur Rezeptoren von Bakterien, Viren, Toxinen,
Antikorpern, Enzymen, Lektinen und Selektinen (Gottschalk et al., 1957 und 1960;
Gesner et al., 1964; Lasky et al., 1992; Paulson et al., 1985; Feizi et al., 1985).
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2.2 Die Glykoproteine

Eine haufige posttranslationale Modifizierung in eukaryotischen Zellen ist die

Glykosylierung von Proteinen.

Ein glykosyliertes Protein besteht in der Regel aus einer Reihe von Glykoformen,

d.h. Proteinen mit gleicher Polypeptidsequenz aber verschiedenen Zucker-

modifikationen.

Die Glykane auf Glykoproteinen sind von entscheidender Bedeutung bei einer

Reihe zellphysiologischer Phanomene (Wittmann et al., 2008):
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Die Glykosylierung von Proteinen ermdglicht durch Wasserstoff-
brickenbildung die Induktion und Stabilisierung der Proteinkonformation.
Sie beeinflusst die Ldslichkeit der Proteine.

Die Glykosylierung verhindert durch Maskierung den proteolytischen Abbau
des Proteins.

Sie beeinflusst die Erkennung durch Antikérper (Paulson et al., 1982; Feizi
et al., 1985; Schmidt et al., 1986)

Die Glykosylierung mancher Rezeptoren (z.B. Insulinrezeptoren) andert
deren Affinitdt zu den Liganden und umgekehrt beeinflusst die
Glykosylierung mancher Liganden (z.B. Thyrotropin, human chorionic
gonadotropin) deren Affinitdt zum Rezeptor. Auch hangt die Aktivitat
bestimmter Hormone und Enzyme (z.B. extrinsic tissue plasminogen
activator) von ihrer Glykosylierung ab (Hakomori et al., 1981).

Die Glykosylierung eines Proteins dient als Signal fur den intrazellularen
Transport. Dies bedeutet, dass glykosylierte Proteine ins extrazellulare
Medium bzw. an die Zellmembran transportiert werden (Sortierung,
Trafficking).

Die Wechselwirkung der Zuckerketten von Membranproteinen und
extrazellularem Matrixmaterial mit Lektinen regulieren Wanderung und

Verteilung bestimmter Zellen im Organismus (z.B. Lymphocyten).

Glykosyliert sind viele extrazellulare Proteine in Serum, Harn, Speichel, Lymphe,

Cerebrospinalflissigkeit, aber auch integrale Membranproteine und Proteine, die
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auf der extrazellularen Seite der Membran sitzen.

Lange, Ladung und Sequenz der Zuckerkette sind fur ein bestimmtes Protein keine
Konstanten, sondern hangen von Spezies, Gewebe, Alter und dem Zustand des
Organismus (z.B. Krankheit, Schwangerschaft ect.) ab.

Man unterscheidet drei Arten von Glykoproteinen: N- und O-Glykoproteine und
GPI-verankerte Glykoproteine (Lindhorst et al., 2000).

Komplexe Kohlenhydrate auf Glykoproteinen werden von einer Serie von
Glykosyltransferasen im Endoplasmatischem Reticulum und im Golgi-Apparat
synthetisiert. Des Weiteren konnen Glykosidasen in ER und Golgi
Kohlenhydratbausteine entfernen und damit die Oligosaccharidstruktur der

Glykane modifizieren (N-Glykan-Prozessierung).

2.3. Mucine

Mucine (lateinisch mucus, Schleim) sind hochmolekulare, abundante, filamentose
Glykoproteine, deren Apoprotein durch entsprechende Gene kodiert wird. Die
epithelialen Mucinproteine bilden zusammen mit wenigen Lipiden grof3e hydrierte,
multimere Komplexe, die die Oberflache glandularer Epithelzellen mit einer
gelartigen Schicht, dem Mucus, bedecken (Forstner et al., 1995).

Der Mucus besteht zu 95% aus Wasser, das mit Salzen, Lipiden, Proteinen und
Glykoproteinen angereichert ist (Reid et al., 1989). Urspringlich wurden mit dem
Term ,Mucine® Glykoproteine bezeichnet, die im sezernierten Mucus
entsprechender Epithelien identifiziert wurden. Nachfolgend wurden auch die von
diesen Epithelien transmembranar exprimierten Glykoproteine den Mucinen
zugeordnet, so dass letztlich der Term fur sezernierte wie membrangebundene
epitheliale Glykoproteine, welche die Charakteristika der MUC-Genfamilie erflllen,

verwendet wird (Strous et al., 1992).
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2.3.1 Struktur und Funktionen der Mucine

In den 80er Jahren wurde bekannt, dass Mucine wesentlich komplexer glykosyliert
sind, als zuvor angenommen (Lamblin et al., 1984; Hanisch et al., 1985 und 1986;
Hounsell et al., 1985 und 1989; Mutsaers et al., 1986). Tumor-assoziierte Epitope
auf Mucinen wurden bereits als Immun-Targets auf malignen Zellen und in ihren
Sekreten identifiziert (Magnani et al., 1983 ; Hilkens et al., 1984 und Burchell et al.,
1987).

Humane Mucingene weisen drei charakteristische Eigenheiten auf (Perez-Vilar et
al.,, 1999). Dazu zahlt eine Tandemrepeat-Domane, die mehr als 50% der
gesamten Gensequenz ausmacht, aber in ihrer Lange, der Nukleotidsequenz und
der Anzahl an Wiederholungen variiert. In der VNTR (variable number of Tandem
Repeats)-Region weist das Peptidrickgrat keine Sekundarstrukturen auf (Eckhardt
et al., 1987). Die VNTR-Domane prasentiert sich als lang gestreckte und auf Grund
der starren Kohlenhydratseitenketten wenig flexible Struktur (Jentoft et al., 1991).
In vielen Mucinen wird diese Domane durch ein einziges Exon kodiert, wahrend die
weiteren kodierenden Regionen des Gens kurz und die dazwischen liegenden
Introns grol erscheinen. Charakteristisch ist der Langenpolymorphismus vieler
Mucine als Resultat multipler Allele, die eine unterschiedliche Anzahl an sich
wiederholenden Repeats aufweisen (Vinall et al., 1998).

Das zweite Merkmal der Mucine stellt eine Peptiddomane mit einem hohen
Prozentsatz der Aminosauren Alanin, Glycin, Prolin und insbesondere Serin sowie
Threonin dar, deren Hydroxylgruppen in O-glykosidische Verknupfungen mit
Oligosacchariden involviert sind, so dass der Gehalt an Kohlenhydraten bis zu
90% der gesamten Mucinmasse betragen kann (Verma et al., 1994).

Hunderte Oligosaccharidseitenketten kdnnen am Apomucin angeknupft werden,
wobei sich diese Ketten in ihrer Lange (von bis zu 20 Zuckerreste) sowie
Zusammensetzung und VerknUpfung der Monosaccharidbausteine (neutral,
sialiniert oder sulfatiert), gewebetypisch unterscheiden konnen.

Charakteristische strukturelle Eigenschaften der Mucine sind negativ geladene
Gruppen, N-Acetylneuraminsaure- und Sulfatgruppen an den terminalen

Positionen der Glykanketten.
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Durch die extensive Glykosylierung vermdgen Mucine in grofieren Mengen Wasser
zu speichern, was zum raumlichen Aufquellen des Mucinmolekdls fuhrt und so fur
die gelartige Umgebung der Mucine gesorgt wird.

Die Apomucine besitzen ein Molekulargewicht von bis zu ca. 300 kDa, wahrend die
glykosylierten Mucinproteine Molekulargewichte von 300 bis 1000 kDa und eine
Dichte von 1,35 - 1,50 g/cm' vorweisen (Kim et al., 1996; Rose et al., 1992).

Im Weiteren werden die Mucingene durch einen Langenpolymorphismus
ausgezeichnet, wobei die mMRNA-Ketten von 0,4 bis 20 kb differieren kdnnen.
Diese Heterogenitat beruht auf der variablen Anzahl an Tandem Repeats (Moniaux
et al, 2001). Urspringlich wurde angenommen, dass Mucine nur eine
Schutzfunktion der Epithelzelloberflachen vor koérperfremden Mikroorganismen,
proteolytischen Enzymen, chemischen wie physikalischen Verletzungen sowie
Dehydratation einnehmen (Perez-Vilar et al.,1999) und der Lubrifikation epithelialer
Oberflachen dienen, z.B. der des Gastrointestinal-, Respirations- und
Reproduktionstraktes. Dies gilt vor allem fur die sezernierten Gel-bildenden
Mucine, die den viskosen Mucus konstituieren. Sie formieren durch die Assoziation
mehrerer Proteinmonomere Uber Disulfidbricken ausgedehnte Oligomere, die von
den Zellen sezerniert werden und auf der apikalen Oberflache der Epithelzellen in
Form eines Mucusgels verbleiben.

Die membranaren Mucine sind Uber ihre hydrophobe Transmembrandomane in
der Zellmembran verankert. Bei ihnen wurde keine Oligomerisierung beobachtet
(Gendler et al., 1995). Mucinahnliche Glykoproteine kénnen auch von nicht-
epithelialen Zellen exprimiert werden. |hnen sind Funktionen als Liganden fur
Selektine und die Beteiligung am Lymphozyten- ,Homing“ zugeordnet worden
(Shimizu et al., 1993).

Die O-Glykosylierung spielt eine entscheidende Rolle beim Schutz gegen
Mikroorganismen, in der Annahme, dass Kohlenhydrat-spezifische Adhasions-
moleklle auf der bakteriellen Zelloberflache mit O-gekoppelten Glykanen der
Mucine in direkten Kontakt treten konnen, die Pathogene eingefangen und somit
Infektionen verhindert werden (Schroten et al., 1992; Yolken et al., 1992). Aufgrund
von Untersuchungen zur Struktur von Mucinen ergaben sich neue mogliche

Funktionen, in die sie involviert zu sein scheinen. Dazu zahlen Wachstum, fetale
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Entwicklung, epitheliale Proliferation und Differenzierung, Karzinogenese sowie
Metastasierung. Die gestreckte Konformation der prozessierten Mucinproteine
(Bramwell et al., 1986) scheint den Molekllen einen anti-adhasiven Effekt zu
verleihen. Somit werden Zell-Zell- und/oder Zell- Matrix-Interaktionen destabilisiert
(Ligtenberg et al., 1992), wodurch Mucine die epitheliale Morphogenese
unterstiitzen (Hilkens et al., 1992). Uber die Expression von sialinierten und
sulfatierten Lewis(x)- bzw. (a)-Antigen in den O-Glykanketten, insbesondere auf
tumorassoziierten Mucinformen, scheinen die Glykoproteine durch die Bindung mit
dem Zelladhasionsmolekil E-Selektin auf aktivierten Endothelzellen in

inflammatorische Prozesse involviert zu sein (Walz et al., 1990; Yuen et al., 1992).

2.3.2 Einteilung der Mucine

Es wurden 19 menschliche Mucin-Gene identifiziert: MUC1-4, MUC5B, MUC5AC,;
MUCG6-9, MUC11-13 und MUC15-20 (Gendler et al.,1990; Swallow et al., 1987;
Porchet et al., 1991; Gross et al., 1992; Pratt et al., 2000; Bobek et al.,1993; Gum
et al., 1994, 1997, 2002; Shankar et al., 1997; Toribara et al., 1997; Williams et al.,
1999 und 2001; Yin et al., 2001; Dufosse et al., 1993; Lapensee et al., 1997; Lan
et al., 1990; Aubert et al., 1991; Pallesen et al., 2002; Chen et al., 2003; Higuchi et
al., 2004) (Tabelle 1).

Aufgrund der Struktur werden Mucine in drei verschiedene Gruppen unterteilt:

% Membrandurchspannende Mucine (MUC1, MUC3A MUC3B, MUCS5AC,
MUC5B, MUC4, MUC9, MUC11, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16,
MUC17 und MUC20)

% Gelformende Mucine (MUC2, MUCS5AC, MUC5B, MUC6, MUC8 und
MUC19)

% Losliche Mucine (MUC7)
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Mucin-Name chromosomale Expressionsgewebe | Literatur
Lokalisation
Mucin 1 1q21-q24 ubiquitér Swallow et al. (1987)
Gendler et al. (1990)
Mucin 2 11pl5 Gastrointestinaltrakt, | Gum et al. (1994)
Respirationstrakt
Mucin 3A 7q22 Gastrointestinaltrakt | Gum et al. (1997)
Mucin 3B 7922 Gastrointestinaltrakt | Pratt et al. (2000)
Mucin 4 3929 Respirationstrakt Porchet et al. (1991)
Gross et al. (1992)
Mucin SAC 11pl5 Respirationstrakt, Dufosse et al. (1993)
Magen
Mucin 5B 11pl5 Gallenblase Dufosse et al. (1993)
Mucin 6 11p15.5-p154 Gastrointestinaltrakt | Toribara et al. (1993)
Mucin 7 4ql3-q21 Speicheldriise Bobek et al. (1996)
Mucin 8 12243 Trachea Shankar et al. (1994)
Mucin 9 Ipl3 Eileiter Lapensee et al.
(1997)
Mucin 11 7q22 Gastrointestinaltrakt, | Williams et al.
Urogenitaltrakt (1999)
Mucin 12 7q22 Gastrointestinaltrakt | Williams et al.
Urogenitaltrakt (1999)
Mucin 13 3ql33 Gastrointestinaltrakt | Williams et al.
(2001)
Mucin 15 11pl4.3 Genital- | Pallesen et al.
Gastrointestinaltrakt, | (2002)
lymphatische Organe
Mucin 16 19p13.3 Ovarien Yin et al. (2001)
Mucin 17 7922 Gastrointestinaltrakt | Gum et al. (2002)
Mucin 19 12q12 Trachea Chen et al. (2003)
Speicheldriise
Mucin 20 3q29 Niere, Plazenta, Higuchi et al. (2004)

Lunge, Prostata,
Leber, Dickdarm

Tabelle 1: Ubersicht tiber derzeit identifizierte Mucine.
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Es bestehen fundamentale Unterschiede zwischen den sekretorischen (mit
Ausnahme von MUC7) und den membranstandigen Mucinen, da die
sekretorischen durch eine oder mehrere Von-Willebrandt-Faktor &hnliche D-
Domanen in den nicht-VNTR-(variable number of tandem repeats) Regionen
charakterisiert werden, welche Cystein-reiche Peptide enthalten, die in die
Oligomerisierung von Mucin-Monomeren und die Bildung von sekretorischen
Vesikeln involviert sind (Perez-Vilar und Hill, 1999).

Membrangebundene Mucine enthalten Serin, Threonin und/oder Prolin reiche
VNTR-Regionen, SEA-Module in der extrazellularen Region, epidermale
Wachstumsfaktor-Domanen (EGF) (bis auf MUC1), transmembranare und
zytoplasmatische Regionen (Williams et al., 1999; Williams et al., 2001; Williams et
al., 1999; Pratt et al., 2000; Gum et al., 1997; Moniaux et al., 1999; Carraway et al.,
2000; Crawley et al, 1999). OVGP1 (oviduktales Glykoprotein 1), MCAM
(Melanomzell-Adhasionsmolekil = MUC18), CD164-Ag (Sialomucin = MUC24),
CAPN1 (Calpain1) und Leukosalin gehéren zu den Mucin-ahnlichen Proteinen.
Des Weiteren werden die Zelladhasionsmolekile MadCAM1 und GlyCAM1 trotz

fehlender Repeatdomane als Mucine bezeichnet (Shimizu und Shaw, 1993).
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2.3.3 N-Glykane

In N-Glykoproteinen (z. B. Synaptophysin, Ovalbumin, Transferrin) ist der
Kohlenhydratanteil in der Regel durch eine N-glykosidische Bindung Uber N-Acetyl-
D-Glucosamin (GIcNAc) mit der Amidseitengruppe von L-Asparagin (Asn) der
Peptidkette verknlpft (Johansen et al. und Nuenke et al. 1961; Yamashina et al.,
1962). Vereinzelt erfolgt die Anbindung in Bakterien aber auch Uber einen anderen
Kohlenhydratbaustein. Alle N-Glykoproteine haben aufgrund ihrer Biosynthese ein

als Core-Struktur bezeichnetes Pentasaccharid (,Trimannosyl-chitobiosyl-core®)

gemeinsam:

Mana1—6[Mana1— 3]ManB1—4GIcNAcB1—4GIcNAc

Mannosereicher-Typ

Manal—2Mazal =6
Manz1—6
Manal—2Mazal =37 N\
MarPl—4GINAP1 4G NAPl - NAsn

Maaal—2 Manal—2 Mancal—3

Hybrid-Typ
Manal 563,
Manal—-6
Manal 37

Manpl—3GIcNACP1 —-4GIcNACPl - NAse
/

[GIeNACPl=4),,

Galpl—=<GleNAPL—2 Manal—3

Komplex-Typ

NeuS A2 —6GalPl—4GLNAP1 -4
NeuS A2 —6GalP1—4GENAP1 -6 =Maral—6
NeuS A2 —6GalBl—4GiNAPl—=2 7

2 . s, PO
NeuSAca2—6Galpl—+4GINABI - | Sxp1 3 4GICNACBI S AGINAPL - NA

Manoel—3 / |
NewSAc2—6Galpl—4GlcNAcPlI =2 7

[CleNAcPl—=4) [Fucal=6)y,

Abbildung 1: Darstellung der Core-Strukturen der N-Glykoproteine. Das in allen N-Glykanen
konservierte Pentasaccharid (Core-Struktur) ist grau unterlegt (Mechref et al. 2002).
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An dieser Core-Struktur kdnnen nun bis zu finf weitere Kohlenhydratketten, die
Antennen, gebunden sein. Entsprechend ihrer Struktur und ihres
Substitutionsmusters werden die N-Glykoproteine in drei Haupttypen eingeteilt:
Mannosereicher-, Komplex- und Hybrid-Typ (Montreuil et al., 1980).

Die Strukturvielfalt der N-Glykoproteine beruht also im Wesentlichen auf der
Vielzahl der Saccharidbausteine, die an die Core-Struktur gebunden sein kénnen,
auf dem Grad der Verzweigung und auf der grolRen Variationsbreite der
antennaren Strukturen (Abbildung 1). Innerhalb dieser Klassen gibt es eine
erhebliche  Mikroheterogenitat  bezuglich  der  Zusammensetzung  der

Oligosaccharidstrukturen.

2.3.3.1 Die Biosynthese der N-Glykane

Zunachst wird im ER eine allen N-Glykanen gemeinsame verzweigte
Oligosaccharidvorstufe, bestehend aus drei Glukosen, neun Mannosen und zwei
N-Acetylglucosaminen, von verschiedenen membranstandigen Enzymen
synthetisiert (Abbildung 2). Funf dieser Monosaccharide, drei Mannosen und zwei
N-Acetylglucosamine, sind in allen N-Glykanen konserviert und stellen das als
Core-Struktur bezeichnete Pentasaccharid (, Trimannosyl-chitobiosyl-core®) dar.
Die Oligosaccharidvorstufe ist Uber einen Pyrophosphatrest an Dolichol, ein aus
75-95 Kohlenstoffatomen bestehendes, membranstandiges, ungesattigtes Lipid,
gebunden und ragt in das ER-Lumen hinein. Von hier aus wird das komplette
Oligosaccharid durch eine Oligosaccharidtransferase auf einen Asparaginrest
innerhalb der Konsensussequenz der neu synthetisierten Polypeptidkette
ubertragen. Unmittelbar danach werden drei Glukosereste und ein Mannoserest
entfernt.

Die weitere Prozessierung der N-Glykanketten findet im Golgiapparat statt, wo
verschiedene Enzyme in den Vesikeln des cis-, mittleren- und trans-
Golgikompartments die schrittweise terminale Entfernung und Anheftung von
Monosacchariden katalysieren, wobei das Produkt der vorhergehenden Reaktion

das Substrat fir die nachste Reaktion darstellt. Hierbei entstehen die drei
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Grundtypen von N-Glykanen (Komplex-Typ, Mannosereicher-Typ und Hybrid-Typ)
in Abhangigkeit von der Konformation des Proteins und den zur Verfugung
stehenden Enzymen (Abbildung 1). Bei Komplex-Typ N-Glykanen werden drei
weitere Mannosereste abgespalten, ein N-Acetylglucosamin (GIcNAc) angefugt,
zwei weitere Mannosereste abgespalten und an die dabei entstehende
konservierte Grundstruktur weitere N-GIcNAc, Galaktosen, N-
Acetylneuraminsauren und Fucosen angefigt. Mannosereiche N-Glykane
entstehen zum einen, wenn die Mannosidasen nicht mit dem Oligosaccharid
reagieren konnen, weil es durch die Konformation der Proteindomane nicht
zuganglich ist oder wenn die entsprechenden Mannose-abspaltenden Enzyme

nicht vorhanden sind.
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Abbildung 2: Die Biosynthese der N-Glykane im Endoplasmatischen Retikulum (Isabelle
Breloy 2006).

Andererseits kann auch die nach der Abspaltung der drei Mannosereste folgende
Anheftung eines N-GIcNAc fehlen, was zum Abbruch der Synthese an dieser Stelle
fuhrt, da das nachfolgende Enzym die Anwesenheit des GIcNAc als Substrat
bendtigt. Mannosereiche N-Glykane gleichen somit den Oligosaccharidvorstufen

und Intermediaten zu Beginn der Synthese.
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Hybrid-Typ N-Glykane entstehen, wenn nach der Anheftung des ersten N-GIcNAc
die zwei weiteren Mannosereste nicht entfernt werden kdnnen, sodass eine
weitere Verlangerung nur am Ast von N-GIcNAc stattfinden kann. An dieser Stelle
des Syntheseweges kann auch ein GIcNAc in B1,4-Position an die zentrale
Mannose der konservierten Grundstruktur gebunden werden, wodurch dem
entstehenden GIcNAc B1,4-geteilten (bisecting) N-Glykan weitere
Prozessierungsmadglichkeiten offen stehen, die letztlich zur Synthese von GIcNAc
B1,4-geteilten Komplex-Typ N-Glykanen fihren (Kornfeld et al., 1985).

Die hohe Vielfalt der N-Glykane resultiert aus der variablen Anzahl an Seitenketten
oder Antennen, die von der Pentasaccharid Grundstruktur ausgehen konnen,
kombiniert mit den zahlreichen Variationsmoglichkeiten innerhalb dieser Antennen.
In eukaryotischen Zellen treten biantennare, 2,4-verzweigte triantennare und
tetraantennare N-Glykane am haufigsten auf, wahrend monoantennare, 2,6-
verzweigte triantenndre und pentaantennare Strukturen seltener vorkommen
(Yamashita et al., 1982 und 1984).

Fucosen (Fuc) sind in humanen Proteinen a1, 2 an terminale Galaktosen (Gal),
a1, 3 oder a1, 4 an subterminale GlcNAc-Reste oder in a1, 6-Stellung an das mit
dem Asparaginrest verknupfte GIcNAc (core-Fucosylierung) gebunden
(Staudacher et al., 1999).
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2.3.4 O-Glykane

Die O-Glykosylierung von Proteinen ist komplexer und weniger erforscht als die N-
Glykosylierung.

Core 1 D-Gal-B(1-3)-D-GalNAc- «(1-O)Thr/Ser
Core 2 D-Gal-B(1-3)-D-GalNAc- a(1-O)Thr/Ser
| p-6)
D-GlcNAc
Core 3 D-GlcNAc-B(1-3)-D-GalNAc- «(1-O)-ThriSer
Core 4 D-GlcNAc-B(1-3)-D-GalNAc- «(1-O)-ThriSer
| per-6)
D-GlcNAc
Core § D-GalNAc-«(1-3)-D-GalNAc- a(1-O)-Thr/Ser
Core 6 D-GlcNAc-B(1-6)-D-GalNAc- e(1-O)-Thr/Ser

Core 7 D-GalNAc-«(1-6)-D-GalNAc- a(1-O)-Thr/Ser

Core 8 D-Gal-¢(1-3)-D-GalNAc- «(1-O)-Thr/Ser

Abbildung 3: Die Core-Strukturen der O-Glykane von Mucinmolekiilen (Hanisch et al., 2000)

Sie erfolgt zwischen der Kohlenhydratseitenkette und einer Hydroxyaminosaure, in
den meisten Fallen L-Serin (Ser) oder L-Threonin (Thr). Am haufigsten wird N-
Acetyl-D-galactosamin (GalNAc) a—O-glykosidisch (Core A: Mucin-Typ O-Glykane)
oder D-Xylose (Xyl) B-O-glykosidisch (Core B: Glykosaminoglykane auf
Proteoglykanen) gebunden. Die Core-A- und Core-B-Strukturen enthalten
weiterhin noch eine [(-glykosidisch verknlupfte D-Galaktose (Gal) bzw. ein
Galaktosedimer, die ihrerseits in der Regel durch weitere Bausteine substituiert

werden (Lamport et al., 1971).
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O-Glykoproteine mit Core-A-Struktur sind in Mucinen weit verbreitet und werden
deshalb auch als Mucin-Typ klassifiziert (Hashimoto et al., 1962; Bhavanandan et
al., 1964). Es gibt acht verschiedene Unterstrukturen (Hanisch et al., 2000), die
sich durch die Substitution des an Serin oder an Threonin gebundenen GalNAc-
Restes unterscheiden (Abbildung 3). Am weitesten verbreitet ist das so genannte
Thomsen-Friedenreich-Antigen (TF-Antigen) mit der Struktur GalB1- 3GalNAca1-
O-Ser/Thr. Der Core B tritt in Proteoglykanen des Bindegewebes auf. Es sind aber
auch weitere Core-Strukturen bekannt, in denen andere Aminosauren glykosyliert
werden. In Kollagen tritt eine Bindung zwischen D-Galaktose und 5-Hydroxy-L-
Lysin auf, in den Zellwanden hoherer Pflanzen zwischen L-Arabinose und 4-
Hydroxy-L-Prolin. Des Weiteren wurden O-glykosidische Bindungen von D-Man, D-
Glc, D-GIcNAc, D-Gal und L-Fuc an L-Serin oder L-Threonin beobachtet. O-
Glykoproteine weisen eine sehr hohe Heterogenitat auf, die ihre Charakterisierung
erschwert. Ein bestimmtes Glykoprotein kann N- und O-glykosyliert sein (z.B.

menschliches IgD).

2.3.4.1 Die Biosynthese der O-Glykane

Die komplexen Oligosaccharide auf Proteinen kdnnen in drei Regionen aufgeteilt
werden (Abbildung 4):

1) Core-Region: Sie wird durch die innersten zwei oder drei Glykane
gebildet, die direkt mit dem Peptid verbunden sind.
2) backbone-Region: Sie sorgt fur eine Elongation der Kette

3) periphere Strukturen: Sie weisen grofde strukturelle Komplexitat auf

Diese komplexen, peripheren Glykanstrukturen liegen den Blutgruppen und

anderen Antigenen zugrunde.
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Abbildung 4: Strukturelle Elemente der mucintypischen O-Glykosylierung
(Katja Engelmann 2003).

Durch die Ubertragung eines GalNAc-Restes auf die Hydroxylgruppe von Serin
oder Threonin wird der erste Schritt der Biosynthese der O-Glykane des Mucin-
Types eingeleitet. Die derzeit 15 Mitglieder der Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyl-
Transferasen, die die obige Reaktion katalysieren, werden zellspezifisch exprimiert
und zeigen eine Selektivitat bezuglich der Aminosauresequenz (Schwientek et al.,
2002). Einfluss auf die O-Glykosylierung hat auch die Aminosauresequenz in der
Umgebung und die vorausgegangenen Glykosylierungen des Peptidsubstrates
(Hanisch et al., 2001).

Bisher gibt es acht core-Strukturen in eukaryontischen Glykoproteinen, die alle auf
dem core-a-GalNAc—Rest (Tn-Antigen) basieren. An diesen Rest kdnnen in den
Positionen C3, C6 oder an beiden gleichzeitig Monosaccharide addiert werden,
wobei R-Gal an C3, B-GIcNAc an C3 und bzw. oder C6 sowie a-GalNAc an C3
oder C6 substituiert werden kann.

In humanen Geweben treten am haufigsten Core 1 (Gall31-3GalNAc-Ser/Thr),
auch Thomson-Friedenreich-Antigen genannt und Core 2-Strukturen (Gal31-
3(GIcNAcR1-6)GalNAc-Ser/Thr) auf, welche ubiquitar exprimiert werden (van
Halbeek et al., 1985; Brockhausen, 1999).
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GalNAcul—3GalNAc GlcNAcB1—6GalNAc GalNAcal—6GalNac
(coreS) (coreb) (core7)
Galal—3 GalNAc \ I /
(core8) \

GalBl—3GalNAc / \ GlcNAcB1—3GalNAc
(corel) (core3)

GlcNAcB1—6(GalBl —3)GalNAc GleNAcB1—6(GlcNAcB1—3)GalNAc
(core2) (cored)

Abbildung 5: Biosynthese der core-Strukturen wahrend der O-Glykosylierung
(Katja Engelmann 2003).

Core 3 (GIcNAcR1-3GalNAc) und Core 4 (GIcNAcR1-6(GIcNAcR1-3)GalNAc)
zeigen eine eingeschranktere, organ-spezifische Expression. Sie sind in den
Bronchien (Breg et al, 1988), im Gastrointestinaltrakt (Podolski et al., 1985a,b) und
fetalen Mucinen (Hounsell et al., 1985 und 1989; Hanisch und Peter-Katalinic,
1992) enthalten.

Core 5-8 treten eher selten auf. Core 5 (GalNAca1-3GalNAc) kommt in fetalen
Mucinen im Meconium (Hounsell et al., 1985) und rektalen Adenokarzinomen
(Kurosaka et al., 1983) vor.

Im Meconium (Hounsell et al., 1985) und gastrischen Karzinomen (Yamashita et
al., 1994) wird Core 6 detektiert. Die Core 7-Struktur (GalNAca1-6GalNAc) ist
Bestandteil des Rindersubmaxillaris-Mucins (Chai et al.,, 1992) und die Core 8-
Struktur (Gala1-3GalNAc) tritt im Bronchialschleim auf (van Halbeek et al., 1994).
Durch die Addition von N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), N-

Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc) und anderen O-acetylierten Sialinsauren, die a2-
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6 an GalNAc gebunden werden, entstehen weitere komplexe Strukturen (Reuter et
al., 1983) (Abbildung 5).

Neu5Gc wird beim Menschen nur in fetalen und malignen Geweben gefunden. Die
backbone-Region entsteht durch die Addition des Disaccharids Gall31-3GIcNAc
(Typ 1) bzw. Gal31-4GIcNAc (Typ 2), welches in einer 31-3 Bindung vorliegt und
lineare oder Uber C6 der Gal verzweigte Polylactosaminketten ausbilden kann. Die
linearen Ketten werden als i-Antigene und die verzweigten als [|-Antigene
bezeichnet.

Die nachfolgende periphere Strukturdomane ist komplex. Auffallend ist, dass die
terminalen Monosaccharide Fuc und Neu5Ac uber o—glykosidische Bindungen
verknupft sind. Die strukturelle Variabilitdt nimmt durch Modifikationen der
Neuraminsaure durch N-Acetylierung, N-Glycolylierung oder O-Acetylierung an
verschiedenen Positionen zu.

Es kdnnen bis zu 20 Monosaccharide miteinander verbunden sein (Kornfeld, R.
und Kornfeld, A.; 1990). Die Art der Glykosylierung ist abhangig von den
vorhandenen Glykosyltranferasen im Golgi, von ihrem kompetitiven Verhalten und
konnte genetischem Polymorphismus unterliegen (Hanski et al., 1992;
Brockhausen, 1999; Baldus und Hanisch, 2000).
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2.4 MUC1

Shimizu und Yamauchi (1982) identifizierten als erste das Glykoprotein MUC1 als
ein an Serin, Threonin, Prolin, Glycin und Alanin reiches Protein in einer Fraktion
aus Milchfettkugelmembranen.

Das humane epitheliale Mucin 1 ist ein Typ 1 transmembranares Glykoprotein, das
auf der apikalen Zelloberflache glandularer und duktaler Epithelien zahlreicher
Organe, z.B. Brust, Pankreas, Lunge und Gastrointestinaltrakt (Lan et al., 1990;
Gendler et al., 1990; Ligtenberg et al., 1990; Wreschner et al., 1990) sowie auf
einigen Lymphozytenspezies (Agrawal et al., 1998; Dent et al., 1999) exprimiert
wird. Uberexprimiert wird MUC1 in Adenokarzinomen von Brust, Lunge, Dickdarm,
Bauschspeicheldriuse, Magen, Prostata und Eierstock. Die epithelialen Zellen
unterliegen einer malignen Transformation.

Sie verlieren die normale apikal-basolaterale Polaritat und beginnen MUC1 auf der
gesamten Zelloberflache zu exprimieren. Auch die MUC1-Expressionsrate ist
erhoht und eine lésliche Form von MUC1 kann im Serum von Krebspatienten
gefunden werden.

Das MUC1-Mucin weist eine Vielfalt an synonym verwendeten Bezeichnungen auf.
Folgende Namen werden zum Teil noch heute verwendet: MUC1, EMA
(epitheliales Membran Antigen; Ormerod et al., 1981), PAS-0 ('periodic acid-
Schiff’s’; Shimizu et al., 1982), DUPAN-2 (Metzgar et al., 1982), PUM ( Peanut-
Lektin reaktives urindares Mucin; Karlsson et al., 1983), CA1 (Krebs- Antigen;
Bramwell et al., 1983), NPOP (nicht-penetrierendes Glykoprotein; Ceriani et al.,
1983), NCRC11-Antigen (Ellis et al., 1984), Epitektin (Harris et al., 1984), H23-
Antigen (Keydar et al., 1989), PEM (polymorphes epitheliales Mucin; Gendler et
al., 1988), SGA (Talgdrusen-Antigen; de Kretser et al., 1985), MAM-6 (Hilkens et
al., 1986), Episialin (Ligtenberg et al., 1990) und DF3-Antigen (Kufe et al., 1984).
Nachfolgend wird das MUC1 eingehend beschrieben.
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2.4.1 MUC1 auf DNA-Ebene

Das MUC1-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 1 in der Bande 1g21-
g24 lokalisiert (Swallow et al., 1987). Es tritt aufgrund verschiedener Allele mit
einer variablen Anzahl an tandemartig wiederholten 60 bp-Einheiten ein
Langenpolymorphismus auf.

Das Gen setzt sich aus sieben Exons zusammen, die insgesamt 4,2 bis 7,0 kb
genomische DNA umfassen. Das Exon 2 kodiert fur die gesamte Repeat-Region.
Die Grole dieser als VNTR (Variable Number of Tandem-Repeats)-Domane
bezeichneten Region unterliegt einem vererbten Polymorphismus und liegt
allgemein zwischen 20 bis 120 Wiederholungseinheiten, in der nordeuropaischen
Bevolkerung bei 40-80 Repeats (Gendler et al., 1988; Siddiqui et al., 1988).

Dieser Sequenzbereich ist durch einen hohen Anteil (82%) an G/C-Basenpaarung
gekennzeichnet. Stromabwarts des Exons 2 ist eine alternative Spleil3stelle
lokalisiert, die, wird sie genutzt, zur VergroRerung des Exons 2 um 27 Basenpaare
fuhrt.

Durch alternatives mRNA Splicing (oder Spleilien) des MUC1-Gens kdnnen
diverse Isoformen generiert werden. Mit MUC1-Sec wird die sezernierte Variante
des MUC1-Mucins bezeichnet, der die transmembranare und die zytosolische
Sequenz fehlt, die jedoch eine vom membranaren MUC1 abweichende C-terminale
Sequenz besitzt (Wreschner et al., 1990). Die Isoformen MUC1-A, -B, -C und -D
weisen jeweils unterschiedliche Splei3-Akzeptorstellen am Intron1-Exon2
Ubergang auf (Obermair et al., 2002). Dahingegen werden die Isoformen MUC1-X,
-Y und Z durch Nutzung einer Konsensus-Spleilldonor- und Spleildakzeptor-
Sequenz generiert, die 5" bzw. 3" terminal zur zentralen VNTR-Region lokalisiert
ist.

Diese Isoformen weisen einen dem MUC1 &hnelnden C-Terminus auf, besitzen
allerdings keine VNTR-Region (Zrihan-Licht et al., 1994a). MUC1-Sec kann mit
MUC1-Y interagieren, wodurch eine Tyr/Ser-Phosphorylierung von MUC1-Y
ausgeldst und eine Signalkaskade initiiert werden kann (Zrihan-Licht et al., 1994b;
Baruch et al., 1999).
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2.4.2 MUC1 auf Proteinebene

Das reife Glykoprotein bildet einen stabilen heterodimeren Komplex, dessen zwei
Untereinheiten von einem gemeinsamen Vorlauferprotein abgeleitet sind. Dieses
wird im Endoplasmatischen Retikulum geschnitten und die beiden resultierenden
Domanen reassoziieren in der Nahe der Schnittstelle. Die kleinere Untereinheit
schlieft die C-terminale zytoplasmatische Domane aus 69 Aminosauren, die
hydrophobe transmembranare Doméane aus 31 Aminosduren und eine kurze
extrazellulare Sequenz, die nicht-kovalent mit der grolReren Untereinheit des
MUC1 gekoppelt ist, ein (Abbildung 6).

Diese grof3e Untereinheit enthalt die extensiv O-glykosylierte Tandem-Repeat-
Domane, die von wenigen nicht-repetitiven Domanen beidseitig flankiert ist, sowie
die kurze N-terminale Domane, die das Signalpeptid sowie eine Spleil3stelle zum

Generieren zweier alternativer Produkte enthalt.

. . -C
dTR YNTR dTR m

~- I

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20
Ala - His - Gly -Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr- Arg-Pro - Ala-Pro- Gly- Ser-Thr-Ala- Pro- Pro-Ala

Abbildung 6: VNTR-Region (VNTR = variable number of Tandem Repeats) mit 20-120
Wiederholungen flankiert von zwei Regionen unterschiedlicher Sequenz dTR (degenerierte
Tandem Repeats).

MUC1 mit C-terminaler Domane sitzt fest verankert auf der Membran. Je Tandem Repeat gibt
es fiinf mogliche O-Glykosylierungsstellen.

TD = Transmembrandoméne, CD = zytosolische Doméane

Die Tandem-Repeat-Domane setzt sich aus einer zwischen 20 bis zu 120 Mal
tandemartig wiederholten Ikosapeptid-Sequenz mit der Abfolge
PAPGSTAPPAHGVTSAPDTR zusammen.
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Das repetierte Peptid weist funf putative O-Glykosylierungspositionen auf, die in
der Regel mit komplexen Glykanen substituiert sind.

Obwohl jede dieser Positionen in vivo O-glykosyliert werden kann, variiert die
durchschnittliche Dichte der Glykane unter den MUC1-Glykoformen.
Tandemrepeat-Glykopeptide von MUC1 in Brustmilch (Muller et al., 1997) oder von
der Brustkarzinomzelllinie T47-D (Maller et al., 1999) enthalten durchschnittlich 2,6
bzw. 4,8 Glykane pro Tandemrepeat.

Auf Proteinebene kann diese Domane in Abhangigkeit von der Anzahl an Tandem
Repeats 50 bis 80% des gesamten Molekils ausmachen. Weitere 480
Aminosauren bilden das Ubrige Protein. Lange galt die Tandemrepeat-Sequenz als
hoch konserviert (Gendler et al., 1990). Erst spater wurden von Mdller et al. (1999)
durch eine Sequenzierstudie proteolytischer Fragmente der gesamten VNTR-
Domane des MUC1-Proteins erste Hinweise gefunden, dass die etablierte 20
Aminosaure-Sequenz nur eine von verschiedenen alternativen Ikosapeptiden ist.
Fur andere Mucinspezies, wie z.B. MUC4, MUC11, MUC12 und MUC16 wurden
ebenfalls Aminosaure-Variationen innerhalb der variablen Tandemrepeat-Region
beschrieben (Nollet et al., 1998; Williams et al., 1999; Yin et al., 2001).

Die VNTR-Domane wird durch ,degenerierte Repeats® mit weniger
Glykosylierungspositionen flankiert.

Die haufig in Nachbarschaft zu stark glykosylieten Domanen anzutreffende SEA-
Domane (sperm protein-enterokinase-agrin) weist zusatzlich funf Sequons fur
putative N-Glykosylierungen und eine Schnittstelle auf, die wahrend der ER-
Prozessierung des Mucins durch autolytische Spaltung genutzt wird und zur
Ausbildung eines heterodimeren Komplexes in der Plasmamembran fuhrt.

In der VNTR-Region fanden Engelmann et al. (2001) Hinweise auf
Sequenzvariationen (siehe oben). In den Gewebeproben wurde auf DNA-Ebene
ein Austausch von Prolin in der Position 13 der Tandemrepeat-Sequenz
PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA gegen Glutamin, Alanin oder Threonin festgestellt.
Des Weiteren waren Asparaginsaure (D) und Threonin (T) im immundominanten
Epitop APDTR konzertiert gegen Glutaminsaure (E) und Serin (S) ausgetauscht

worden.
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Die carboxyterminale, zytoplasmatische Domane des MUC1 besteht aus 69
Aminosaureresten, wovon sieben Tyrosinreste sind, die z. T. phosphoryliert
werden konnen (Zrihan-Licht et al., 1994; Pandey et al., 1995). Die
Phosphorylierung von Tyrosin, welches von der Membran am weitesten entfernt
ist, fordert die Interaktion mit der SH2-Domane des Adapterproteins Grb2 (Pandey
et al., 1995), welches Proteine wie das SOS-Austauschprotein von Ras (Chardin et
al., 1993; Egan et al., 1993) oder die PRD Domane der GTPase Dynamin binden
kann (Barylko et al., 1998).

Ldésliches MUC1 wurde in menschlicher Milch (Patton, 2001; Peterson et al., 2001)
und in sehr geringen Mengen im Serum von gesunden Mannern und Frauen
gefunden (Croce et al., 2001; McGuckin et al., 1994). Dabei kbnnte es sich um
MUC1-sec handeln.

Es besteht aber auch die Mdglichkeit, dass MUC1 von der Oberflache von Zellen
durch proteolytische Spaltung (Abschilferung oder shedding) freigesetzt wird
(Hilkens et al., 1991). TACE [tumor necrosis factor-a (TNF-a)] konnte als Protease

fur die Spaltung verantwortlich sein (Thathiah et al., 2003).

2.4.3 O-Glykanprofile des MUC1

Es ist bekannt, dass Mucine von unterschiedlichen Organen und Geweben
verschiedene Muster von O-Glykosylierungen besitzen.

Bisher wurde das O-Glykanprofil von MUC1-Glykoformen in Brustmilch, Urin und
Brustkrebszelllinien untersucht. Das O-Glykanprofil von MUC1 in Muttermilch wird
durch auf Core 2-basierende, lineare oder verzweigte Polylactosaminylketten
dominiert, welche mit bis zu drei Fucoseresten substituiert sind (Hanisch et al.,
1989). Mono- und disialylierte Strukturen sind ebenfalls vorhanden, sie machen
aber nur 25 % der Glykane aus (Hanisch et al., 1990). MUC1 im Urin hingegen
besitzt kurzere neutrale und saure Glykane, welche auf Core 1 und Core 2
basieren (Bhavanandan et al., 1998).

Die Glykoformen in Krebszelllinien wie T-47D (Hanisch et al., 1996), BT20 (Hull et

al., 1989) oder anderen Brustkarzinomzelllinien (Lloyd et al., 1996) enthalten
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verkurzte Strukturen wie Core-GalNAc, das Core 1-Disaccharid Gal(31-3)GalNAc
und auch seine mono- und disialylierten Derivate.

Es wurde gezeigt, dass im Brustkrebs nicht nur eine abnorme Glykosylierung
vorliegt (Lloyd et al. 1996, Hanisch et al. 1996), welche zur Addition von kirzeren
O-Glykanen fuhrt, sondern dass es auch zu einer Exposition von Peptidepitopen in
den  Tandem-Repeat-Domanen kommt, welche normalerweise durch
Glykosylierung maskiert sind, daruber hinaus beobachtet man auch, dass neue
Kohlenhydratepitope auftreten.

Nicht nur die Art, sondern auch die Dichte der O-Glykane, die an MUC1 addiert
werden, ist im Brustkrebs verandert (Muller et al., 1999). Daraus folgt, dass die mit
Krebs assoziierten Glykoproteine sich hinsichtlich ihrer Antigenitat und
Immunogenitat von den normalen Mucinen unterscheiden (Burchell, J. M. et al,
1993).

Dieser Unterschied in der Antigenitat kann durch den Antikdrper SM3 (Burchell et
al., 1987; Girling et al., 1989) demonstriert werden, welcher selektiv ein Epitop des
Core-Proteins erkennt. Dieses Epitop wird in der Tandemrepeat-Domane des mit
Krebs assoziieten MUC1-Mucin exponiert (Burchell et al.,, 1989), im

Normalgewebe aber durch Glykosylierung weitgehend maskiert.

2.4.4 Biosynthese des MUC1

An das neu synthetisierte Protein werden wahrend seiner Synthese im
Endoplasmatischem Retikulum (ER) in der Nahe der transmembranaren Region N-
Glykane addiert. Danach wird MUC1 im ER proteolytisch innerhalb der SEA-
Domane gespalten (Hilkens und Buijs, 1988). Die beiden Produkte bleiben nicht-
kovalent assoziiert (Ligtenberg et al., 1992). Die proteolytische Schnittstelle wurde
von Parry et al. (2001) stromaufwarts der transmembranaren Domane identifiziert.
Nach der Spaltung werden die im ER gebildeten Mannosereiche N-Glykane im
Golgi in Komplexe N-Glykane Uberfuhrt. Im cis/trans-Golgi erfolgt auch die O-
Glykosylierung des MUCA1.
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Dadurch steigt das apparente Molekulargewicht des Mucins erheblich (Hilkens und
Buijs, 1988). Die O-Glykane werden zum Teil sialyliert bevor sie den Golgi
verlassen. Unvollstandig und vollstandig sialyliertes MUC1 wird an der Oberflache
exprimiert (Litvinov und Hilkens, 1993).

Nachdem das MUC1-Protein erstmals den Golgi passiert und auf der
Zelloberflache exponiert wurde, kann der Komplex wiederholt durch Clathrin-
vermittelte Endozytose internalisiert (Altschuler et al., 2000) und rezyklisiert
werden bis die endgultige Glykosylierung, charakterisiert durch die terminale
Addition von Sialinsdure an die Glykanketten, im trans-Golgi vervollstandigt ist
(Litvinov et al., 1993). Das reife Mucin verbleibt sodann auf der Zelloberflache oder
wird, wahrscheinlich durch Spaltung des nicht-kovalenten Komplexes oder durch
Sheddasen von der Zelle abgeschilfert (Ligtenberg et al., 1992b). Die prolinreiche
Aminosauresequenz des MUC1-Mucins (etwa 25%), die starke O-Glykosylierung
der zahlreichen Serin- und Threoninreste innerhalb der Repeatdomane und die
elektrostatische AbstoRung, verursacht durch die terminale Sialinierung der i.d.R.
verzweigten Kohlenhydratketten, sind fur die gestreckte Konformation des MUC1-
Proteins verantwortlich, das ca. 200-500 nm von der apikalen Zelloberflache ins

Lumen hinein ragt.

2.4.5 Biologische Funktionen des MUC1

MUC1 kann durch seine O-Glykane Pathogene uber deren Kohlenhydrat-
spezifische Adhesine an die epitheliale Oberflache binden (DeSouza et al., 1999;
Lillehoj et al., 2001; Schroten et al., 1992, Yolken et al., 1992). Insofern stellt es als
membrangebundenes Mucin den spezifischen Liganden bzw. Rezeptor bakterieller
Invasionsprozesse dar, anderseits kann es als sezerniertes oder abgeschilfertes
Mucin Pathogene an der Kontaktaufnahme mit der epithelialen Zelloberflache
hindern.

DaruUber hinaus beeinflusst MUC1 die Zell-Zell-Kommunikation durch Regulation

von Adhasions- und Anti-Adhasionsprozessen (Roussel et al.,, 1996). Die
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Blockierung der Adhasion wird wahrscheinlich durch die sterische Konformation
ausgeubt (Ligtenberg et al., 1992; Hilkens et al., 1992).

Ein Beispiel fir Adhasion ist die Wechselwirkung zwischen den Kohlenhydrat-
Antigenen auf MUC1 (Sialyl Lewis-x, -a) und dem Adhasionsmolekul E-Selektin
(Hanski et al., 1993). MUC1 kann die Zell-Zell-Adhasion auch durch intrazellulare
Signalkaskaden beeinflussen. Der zytosolische Bereich von MUC1 besitzt sieben
Tyrosinreste, die phosphoryliert werden kénnen (Wreschner et al., 1990) und als
Bindungsstellen fur Proteine und Kinasen, die SH2-Domanen besitzen (Spicer et
al., 1995), aber auch als Bindungsmotiv fur das Protein 3-Catenin, welches in die
src- und wnt-Signalkaskade involviert ist, dienen kdnnen (Yamamoto et al., 1997).
Neben (3-Catenin interagiert MUC1 auch mit der Glykogen-Synthase-Kinase 3-3 (Li
et al., 1998), mit der c-Src-Kinase (Gonzaez-Guerrico et al., 2002; A. Li et al.,
2001; Y. Li et al.,, 2001) und mit den erbB Rezeptoren 1-4. Die Bindung an f3-
Catenin, das in der E-Cadherin-vermittelten Zelladhasion involviert ist, wird durch
die Phosphorylierung (c-src Tyrosinkinase) eines zytosolischen MUC1-Motives
beeinflusst.

Eine starkere Bindung entsteht durch Phosphorylierung, die durch die
Proteinkinase Cd (Ren et al.,, 2002) vermittelt wird, eine schwachere Bindung
hingegen durch die GSk3B} (Li et al., 1998). In vielen Myelom-Zellen induziert
Interleukin-7 (IL-7) eine Bindung von MUC1 an Lyn Tyrosinkinase, was in einer
starkeren Phosphorylierung des MUCH1 resultiert und in einer Induktion der
Bindung von MUC1 an R-Catenin (Li et al., 2003).

Auch Wechselwirkungen zwischen y-Catenin und MUC1 sind bekannt (Li et al.
2003b). Die verstarkte Phosphorylierung des MUC1 wird in Zusammenhang mit
der Tumorzelladhasion gebracht (Quin und McGuckin, 2000). Bei adharenten

Zellen sinkt die MUC1-Phosphorylierung.
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2.4.6 Biologische Funktionen des MUC1 in Krebszellen

Das aus Tumor-Gewebe isoliete MUC1-Mucin weist gegeniber dem
korrespondierenden Mucin auf normalen Zellen auffallende Veranderungen
hinsichtlich seines Expressionsmusters sowie des Glykosylierungsprofiles auf.

Es wird ein starker Expressionsanstieg des MUC1 auf den entarteten Zellen
beobachtet sowie die Sezernierung von MUC1 ins Serum.

MUC1 wird nicht mehr restringiert auf der apikalen Oberflache der Epithelzellen
exponiert, sondern verteilt Uber die gesamte Oberflache der Tumorzelle, die ihre
Polaritat verloren hat. Damit interferiert das MUC1 sowohl sterisch als auch
elektrostatisch mit dem E-Cadherin, das im normalen Gewebeverband
basolaterale Zell-Zell-Kontakte vermittelt. Aberrationen im Glykosylierungsprofil
zeigen sich vorrangig in der peripheren Domane der Kohlenhydratseitenketten,
indem z.B. Blutgruppen-Antigene deletiert sind bzw. den Blutgruppen verwandte
Neoantigene exprimiert werden oder eine Re-Expession fetaler Antigene sichtbar
wird (Hanski et al., 1992). Einige Glykoformen wurden bereits als ‘tumor-
assoziierte Antigene” beschrieben (Brockhausen et al., 1995).

Als tumor-assoziiert wurden die Kohlenhydratstrukturen Sialyl-Lewis(a) und -(x),
gekoppelt an MUC1 auf Tumorzellen beobachtet, die unter anderem zur Aussage
uber die Tumorprogression herangezogen werden (Baldus et al., 2002a, b). Die
extensive Sialinierung von Lewis-Antigenen (Sialyl-Lewis a, Sialyl-Lewis x) auf
metastasierenden Tumorzellen wird als molekulare Grundlage ihrer Arretierung im
Endothel des Zielorgans diskutiert, wobei es zu Interaktionen mit
Zelladhasionsmolekulen (E- und P-Selektin) kommt. Diese Interaktion ist auch ein
frihes Ereignis innerhalb der Leukozyten-Rekrutierung und Extravasation bei
auftretender Inflammation (Varki et al., 1994). Die vermehrt MUC1-exprimierenden
Tumorzellen weisen eine verringerte Aggregationsfahigkeit auf, was durch die
starke Neuraminsaureaddition an die Glykanketten und die daraus resultierende
Abstol3ung der Zellen untereinander zu erklaren ist (Ligtenberg et al., 1992a).

Auch die Expression von Blutgruppen-Antigenen auf dem zelloberflachen-
gebundenen MUC1 tragt zum Adhasionsverhalten von Tumorzellen bei, indem

diese durch Mimikry den Erkennungsmechanismen des Immunsystems im
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Wirtsorganismus entkommen. Anhand von immunzytochemischen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass tumor-assoziiertes MUC1 unterglykosyliert, im
Hinblick auf die durchschnittliche Glykankettenlange, auftritt (Burchell et al.,
1993a).

Das MUC1-Glykoprotein aus laktierendem humanem Brustepithel weist Core 2-
Trisaccharid-basierende Polylaktosaminketten auf (Hanisch et al., 1989 und 1990).
Im Tumorgewebe ist die Aktivitat der Core2-131, 6 N-Acetylglucosaminyltransferase
stark reduziert bis fehlend, so dass die Core 2-Struktur nicht oder nur geringflgig
gebildet werden kann (Brockhausen et al., 1995), die Vorlauferstrukturen GalNAc-
Ser/Thr und Gal31-3GalNAc akkumulieren. Die Core 1-spezifischen a6- und o3-
N-Acetylneuraminsaure-Transferasen verwenden diese Strukturen als ihre
Substrate und addieren Neuraminsaure.

Mit Anknupfung von Sialinsauren ist ein biosynthetisches Stoppsignal eingeflihrt
worden und die resultierenden verkurzten Kohlenhydratketten, NeuAca2 6(Galf31-
3)GalNAc und NeuAca2-3GalR1-3GalNAc, weisen einen hohen Grad an
Sialinierung auf.

Die tumorspezifischen Veranderungen des MUC1 machen das Glykoprotein zu
einem viel versprechendem Tumorantigen in der Diagnostik und Therapie (Miles et
al., 1999).

Folgende charakteristische Eigenschaften liegen dem Tumorantigen MUC1 zu

Grunde:

» MUC1 wird von den meisten Tumorzellen verstarkt exprimiert.

» Es weist eine veranderte Glykosylierung (verkurzte Saccharidstrukturen) auf
Tumorzellen auf, was zur Prasentation kryptischer Epitope fuhrt.

» Die Tandemrepeat-Struktur tragt die immundominanten Epitope des MUC1-
Molekdls.

» Die ausgedehnte Molekulstruktur auf der Zelloberflache beeinflusst das
Immunsystem und in Tumorpatienten kann eine HLA-unrestringierte
Zellerkennung ausgeldst werden, wodurch eine Therapie bei verschiedenen

Individuen anwendbar ware (Jerome et al., 1991).



Einleitung

2.4.7 MUC1 und seine Interaktionsspartner

Die funktionelle Relevanz der evolutiv hoch konservierten zytoplasmatischen
Doméne des MUC1 wird durch die verschiedenen hier lokalisierten
Bindungsmotive verdeutlicht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bindemotive des C-terminus des MUC1 mittels Phosphorylierung Ser 44 von
GSK3B an TDRSP, Tyr46 von c-Src oder EGFR (Epidermal-Growth-Factor-Receptor) an
YEKV, Thr41 von PKC& an TDR und Tyr60 von Grb2 an YNTP. Die Phosphorylierung an
Tyrd6 und Thr41 steigert die Affinitat von B-Catenin zu SAGNGGSSLS (Yang, Hu et al. 2007)

MUCH1 reguliert den Krebsfortschritt, der uber den Transforming Growth Factor-«
(TGF-a) eingeleitet wird (Pochampalli, Bitler et al., 2007). TGF-a aktiviert und
induziert so den Abbau des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR).

Aullerdem kann MUC1 mit EGFR Komplexe bilden und wirkt dem Abbau des
Rezeptors durch Ubiquitinierung (Schroeder, Thompson et al., 2001) und
Erhdhung des TGF-a induzierten Signals Uber den MAP/ERK-Signalweg
(Pochampalli, Bejjani et al., 2007) entgegen.

Ein weiterer wichtiger Bindungspartner zur Signalweiterleitung Uber MUC1
zwischen EGFR und EGF ist das Galektin-3. N-Glykosylierung des MUC1 am C-
terminalen Asparagin-36 erhoht die gemessene Menge an mRNA des Galektin-3
(Ramasamy, Duraisamy et al., 2007). Galektin-3 bindet an das N-Glykan des
Asparagin-36 in der kleinen MUC1-Untereinheit und bildet eine notwendige Bricke
zwischen MUC1, EGFR und den fur EGF eingeleiteten Signalen. Da allerdings

nicht jede Zelllinie (BT549-Zellen) im Stande ist, Galektin-3 zu exprimieren, wird
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angenommen, dass eventuell andere Galektine (1, 4, 8, etc.) diese Brucke der
ligandeninduzierten Signalweiterleitung bilden.

Mittels Komplexbildung mit HSP70/HSP90 wird MUC1 nach der Aktivierung des
EGFR durch Heregulin (HRG) Uber die Aktivierung der Src-Kinase mit der auf3eren
Mitochondrienmembran verbunden und blockiert so stressinduzierte intrinsische
Apoptose. Wahrend MUC1 direkt an HSP70 bindet, wird die Bindung an HSP90
durch Phophorylierung der c-Src-Kinase im YEKV-Motiv von MUC1 eingeleitet.
Inhibitoren der c-Src oder des HSP90 blockieren den Einbau des MUC1 in die
aulBere mitochondriale Membran (Ren, Bharti et al.,, 2006). Ein weiterer
Bindungspartner von MUC1, der mit HSP90 um die gleiche Bildungsstelle (YEKV-
Motiv) konkurriert, ist B-Catenin. Die Bindung von -Catenin an MUC1 bewirkt die
Kolokalisierung dieser beiden Bindungspartner in den Zellkern.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass in manchen Zellinien wie HCT116 die
Plazierung von MUC1 und B-Catenin die Expression von Zielgenen wie Tcf (T-cell-
specific transcription factor) und Cyclin-D1 aktiviert (Huang, Ren et al., 2003).
Durch die Bindung von (3-Catenin an MUC1 wird ebenfalls die Phosphorylierung
der Glykogen-Synthase-Kinase 3-B (GSK3-B) und somit den Abbau des [-
Catenins blockiert (Huang, Chen et al., 2005).

MUC1 spielt auBerdem eine Rolle bei der Regulation von Zellwachstum und
Differenzierung Uber den Grb2-Sos-Ras-MEK-ERK2-Signalweg, indem MEK-
Signalweg durch Tyrosinphosphorylierung am C-Terminus des MUC1 aktiviert wird
(Meerzaman, Shapiro et al., 2001).

Dartber hinaus reprasentiert das tumor-assoziierte MUC1-Molekll einen
spezifischen Liganden fur das endotheliale interzellulare Adhasionsmolekul 1
(ICAM-1) (Regimbald et al., 1996). Von Tumorzellen ins Serum sezerniertes MUC1
kann diese Interaktion inhibieren, ebenso wie MUC1-spezifische Antikorper, die
gegen die Protein-Core-Struktur gerichtet sind.

Die bereits zuvor beschriebene Bindung von Sialyl-Lewis(x) und Sialyl-Lewis(a),
mit E-Selektin sowie die Interaktion von MUC1 mit den Cateninen 3 und a
(Yamamoto et al., 1997), beschreiben den Einfluss des Glykoproteins auf diverse
zellulare Vorgange, einschliel3lich Adhasion, Differenzierung, Polaritatsausbildung,
Migration, Proliferation und das Uberleben der Zellen (Pignatelli et al., 1998).
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2.5 Zellulare Aufnahme - Endozytose und

Endozytosewege

Das Wort Endozytose hat griechischen Ursprung (endon= innen, kytos= Hohle)
und definiert die Aufnahme von Material in das Innere einer Zelle, sofern dies nicht
durch einen passiven Prozess an der Zellmembran geschieht, sondern Uber das
Ausbilden von Einstulpungen der Plasmamembran erfolgt. Die Endozytose ist an
den verschiedensten zellularen Prozessen, wie der Weiterleitung neuronaler,
metabolischer und proliferativer Signale, der Aufnahme vieler essentieller
Nahrstoffe und der Fahigkeit zur Abwehr eindringender Mikroorganismen, beteiligt
(Mellman 1996).

Eine endgultige Glykosylierung vom MUC1-Protein, charakterisiert durch die
terminale Addition von Sialinsaure an die Glykanketten, wird ebenfalls durch
Endozytoseprozesse der Zelle erreicht.

Endozytosewege kdnnen aktuell in finf Gruppen eingeteilt werden (Abbildung 8):

1) Die Clathrin-vermittelte Endozytose

2) Lipid Raft-assoziierte Endozytose umfasst:
a) Caveolae-unabhangig-vermittelte Aufnahme (Flotillin-abhangig)
b) Caveolae-abhangig-vermittelte Endozytose

3) Lipid Raft-unabhangige Endozytose

4) Phagozytose

5) Makropinozytose
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Abbildung 8: Wege der Endozytose dargestellt durch fiinf mogliche Mechanismen
(modifiziert nach Huth 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit werden speziell die Cathrin-vermittelte so wie Caveolin-
abhangige- bzw. Caveolin-unabhangige und Lipid Raft-unabhangige
Aufnahmewege im Zusammenhang mit der Endozytose von MUC1

hervorgehoben.

2.5.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Die bis heute am besten verstandene Form der Endozytose ist die Clathrin-
vermittelte Endozytose, welche durch ihren ersten Schritt, die aktive
Internalisierung von extrazellularem Material an spezialisierten Bereichen der
Plasmamembran, den so genannten Clathrin-coated pits, charakterisiert ist.

,Clathrin-coated pits* wurden bereits 1964 als spezialisierte Regionen der
Plasmamembran identifiziert (Roth und Porter 1964), die bereits leicht nach innen
gekrimmt (Abbildung 9) und auf der Innenseite der Membran mit Clathrin-

Makromolekulen tberzogen sind (Mousavi et al. 2004).



Einleitung

Clathrin-vermittelte Endozytose spielt bei der Rezyklisierung des Membranmucins
MUC1 eine Rolle (Altschuler et al., 2000), wobei es zur Addition von Sialinsaure
an die Glykanketten des Mucins im trans-Golgi-Netzwerk kommt (Litvinov et al.,

1993).
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Abbildung 9: Schematische Abbildung einer Clathrin- bzw. Caveolin-abhdngigen
Endozytose.

Links: Bildung von Clathrin-coated pits bei Erkennung von Material auf der Zellmembran
und Abschniirung der Clathrin-coated Vesikel. Abspaltung von Clathrin Monomeren und
Riicktransport der Monomeren an die Membraninnenseite. Vesikelprozessierung zum frithen
Endosom bzw. Bildung eines friihen Endosoms liber mehrere Vesikel.

Rechts: Bildung von Caveolae aus Lipid Rafts in der Zellmembran und Abschniirung von
Caveosomen (modifiziert nach Simons und lkonen 1997).

Nach Internalisierung uber Clathrin-vermittelte Endozytose werden bestimmte
Proteine wie MUC1 ohne Degradation Uber so genannte ,Recycling“-Endosomen

zuruck zur Zellmembran transportiert.
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2.5.2 Lipid Raft-assoziierte Endozytose

2.5.2.1 Struktur von Lipid Rafts

In Epithelzellen ist die Plasmamembran in eine apikale und eine basolaterale
Doméane unterteilt, wobei letztere einen groReren Anteil an Phosphatidylcholin
enthalt.

Um diese ungleiche Verteilung zu erklaren, wurde postuliert, dass aufgrund der
unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften der Lipide bereits im Golgi-
Apparat Ansammlungen von Sphingolipiden und Cholesterol als Sortierstation flr

apikal gerichtete Proteine dienen.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung (rechts) von Lipid Rafts, die
Plasmamembranmikrodoméanen mit einem hohen Anteil an Sphingolipiden, Cholesterol und
Phospholipiden mit langen gesattigten Fettsdureseitenketten sind und oft auch
Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) verankerte Proteine beinhalten
RasterkRaftmikroskopaufnahme (AFM, links) von Lipid Rafts. Sphingomyelin Rafts: orange,
Phosphatidylcholinhintergrund: schwarz, PLAP (placental alkaline phosphatase): gelbe
Peaks. PLAP ist ein Marker fir Lipid-Rafts, der liber GPl mit dem auBeren Leaflet der
Membran verankert ist (Saslowsky et al., 2002).

Diese Ansammlungen, die sich in ihrer Zusammensetzung von der Ubrigen
Plasmamembran unterscheiden und resistent gegenuber nicht ionischen
Detergenzien sind (Detergenz-resistenten Membrandomanen), wurden als ,Lipid
Rafts® (engl.: FIoRRe) bezeichnet (Abbildung 10).

Die Lipid Raft-Plattformen kdonnten aufgrund der zunehmenden Phasenspannung

an der Grenze in der Lage sein, ohne Coat-Proteine abzuknospen und Vesikel zu
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Abbildung 11: Lipid Raft-abhdngige Vesikelformation.

Proteine besitzen unterschiedliche Affinititen zu Lipid Rafts. GPl-verankerte Proteine
besitzen indirekt eine hohe Affinitidt, da der Lipid-Teil des GPI-Ankers mit Lipid Rafts
interagiert. Raft-Proteine kénnen uber ihre Transmembrandoméne direkt mit Lipid Rafts
interagieren und werden in die Raft-Domanen durch laterale Diffusion eingeschlossen.
Nicht-Raft-Proteine sind nicht in der Lage mit diesen Doméanen zu interagieren und werden
dadurch ausgeschlossen. Durch Verschmelzen kleinerer Raft-Doméanen und Stabilisierung
durch Cluster-Proteine, entstehen Lipid Raft-Plattformen. Diese koénnen durch eine
zunehmende Phasenspannung zwischen den unterschiedlichen Lipiddoméanen abschniiren
und apikale Transportvesikel bilden (Schuck und Simons, 2004).

bilden, da dieser Zustand energetisch vorteilhafter ware (Schuck und Simons,
2004; Hanzal-Bayer und Hancock, 2007).

Rafts wurde aufgrund der Vesikelformation (Abbildung 11) ebenfalls eine Rolle in
der Sortierung von Membranproteinen, der Zelladhasion und in Signalprozessen

zugesprochen (Simons und Ikonen 1997).
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2.5.2.2 Raft-assoziierte Markerproteine

Neben der Caveolin-Proteinfamilie (s. 2.5.2.4) gehdren die Reggie-Proteine zu den
bekannten Raft-assoziierten Markerproteinen.

Reggies wurden aufgrund ihres Sedimentationsverhaltens in Dichtegradienten als
Flotilline (float, engl: schweben) beschrieben. Dabei ist Reggie-1 identisch mit
Flotillin-2 und Reggie-2 mit Flotillin-1 (Bickel et al. 1997).

Das humane Reggie-2 Gen ist 15 kB grof3 und in der MHC Klasse 1-Region des
Chromosoms 6 lokalisiert (Edgar et al. 2001), humanes Reggie-1 ist auf
Chromosom 17 lokalisiert.

Reggie-2/Flotillin1 wird in einer Vielzahl von Saugetier-Zellen exprimiert. Bezogen
auf Zelllinien findet man Reggie-2 in Endothel-, Epithel-, vielen Tumorzelllinien und
in glatter Muskulatur (Volonte et al. 1999; Liu et al. 2005).

Reggie-1/Flotillin 2 hingegen ist in fast allen Geweben bzw. Organen und in allen
bisher untersuchten Zelllinien zu finden (Cho et al. 1995; Volonte et al. 1999) und
eignet sich daher besonders gut als Raft-assoziiertes Markerprotein.

Die physiologische Funktion der Reggie-Proteine ist noch nicht verstanden. Es
existieren jedoch Hinweise, die den beiden Proteinen eine Rolle in Signal- und

sekretorischen Prozessen und Endozytose zusprechen.

2.5.2.3 Caveolin-unabhéngige Endozytose

2.5.2.3.1 Exosomaler Transportweg liber multivesikulare Kérper

Der intrazellulare Transport von Proteinen und Lipiden hangt zu einem Groliteil
von deren Verpackung in Vesikel, dem Transport dieser Vesikel durch die Zelle

und dem Verschmelzen der Vesikel mit Membranen ab.
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Abbildung 12: Vereinfachte schematische Darstellung des intrazellularen Transports liber
Caveolin-unabhdngige Endozytose.

Durch eine zweite Invagination der Endosomen kommt es zur Bildung von
Multivesikuldrkorpern (MVBs), die in ihrem Inneren Exosomen einschlieBen. Diese
proteinhaltigen internen Vesikel werden nach Fusion des multivesikularen Kérperchens mit
der Plasmamembran als Exosomen endosomalen Ursprungs in vivo und in vitro sezerniert.
Exosomen iibertragen Proteine auf Zellen durch Binden an der Zelloberflache, Fusion mit
der Plasmamembran oder Endozytose (Christoph Greb 2011).

Dabei wolben sich Lipid Rafts, die Signale durch die Membran transduzieren und
so eine cholesterinabhangige Endozytose auslosen kdnnen, als ein Segment der
Zellmembran ins Zellinnere und werden dort quasi abgeschnurt. Die durch
Endozytose der Lipid Rafts entstehenden Vesikel werden als frihe Endosomen
(30-100 nm) bezeichnet, die durch weitere Invaginationen ihrer Membranen zu den
bereits erwahnten multivesikularen Korperchen (MVB) werden (Abbildung 12) und
deren Inhalt nach Fusion mit der Zytoplasmamembran als Exosomen sezerniert
wird (Février et al., 2004; Johnstone et al., 1987; Pisitkun et al., 2004; Thery et al.,
2002a; Thery et al., 2002b; Vazirabadi et al., 2003).

Die aus Endosomen internalisierte Exosomen (50 bis 100 nm) transportieren so
bestimmte von der Plasmamembran abgeleitete Proteine auf ihrer Oberflache und

zytosolische Proteine in ihrem Inneren (Hicke et al., 2001a; Hicke et al., 2001b;
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Johnstone et al., 1987; Katzmann et al., 2001; Pisitkun et al., 2004; Thery et al.,
2002a; Thery et al., 2002b; Vazirabadi et al., 2003). Cholesterol-Depletion von
Zellmembranen flhrt dazu, dass die regulierte Exozytose zum Erliegen kommt
(Lafont et al. 1999). Exosomen konnen aus Zellkulturiberstanden in differenziellen
Zentrifugationsschritten gefolgt von einem oder mehreren
Ultrazentrifugationsschritten anreichert und durch Dichtegradientenzentrifugation in

Sucrose isoliert werden.

2.5.2.4 Caveolin-abhédngige Endozytose

Diese Art der Endozytose kann auch als Caveolin-vermittelte Endozytose
bezeichnet werden (Conner und Schmid 2003).

Caveolae (lat.: kleine Hohlen) sind tubulare Einstllpungen der Plasmamembran
mit einem Durchmesser von 50 bis 100 nm, deren charakteristisches Protein das
Caveolin ist. Die Familie der Caveoline besteht bei Saugetieren aus den drei
Proteinen Caveolin-1, -2 und -3, die zu den bekanntesten Raft-assoziierten
Markerproteinen gehoren. Caveolin-1 und Caveolin-2 werden in vielen Zellen
koexprimiert, wobei Caveolin-1 auf molekularer Ebene der Grundbaustein der Zelle
zur Ausbildung von Caveolae darstellt (Carver et al, 2003).

Caveolin-1 kann als Hauptmarker der Caveolae mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper detektiert werden. Internalisierte Partikel (fluoreszenzmarkiert) kbnnen

dann Uber Kolokalisationsstudien innerhalb der Zelle genau geortet werden.

2.5.3 Lipid Raft-unabhédngige Endozytose

Neben den apikalen Proteinen, die mit DRMs (Detergenz-resistenten
Membrandomanen) assoziiert sind, gibt es eine Reihe von apikalen Proteinen, die
nicht mit DRMs assoziieren. Diese Proteine gelangen Uber einen Lipid Raft-
unabhangigen Transportweg zur apikalen Membran.

Dazu zahlen z.B. das intestinale Burstensaum-Enzym LPH, das p75NTR, das
gp114 (Delacour und Jacob, 2006) und das Lektin Galektin-3.
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Galektin-3 (Gal-3) gehort zur Familie der Galektine, einer Gruppe von Proteinen,
die B-galaktosidische Zucker erkennen (Barondes et al., 1984).

Gal-3 zeigt wie alle 13 bislang im Menschen identifizierten Galektine zwar die
typischen Charakteristika eines zytosolischen Proteins aber dennoch konnten
immunzytochemische Untersuchungen zeigen, dass extrazellulares Gal-3 Uber

einen alternativen Sekretionsweg freigesetzt wird.

Lipid Raft unabhéingige Vesikclformation
A W yombie
?tnmmnbnm
3ee OlOCtind Abbildung 13: Lipid Raft-unabhangige
@ sugarchain Vesikelformation.
P A) Galektin-3 bindet von der luminalen
semsa Seite an Glykoproteine und fiihrt zur
Oligomerisierung der Proteine.
Dieser Vorgang fiihrt zu einer
Membrankrimmung und resultiert im
Abschniiren eines apikalen
Transportvesikels.
B B) Galektin-3 bindet an Glykoproteine
U [ 4 / und rekrutiert Adapter Protein (AP)-
@9 oceptor complex Komplexe.
3, receptor APs rekrutieren Coat-Proteine und
. fuhren zum Abschniiren eines apikalen
P P o inaten Transportvesikels.
( N et R4 (A und B: Delacour und Jacob, 2006)
.
\“‘..

Daruber hinaus konnte im Rahmen der Analyse von Proteinkomponenten in
apikalen Transportvesikeln epithelialer Zellen Galektin-3 als einer der
Hauptbestandteile identifiziert werden, der mittels vermittelter Clusterung und
Separierung der Lipid Raft-unabhangigen Glykoproteine schliel3lich zur Bildung
eines Lipid Raft-unabhangigen Transportvesikels fuhrt (Delacour et al., 2006;
Delacour et al., 2007). In Abbildung 13 ist ein Modell des Lipid Raft-unabhangigen

Transportes graphisch dargestellt.
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2.6 Einfluss der O-Glykosylierung auf die Glykoprotein-

Sortierung

Die O-Glykosylierung eines Proteins wird durch genetische und epigenetische

Parameter kontrolliert. So ist bekannt, dass die z.Z. klonierten 14 humanen

Polypeptid-GalNAc-Transferasen zwar keine stringente Motivabhangigkeit zeigen

(Sequon), aber fur vicinale Peptidsequenzen bestimmte Praferenzen aufweisen
(Clausen et al. 1996; Wandall et al. 1997)
Uber diese genetischen Parameter hinaus machen sich epigenetische Einfliisse in

vielfaltiger Weise bemerkbar:

1)

In Abhangigkeit von der Verteilung der Glykosyltransferasen (GT) in
den Subkompartimenten des cis/trans-Golgi kommt es bei Ko-
Lokalisation der Enzyme zu kompetitiven Effekten. Dies gilt nicht nur
fur GT, die die gleiche Substratposition eines Zuckerakzeptors
angreifen (z.B. ST6GalNAc-I und C2-GnT1), sondern auch im Sinne
einer indirekten Kompetition, da sich die Addition von
Monosaccharidbausteinen in bestimmten Positionen negativ (oder
positiv) auf die Glykosylierung anderer Positionen des gleichen
Substrates auswirken kann. Indirekte Kompetition in diesem Sinn ist
z.B. fUr die Enzyme ST3Gal | und C2GnT1 beschrieben worden.
Andere indirekte Effekte sind flr einzelne Isoformen der ppGalNAc-
Ts (Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferasen) bekannt, die sich
durch eine Lektin-vermittelte Glykosylierungsabhangigkeit  ihrer
Aktivierung (durch proximale GalNAc-Reste) oder ihrer Inaktivierung
(durch proximale Gal-GalNAc-Reste und elongierte Glykane)
auszeichnen (ppGalNAc-T4) (Dalziel et al. 2001; Bennett et al.,
1998).

Fur membranstandige Glykoproteine kommen weitere Parameter ins
Spiel, deren konkrete Einflisse auf die Synthese der O-Glykane im

Einzelnen noch nicht bekannt sind. Dazu gehdéren mdgliche
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Interaktionen mit ebenfalls membranstandigen Chaperonen im Golgi
und die fir einige plasmamembranare Glykoproteine beschriebene
Rezyklisierung durch das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), die mit einer
Resialinierung bzw. Reglykosylierung (follow-up glycosylation) im

Sinne einer Reifung der Protein-Glykoformen einhergeht.

Beim membranaren Sorting fur die Rezyklisierung unreifer Glykoformen durften
neben zytosolischen Peptidmotiven auch extrazellulare Glykotope und ihre
spezifischen Rezeptoren eine Rolle spielen, die z.Z. aber noch nicht bekannt sind.
Im Kontext der zellularen Sortierung steht auch die Frage, wie Glykoproteine mit
apikaler Plasmamembran-Lokalisation im trans-Golgi sortiert werden. Auch hier
scheint die O-Glykosylierung funktionell involviert zu sein und die Sortierung in
Lipid Rafts zu vermitteln.

Experimentelle Evidenz fur eine Beteiligung von O-Glykanen an der Sortierung und
dem Trafficking zur apikalen Plasmamembran liegt fur die Sucrase-Isomaltase (Sl),
die Aminopeptidase N (ApN) und die Dipeptidyl-Peptidase IV (DPP IV) vor (Naim
et al., 1999). Die korrekte Zielsteuerung der pro-Sl ist abhangig von der O-
Glykosylierung einer 12 AS-Sequenz in der membrannahen ,Stalk“-Region des
Enzyms und der Membrananker-Domane (Jacob et al., 2000). Sowohl O- als auch
N-Glykosylierungen sind in der apikalen Sortierung der Dipeptidyl-Peptidase IV
involviert (Alfalah et al., 2002).
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2.6.1 Einfluss der O-Glykosylierung auf die MUC1-Sortierung fiir

den apikalen Transport

Auch fir MUC1 liegen Erkenntnisse vor, wonach die Sortierung fur apikale
Plasmamembran-Lokalisation von der O-Glykosylierung abhangig zu sein scheint.
Die Rezyklisierung des Transmembranmucins und seine Resialinierung wurden
schon sehr fruh beschrieben (Litvinov et al., 1993), doch haben erst Arbeiten der
Arbeitsgruppe R.P. Hughey die zytosolischen Peptidmotive identifiziert, die bei der
Endozytose membranarer MUC1-Glykoformen involviert sind (Kinlough et al.,
2004). Unklar ist noch immer, ob diese Rezyklisierung nur Uber das TGN oder
auch uber frihere Kompartimente des sekretorischen Transportweges (cis/trans-
Golgi) erfolgt, wie das fur die DPP IV beschrieben wurde (Volz et al., 1995).
Ebenfalls nicht geklart ist die Rolle der O-Glykane in diesem Prozess. Sicher ist,
dass eine unvollstandige O-Glykosylierung mit verkurzten Glykanen eine verstarkte
Internalisierung und Speicherung des Mucins in endozytotischen Vesikeln zur
Folge hat (Altschuler et al., 2000). Fur die Rezyklisierung scheint eine zweifache S-
Palmitoylierung des CQC-Motivs am Ubergang von der Transmembrandomane zur
zytosolischen Domane essentiell zu sein (Huet et al., 2003).

Wir konnten zeigen (Engelmann et al., 2005), dass rezyklisierende membranare
MUC1-Fusionsproteine anders glykosyliert werden als ihre sekretorischen
Gegensticke, die den cis/trans-Golgi nur einmal passieren. Die O-Glykanprofile
unterscheiden sich nicht nur im Sinne einer verstarkten Sialinierung auf
memranstandigen MUC1-Sonden, wie das schon friher von J. Hilkens
beschrieben worden war (Litvinov et al., 1993), sondern insbesondere durch
qualitativ unterschiedliche Muster der Core-Strukturen, die bislang auf struktureller
Ebene noch fur kein anderes Protein gezeigt wurden. Die Ergebnisse legen nahe,
dass die initial generierten Glykoformen membranstandiger MUC1-Sonden im
Laufe ihrer Rezyklisierung durch das TGN oder Golgi-Kompartimente eine
Prozessierung erfahren.

Umgekehrt kann O-Glykosylierung Signalfunktionen in der Sortierung des MUC1
ubernehmen. So wird die apikale Zellsortierung nach Arbeiten von Huet et al.

durch eine intakte O-Glykosylierung des Mucins vermittelt, da deren Inhibition
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durch GalNAc-Bn (1-benzyl-2-acetamido-2-deoxy- a-D-galactopyranoside) zu einer
Akkumulation des MUC1 in Vesikeln fuhrt (Huet et al., 2003). Diese Befunde
dokumentieren insgesamt, dass Trafficking und O-Glykosylierung sich
wechselseitig beeinflussen und ein sensitives regulatorisches System im
Zusammenhang mit der Sortierung und Zielsteuerung apikaler

plasmamembranstandiger Proteine darstellen konnen (Potter et al., 2006).

2.7 Zielstellung der Promotionsarbeit

In Vorarbeiten (Engelmann et al., 2005) konnte Einblick in grundlegende
regulatorische Prozesse der O-Glykanbiosynthese lber enzymatische Kompetition
und Uber Einflisse des zellularen Trafficking gewonnen werden. Dort wurden die
Generierung und Expression sekretorischer und membranstandiger MUC1-Sonden
in verschiedenen Epithel- bzw. Karzinomzellen beschrieben sowie die O-
Glykosylierungsprofile dieser Fusionsproteine charakterisiert. Als wesentliche
Erkenntnis dieser Studie ergab sich, dass die sezernierte Sonde (MUC1-S) ein
qualitativ anderes Glykanprofil aufweist als die membranstandige Sonde (MUC1-
M). MUC1-S exprimierte vorwiegend core2-basierende O-Glykane, wahrend
abgeschilfertes (Membrane-Shedding) MUC1-M nahezu ausschlie3lich sialylierte
core1-Strukturen ausstellte.

In einer weiteren Studie (Parry et al., 2006) konnte auch flr endogenes, aus
humaner Milch isoliertes MUC1 gezeigt werden, dass sezernierte Glykoformen ein
von membranstandigen distinktes Glykanmuster aufweisen. In dieser Arbeit
wurden N-Glykane auf MUC1 der |6slichen Milchphase mit solchen auf MUC1 der
Milchfettmembranen verglichen.

Sezerniertes MUC1 wies vornehmlich Mannosereiche-Glykane und kleinere
Anteile  sialylierter  biantennarer = Komplex-Typ-Glykane  auf,  wahrend
membranstandiges Mucin ausschlieBlich bi- und triantennare Komplex-Typ-
Glykane trug. Auch im Falle der N-Glykosylierung dieses Transmembranproteins
scheint demnach die Rezyklisierung durch Golgi-Kompartimente eine weitere
Prozessierung zu ermoglichen, so dass die nach einfacher Golgi-Passage

verbleibenden Mannosereiche-Glykane sukzessive in Komplex-Typ-Glykane
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uberfihrt werden koénnen. Diese Erkenntnisse sollten Ausgangspunkt fur
weitergehende Untersuchungen zur Aufklarung der zellularen Mechanismen sein,
uber die distinkte Glykoformen sekretorischer und membranstandiger MUC1-

Sonden generiert werden. Im Einzelnen sollte geklart werden, ob:

1. die Rezyklisierung membranstandiger MUC1-Sonden Ursache fur die

beobachteten Glykosylierungsanderungen ist.

2. die Rezyklisierung des Transmembranproteins Uber Clathrin-Vesikel oder
alternative caveolare Transportwege erfolgt, und wo innerhalb des
sekretorischen Transportweges (ER/cis-transGolgi/TGN) der Wiedereintritt

rezyklisierender MUC1-Sonden stattfindet.
3. MUC1 als Komponente spezifischer Lipid-Rafts sortiert wird

4. Exosomen einen Modus der Membranabschilferung und des Exports der

zunreifen Glykosylierungsformen des Mucins darstellen.

Zur Grundlage dieser Studien gehort die Generierung einer mutierten, von MUC1-
M abgeleiteten Sonde, die eine stark reduzierte Endozytose uber Clathrin-Vesikel
aufweisen sollte, da die AP2-bindenden Sequenzmotive in der zytosolischen
Domane des MUC1 (Y2 und Yeg) durch ortsspezifische Mutation ausgetauscht
wurden (Kinlough et al., 2004). Hinzu kommt eine weitere mutierte MUC1-M-
Sonde, deren S-Palmitoylierungsmotiv. (CQC am Ubergang von der
Transmembrandomane zur zytosolischen Domane) gegen AQA ausgetauscht
wurde. Diese  Mutationen  blockieren nicht die Endozytose des
Transmembranproteins, wohl aber seine Rezyklisierung durch das TGN bzw.
Golgi-Kompartimente zur Plasmamembran, so dass diese Sonde in Endosomen
akkumuliert (Kinlough et al., 2006).
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3. Material und Methoden

3.1. Firmenauflistung

Es wurden die Chemikalien und organischen Verbindungen folgender Firmen
benutzt:

Name

Standort

Alexis Biochemicals

Lorrach, Deutschland

Beckmann Instruments

Minchen, Deutschland

Biorad Munchen, Deutschland
Calbiochem Darmstadt, Deutschland
Eppendorf GmbH Hamburg, Deutschland
Fluka Taufkirchen, Deutschland
Millipore GmbH Eschborn, Deutschland

New England Biolabs GmbH NEB

Frankfurt am Main, Deutschland

Nunc GmbH & Co KG

Langenselbold, Deutschland

PAA Laboratories

Colbe, Deutschland

Qiagen

Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH

Mannheim, Deutschland

Roth Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich Munchen, Deutschland
Serva Heidelberg, Deutschland

Tpp Biochrom

Berlin, Deutschland

Tabelle 2: Firmenauflistung

Alle Chemikalien besallen den Reinheitsgrad ,pro analysi’. Alle Lésungen und
Reaktionen wurden mit Millipore-Wasser (Milli-Q PF Plus System, Millipore Corp.)
bei Raumtemperatur (RT) angesetzt.
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3.2. Verwendete Antikorper

Konzentration

Konzentration fiir

Caveolin-1

Tween 20

Bezeichnung/ Spezifikation | fiir Inmunoblotting Immunfluoreszenz Firma

Konzentration firbung

monoklonaler 1,1ug/ml M. Price,
Maus- Verdinnt in 1% Cancer
Anti-MUC1-Ig Primarantikorper Milchpulver/TBS- 5 pg/ml Research
C595 gegen TR- Tween 20 (TTBS: 50 Verdinnt in Laboratory,
(100ug/ml) Domane vom mM Tris-HCI, pH 7.4, Komplettmedium mit University of
humanen MUC1 0.15 M NaCl, 0.01% 0.1% BSA Nottingham,
Tween 20) Notts, UK,
polyklonaler
Kaninchen- 10 pg/mi Eurogentec
Anti-MUC1-Ig Primarantikorper Verdinnt in S.A
(100pg/ml) gegen Hexa-TR- — Komplettmedium mit Seraing, BL
Domane vom 0.1% BSA
humanen MUC1
Monoklonaler ISOBM TD-4
Maus- International
Anti-MUC1- Primarantikorper Workshop on
1gG1 gegen sialyliertes 5 pg/mi Monoclonal
Ma695 Kohlenhydrat- — Verdunnt in Antibodies
(100ug/ml) Epitop der TR- Komplettmedium mit against MUCA1
Domane des 0.1% BSA San Diego,
humanen MUC1 USA
Polyklonaler
Kaninchen- 1 pg/ml
Primarantikorper Verdinnt in 1% 4 pg/ml Santa Cruz
MUC1-H-295-1gG gegen C- Milchpulver/TBS- Verdlnnt in Biotechnology,
Sc-15333 Terminus (kleine | Tween 20 (TTBS: 50 Komplettmedium mit Inc.
(200ug/ml) Untereinheit) vom | mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1% BSA Heidelberg, DE
humanen MUCA1 0.15 M NaCl, 0.01%
(Aminosauren Tween 20)
961-1255)
monoklonaler 1 pg/ml
Maus- Verdinnt in 1%

Anti-Myc-1gG1 Primarantikorper Milchpulver/TBS- Invitrogen life
R950-25 gegen c-myc Tween 20 (TTBS: 50 — technologies,
(1mg/ml) Epitop (Evan, G. | mM Tris-HCI, pH 7.4, Karlsruhe, DE

., et al., 1985) 0.15 M NaCl, 0.01%
Tween 20)
monoklonaler 2 ug/mi
Anti-Galektin-3- Maus- Verdinnt in 1% 4 ug/ml Santa Cruz
1gG1 Primarantikorper Milchpulver/TBS- Verdinnt in Biotechnology,
Sc-25279 gegen das Tween 20 (TTBS: 50 Komplettmedium mit Inc.
(200pg/ml) humane Galektin- | mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1% BSA Heidelberg, DE
3 (Aminosauren 0.15 M NaCl, 0.01%
1-160) Tween 20
polyklonaler 2 pg/mi
Anti-Caveolin-1- Kaninchen- Verdinnt in 1% 4 pg/ml Santa Cruz
19G Primarantikorper Milchpulver/TBS- Verdinnt in Biotechnology,
Sc-894 gegen N- Tween 20 (TTBS: 50 Komplettmedium mit Inc.
(200ug/ml) Terminus vom mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1% BSA Heidelberg, DE
humanen 0.15 M NaCl, 0.01%
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Bezeichnung/

Konzentration

Konzentration fiir

Konzentration Spezifikation fiir Immunoblotting Immunfluoreszenz Firma
fiarbung
5 pg/mi
Anti-GAPDH- monoklonaler Verdinnt in 1%

IgG2b Maus- Milchpulver/TBS- Abcam
(ab-9484) Primarantikérper | Tween 20 (TTBS: 50 — Berlin,
(100ug/ml) gegen mM Tris-HCI, pH 7.4, DE

GAPDH 0.15 M NaCl, 0.01%
Tween 20
monoklonaler 2 ug/mi
Anti-Flotillin-2- Maus- Verdunnt in 1% 4 ug/ml Santa Cruz
IgG1 Primarantikorper Milchpulver/TBS- Verdinnt in Biotechnology,
Sc-28320 gegen das Tween 20 (TTBS: 50 Komplettmedium mit Inc.
(200pg/ml) humane Flotillin-2 | mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1% BSA Heidelberg, DE
(Aminosauren 0.15 M NaCl, 0.01%
151-240) Tween 20
monoklonaler
Maus- 4 pg/ml antibodies-
Anti-Clathrin- Primarantikorper Verdinnt in online GmbH,
Membranvesikel gegen die — Komplettmedium mit Aachen,
X22 schwere Kette 0.1% BSA DE
( 6mg/ml) des Clathrins
(IgG1)
Anti-PDI polyklonaler 1 ug/ml Abcam
ER-Marker Kaninchen- Verdiinnt in Berlin,
(ab3672) Primarantikorper - Komplettmedium mit DE
gegen PDI 0.1% BSA
polyklonaler Molecular
Alexa Flour 555 Sekundar- 2 pg/ml probes,
Fluoreszenz antikérper gegen Verdinnt in invitrogen
markierte Esel- Kaninchen IgG — 0.02% Triton X-100in | technologies,
anti-Kaninchen (schwere Kette) PBS mit 0.1% BSA Karlsruhe, DE
lgG Antikorper und gegen alle
2mg/ml Ig (leichte Kette)
Molecular
Alexa Flour 488 polyklonaler 2 pg/ml probes,
Fluoreszenz Sekundar- Verdunnt in invitrogen
markierte Ziege- | _antikdrper gegen — 0.02% Triton X-100 in detection
anti-Maus IgM Maus IgM PBS mit 0.1% BSA technologies,
Antikorper (schwere Kette) Karlsruhe, DE
2mg/mi
2 pg/mi
Meerrettich- Verdinnt in 1%
Peroxidase- polyklonaler Milchpulver/TBS- Dako GmbH,
konjugierter (HRP) Sekundar- Tween 20 (TTBS: 50 — Hamburg, DE
Kaninchen Anti- -antikorper mM Tris-HCI, pH 7.4,
Maus-lgG gegen Maus I9G | 0.15 M NaCl, 0.01%
(1,3 g/l) Tween 20
2 ug/mi
Meerrettich- polyklonaler Verdinnt in 1%
Peroxidase- Sekundar- Milchpulver/TBS- Dako GmbH,
konjugierter (HRP) -antikorper Tween 20 (TTBS: 50 — Hamburg, DE
Schwein Anti- gegen Kaninchen | mM Tris-HCI, pH 7.4,
Kaninchen-IgG I9G 0.15 M NaCl, 0.01%
(0,34 g/l) Tween 20

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikorper
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3.3. Kits

Name Hersteller
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAprep Spin Midiprep Kit Qiagen

3.4. Verwendete Medien und Puffer

3.4.1 Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

< 10% SDS: 50 mg Dodecylsulfat-Na-Salz,
500 ml ddH20
« Probenpuffer (reduzierend, 5x): 2% SDS; 10% Glycerin,

0,04% Bromphenolblau,
62,5 mM Tri-HCI (pH®6,8);
5% R-Mercaptoethanol
+ Elektrophoresepuffer (10x): 0,25 M Tris; 1,92 M Glycin; 1% SDS;
(pH 8,3)

3.4.2. Fur E.coli

<+ 500 ml LB-Medium:

5.0 g Trypton in 400 ml ddH20 lésen,
2.5 g Yeast extract |:> pH 7 mit 2 M NaOH einstellen,
5.0 g NaCl auf 500 ml ddH20 auffillen.

+ 500 ml LB-Medium fiir Agarplatten:

5.0 g Trypton \ in 400 ml ddH20 Isen,
2.5 g Yeast extract pH 7 mit 2 M NaOH einstellen,
5.0 g NaCl |:> auf 500 ml ddH20 auffillen,
7.5 g Agarose autoklavieren und abkuhlen auf ca.
50°C und 50 pl Ampicilin (100ul/ml)
J
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3.4.3 Sonstiges

< PBS:

% TBST:

s Towbinpuffer:

3.5 Protein-Marker

6,7 mM Na2 HPO4; 1,4mM NaH2PO4
0,145 M NaCl pH 7.3 (20°C)

50 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,15 M NaCl,
0,01% Tween20

39 mM Gilycerin; 48 mM Tris; 10%
Methanol

Als Proteinmarker wurde der Kaleidoscope Prestained Standard von BioRad

eingesetzt (s. Abbildung 14).

Protein

Myosin

» -Galaktosidase

BSA

Carboanhydrase
Trypsininhibitor (Soja)
Lysozym

Aprotinin

Farbe M, (kDa)

blau 217,0
magenta 126,0
gran 73,0

violett 43,5

orange 31,6
rot 18,0
blau 7.5

Abbildung 14: Kaleidoscope Prestained Standard (BioRad).
Darstellung des verwendeten Proteinstandards mit Angabe des Molekulargewichtes (Mw).
Die Abbildung ist dem Katalog des Herstellers entnommen (kDa: kiloDalton).
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3.6. Kultivierung humaner Zelllinien

3.6.1. Herkunft der Zellen und Kultivierungsbedingungen

Bis auf HEK-293 (embryonale humane Nierenzellen, Invitrogen) wurden alle
Zelllinien, MCF-7 (Mammakarzinomzellen) und MDA-MB-231
(Mammakarzinomzellen), von der ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, USA) bezogen.

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte als Monolayer unter sterilen
Bedingungen in Zellkulturflaschen (25 cm? 75 cm? oder 150 cm?, TPP Biochrom,
Berlin) mit Komplettmedium [DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, PAA
Laboratories) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FKS, PAA
Laboratories, Colbe) und Penicillin (100 U/ml, PAA Laboratories) bei 37°C und 5%
CO2 in einer wassergesattigten Atmosphare.

Das FKS wurde zuvor unter sterilen Bedingungen durch Dreischritt-Zentrifugation
[bei 1200g fur 10min (Hettich-Zentrifuge), bei 10000g fir 30 min (Beckmann-
Zentrifuge) und zum Schluf3 bei 100000g fur 1h in der Ultrazentrifuge (Beckmann
Coulter GmbH)] von Exosomen befreit.

Alle 3 Tage wurden die adharent wachsenden Zellen mit sterilem PBS (pH 7.4; PAA
Laboratories, Codlbe) einmal gewaschen und anschlieRend mit frischem
Komplettmedium versorgt.

Konfluente Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit sterilem PBS (PAA
Laboratories) durch Trypsin/EDTA (50 mg/ml Trypsin, 20 mg/ml EDTA in PBS, PAA
Laboratories), wenn sich Untersuchungen der Oberflachen-Antigene oder
zellmembranstandiger Peptide anschlossen, innerhalb von 3-5 min bei 37 °C
abgel6st. Die Reaktion wurde mit Komplettmedium abgestoppt.

Nach dem Abzentrifugieren (Hettich-Zentrifuge) der Zellsuspension bei 180 x g fur 5
min bei RT wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 in neue Zellkulturflaschen
uberfuhrt.
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3.6.2 Langzeitlagerung von Zellen

Nach dem Ablésen und Waschen der Zellen wurde mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer (s. 3.6.5) die Zellzahl bestimmt. In einer Zelldichte von etwa 5 x 10
Zellen/ml wurden die Zellen im 6 Einfriermedium (80% Kulturmedium, 10% FKS,
10% DMSO) resuspendiert und als 1 ml Aliquots in Kryoréhrchen (Nunc)
gleichmallig (1°C/min) bei -80°C in einem Kryo-Einfriergerat (Nunc-Nalgene)

eingefroren, anschliel3end in flissigem Stickstoff gelagert.

3.6.3 Auftauen

Zum Auftauen wird das Aliquot mit den Zellen rasch in einem Wasserbad (37 °C)
geschwenkt. Vor dem Offnen wird die Oberfliche des zellenthaltenden
Kryoréhrchens mit 70 %-igem Ethanol-Wassergemisch sterilisiert. Als Waschschritt
werden die Zellen zu 5 ml Komplettmedium in ein 50 ml-Reaktionsgefal’d gegeben
und 5 min bei 4 °C und 180 g (Hettich-Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und das Pellet ztgig in 10 ml frisches Komplettmedium resuspendiert.
Die Suspension wird in eine sterile Zellkulturflasche (Tpp Biochrom, Berlin, 75 cm?)
Uberfihrt und als Monolayer bei feuchter Atmosphare unter 5% CO2 bei 37 °C
inkubiert.

3.6.4 Transfektion und Selektion transfizierter Zellen

Die Zelllinien HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231 wurden am Tag vor der
Transfektion auf 75 cm? Zellkulturflaschen verdinnt gesplittet, so dass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion etwa 40 bis 50% Konfluenz aufwiesen. Fir jede
Transfektion wurden 10ug der rekombinanten Plasmid-DNA mit 300 ul Kulturmedium
ohne FKS gemischt und kurz inkubiert. AnschlieBend wurden 60 ul Superfect
Transfektionsreagenz (Qiagen) zugegeben, abzentrifugiert (500 Rpm, 1 min, RT)
und 10 min bei RT stehen gelassen. Zwischenzeitlich wurde das Medium aus den
Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen mit Kulturmedium ohne FKS einmal

gewaschen.



Material und Methoden

Der gesamte Transfektionsansatz wurde in 2,6 ml Komplettmedium aufgenommen,
gemischt und auf die Zellen gegeben. Diese wurden anschlielend fur 2 Stunden bei
37°C im Brutschrank (Binder) inkubiert, danach mit Kulturmedium ohne FKS
gewaschen und in frischem Komplettmedium fir 24 Stunden kultiviert.

AnschlieBend wurde dem Kulturmedium der transient transfizierten Zellen zur
dauerhaften Expression des episomalen Transfektionsplasmides 5 g/ml Puromycin
(Sigma-Aldrich) zugesetzt.

Nach etwa 14 Tagen starben die nicht transfizierten Zellen unter dem
Selektionsdruck ab. Zur Uberpriifung der Expression der rekombinanten
transmembranaren Fusionsproteine wurden die Zellen konfluenter Kulturen
aufgearbeitet und im Dot-Blot-Verfahren (s. 3.9.3) mit einem Myc-spezifischen
monoklonalen Antikdrper (Invitrogen) getestet (s. Tabelle 3).

Aus dem Zellkultur-Uberstand der konfluenten, transfizierten und FKS-Exosomen-
freien Zellen wurde die Exosomen isoliert (s. 3.6.6) und der Uberstand wurde nach
Zusatz vom Proteaseinhibitor PMSF (1 mM, Sigma-Aldrich) bei -20 aufbewahrt.

3.6.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Die
Zellzahl pro ml errechnet sich aus der Zahl der Zellen in den 4 grof3en Quadraten
multipliziert mit dem sogenannten Kammerfaktor. Dieser ergibt sich aus dem

Volumen der Zahlkammer und betragt 2,5 x 10 2.
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3.6.6 Isolierung der Exosomen aus dem Zelliiberstand

Unabhangig von der zellularen Quelle sedimentieren Exosomen relativ einheitlich bei
=270.000xg und lassen sich so Uber differenzielle Zentrifugationsschritte leicht aus
Zellkulturiberstanden isolieren (Théry et al., 2006). Die Exosomen wurden aus
insgesamt 2L Zelluberstand der transfizierten Zellen durch eine Dreischritt-

Zentrifugation isoliert:
1. 1200g 10 min (Hettich-Zentrifuge)
2.10000g 30 min (Beckmann-Zentrifuge)
3.10000g 30 min (Beckmann-Zentrifuge)

4.100000g 60 min (Beckmann-Ultrazentrifuge)

Die Zentrifugationsschritte 1 bis 3 dienten hauptsachlich dazu die Zelltrimmer und
andere Verunreinigungen aus dem Uberstand zu pelletieren und zu verwerfen. Beim
letzten Zentrifugationsschritt konnten erst die Exosomen als Pellet isoliert in PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4, pH 7.4)
aufgenommen werden. AnschlieRend wurde das Pellet insgesamt noch dreimal mit
PBS gewaschen und nach jedem Waschschritt wieder bei 100000g eine Stunde lang
in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Zum Schlul3 wurden die Exosomen in 100 pl

PBS aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.6.7 Herstellung der Zelllysate aus den transfizierten HEK-293 und
MCF-7 Zellen

Fir die Ermittlung der erfolgreichen Transfektion, der N-Glykanprofilierung und der
Expressionsrate der MUC1-M-Konstrukte wurden zunachst die mit MUC1-M, MUC1-
M-Y20/60/N und MUC1-M-CQC/AQA transfizierten und konfluent gewachsenen Zellen
(HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231) nach zweimaligem Waschen mit sterilem PBS
(PAA Laboratories) durch Trypsin/EDTA (50 mg/ml Trypsin, 20 mg/ml EDTA in PBS,
PAA Laboratories) innerhalb von 3-5 min bei 37 °C abgeldst und in ein 50 ml Falcon-
Roéhrchen (Tpp Biochrom) Uberfuhrt.
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Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 500g) und Dekantierung des Uberstandes
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, anschlielend im kalten Lysepuffer
(250 mM Tris-HCI, 4% SDS, 2% B-Mercaptoethanol, 10 % Glycerol, 1 mM PMSF)
resuspendiert und 20 min im Ultraschall-Eiswasserbad (Milian Barnsonic 221, Genf,
Schweiz) aufgeschlossen. Die Lyse von Zellen wurde in allen Fallen in Gegenwart
von Proteaseinhibitoren durchgeflhrt, um eine Degradation des Zielproteins zu
vermeiden.

Die Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (13000 x g, 30 min, 4°C) pelletiert
und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt.

Die Zellzahl wurde mit Lysepuffer auf 200.000 Zellen pro ml eingestellt, indem die
Menge an Lysepuffer entsprechend der vor der Zentrifugation ermittelten Zellzahl
gewahlt wurde.

Die gewonnenen Proteinextrakte im Uberstand wurden entweder unbehandelt oder
nach der Behandlung mit PNGase F (s. 3.10.1) oder Endo H (s. 3.10.2) mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95 °C inkubiert. Die Proben wurden bei RT
abgekuhlt und die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Hilfe
von Anti-MUC1 C595 (erkennt ein Epitop innerhalb der VNTR-Domane) oder H-295-
Antikorper (s. Tabelle 3) detektiert, der gegen ein Epitop in der zytoplasmatischen
Doméane des MUC1 gerichtet ist. Die Testung der transfizierten Zellen auf die
Expression von rekombinanten MUC1-Konstrukten erfolgte mittels Dot-Blot-
Verfahren (s. 3.9.3) mit Anti-Myc (s. Tabelle 3).
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3.7. Immunzytochemische Methoden

3.7.1 Immunfluoreszenzfdarbung von Zellen

Permanox Chamberslides (Nunc, Langenselbold) wurden mit einer 1 mg/ml Poly-
Lysinlosung (Serva) fur 30 min bei RT inkubiert und danach mit sterilem PBS
insgesamt dreimal gewaschen.

In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (50 mg/ml Trypsin, 20
mg/ml EDTA in PBS, PAA Laboratories) innerhalb von 3-5 min bei 37 °C gelost und
die Reaktion mit Komplettmedium abgestoppt.

Nach dem Abzentrifugieren (Hettich-Zentrifuge) der Zellsuspension bei 180 x g fur 5
min bei RT wurde der Uberstand abdekantiert und das Zellpellet mit 5 ml sterilem
PBS gewaschen und wieder bei 180 x g fur 5 min bei RT abzentrifugiert.

Das Pellet wurde anschlie3end in Komplettmedium geldst und so auf die Kavitaten
des Objekttragers verteilt, so dass jede Kammer etwa 10° Zellen enthielt.

Nach der Inkubation der Zellen Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5% COz2
wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und die Zellen insgesamt dreimal mit
sterilem PBS gewaschen. Fur Endozytose-Studien der MUC1-Sonden wurden Anti-
MUC1 C595, Anti-MUC1 Ma695 oder polyclonaler Kaninchen-Anti-MUC1 gegen TR-
Doméane des MUC1 eingesetzt (s. Tabelle 3). Die Antikdrper wurden fur 1 Stunde bei
37°C und 5% COz2 in Komplettmedium mit 0,1% BSA aufgetragen.

Danach wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen insgesamt dreimal fir 5
min mit PBS gewaschen, um die nicht spezifisch gebundenen Antikdrper
auszuwaschen. Die Zellen wurden anschlieRend mit 2%igem Formaldehyd (Roth,
Karlsruhe) pH = 7,5 fur 10 min bei RT fixiert. Nach 30 minitigem Blocken freier
Aldehydgruppen mit 2 %igem Glycin (Roth) in PBS (pH 7.5) bei RT und dreimaligem
Waschen mit PBS, schloss sich die Permeabilisierung der Zellen mit 0,1 %iger Triton
X-100 Losung (Fluka, Taufkirchen) fur 5 min bei RT an.
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Endozytoseweg In:i'fr::rl /Iﬁﬁ:;;z':igzg: :it Kommentar Literatur
Blocken der Clathrin-
Methyl-3- Caveolae-abhangig u.
Cyclodextrin 10 mM/30 min Caveolae-unabhangig- | Orlandi et al.
(Sigma-Aldrich) vermittelten 1998
Clathrin-vermittelte Endozytose durch
Cholesterolverarmung
Endozytose Blocken der Clathrin-
vermittelten
Sucrose 0,2 M/ 1h Endozytose durch Grady et al.
(Sigma-Aldrich) Hypertonie und 1995
zytosolische
Ansauerung
PP2 [4-Amino- Ein Inhibitor der Scr-
5-(4- Kinasefamilie, blockiert
chlorophenyl)- die Caveolae-abhangig-
7-(t- 10 yM/ 30 min vermittelten Shajahan et
butyl)pyrazolo[ Endozytose durch al., 2004a,
3,4- Inhibition von 2004b
Caveolae- d]pyrimidine] Caveolin-1
R /Calbiochem Phosphorylierung
abhangig- Blocken der Clathrin-
vermittelte . Caveolae-abhangig u.
Endoz Methyl-3- 10 mM/30 min Caveolae-unabhangig- | Orlandi et al.
ytose . .
Cyclodextrin vermittelten 1998
(Sigma-Aldrich) Endozytose durch
Cholesterolverarmung
Cholestrol- Blocken der Clathrin-
abhéingig- Methyl-3- Caveolae-abhangig u.

. Cyclodextrin . Caveolae-unabhangig- | o, i et I,
vermittelte Si Aldrich 10 mM/30 min vermittelten 1998
Endozytose (Sigma-Aldrich) Endozytose durch

Cholesterolverarmung

Tablle 4: Auflistung der verwendetetn Endozytose-Inhibitoren

Unspezifische Proteinbindungen wurden durch eine einstiindige Blockierung mit 3%
BSA in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Anschlielend wurden die Zellen
5 min mit 0.02% Triton X-100 in PBS (Puffer A) bei

Raumtemperatur gewaschen.

insgesamt dreimal

Fir Kolokalisationsstudien wurden die Zellen zusatzlich mit Endozytosemarkern, wie
Anti-Clathrin, Anti-Caveolin-1, Anti-Flotillin-2 oder Anti-Galektin-3 (s. Tabelle 3) fur
eine Stunde bei 37°C und 5% CO; in Komplettmedium mit 0.1% BSA gefarbt,.
Danach wurden die Zellen insgesamt dreimal 5 min mit 0.02% in Puffer A bei
Raumtemperatur gewaschen.

Als Sekundarantikorper wurden die fluoreszenzmarkierten Anti-Maus IgM Alexa
Fluor 488 und Anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 555 (s. Tabelle 3) in Komplettmedium
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mit 0.1% BSA eine Stunde lang bei Raumtemperatur und im Dunkeln eingesetzt.
Auch nach diesem Schritt wurden die nicht spezifisch gebundenen
Sekundarantikorper insgesamt dreimal fir 5 min mit Puffer A im Dunkeln
ausgewaschen.

Nach dem Entfernen der Kammer wurde mit Hilfe von 3,5 ul Fluoreszenz Mounting
Einbettmedium (Dako, Hamburg), welches das Ausbleichen von Fluoreszenz
verhindert, das Deckglas auf dem Objekttrager fixiert. Die Auswertung der fixierten
und fluoreszenzmarkierten Zellen erfolgte unter einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop des Typs True Confocal Scanner Leica TCS SL.

Als Negativ-Kontrolle wurde bei den Proben der Primarantikdrper durch
Komplettmedium mit 0.1% BSA ersetzt.

Fur Aufnahmeexperimente und Inhibitionsstudien der Clathrin-vermittelten oder der
Raft-assoziierten bzw. Raft-unabhangigen Endozytose wurden die Zellen vor der
Behandlung mit Primarantikorpern (Anti-MUC1 C595 bzw. Kaninchen-Anti-MUC1)
bei 37 °C und 5 % CO, unter sterilen Bedingungen zuerst mit den fir die
Zellaufnahme spezifischen Inhibitoren prainkubiert. Die Konzentration und Pra-
Inkubationszeit der verschiedenen Inhibitoren sind in der Tabelle 4 aufgefuhrt. Die
Inhibitoren wurden in den entsprechenden Konzentrationen dem Komplettmedium

zugesetzt (Tabelle 4).
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3.7.1.1 Aufnahmen am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (True

Confocal Scanner Leica TCS SL, Leica)

Konfokale Fluoreszenz-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) ermdglicht die
Betrachtung von Zellen und Geweben in definierten optischen Schnittebenen und

damit eine genauere Lokalisierung der Antigene.

Kolokalisationsstudien mittels Konfokaler Mikroskopie

Bildaufnahme durch die z-Ebene Ein Scannen durch die Ebene  Durch Ubereinanderlegen der Bilder
erfolgt in 140 nm Absténden und virtuellem Schnitt {rot/grin) durch
die Ebene konnen die unterschied-
lichen Farben genau lokalisiert werden

Abbildung 15: Darstellung der Fluoreszenzinformation des Prdparats aus drei Dimensionen
mit Hilfe konfokaler Bilder ("optischer Schnitte”).

Ein konfokales Bild beinhaltet die Information aus einer Horizontalebene innerhalb des
Praparats (A x und A y). Durch Heben bzw. Senken des Objekttisches (A z) kénnen konfokale
Bilder aus verschiedenen Horizontalebenen aufgenommen werden. Jedes Bild wird auf diese
Weise analysiert, um auf Kolokalisation zu priifen (Christian Lohr 1998).

Bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie handelt es sich um eine
Rastertechnik, bei der das Objekt punktweise von einem Laserstrahl abgetastet wird.
Das Laserlicht wird ber eine feine Offnung gebiindelt und durch ein Objektiv mit
hoher Apertur auf das Objekt projiziert. Die vom Objekt ausgehende Strahlung
(Laserlicht und Emissionsspektrum des Fluorochroms) wird durch eine hierzu
spiegelbildlich angeordnete Optik aufgenommen, so dall die Brennpunkte beider
Linsen genau im Objektpunkt zusammenfallen (Konfokalitat). Lichtstrahlen, die
aulRerhalb des gemeinsamen Brennpunktes liegen kommen auf diese Weise nicht

zur Darstellung.
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Diese sind bei nicht-konfokalen Mikroskopen zu einem grof3en Teil flr die Unscharfe
verantwortlich. Im CLSM ermdglicht das Prinzip der Konfokalitat eine Fokussierung
auf Bildpunkte in allen drei Dimensionen des Objekts. Die tatsachliche Dicke des
Praparates kann daher bis zu 100 um betragen, wahrend auf Bildebenen von ca 1
um Starke fokussiert werden kann. Bei Immunfluoreszenzmarkierungen stellt
allerdings die Eindringtiefe der Antikdrper einen limitierenden Faktor fur die Dicke
des Praparates dar.

Fir die Aufnahmen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop (True Confocal Scanner
Leica TCS SL, Leica) wurden variablere Einstellungen verwendet. Die Fluoreszenz
wurde durch zwei Laser mit den Wellenlangen A = 488 nm und A = 555 nm angeregt
und ebenso viele Detektoren (Photomultiplier) ermoglichten Mehrfachmarkierungen
mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Abbildung 14).

Um bei Doppelfluoreszenz-Markierungen ein ,Durchscheinen® der verschiedenen
Fluoreszenzfarben zu vermeiden, wurde der ,Double Track Mode“ angewandt, d.h.
jede durchzumusternde Zeile wurde alternierend mit nur einer der beiden jeweiligen
Wellenlangen angeregt und das vom Objekt emittierte Licht wurde entsprechend
seiner Wellenlangen aufgetrennt und auf einen Photomultiplier gespiegelt, in dem
ein elektrisches Signal generiert wurde. Dieses konnte nun digital weiterverarbeitet
und die einzelnen Bilder anschliel3end Uberlagert werden. Konfokale Serienschnitte
durch die fixierten Praparate wurden in Abstanden (z-Abstand) von 250 nm bis 350
nm zwischen den einzelnen lichtoptischen Schnittebenen angefertigt. Die Schnitte
wurden dabei 8x bzw. 16x gemittelt. Die Pixelgrofie variierte zwischen circa 300 nm
x 300 nm und 70 nm x 70 nm. Die Laserpower und die Signalverstarkung wurden so

gewahlt, dass es in Zellen moglichst keine Uberbelichteten Bereiche gab.

3.7.1.2 Bildbearbeitung der mikroskopischen Aufnahmen

Die im CLSM installierte Software ermoglicht eine Speicherung der gewonnenen
Bilder im TIFF-Format. Die so erstellten Dateien konnen entweder die Information
eines einzigen Farbkanals (s/w-Bild) oder die aller zwei Farbkanale (RGB-Bild)
enthalten. Ein Grafikbearbeitungsprogramm (z.B. adobe Photoshop 5.0, Adobe
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Systems, 1998) ermdglicht in letzterem Fall die (Wieder-)Auftrennung eines
zweifarbigen Bildes in seine zwei Kanadle, was bei der Untersuchung von
Kolokalisationen von Interesse ist (Pfaff et al., 1999).

Um eventuelle Fehlinterpretationen bei der zweidimensionalen Darstellungsweise
des konfokalen Mikroskops zu verhindern (z.B. die falsch gewertete Kolokalisation,
durch zwei in der z-Ebene Ubereinander liegenden Zellen mit den selben x und y
Koordinaten.), wurde stets mit Hilfe einer Bildserie entlang der z-Achse eine

dreidimensionale Rekonstruktion erstellt.

3.7.2 Oberflachen — Biotinylierung der transfizierten MCF-7 Zellen

Mit Hilfe von Biotinylierungsexperimenten konnen Proteine in der Plasmamembran
und deren Endozytose und Rezyklisierung verfolgt werden.

Bei dem verwendeten Reagenz handelt es sich um einen N-
Hydroxylsulfosuccinimidester des Biotins (Sulfo-NHS-SS-Biotin, Sigma- Aldrich,
Minchen, Deutschland), das unter Ausbildung einer neuen Amidbindung mit
primaren Aminogruppen von Proteinen reagiert und diese so mit einer Biotingruppe
markiert. Die bei dem eingesetzten Biotinylierungsreagenz vorhandene
Sulfonatgruppe bedingt zum einen die Wasserloslichkeit und zum anderen
verhindert sie die Membrangangigkeit der Substanz. Auf diese Weise wird
gewabhrleistet, dald nur Oberflachenproteine mit Biotin markiert werden (Cole et al.,
1987). Biotinyliertes Protein wird spater mit Hilfe von Streptavidin, einem Biotin
bindenden Protein, isoliert. Die Dithio-Gruppe wird spater genutzt, um die
Biotinylierung nicht-endozytierten Proteins reduktiv zu entfernen.

Fir die Biotinylierungsexperimente wurden die mit MUC1-M transfizierten
semikonfluenten MCF-7 Zellen aus einer 150 cm? Zellkulturflasche zunachst durch
Trypsin/EDTA (50 mg/ml Trypsin, 20 mg/ml EDTA in PBS, PAA Laboratories)
innerhalb von 3-5 min bei 37 °C und 5% CO, unter sterilen Bedingungen abgeldst, in
ein steriles 50 ml Falcon-Réhrchen (Tpp Biochrom) Uberfuhrt und 5 min bei 180 x g
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 12 ml Komplettmedium resuspendiert und a
2ml auf eine sterile 6 well Platte (Tpp Biochrom) gleichmaRig ausgesat und U.N. bei
37 °C und 5 % COg kultiviert.
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Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die Zellen dreimal mit kaltem PBS
gewaschen. In jede Schale wurde 1 ml Biotinldsung (1 mg Biotin/ml PBS) gegeben
und far 30 min bei 4 °C und 50 rpm auf dem Schittler (GFL 3015, Milian, Genf,
Schweiz) inkubiert. Da bei einer Temperatur von 4 °C kein Membrantransport
ablauft, konnen nur die extrazellularen Bereiche der Plasmamembranproteine mit
einer Biotinmarkierung versehen werden.

Die Biotinlosung wurde entfernt und die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen 10 min im 37 °C warmen serumfreien
Zellkulturmedium mit 20 mM HEPES, pH 7,5 (Roth) ohne bzw. mit Inhibitoren
(Sucrose: 0.2 M, Fluka; PP2: 10 uM, Calbiochem und Methyl-3-Cyclodextrin: 10mM,
Sigma-Aldrich) bei 37 °C und 5% COz unter sterilen Bedingungen inkubiert. Wahrend
dieser 10-mindtigen Rekultivierung bei 37 °C kdnnen Exo- und Endozytose ablaufen,
wobei biotinylierte Plasmamembranproteine in die Endosomen gelangen.

Danach werden die Zellen dreimal mit kaltem PBS und 10 mM Natriumazid (Sigma-
Aldrich) gewaschen. Natriumazid im Waschpuffer inhibiert die Endozytose sowie
Quervernetzung von Zelloberflachenproteinen.

Die biotinylierten Zellproben wurden wahrend der folgenden zwanzigminitigen 4 °C
Behandlug mit 50 mM reduziertem Glutathion (Sigma-Aldrich) in 75 mM NaCl, 75
mM NaOH und 1mM EDTA mit 1% BSA vor der reduktiven Abspaltung ihrer
Biotinmarkierung geschutzt, wahrend die Biotinreste von allen auf der
Plasmamembran verbliebenen Proteinen entfernt werden. Nachdem die Zellen
dreimal mit kaltem PBS gewaschen wurden, wurden die Glutathion-Reste durch
lodoacetamid in PBS (5 mg/ml, Sigma-Aldrich) entfernt (5 min) und die Zellen wieder
dreimal mit PBS gewaschen.

Das Zellrasen wurde durch vorsichtiges Abschaben geerntet, in Lysepuffer [0.2 ml
60 mM n-octyl B-D-Glucopyranosid (Sigma-Aldrich), 0.1% SDS, 10 mM HEPES-
NaOH, pH 7.4, 150 mM NaCl und 1 mM PMSF] 20 min lang im Ultraschall-
Eiswasserbad (Milian Barnsonic 221, Genf, Schweiz) lysiert und anschlie®end 10
min bei 14000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen.

Der klare Uberstand, der die biotinylierten Plasmamembranproteine enthielt, die
wahrend der 10-minutigen Rekultivierung internalisiert wurden und deshalb bei der

anschlielenden Glutathion-Behandlung vor der Abspaltung ihrer Markierung
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geschutzt waren, wurde mit 100 ul Streptavidin-Sepharose high performance
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) versetzt und U.N. bei 4 °C auf dem
Roller (CAT M. Zipperer GmbH, Staufen, Deutschland) inkubiert.

Bei der Streptavidin-Biotin-Methode bedient man sich der sehr starken Affinitat des
Biotins zu dem Glykoprotein Avidin bzw. Streptavidin. Avidin ist ein aus
Huhnereiweil® gewonnenes Glykoprotein mit vier Bindungsstellen fir Biotin.
Teilweise ist es zu unspezifischen Reaktionen bei der Verwendung von Avidin
gekommen, so dall man auf gentechnischem Weg ein reineres Produkt gewonnen
hat, welches man Streptavidin nannte. Es wird aus dem Bakterium Streptomyces
avidinii isoliert.

Sepharose-Beads wurden anschlieRend bei 4 °C und 13000 rpm (Eppendorf
Zentrifuge 5415R, Hamburg) fur 10 min zentrifugiert und mit 1 ml Waschpuffer (1%
Triton X-100, 10 mM HEPES-NaOH, pH 7.4 und 150 mM NaCl) gewaschen.

Die Sepharose-Beads wurde wieder bei 13000 rpm (Eppendorf Zentrifuge) und 4 °C
abzentrifugiert und nach dem vollstandigen Entfernen des Waschpuffers mit 50 pl
SDS- Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95 °C 5 min aufgekocht.

Nach einer Zentrifugation bei RT und 13000 rpm flr 3 min wurden die Proben mit
Hilfe vom SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels Anti-MUC1 C595 (s. Tabelle
3) detektiert.
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3.8. Molekularbiologische Methoden

3.8.1 Arbeiten mit Escherichia coli

Mittelpunkt gentechnischer Arbeiten ist die Neukombination von DNA. E.coli dient
der Amplifizierung von Plasmiden, da diese selbststandig und von dem
Wirtschromosom unabhangig repliziert werden. Alle Arbeiten wurden unter sterilen

bzw. semi-sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

3.8.1.1 Stamm

Name Genotyp

DH5a: supE44 AlacU169(d80lacZAM15)
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
relA1

3.8.2 Klonierung und Transformation

Ein 1 yg Plasmid-DNA wurde zu 50 pl kompetenten E. coli DH5a-Zellen (Invitrogen)
pipettiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 45 sec bei
42°C wurden die Bakterien flir zwei Minuten auf Eis gelagert bevor dem
Reaktionsansatz 950 yl LB-Medium (bei Klonierungsvektoren) zugegeben wurden.
Nach einstundiger Inkubation der Bakteriensuspension bei 37°C in einem
Thermoschuttler (Eppendorf) bei 225 Rpm wurden jeweils 50, 100 und 200 pl pro
Ansatz auf ampicillinhaltigen (200 g/ml, Sigma-Aldrich) LB-Agarplatten (LB-broth
base Agar, Gibco) ausplattiert. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert und anschlie3end fur bis zu 14 Tage bei 4°C gelagert.
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3.8.3 Plasmid-Isolierung aus Bakterien

Von den mit Bakterienkolonien bewachsenen Agarplatten wurden Einzelkolonien
gepickt und udber Nacht in 5 ml (Miniprep) bzw. 25 ml (Midiprep) ampicillinhaltigem
(50 g/ml) LB-Medium (Gibco) bei 37°C in einem Schuttler (225 Rpm) inkubiert. Die
Aufarbeitung der Bakteriensuspension zur lIsolierung der Plasmide erfolgte mit
kommerziellen Kits (QIAprep Spin Mini- bzw. Midiprep Kit von Qiagen).

Die in ddH20 eluierte und quantifizierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C aufbewahrt.
Die zur Langzeitlagerung vorgesehenen transformierten Bakterienklone wurden
nach der Kultivierung U.N. im Verhaltnis 1:1 (insgesamt 1800 pl) mit Glycerin (Roth,
Karlsruhe) versetzt, gut gemischt und bei -20°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen der
Glycerin-Stammkultur wurde diese in einer Verdunnung von 1/1000 in LB-Medium
resuspendiert und jeweils 50 pl, 100 pyl und 200 pl des Reaktionsansatzes auf

ampicillinhaltige LB-Agarplatten ausgestrichen.

3.8.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die DNA-Probe wurde im Verhaltnis 1:100 mit ddH20O verdunnt und die optische
Dichte photometrisch bei 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsauren) und
280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Die Berechnung der
Konzentration erfolgt in Abhangigkeit von der gewahlten Verdinnung und dem
Faktor 50 (ug/ml) fur doppelstrangige DNA in einer Quarzkivette mit 1 cm
Schichtdicke:

(A260 - A280) X 2 X 50 [ug/ml] X Verdluinnungsfaktor = ¢ [ug/ml]
Reine DNA sollte einen Quotienten (Absorption bei 260 nm/ Absorption bei 280 nm)

zwischen 1,8 und 2 aufweisen. Ein Wert unter 1,8 weist auf Protein- und ein Wert

Uber 2 auf RNA Kontamination hin.
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3.8.5 Generierung und Klonierung von transmembrandren MUC1-

Konstrukten

Der Plasmid-Vektor pCEP-PU (Kohfeldt et al., 1997) wurde fur die Expression der
MUC1-Konstrukte in eukaryontischen Zellen, die den Vektor epichromosomal
replizierten, verwendet.

Der pCEP-PU stellt einen modifizierten pCEP4 Vektor (Invitrogen) dar (Abbildung
16), der sich hinsichtlich des Resistenzgens, ursprunglich Hygromycin und im pCEP-
PU Puromycin, unterscheidet.

Des Weiteren wurde der CMV- gegen einen RSV-Promotor ausgetauscht. In die
MCS (multiple cloning site = multiple Klonierungsstelle) wurde neben der BM40-
Signalpeptidsequenz gefolgt von einer His6-Sequenz und Myc-Sequenz eine Nhel-
Restriktionsenzym-Schnittstelle eingefugt.

Uber die 5-Nhel- und 3‘-Notl-Schnittstelle wurde ein aus sechs MUC1-Tandem

Repeats bestehendes Konstrukt im Leseraster inseriert (Muller und Hanisch, 2002).

Commaents lor pCLPA:
10186 nucieotes

Abbildung 16: pCEP4 Plasmidkarte (Invitrogen life technologies)
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Abbildung 17: MUC1-Ausschnitt des pCEP-PU-Vektors (Engelmann et al. 2005)

In Kleinbuchstaben wurde die Nukleotidsequenz und komplementar dazu in GroBbuchstaben
die Aminosauresequenz angegeben.

Restriktionsschnittstellen (Hindlll: aagctt, Nhel: gctagc, Xhol: ctcgag, BamHI: ggatcc), das
Startkodon (atg) und Stoppkodons (tag, tga) wurden fett geschrieben.

Die weiteren Elemente sind wie folgt farblich gekennzeichnet: BM-40 untranslatierte Region,
BM-40 Signalpeptid, his6, myc, MUC1-Tandemrepeats und die Transmembrandomane.

MUC1-Transmembran-EIement (MUC1-TM = MUC1-M) wurde durch PCR-
Amplifikation des entsprechenden DNA-Sequenzbereiches aus einer cDNA (HPAF,
pankreatische Tumorzelllinie) generiert und in pCEP-PU-Expressionsvektor ligiert
(Abbildung 17).
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S| BM40-Signalpeptidsequenz
EI Oligo-Histidin-Tag

E Myc-Tag
E‘ 6 MUC1-Tandem Repeats

Abbildung 18: Nach dem Erreichen der Plasmamembran wird MUC1-M entweder rezyklisiert
oder uber verschiedene Mechanismen (proteolytisches , Shedding*) in den extrazellularen
Raum abgegeben (Engelmann et al., 2005).

Fir dieses ,parentale® MUC1-M, das neben N-terminalen Tag-Sequenzen (Oligo-
His, Myc), einer Hexarepeat-Domane und einer funktionellen SEA-Domane, die
Transmembransequenz und die hochkonservierte zytosolische Domane des
endogenen Mucins aufweist, wurde die Typ 1-transmembranare Expression,
Rezyklisierung zur Plasmamembran und das proteolytische ,Shedding”
(Abschilferung der extrazellularen Doméane, s. Abbildung 18) des MUC1-M in den
extrazellularen Raum bereits gezeigt (Engelmann et al., 2005).

Zwei weitere Konstrukte (MUC1-M-Y2060/N und MUC1-M-CQC/AQA), die neben
MUC1-M im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt worden, sind mutierte von MUC1-M
abgeleiteten Sonden, die uns freundlicherweise von der Kooperationspartnerin, Frau
Prof. Hughey (Pittsburgh, USA) zur Verfugung gestellt worden sind (Abbildung 19).
MUC1-M-Y2060/N sollte eine stark reduzierte Endozytose Uber Clathrin-Vesikel

aufweisen (Abbildung 20), da die AP2-bindenden Sequenzmotive in der
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zytosolischen Domane des MUC1 (um Yz und Ygp) ausgetauscht wurden (Kinlough
et al., 2004).

m I I I I I %:.Z MUC1-M A
OO T 1 11 %:ﬂ:m MUC1-M-Y050/N B
oo L L [ I ] %::l MUC1-M-CQC/AQA  C

CQCRRKNYGQLDIFPARDTYHPMSEYPTYHTHGRYVPPSSTDRSPYEKVSAGNGGSSLSYTNPAVAATSANL A

CQCRRKNYGQLDIF PARD'@! PMSEYPTYHTHGRYVPPSSTDRSPYEKVSAGNGGS SL@N PAVAATSANL B

RKNYGQ LDIFPARDTYHPMSEYPTYHTHGRYVPPSSTDRSPYEKVSAGNGGSSLSYTNPAVAATSANL C

1 20 60
© BM40-Signalpeptidsequenz [:] 6 MUC1.Tandem Repeats
© Oligo-Histidin-Tag O seADomane
O MycTag == Transmembrandomane

== (ytosolische Domane

Abbildung 19: Generierug der mutierten von MUC1-M abgeleiteten Konstrukte MUC1-M-Y 5,60/N
und MUC1-M-CQC/AQA. Diese Mutationen wurden mit Hilfe von Mutagenese-PCR in der
zytoplasmatischen Doméane von MUC1-0TR (MUC1 mit null tandem repeats) in pBS-SK(-)
(Stratagene, Cedar Creek, TX) unter Verwendung von Primern mit entsprechendem
Nukleotidaustausch fiir die Doppelmutanten CQC/AQA oder Y20N, YG60N erreicht.
Nucleotidsequenzen der SEA-, Transmembran-Domane und der zytoplasmatischen Doméne
der beiden MUC1-0TR Mutanten wurden ebenfalls mittels PCR amplifiziert, mit Xho1 und
BamH1 geschnitten und in MUC1-M in pCEP-PU (ebenfalls mit Xho1 und BamH1 geschnitten)
hinein ligiert. MUC1-M-(CQC/AQA) und MUC1-M-(Y20/60/N) in pCEP-PU wurden zum SchluB zur
Uberpriifung sequenziert.

Bei der zweiten mutierten Sonde ist das S-Palmitoylierungsmotiv (CQC am
Ubergang von der Transmembrandomane zur zytosolischen Domane) gegen AQA
ausgetauscht. Dieser Austausch beeinflusst zwar nicht die Endozytose des
Transmembranproteins wohl aber seine Rezyklisierung durch das TGN bzw. Golgi-
Kompartimente zur Plasmamembran, so dass diese Sonde in Endosomen
akkumuliert (Abbildung 20) (Kinlough et al., 2006).



m Material und Methoden

MUC1-M-Y20/60/N ne W ‘4 MUC1-M-CQC/AQA
o / = \
N /
v [I g \
’ T ™ N ‘ MUC1-M-CQC/AQA
I I MUC1-M-CQC/AQA
MUC1-M-CQC/AQA
A MUC1-M-CQC/AQA
\ !
-_4: e — Endosom
~=0olgk ==
\ /
—_— - ‘.
B g — e —-

Abbildung 20: Fiir die authentische, dem endogenen Mucin funktionell vergleichbare MUC1-M-
Sonde konnte bereits Endozytose membranstidndiger Spezies und ihre Rezyklisierung zur
Plasmamembran demonstriert werden (griin). Das vermutlich verdnderte Endozytoseverhalten
der von MUC1-M abgeleiteten Sonden [MUC1-M-Y20/60/N mit eingeschrankter Clathrin-
vermittelter Endozytose (rot) und MUC1-M-CQC/AQA mit verminderter Rezyklisierung (blau)]
und dessen Auswirkung auf Glykosylierung und alternative Transportmechanismen sollen im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

3.9. Proteinbiochemische Methoden

3.9.1. Bradford Test

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wird ein Bradford Test durchgeflhrt. Er
beruht auf der Farbreaktion funktioneller Gruppen der Proteine mit farbstoffbildenden
Reagenzien. Die Intensitat des Farbstoffes korreliert hierbei direkt mit der
Konzentration der reagierenden Gruppen.

Bei einem Bradford-Assay werden blaue Saurefarbstoffe, die als Coomassie-Brillant-
Blau bezeichnet werden, verwendet. In Gegenwart von Proteinen und in saurem
Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 zu 595 nm.
Grund dafur ist die Stabilisierung des Farbstoffs in seiner unprotonierten,
anionischen Sulfonat-Form durch Komplexbildung zwischen Farbstoff und den

basischen Aminosauren des Proteins.
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Proteinbestimmungen wurden mit dem Bradford-Mikrotest durchgeftuhrt 0,1-
2ug/100ul (1-20pg/ml). In einer Multiwell-Platte (Nunc) wurde eine Eichreihe von 0,1
bis 2 yg BSA (Roth) in ein Gesamtvolumen von 100 ul inklusive 50 pl
Bradfordlésung (Bradford Reagent, Sigma-Aldrich) pipettiert. Die zu messende
Probe wurde in mehreren Verdunnungsstufen aufgetragen und ebenfalls mit 50 pl
Bradford versehen und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 ul gebracht.
Nach einer Inkubationszeit von mindestens 10min wurde die Absorption bei 595nm

(Magellan Software, Tecan Sunrise, Craillsheim, Deutschland) gemessen.

3.9.2 SDS-PAGE nach Laemmli

Das Prinzip der Polyacrylamidgelelektrophorese besteht darin, dass Proteine von
SDS, einem anionischen Detergenz, umschlossen werden. SDS wirkt denaturierend,
indem es raumliche Strukturen aufbricht und die Polypeptidketten in eine gestreckte
Konformation zwingt (Laemmli et al. 1970). Es lagert sich in einem Massenverhaltnis
von 1,4 g SDS zu 1 g Protein an. Die Eigenladung der Proteine wird abgeschirmt
und eine Negativladung proportional zum Molekulargewicht eingebracht. Die
Laufstrecke verhalt sich annahernd linear zum Logarithmus des Molekulargewichts.
Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in einer Mini-
Protean Il Cell Elektrophoresekammer (BioRad) durchgefuhrt.

Zur Verbesserung der Bandenscharfe dient ein Sammelgel, welches Uber das
Trenngel gegossen wird, sobald dieses fest geworden ist. Das Sammelgel wird mit
Probentaschen versehen, indem man in die noch flissige Gellésung einen
Probenkamm eingefuhrt und nach dem Erstarren des Gels wieder entfernt.

Far die Analyse von MUC1-Fusionsproteinen wurden 10%ige Trenngele und
3,5%ige Sammelgele eingesetzt. Die Zusammensetzung der Gele aus den

entsprechenden Komponenten ist der Tabelle 5 zu entnehmen.
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Kotisonenten sam;)z/elgel, Trenngel, | Trenngel Trenngel.
° 4% 10% 12.5%
30% Acrylamud/ Bisacrylanud (37.5:1) 9.75 132 33 4125
0.5 M Tris-HCL, pH 6.8 18.75 - - -
1.5 M Tris-HCI. pH 8.8 - 10 25 31.25
10% SDS 1 1 1 1
dH,O 69.45 74.75 39.95 25.45
10% APS 1 1 1 1
TEMED 0.05 0.05 0.05 0.05

Tabelle 5: Zusammensetzung (in Volumenprozent) von Sammel- und Trenngelen fiir die SDS-
PAGE.

Die zu untersuchenden Proben wurden im reduzierenden SDS-Probenpuffer
resuspendiert, fur 10 min bei 95°C inkubiert, bei RT abgekuhlt und anschliellend auf
das polymerisierte Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer Semi Dry-
Transferzelle (BioRad, Munchen) und in Elektrophoresepuffer fur etwa 60 min bei
180 Volt durchgefuhrt.

Die Bestimmung des Molekulargewichtes der Fusionsproteine erfolgte durch

Koelektrophorese des Kaleidoscope Prestained Standard (s. 3.5).

3.9.2.1. Silberfdrbung

Nach der Elektrophorese wurden die SDS-Gele fur mindestens eine Stunde in 50%
Ethanol, 12% Essigsaure und 0.05% Formaldehyd fixiert und anschliellend dreimal
mit 50%igem Ethanol fur jeweils 20 Minuten gewaschen. Danach wurden die Gele
mit Na2S203 x 5H20 (0.2 mg/ml) vorbehandelt, dreimal kurz in Wasser geschwenkt
und fur 10 Minuten in AgNO3 (2 mg/ml), 0.075% Formaldehyd gefarbt.

Vor dem Entwickeln der spezifischen Proteinbanden in Na2S203 (60 mg/ml), 0.05%
Formaldehyd, 0.02% Na2S203 x 5H20 wurden die Gele zweimal kurz in Wasser
geschwenkt. Zum Abstoppen der Reduktion wurde eine Losung aus 50% Methanol
und 12% Essigsaure verwendet. In einem Vakuum-Geltrockner (Slab Gel Dryer SE
1160, Hoefer) wurden die Gele, equilibriert in 10% Glycerin und 20% Ethanol, fir
drei Stunden bei 60°C unter Vakuum zwischen zwei Zellophanfolien getrocknet und

anschliel3end fotografisch dokumentiert.
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3.9.2.2 Coomassiefarbung

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurden die Proteinbanden in SDS-
Polyacrylamidgelen durch das Schutteln in Coomassie Brilliant Blue G250-Lésung
(50% Methanol, 12% Essigsaure, 0,04% Servablau G-250) blau gefarbt.

Der Saurefarbstoff Coomassie-Brilliantblau G250 geht eine unspezifische Bindung
mit kationischen und unpolaren Seitenketten der Proteine ein.

Die Entfarbungslésung (40% Methanol, 5% Essigsaure) wurde anschlieend so
lange verwendet, bis der Hintergrund klar und die Proteinbanden blau gefarbt
sichtbar wurden. In einem Vakuum-Geltrockner (Slab Gel Dryer SE 1160, Hoefer)
wurden die Gele, equilibriert in 10% Glycerin und 20% Ethanol, fur drei Stunden bei
60°C unter Vakuum zwischen zwei Zellophanfolien getrocknet und anschlie3end

fotografisch dokumentiert.

3.9.3 Immunoblotting

Im Anschluf® an die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (s. 3.9.2) wurden die nach
Molekulargewicht  aufgetrennten  Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran (Protan BA 83, Schleicher & Schuell) transferiert. Der
Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Fusionsproteinen erfolgte mittels Semi-
Dry-Blot in Towbinpuffer (39 mM Glycerin, 48 mM Tris, 20% Methanol) bei 4 mA/cm?
fur 40 min in einer Semi Dry-Transferzelle (BioRad Trans-Blot SD). Die Validierung
des Transfers erfolgte durch Kontrolle der im Gel verbleibenden Restmenge Protein
mittels Coomassie-Farbung des Gels (Nachweisgrenze) und fortfuhrend wurde die
Membran 3 min in 10% Ponceau S-Losung (0.2% Ponceau S, w/v, Merck in 3%
TCA/H20, Fluka) gefarbt, die Positionen der Markerbanden mit Bleistift festgehalten
und die Membran in TBS entfarbt.

Die Reduktion unspezifischer Bindungsstellen erfolgte in 5% Milchpulver/TBS-Tween
20 (TTBS: 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.01% Tween 20), der sich die
jeweils einstindige Inkubation bei RT des Primar- und nachfolgend die des
Peroxidase-konjugierten Sekundarantikdrpers (Kaninchen-anti-Maus-Ig, 1:2000,
P0260 von DAKO bzw. Schwein-anti-Kaninchen-lg, 1:3000, P0399 von DAKO, s.
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Tabelle 3), immer verdinnt in 1% Milchpulver/TTBS, anschloss. Folgende

Primarantikorper wurden fir Immunoblotting verwendet (s. auch Tab 3):

= Anti-MUC1-Ig C595

= Anti-MUC1-Antikorper H-295
& Anti-Flotillin-2

= Anti-Myc-Ilg

& Anti-Caveolin-1

Zwischen jedem Inkubationsschritt wurde die Membran dreimal mit TTBS fur 10 min
gewaschen. Die Detektion der Proteine gelang mittels Chemilumineszenz. Dazu
wurde die Membran fur 5 min bei RT mit einem 1:1 Gemisch aus Lumi-Light Luminol
Enhancer Solution und Lumi-Light Stable Peroxidase Solution (Roche)
flachendeckend inkubiert und mit einem Rontgenfilm (Fuji, Dusseldorf) in einem
Fotolabor bedeckt, um die die proteingebundenen Antikorper zu detektieren. Die
Expositionsdauer variierte in Abhangigkeit von der Starke der Proteinbanden.

Um qualitativ das Vorkommen eines bestimmten Proteins in einer Ldsung
nachzuweisen wurde das Dot-Blot-Verfahren angewendet. Hierzu wurden 1,5 bis 10
pl der zu analysierenden Ldésung auf eine begrenzte Flache einer
Nitrozellulosemembran (Protan BA 83, Schleicher & Schull) getropft. Mit der
Membran wurde nach Trocknung wie oben verfahren.

Alle fir Immunoblotting verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich

(Minchen, Deutschland) bezogen.
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3.9.4 Zuckernachweis in Glykokonjugaten

Der Nachweis einer Glykosylierung auf den membranstandigen MUC1-
Fusionsproteinen, die auf einer Nitrozellulosemembran immobilisiert wurden (s.
2.7.4), erfolgte mittels DIG Glycan Detection Kit (Roche). 5 bis 10% der
affinitatschromatografie-gereinigten MUC1-His-6 Fraktionen wurden dabei in einer
Vakuumzentrifuge (Heto DNA plus, Allergd, Danemark) getrocknet.

Laut Vorschrift wurden die Hydroxylgruppen der Zucker mit Perjodat zu
Aldehydgruppen oxidiert, an welche kovalent Digoxigenin-3-O-succinyl-
Aminocapronsaure-Hydrazid gekoppelt wurde. Die markierten Glykoproteine wurden
mittels SDS-PAGE (12.5% Trenngel, 3% Sammelgel) aufgetrennt, geblottet und in
einem Enzym-Immunoassay mittels DIG-spezifischen Antikorpers, die mit

Alkalischer Phosphatase konjugiert vorlagen, laut Herstellerangaben nachgewiesen.

3.9.5 Isolierung und Aufreinigung der rekombinant exprimierten

Proteine

Die Fusionsproteine wurden so konstruiert, dass sie spezifische Affinitatsmodule
(6xHis-Sequenz, Myc-Sequenz) enthalten, Uber welche die Aufreinigung der
rekombinant exprimierten Konstrukte mittels Affinitatschromatographie erfolgen

kann.

3.9.5.1 Isolierung abgeschilferter rekombinant exprimierter Proteine

aus Zellkulturiiberstand

900 ml exosomenfreier Zelluberstand von transfizierten Zellen (s. 3.6.6) wurde Uber
Nacht gegen ddH20 dialysiert und anschlieend durch Zugabe von 6.5% Ethanol,
6.5% 10x Konzentrat (500 mM NaH2PO4, 2 M Nacl, 10 mM Imidazol, 1 mM PMSF)
und 0.01% 3-Merkaptoethanol auf ein Volumen von 1.8 Litern mit ddH20 eingestellt.
Daran schloss sich die Reinigung des Uberstandes auf einer mit Ni-NTA-Matrix-

beladenen PD10 Séaule an.
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3.9.5.2 Reinigung der Konstrukte liber Ni-NTA-Sé&ulen (Nickelchelat-

Affinitatschromatographie)

Die Aufreinigung der membranaren his6-Myc-MUC1-Konstrukte erfolgte mittels
Nickelchelat-Affinitatschromatographie Uber eine Ni-NTA Agarose Matrix (Qiagen).
Nitrilotriessigsaure (NTA) bendtigt vier seiner insgesamt sechs koordinativen
Bindungsstellen zur Interaktion mit einem Nickel-lon, so dass die beiden noch freien
Bindungsstellen mit dem 6xHis-Modul des Fusionsproteins interagieren koénnen
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Interaktionen zwischen dem His-Tag und der Ni-NTA Matrix
(The QlAexpressionist 06/2003, Qiagen).

Zur Aufreinigung der 1.8 Liter vorbereiteten Zelluberstandes wurde eine PD10-Saule
mit 5 ml Ni-NTA-Agarose gefillt und mit 20 mM NaH2POs, pH 6.5 equilibriert, bevor
der klare Uberstand zweimal Uiber die S3ule bei 4°C gegeben wurde. Danach wurde
die Saule zuerst mit 30 ml Waschpuffer 1 (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, 5 mM R-Merkaptoethanol, 10% Ethanol, pH 6.5), dann mit jeweils 10 ml
Waschpuffer 2 (20 mM NaH2POs, pH 6.5) und Waschpuffer 3 (20 mM NaH2PO4, pH
6.8, 20% Azetonitril) gewaschen.

Die Elution erfolgte mittels Imidazol-Gradienten (10 mM Imidazol, 25 mM Imidazol,
50 mM Imidazol, 75 mM Imidazol, 100 mM Imidazol, 125 mM Imidazol, 150 mM
Imidazol, 175 mM Imidazol, 200 mM Imidazol, 250 mM Imidazol) in jeweils 50 mM
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NaH2POs4, 300 mM NaCl, 5 mM R-Merkaptoethanol und 10% Ethanol in zehn
Fraktionen a 5 ml.

Von jeder eluierten Fraktion sowie vom Durchfluss und den vereinigten
Waschfraktionen wurden jeweils 10 pl im Dot-Blot-Verfahren (s. 3.9.3) mit Anti-Myc
getestet.

Die positiv getesteten Fraktionen wurden vereinigt, mit Hilfe von Ultrafiltration
(Amicon Centriprep Ultracel YM-10 Da, Millipore) laut Herstellerangaben eingeengt
und anschlieend mittels Umkehrphasen-HPLC weiter aufgereinigt.

Alle fur die Affinitatschromatographie Uber eine Ni-NTA Agarose Matrix verwendeten

Chemikalien stammen von der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland).

3.9.5.3 Aufreinigung der membran-abgeschilferten MUC1-
Konstrukte mittels Umkehrphasen-HPLC

Nach der Nickelchelat-Affinitatschromatographie wurden die eingeengten MUC1-
Fusionsproteine auf der Beckman Gold HPLC-Station aufgereinigt. Die Proben
wurden 4:1 mit 0.1% TFA/ddH20 verdinnt und auf eine C8-Saule (Vydac MZ
Analysetechnik, 2 mm x 10 cm) injiziert. Fur die Umkehrphasen-HPLC wurde ein
linearer Gradient von 10% Puffer B (80% Azetonitril in 0.1% TFA/ddH20), 90%
Puffer A (2% Azetonitril in 0.1% TFA/ddH20) auf 100% Puffer B innerhalb von 30
Minuten gefahren. Die Flussgeschwindigkeit betrug 0.5 ml/min und die
spektrophotometrische Detektion der zu analysierenden Proben erfolgte bei 214 nm
(Shimadzu RF-10A XL) unter graphischer Darstellung der Daten am Computer
(Beckman Nouveau software). Alle Peaks wurden separat gesammelt und die
Identitat der MUC1-Fusionsproteine im Immunoblot mit Anti-MUC1-Antikdrper C595
uberprift. Die jeweils positiv getesteten Fraktionen wurden vereinigt und in der
Vakuumzentrifuge (Heto DNA plus, Alleréd, Danemark) getrocknet.
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3.9.5.4. Proteinisolierung aus dem SDS-Polyacrylamidgel nach

tryptischem Verdau

Um anschlieBend die Reinheit der mittels Umkehrphasen-HPLC aufgereinigten
MUC1-Fusionsproteine zu Uberprifen, wurden die getrockneten MUC1-haltigen
Proben anschlielend in 100 pl H20 aufgenommen. Jeweils 5-10 uyl von den Proben
wurden fur Silberfarbung und Nachweis von Kohlenhydraten mittels DIG Glycan
Detection Kit (Roche) eingesetzt.

Da allerdings beim Uberpriifen des Reinheitsgrades der Fusionsproteine eine
Proteinbande der GroRe von etwa 126 kDa beim Zuckernachweis mittels DIG
Glycan Detection Kit visualisiert wurde, die als Kontamination mit dem Glykoprotein
Complement factor H (H factor 1) aus dem FKS identifiziert werden konnte (peptide
mass fingerprinting, ZMMK), wurden die nach Umkehrphasen-HPLC angereicherten
MUC1-Fusionsproteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, um die Glykananalyse der
Coomassie-gefarbten reinen Proteine durchzufuhren.

Ganze Proteine lassen sich nur sehr schwer aus einem SDS-Polyacrylamidgel
eluieren. Dagegen kdonnen die Peptide enzymatisch im Gel gespaltener Proteine
vergleichsweise leicht eluiert werden (Cohen et al. 1997). Der tryptische im Gel-
Verdau von Proteinen ist auf Coomassie-gefarbte SDS-Polyacrylamidgele
anwendbar und liefert kleine Proteinbruchsticke, die dann zur Minimierung der
Gelverunreinigungen hoch konzentriert in dinnen Gelen vorliegen sollten. Die
Ausbeute beim Verdau im Gel betragt bei hoheren Proteinkonzentrationen etwa 70
bis 90 % (Shevchenko et al. 1996). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass beim
Verdau im Gel keine Peptide selektiv verloren gehen (Scheler et al. 1998). Eine
hohe Peptidausbeute erfordert neben der optimalen enzymatischen Spaltung auch
eine quantitative Extraktion der Peptide aus dem Gel.

Die angefarbten Proteinbanden, die laut Immunoblot-Analyse MUC1-
Fusionsproteinen entsprachen, wurden mit einem sterilen Skalpell so eng wie
moglich aus dem Gel ausgeschnitten.

Die Proteinbanden wurden insgesamt dreimal mit Acetonitril/MWWasser (1:1, v/v) fur

jeweils eine Stunde gewaschen und anschlieend in Vakkumzentrifuge getrocknet.
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Die getrockneten Gelsticke wurden mit proteasehaltigem Verdaupuffer [1 ug
Proteinase K (Quiagen) in 50pl 20 mM Tris, pH 7.5, 1 mM CaCl2] u.N. bei 65 °C
inkubiert.

Die Proteinase K kann als Subtilisin-verwandte Serin-Protease klassifiziert werden
und ist eine der aktivsten Endopeptidasen, die bisher bekannt sind. Die Proteinase K
bietet den Vorteil, dass sie bei groRem Uberschul oder langen
Inkubationszeitraumen auch sogar hochglykosyliertes Proteinmaterial in freie
Aminosauren spalten kann und zeigt auferdem Kkeine ausgesprochene
Spaltungsspezifitat.

Proteinase K ist Uber einen gro3en pH-Bereich (4 — 12,5) stabil. Die volle Aktivitat
wird in einem pH-Bereich von 6,5-9,5 Uber mehrere Stunden aufrechterhalten. Das
Enzym zeigt bei 65°C eine zwolfmal groRere Aktivitat als bei 25°C. Eine rasche
Denaturierung tritt jedoch Uber 65°C auf.

Nach dem Verdauende wurde der Uberstand abpipettiert und in ein
Eppendorfhitchen gegeben. Zu den feuchten Gelstlickchen wurden zunachst 200 pl
Wasser und danach 200 ul Acetonitri/H20 (1:1, v/v) zugegeben so, dass die
Gelstlicke von der Flussigkeit bedeckt sind. Die Proben wurden jeweils zwei
Stunden bei R.T. auf dem Roller (CAT M. Zipperer GmbH, Staufen, Deutschland)
rotiert. Nach jedem Elutionsschritt wurde der Uberstand abgenommen und in das
gleiche Eppendorfhitchen zum Verdauuberstand gegeben. Die abgenommenen im
Eppendorfhiitchen vereinigten Uberstéande wurden in Vakuumzentrifuge (Heto DNA
plus, Alleréd, Danemark) bis zur Trockenheit eingeengt.

Die extrahierten getrockneten Glykopeptide (Abbildung 32) wurden spater zum
Zweck der O-Glykanprofilierung reduktiv B-eliminiert (s. 3.10.4).
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3.10. Methoden zur Glykanprofilierung

3.10.1 Enzymatische Freisetzung N-gebundener Glykane mit

Endoglykosidase Peptid N-Glycosidase F

Die Endoglykosidase Peptid N-Glycosidase F (PNGase F) wird aus dem Kulturfiltrat
von Flavobacterium Meningosepticum isoliert und spaltet zwischen dem inneren N-
Acetylglukosamin und dem Asparagin-Rest aller Typen von asparagingebundenen
N-Glykanen (Komplex-Typ, Mannosereicher-Typ und Hyprid-Typ, s. Abbildung 1),
vorausgesetzt, dal® sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in peptidischer
Bindung vorliegen.

Die De-N-Glykosylierung der isolierten Exosomen aus dem Zellkulktur-Uberstand (s.
3.6.6) und den Zelllysaten (s. 3.6.7) mit Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F, 500
000 Units/ml in 20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50% Glycerol pH 7.5,
NEB) fur die SDS-Gelchromatographie (s. 3.9.2) erfolgte nach Angaben des
Herstellers mit den mitgelieferten Puffern.

20 pg Proteinlysat wurden 10 min bei 100 °C mit 0,5 % SDS und 1 % B-
Merkaptoethanol denaturiert. Die optimalen Konditionen fur das Enzym wurden mit
0,05 M Natriumphosphat pH 7,5 eingestellt, das SDS wurde mit 1 % NP-40 inhibiert.
Die De-N-Glykosylierung erfolgte innerhalb 1 Stunde nach Zugabe von 10 000 U (1
M) PNGaseF bei 37 °C.

Nach dem Verdau wurden die Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei
95 °C inkubiert. Die Proben wurden bei RT abgekuhlt und die Proteine mit Hilfe von
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels Anti-MUC1-Antikorper H-295 (s.
Tabelle 3) detektiert.
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3.10.2 Enzymatische Freisetzung N-gebundener Glykane mit

Endoglykosidase H

Endoglykosidase H (EndoH) schneidet Glykane zwischen den beiden inneren
GIcNAc-Resten von allerdings ausschlieBlich Mannosereichen und manchen
hybriden N-Glykanen und spaltet so die endstandige Chitobiose-Einheit der N-
glykosidisch gebundenen Zuckerketten, so dass nur ein Monosaccharid am Protein
bleibt.

Die De-N-Glykosylierung der isolierten Exosomen aus dem Zellkulktur-Uberstand (s.
3.6.6) und den Zelllysaten (s. 3.6.7) mit Endo H [500 000 U/ml in 50 mM NacCl,
20mM Tris-HCL (pH 7.5), Na2EDTA, Roche, Mannheim] fur die SDS
Gelchromatographie (s. 3.9.2) erfolgte nach Angaben des Herstellers mit den
mitgelieferten Puffern. Zunachst wurden 20 pg Proteinlysat mit 1yl 10x Glykoprotein
Denaturierungspuffer (0.5% SDS, 0.4 M DTT) versetzt und 10 min bei 100 °C
inkubiert (Gesamtvolumen 10 pl).

Dem bereits denaturierten Proteinlysat wurden 2ul 10x G5 Reaktionspuffer (0.5 M
Natriumcitrat pH 5.5) und 3 yl Endo H zugesetzt (Gesamtvolumen 20 pul) und U.N.
bei 37 °C inkubiert. Nach dem Verdau wurden die Proben mit SDS-Probenpuffer
versetzt und 10 min bei 95 °C inkubiert. Die Proben wurden bei RT abgekuhlt und
die Proteine mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels Anti-MUC1-
Antikorper H-295 (s. Tabelle 3) detektiert.

3.10.3 Einsatz von ER-Glykosidase-Inhibitor Deoxynojirimycin zur
Blockierung des Prozessierungsweges von Mannosereichen zu

komplexen N-Glykanen

Deoxynojirimycin (1,5-Dideoxy-1,5-imino-D-glucit, DNJ) ist ein Antibiotikum, das aus
verschiedenen Bacillus-Stammen isoliert wurde. Es ist ein Glukose-Analogon, aber
mit einem Stickstoff anstelle eines Sauerstoff-Atoms im Ring. Deoxynojirimycin
hemmt kompetitiv die Glukosidase | und Il (Hettkampf et al., 1982) (Abbildung 22).
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Um einen maoglcihen Zusammenhang der N-Glykosylierung mit Rezyklisierung von
MUC1 zu untersuchen, wurden mit MUC1-M transfizierten HEK-293 Zellen einer 150
cm? Zellkulturflasche 24 Stunden mit 5 mM Deoxynojirimycin (Sigma-Aldrich) geldst
im Komplettmedium bei 37 °C und 5% CO, inkubiert und anschlei3end biotinyliert (s.
3.7.2)

Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt, 10 min bei 95 °C 5 min
aufgekocht und bei RT abgekuhlt. Die Proteine wurden mit Hilfe von SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und mittels Anti-MUC1-Antikérper C595 und H-295 (s. Tabelle
3) detektiert.
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Abbildung 22: Deoxynojirimycin inhibiert die Glukosidase I, Il des ER und unterbricht so die
Prozessierung von N-gebundenen Oligosaccharidseitenketten (Hans Grosch 1998)
Abkiirzung GNT I: N-Acetylglucosaminyltransferase |
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3.10.4 Reduktive B-Eliminierung O-gebundener Oligosaccharide

Die an Serin oder Threonin gebundenen Oligosaccharide kdnnen nur mit wenigen
spezifischen Enzymen abgespalten werden, die jedoch nur definierte O-Glykane
erkennen und freisetzen (Abdullah et al., 1992; Sutherland et al., 1992). Aus diesem
Grund sind vor allem chemische Methoden verbreitet (Edge et al., 1981; Patel et al.,
1993; Greis et al., 1996; Knirel & Perepelov et al., 2002; Schulz et al., 2002; Yamada
et al., 2007). Fir die Versuche zur O-Glykan-Profilierung wurde die B-Eliminierung
ausgewahlt.

Durch die Reaktionsbedingungen kann es insbesondere bei der [B-Eliminierung
sogenannten Peeling-Reaktionen kommen, bei denen durch fortlaufende -
Eliminierung ein sequentieller Abbau des Glykans vom reduzierenden Ende her die
Folge ist und aul’erdem wird eine Zerstorung von nicht Kohlenhydratsubstituenten
beobachtet (Chai et al., 1997, Merry et al., 2002).

Um diese Problematik zu umgehen, wird die chemische Freisetzung der O-Glykane
haufig unter reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt. Man spricht von der
reduktiven (3-Eliminierung (Parry et al., 2007).

Hier wird der endstandige Monosaccharidbaustein zum Alditol reduziert. Das
Peptidrackgrat wird bei der chemischen Abspaltung der Glykane teilweise oder ganz
zerstort und kann daher nur in seltenen Fallen zur Charakterisierung der

Glykosylierungspositionen herangezogen werden.

Abbildung 23: Mikroreagtionsglas (N 12-1 conic, farblos, 0,75 ml, 14 x 46 mm),
Macherey-Nagel, Diiren

Nach Freisetzung und Aufreinigung der O-Glykane kdnnen diese nun einer weiteren

Strukturaufklarung zugefuhrt werden.
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10 bis 30 pg des reinen getrockneten Glykoproteins wurden mit 20 ul NaBH4 (0,5 M,
Fluka) in NaOH (50 mM) 18 Stunden bei 50°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ul Essigsaure abgestoppt und mit 50 pl Dowex 50WX8 (BioRad) im
Batch-Verfahren entsalzt.

Die Oligosaccharide wurden in Mikroreaktionsglasern (Abbildung 23) Uberfuhrt, bei
40°C im Stickstoffstrom getrocknet und die Boratmethylester wurden unter den
gleichen Bedingungen durch mehrfaches Verdampfen mit 0,1% Essigsaure in
Methanol entfernt. Fur die Permethylierung wurden die Proben G.N. im Exsikkator

getrocknet.

3.10.5 Permethylierung von Glykan-Alditen

Nach der reduktiven B-Eliminierung werden die Glykane durch Permethylierung mit
Methyliodid in Derivate mit hoherer Desorption Uberfihrt, um sie mit hdherer
Empfindlichkeit in der MALDI-MS vermessen zu koénnen. Vorteilhaft ist die
Methylierung auch in Hinblick auf saure Sialinsaure-haltige Glykane, deren negative
Ladung sich im Positiv-lonen-Modus ungulnstig auswirken wirde. Auf3erdem wird
die lonisierbarkeit der Glykane in einem Gemisch angeglichen, so dass mit Hilfe
eines internen Standards auch quantitative Aussagen getroffen werden konnen.

Bei der Permethylierung wird nicht nur am reduzierenden Ende des
Oligosaccharides markiert, sondern es findet nach basenkatalysierter lonisierung
aller Hydroxylgruppen im Molekll eine Substitution mit dem Methylierungsreagenz
statt.

Alle Schritte der Permethylierung bis auf Extraktion mittels Chloroform/Wasser
wurden wasserfrei in einer Argon-Atmosphare durchgefuhrt.

Den getrockneten wasserfreien Glykanen wurden 50 yl DMSO-NaOH-Suspension
(Anumula et al., 1992) zugesetzt. Die Proben wurden 30 min bei Raumtemperatur
und anschlieBend 5 min bei — 20 °C inkubiert. 20 pl Methyliodid (Fluka) wurden zu
den gefrorenen Proben gegeben 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die methylierten Glykane wurden mit 0,3 ml Chloroform/ 0,2 ml Wasser extrahiert
und mehrfach mit 0,2 ml Wasser gewaschen. Die Chloroformphase wurde unter

Stickstoff eingetrocknet und die Proben in 20 yl Methanol (Sigma) aufgenommen
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(Abbildung 24). Nach Freisetzung der O-Glykane kénnen diese nun der
Strukturaufklarung mittels MALDI-TOF-MS zugefihrt werden.

Transfektion der Zellen (HEK-
293, MCF-7, MDA-MB-231) mit
MUC-M, MUC1-M-Y20/60/N
und MUC1-M-CQC/AQA
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Abbildung 24: Strategien zur Reinigung der MUC1-Fusionsproteine bis zur
Erstellung der O-Glykanprofile
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3.10.6 Erstellung des Glykanprofils der membranidren MUC1
Konstrukte mittels MALDI-TOF-MS (Matrix assisted Laser

Desorption lonisation-Time of Flight Massenspektrometrie)

Zur ldentifikation von Zuckerstrukturen wurden die Gemische permethylierter
Glykanaldite mittels Matrix-assisted-laser-desorption/ionization-time-of-flight-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) auf einem REFLEX IV Massenspektrometer
(Bruker Daltonics, Bremen) mit einem Stickstofflaser (I = 337 nm) und positiver
lonendetektion im Reflektronmodus im Servicelabor des Zentrums fur Molekulare
Medizin Koln (ZMMK) vermessen.

Zur Bestimmung der Molekilmasse und Reinheit einer Probensubstanz mit Hilfe
eines MALDI-TOF-Massenspektrometers (Abbildung 25) wird die Probensubstanz
zuerst mit einer Matrix kokristallisiert.

Die so praparierte Probe wird in das Massenspektrometer eingefahren und im
Hochvakuum mit einem Laser beschossen, dessen Energie von der Matrix
absorbiert und auf die Probenmolekile Ubertragen wird, wobei es zu einer
Verdampfung von Matrix und Probenmolekilen kommt.

Neutrale Molekule werden wahrend dieses Prozesses durch die Anlagerung von
einfach geladenen lonen, wie z. B. H", Na*, K*, Cs" oder auch Cl-, in sogenannte

"Quasi-Molekiilionen", wie z. B. [M+H]", Uberfiihrt.

Proben- UV- oder IR-Laser

teller
19 Detektor 2 Reflektor Modus eflektor
Detektor
F=—— Linear
. Linear Modus Modus
[kV]

Abbildung 25: Schematische Zeichnung eines MALDI-TOF-Massenspektrometers
(Chemgapedia).

Die einfach geladenen lonen werden anschlielend mit Hilfe eines elektrischen

Feldes mit einer kinetischen Energie von 19 £V in ein Feld-freies, evakuiertes Rohr
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gezogen. In diesem "TOF" (time-of-flight)-Rohr besitzen alle Molekile eine
konstante, massenabhangige Fluggeschwindigkeit, die umso grofRer ist, je kleiner

ihre Masse ist:

e*U=1*19[kV]=Yomv: =) v= V2*19 [kV]/m v = Fluggeschwindigkeit

m = Molekllmasse

Wenn das MALDI-TOF-Massenspektrometer im "linearen Modus" betrieben wird,
misst ein Detektor am Ende des TOF-Rohres die Flugzeit (Time of Flight) der lonen,
welche von dem vorher kalibrieten Gerat in die dazugehdrigen Massen
umgerechnet wird.

1 pl DHB-Lésung (2,5 Dihydroxybenzoesaure 40 mg/ml, Bruker Daltonics) in
Acetonitril/0,1% TFA (2:1 v/v, Simga-Aldrich) wurde auf einen polierten rostfreien
Probenteller aus Gold aufgetragen. Dazu wurden 0,5 pl der Probe pipettiert,
gemischt und die Probe im Exsikkator getrocknet. Die Spektren wurden mit Hilfe der
Software Flex Analysis analysiert.

Nach der Detektion der Proben wurden die Peakflachen integriert und das
Gesamzflachenverhaltnis zu den einzelnen Peakflachen bestimmt, die prozentualen

Anteile der jeweiligen Peaks ermittelt und dokumentiert.
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4. Ergebnisse- Teil | (O-Glykosylierungsprofil der
MUC1-Sonden)

4.1 Klonierung, DNA-Quantifizierung und Reinheitspruifung

Nach der Plasmidvermehrung in E.coli Zellen wurde die Plasmid-DNA mittels eines
kommerziellen DNA-Isolierungskits Q/Aprep Spin Midiprep Kit isoliert, aufgereinigt
und 10 pg fur die Transfektion der HEK-293-, MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen
eingesetzt.

Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten Plasmid-DNA wurden UV-Spektren im
Wellenlangenbereich von 250 bis 300 nm aufgenommen.

Nach folgender Formel lie3 sich die Konzentration der einzelnen Proben berechnen:

(Azeo - Azso) X 2 X 50 [ug/ml] X Verdiinnungsfaktor = ¢ [ug/ml]

Aus den E.coli Zellen lieRen sich im Durchschnitt zwischen 800 bis 950 pg/ml DNA

isolieren. Der Reinheitsgrad der Nukleinsauren lag bei 1.6 £ 0.07.

4.2 Rekombinante Expression transmembranarer MUC1-
Konstrukte in HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231

Um den Einfluss der Rezyklisierung auf das Glykosylierungsprofil des endogenen
MUC1 zu untersuchen, wurden neben dem Wildtyp-analogen MUC1-M zusétzlich
noch mutierte Sonden (MUC1-M-Y2060/N und MUC1-M-CQC/AQA) generiert, die
anhand eines eukaryontischen Expressionssystems rekombinant in drei
verschiedenen Zelllinien (HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231) exprimiert wurden.
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4.2.1 Generierung und Klonierung der MUC1-Konstrukte in den

Expressionsvektor

Insgesamt wurden drei verschiedene Konstrukte in den Expressionsvektor pCEP-PU
(Kohfeld et al., 1997) eingebracht. Die entsprechenden Fusionsproteine verfligten N-
Terminal Uber die Signalpeptidsequenz des ECM-Proteins (Extracellular Matrix
Proteins) BM-40 als Sekretionsmediator, gefolgt von einer Hiss-Sequenz zur
Aufreinigung der Fusionsproteine Uber Ni-Chelat-Affinitatschromatographie, einer
Myc-Sequenz zur Identifizierung des Proteins im Western-Blot, einer aus sechs
nicht-konservierten MUC1-Tandemrepeats bestehenden Domane, sowie einer
funktionellen SEA-Domane, der Transmembransequenz und der hochkonservierten

zytosolischen Domane des endogenen Mucins (Abbildung 26).

BMA0 | Hiss | Myc MUCTM
51 18 | 30

BM 40 Hiss Myc MUCT-M-Y2050/N
51 18 | 30 £60 (323

Py -l e I— .| a— ey e
51 18 | 30 560 (32:

MCs

pCEP-PU

Abbildung 26: Schematische Darstellung der membrandren MUC1-Fusionsproteine.

In die multiple Klonierungsstelle (MCS) des pCEP-PU-Expressionsvektors wurde jeweils die
cDNA-Sequenz der MUC1-Konstrukte kloniert. Angegeben wurde die GroBe der
Nukleotidsequenz in bp bzw. in Klammern gesetzt die Anzahl kodierter Aminosauren, wenn ein
Teil der Nukleotidsequenz nicht translatiert wurde.

Alle Konstrukte beinhalteten: Signalpeptid des BM-40 Proteins (BM-40), sechsfache Histidin-
Sequenz (Hiss), Myc-Sequenz (Myc) als Teil des Vektors, sechs nicht-konservierte
Tandemrepeats aus der VNTR-Region des MUC1 Molekiils (6 TR), die MUC1-cDNA fiir die
Transmembran-(MUC1-TM) und die zytoplasmatische Sequenz als Teile der eingebrachten
Kassette. MUC1-M-(Y20/60/N) weist einen Doppelaustausch bei Tyrosin 20 und Tyrosin 60
gegen Asparagin in der zytosolischen Domane und MUC1-M-(CQC/AQA) zwei Punkmutation
beim S-Palmitoylierungsmotiv am Ubergang von der Transmembrandoméne zur zytosolischen
Domaéne (CQC gegen AQA) auf.
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Fir MUC1-M, das durch PCR-Amplifikation des entsprechenden DNA-
Sequenzbereiches aus einer cDNA (HPAF, pankreatische Tumorzelllinie) generiert
und in pCEP-PU-Expressionsvektor ligiert wurde, konnte bereits die Typ 1-
transmembranare Expression, Rezyklisierung zur Plasmamembran und das
proteolytisches ,Shedding”in den extrazellularen Raum gezeigt werden (Engelmann
et al., 2005). Fir die abgeleiteten, mutierten Sonden MUC1-M-Y2060/N und MUC1-
M-CQC/AQA mussten die oben genannten Nachweise noch erbracht werden.

Die Generierung der Mutanten erfolgte mit Hilfe von Mutagenese-PCR in der
zytoplasmatischen Domane von MUC1 mit null tandem repeats in pBS-SK(-) unter
Verwendung von Primern mit entsprechendem Nukleotidaustausch fur die
Doppelmutanten CQC/AQA oder Y2o60/N. Nucleotidsequenzen der SEA-,
Transmembran-Domane und der zytoplasmatischen Domane der beiden MUC1-M-
Mutanten wurden ebenfalls mittels PCR amplifiziert und in MUC1-M in pCEP-PU
hinein ligiert. Nach der Klonierung dieser Sequenzbereiche in den pCEP-PU Vektor
wurde durch DNA-Sequenzierung die korrekte Basenabfolge der PCR Produkte und
das luckenlose Leseraster im Triplettkode bestatigt (Kinlough et al., 2004; Kinlough
et al., 2006). Beide Konstrukte wurden uns freundlicherweise von der

Kooperationspartnerin, Frau Prof. Hughey (Pittsburgh, USA) zur Verfugung gestellt.

4.2.2 Membranére Expression der MUC1-M Fusionsproteine

Drei verschiedene Zelllinien wurden aufgrund verschiedener zellbiologisch relevanter
Eigenschaften als Expressionssysteme ausgewahlt. MCF-7 Zellen wurden wegen
der bekannten MUC1- und Galektin-3-Uberexpression in Brusttumorgewebe bei
gleichzeitig verminderter Caveolin-1-Expression (Lavie et al., 1998; Lee et al., 1998;
Engelmann et al., 1999; Hurlstone et al., 1999) ausgesucht. Die embryonale,
immortalisierte Nierenepithelzelllinie HEK-293 soll, basierend auf dem stabil ins
Genom integrierten EBNA-1 Gens, eine erhOhte Expressionsrate fur rekombinante
Proteine aufweisen. Zudem exprimiert die Zelllinie kein endogenes MUC1 und weist
im Unterschied zu den meisten Brusttumor-Zelllinien keine Galektin-3-Expression
auf. Als dritte Zelllinie wurde die Mammaadenokarzinomzellen der Linie MDA-MB-

231 ausgewahlt, die im Gegensatz zu den anderen zwei Zelllinien neben
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endogenem MUC1 gleichzeitig Caveolin-1 und Galektin-3 exprimieren. Aullerdem
weisen alle Zelllinien Reggie-1/Flotillin-2 Expression auf. Auf Proteinebene wurde die
vorhandene bzw. fehlende Expression von Raft-assoziierten Markerproteinen,
Caveolin-1 und Flotillin-2, bzw. vom Raft-unabhangigen Galektin-3 in allen drei
Zelllinien durch SDS-PAGE und nachfolgende Immunoblot-Analyse dokumentiert
(Abbildung 27).

Abbildung 27: Immunchemischer Nachweis
der Expression der Raft-assoziierten
Markerproteine (Caveolin-1 und Flotillin-2) Flotillin2? wep <—mmme e @d = 120>
und Galektin-3 . HEK-293, MCF-7 und
MDA-MB-231 Zellen wurden lysiert,

das Gesamtzell-Lysat in einem 10%igen
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und der
Proteinnachweis von Flotillin-2, Caveolin-1 Caveolin-1 w=p S g 22 kD>
und Galektin-3 mittels Primarantikorper
Anti-Flotillin-2, Anti-Caveolin-1 und
Galektin-3 (Tabelle 3) im Immunoblot gefiihrt. Den Literaturangaben entsprechend, konnte die
Expression von Flotillin-2 in allen drei Zelllinien, von Galektin-3 in MCF-7 und MDA-MB-231
und von Caveolin-1 nur in MDA-MB-231 nachgewiesen werden.

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der rechten Seite angezeigt.

HEK-293 = A, MCF-7 = B, MDA-MB-231=C

A B c

Galektin-3 wmp T e 4w 31 kD3

Die erfolgreiche Transfektion der rekombinanten Fusionsproteine wurde durch den
Nachweis im Dot-Blot-Verfahren erbracht (Abbildung 28), indem konfluent
wachsende Zellen lysiert und mittels Anti-Myc-Antikorper auf die Expression der

Myc-Sequenz enthaltenen MUC1-Fusionsproteine Uberpruft wurden.

LN

P09 | IO®® | @O

K M T A K M T A K M T A
- -~ >4 p - -~ - - -~ -
HEK-293 MCF-7 MDA-MB231

Abbildung 28: Immunchemischer Nachweis rekombinant exprimierter MUC1-Proteine.
Untransfizierte und transfizierte HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen wurden lysiert, 10 pl
des Zelllysates auf eine begrenzte Flache einer Nitrozellulosemembran getropft und der
spezifische Proteinnachweis iiber die N-Terminal gelegene Myc-Sequenz der Fusionsproteine
MUC1-M, MUC1-M-Y;g6/N und MUC1-M-CQC/AQA durchgefiihrt. Mit dem Anti-Myc-Antikorper
konnte ebenfalls demonstriert werden, dass nicht transfizierte Zellen keine Myc-Sequenz
enthaltenen Proteine exprimierten.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y;p6/N, A = MUC1-M-CQC/AQA, K = Zelllysat nichttransfizierter
Zellen
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Sowohl HEK-293 Zellen als auch MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen exprimierten
jeweils die MUC1-Fusionsproteine und die Expression blieb Uber die gesamte
Kultivierungszeit konstant, solange der Selektionsdruck unter Zugabe von Puromycin

zum Kulturmedium gegeben war.

4.3 Biochemische Charakterisierung der MUC1-Konstrukte

4.3.1 Quantitative Bestimmung der abgeschilferten bzw. zelluldren

MUC1-M-Fusionsproteine

Es sollte geklart werden, ob die in den Kulturiberstand durch ,Shedding®
abgegebenen Ektodomanen des MUC1 in Abhangigkeit vom Vorliegen mutierter
Sequenzen mit unterschiedlicher Rate von der Membran abschilfern. Ausgangspunkt
war die Uberlegung, dass die mutierten Sonden mit eingeschrankter bzw. Uber
alternative Wege erfolgende Endozytose (MUC1-M-Yy60/N) oder defekter
Rezyklisierung (MUC1-M-CQC/AQA) in signifikantem Ausmafly vermindert in den
Kulturiberstand abgegeben werden kdnnten. Ausgehend von gleichen Zellzahlen
(3.6.5) wurden von jeder HEK-239 und MCF-7 Transfektante [mittels differenzieller
Zentrifugation (3.6.6)] jeweils 50 ml Zelliberstand gewonnen.

Die nach Ultrazentrifugation erhaltenen Uberstdnde wurden  affinitats-
chromatographisch aufgearbeitet und mit Hilfe von Ultrafiltration (Amicon Centriprep
Ultracel YM-10 Da, Millipore) auf 20 ul eingeengt. Die Zelllysate und die eingeengten
Zellkultur-Uberstande wurden im Immunoblot auf die Anwesenheit der MUC1-
Sonden Uberpruft, wobei Anti-MUC1 Antikérper C595 (Ektodomanen-spezifisch) zum
Einsatz kam. Bei der Untersuchung der Zelllysate wurde auf der gleichen Blot-
Membran zusatzlich als endogener Standard (,Housekeeping protein®) die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase = (GAPDH)  mittels  Anti-GAPDH
Antikorper detektiert (Abbildung 29).

Ein Housekeeping protein ist ein Protein, welches konstitutiv, d.h. nicht reguliert
exprimiert wird. GAPDH, die als ein ubiquitar verbreitetes Enzym eine Schllisselrolle

bei der Glykolyse (Sirover 1997) spielt, wurde deshalb als Referenz-Protein fur die
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Bestimmung der Expressionshohe der MUC1-M-Fusionsproteine in HEK-293 und

MCF-7 Zellen eingesetzt.

ZK-Uberstand @ 80kD—&‘ "l 5. —MUC1T A

@ SOKD — e gy vc' B

37 kD — == «= w == s s _ GAPDH C

Zelllysat
M-CQC/AQA
QA

("MUCH-M
>Muc1-M

J

MCF-7 HEK-293

< M-Y20+60/A
< M-Y20+60/A
M-CQC/A

Abbildung 29: Quantitative Bestimmung der abgeschilferten 16slichen bzw. zellularen MUC1-

M-Fusionsproteine.
Der Nachweis erfolgte im Immunblot aus den Zellkulturiiberstanden (1A) und Zelllysaten (2B,
2C) der transfizierten HEK-293 und MCF-7 Zellen mit:

A) Anti-MUC1 Antikorper C595 bindet an die Ektodomane der abgeschilferten, 16slichen

MUC1-Sonden.
B) Anti-MUC1 Antikdrper C595 bindet an den heterodimeren Komplex der MUC1-

Fusionsproteine aus Zelllysaten transfizierter HEK-293 und MCF-7 Zellen.
C) Anti-GAPDH Antikorper bindet das Referenz-Protein und erlaubt damit semi-

quantitative Aussagen

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.

Die Westernblot-Ergebnisse bestatigten die Erwartung, dass fur die Referenz-Sonde
MUC1-M die hochste Gesamtproteinmenge nachweisbar war, gefolgt von der
mutanten MUC1-M-Sonde MUC1-M-Y2060/N und der rezyklisierungsnegativen
Mutante MUC1-M-CQC/AQA, die in Endosomen akkumuliert.

Dagegen wurde bei den entsprechenden Zelllysaten aus MCF-7 eine gleichstarke
Expression der drei MUC1-M-Sonden gefunden, wahrend HEK-293 Zellen eine
leichte Erhéhung der mutierten Sonden zeigten (Abbildung 29).
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4.3.2 Isolierung der Exosomen aus Zellkulturiiberstand

Es wurde angenommen, dass ein Teil der rekombinant exprimierten Konstrukte von

den Zellen uber exosomalen Export in das Kulturmedium abgegeben wird.

196 KDa—»
126 kDa—s. 126 kDa—>
<— Anti-MUC1 C595 80 kDa—> <«—Anti-Myc
80 kDa—>
80 k02—l 0 LA 80 kDa— ...
Ul it 4 d
37 kDa—»
. 37 kDa—>
MDA o @ == = @ o = - - - Anti-MUC1 H-295 P
M TA MTAMTA K M TA
—— —— — — S~—
1) HEK-293 MCF-7 MDA-MB231 2) MCF-7

Abbildung 30: Immunchemischer Nachweis der rekombinant exprimierten MUC1-
Fusionsproteine aus Exosomen.

Der Nachweis erfolgte nach Aufreinigung der Exosomen mittels Ultrazentrifugation aus dem
Zellkulturiiberstand der MUC1-Transfektanten im Immunoblot:

a) C595 erkennt die Ektodoméadne des MUC1
b) Anti-Myc Antikorper diskriminiert die rekombinanten Sonden vom endogenen MUC1
c) H-295 erkennt die zytosolische Doméne des MUC1.

Bei allen aus Exosomen stammenden MUC1-Fusionsproteinen konnte sowohl die groRere
Ektodoméne (60-80 kDa) als auch die kleine zytoplasmatische Endodomédne als eine
spezifische Bande bei etwa 31 kDa detektiert werden, was auf die Ausbildung eines intakten
heterodimeren Komplex bei den exosomalen MUC1-Sonden hindeutet (1).

Die mit Anti-MUC1 C595 detektierten Banden sind auch mit Anti-Myc positiv, was auf das
Vorliegen rekombinanter Sonden hinweist (2).

Ein weiteres Indiz stellen auch die apparenten Massen der MUC1-positiven Proteine dar, die
deutlich kleiner als das Endo-MUC1 sind.

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y56/N, A = MUC1-M-CQC/AQA, K = aus untransfizierten MCF-7
stammende Exosomen

Die Exosomen wurden aus Zelluberstand transfizierter Zellen durch eine Dreischritt-
Zentrifugation  isoliert. Zunachst wurden die Zelltrummer und andere
Verunreinigungen aus dem Uberstand entfernt, um anschlieRend Zell-abgeleitete
Exosomen mittels Ultrazentrifugation zu isolieren. Die aufgereinigten Exosomen
wurden im Immunoblot auf die Anwesenheit der MUC1-Sonden Uberprift, wobei
Anti-MUC1 Antikorper C595 bzw. Anti-Myc Antikorper und H-295 zum Einsatz
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kamen, um den intakten heterodimeren Komplex in exosomalen Membranen

nachzuweisen.

Die grolkere Ektodomane der exosomalen MUC1-Fusionsproteine konnte aufgrund
der heterogenen O-Glykosylierung innerhalb der sechs Tandemrepeats als ein
~Schmier” bei etwa 60 bis 80 kDa im Immunblot detektiert werden (Abbildung 30).
Eine Beobachtung, die bereits schon von Kuranda und Robbins (1991) gemacht
wurde.

Durch intensive und stark variierende Glykosylierung konnte das exakte
Molekulargewicht nicht bestimmt werden. Zudem wurde das Laufverhalten der
Glykoproteine im SDS-Gel durch die proteingebundenen Glykane beeinflusst und
zwar in dem Sinne, dass negativ geladene Sialyloligosaccharide durch teilweise
Unterdrickung der SDS-Anlagerung an das Protein eine apparente Vergrolierung
der molekularen Massen stark glykosylierter Proteine verursachen. Zur
Identifizierung des C-Terminus der exosomalen MUC1-Spezies wurde aulderdem ein
Immunblot mit einem polyklonalen Anti-MUC1-Antikorper H-295 durchgefuhrt,
dessen Epitop innerhalb der zytoplasmatischen Domane lokalisiert ist.

Im Gegensatz zu den aus Zelluberstand isolierten Fusionsproteinen (Abbildung 33),
wurde bei den aus Exosomen stammenden MUC1-Konstrukten die zytoplasmatische
Domane nachgewiesen (Abbildung 30).

Demzufolge konnte der intakte heterodimere Komplex der rekombinant exprimierten
MUC1-Konstrukte nur in exosomalen Membranen nachgewiesen werden. Die
Menge an Exosomen war fur die weitere Charakterisierung der exosomalen

Fusionsproteine nicht ausreichend.

4.3.3 Isolierung der Fusionsproteine aus Zellkulturiiberstand

Die Aufreinigungsprozedur der MUC1-Fusionsproteine aus Zellkulturiberstand ist
schematisch in Abbildung 24 zusammengefasst.

Zellkulturiberstand wurde zuerst durch Zentrifugation von Exosomen befreit,
nachfolgend dialysiert und Uber Nickelchelat-Affinitatschromatographie aufgereinigt.

Nach mehreren Waschschritten wurden die Fusionsproteine mit Imidazol-Gradienten
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eluiert und die MUC1-haltigen Fraktionen im Dot-Blot-Verfahren mittels Anti-Myc

Antikorper identifiziert (Abbildung 31)
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Affinitatschromatographie mittels Anti-Myc Antikorper.
Die Elution erfolgte in zehn Fraktionen a 5 ml mit Inmidazol-hatigem Elutionspuffer. Von jeder
eluierten Fraktion (1-10) sowie vom Durchfluss (D) und den Waschfraktionen (W) wurden

jeweils 10 pl auf eine begrenzte Flache einer Nitrozellulosemembran getropft und im Dot-Blot-
Verfahren getestet.

Die MUC1-positiven Eluatfraktionen wurden vereinigt, mit Hilfe von Ultrafiltration

eingeengt und anschlieBend Uber eine C8-Saule mittels Umkehrphasen-HPLC
aufgereinigt.
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4.3.4 Aufreinigung der Fusionsproteine durch Umkehrphasen-
HPLC

Nach der Affinitatschromatographie wurden die rekombinanten Proteine mittels
Umkehrphasen-HPLC auf einer C8-Saule aufgereinigt und entsalzt und jeder bei 214
nm registrierte Peak als separate Fraktion gesammelt. Die Detektion MUC1-haltiger
Eluatfraktionen erfolgte wieder im Dot-Blot-Verfahren. (Abbildung 31).

Die MUC1-Fusionsproteine eluierten in einem Retentionszeitintervall von etwa 16-20
min (Abbildung 32). Oberhalb von 20 min wurde kontaminierendes Serumprotein aus
dem FKS des Kulturmediums eluiert. Die MUC1-Sonden enthaltenden Fraktionen
wurden im Immunblot entweder Uber die Myc-Sequenz oder Uber die Tandemrepeat
Sequenz (C595) identifiziert, wobei die grollere Ektodomane der membranaren
MUC1-Fusionsproteine aufgrund der starken und unterschiedlichen
Glykosylierungsgrade innerhalb der Tandemrepeats als ,Schmier-Banden® bei etwa
55 bis 80 kDa detektiert werden konnte (Abbildung 33).

+ +
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80 kDa = n
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Abbildung 32: Aufreinigung von MUC1-Sonden mittels Umkehrphasen-HPLC.

Die Flussrate betrug 0.5 ml/min und die Detektion erfolgte bei 214 nm. Jeder Peak wurde als
separate Fraktion manuell gesammelt. Die im HPLC-Profil mit 1, 2 und 3 markierten Peaks bei
17-20 min Retentionszeit wurden als MUC1-positiv im Immunoblot mittels Anti-Myc Antikorper
verifiziert, vereinigt und anschlieBend in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Beispielhaft wurde
hier das HPLC-Profil von MUC1-M aus HEK-293 dargestellit.

+ nicht identifizierte Verunreinigung.
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Zur Charakterisierung des C-Terminus der freigesetzten membranaren MUC1-
Spezies wurde ein Immunoblot mit einem polyklonalen Anti-MUC1-Antikorper H-295
durchgeflihrt, dessen Epitop innerhalb der zytoplasmatischen Domane lokalisiert ist.
Im Gegensatz zu den aus Exosomen stammenden MUC1-Konstrukten (Abbildung
30), konnte, wie erwartet, bei keinem der aus Zelliberstand isolierten
Fusionsproteine die zytoplasmatische Domane nachgewiesen werden (Abbildung
33).

Demzufolge wurde die Ektodomane der MUC1-Sonde durch Proteolyse in den

Extrazellularraum freigesetzt.

«—196KDa—>
<«—126kDa—>
Anti-MUC1 C595— . <«— 80 kDa—> : <«—Anti-Myc
'.....' «— 65 kDa—» ' '."" '
Anti-MUC1 H-295—» & <« 31 kDa=—>
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1) HEK-293 MCF-7 MDA-MB231 HEK-293 MCF-7 MDA-MB231 2)

Abbildung 33: Immunchemische Charakterisierung der rekombinant exprimierten MUC1-
Fusionsproteine aus exosomenfreiem Zellkulturiiberstand.

Der Nachweis erfolgte nach Aufreinigung des Zellkulturiiberstandes der transfizierten Zellen
(HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231) mittels Nickelchelat-Affinititschromatographie und
Umkehrphasen-HPLC im Immunblot mit:

a) Monoklonalem Anti-MUC1 Antikorper C595 (MUC1-Ektodomane)
b) Monoklonalem Anti-Myc Antikorper
c) Polyklonalem Anti-MUC1-Antikorper H-295 (MUC1-Endodomane)

Die extrazellulare Ektodoméne erschien aufgrund der stak variablen Glykosylierungsgrade
innerhalb der Tandemrepeats als typische Schmier-Banden im Immunblot.

Bei keinem der aus exosomenfreiem Zellkulturiiberstand stammenden MUC1-Fusionsproteine
konnte die kleine zytoplasmatische Endodomane detektiert werden, was auf eine Proteolyse
der C-terminalen Domidne von MUC1-Fusionsproteinen hindeutet. Als Positiv-Kontrolle
fungierte das exosomalen MUC1-M aus HEK-293 Zellen.

Da Anti-MUC1 (C595) sowohl die VNTR-Doméane des endogenen MUC1 als auch die der MUC1-
Sonden erkennt, wurden die aufgereinigten Konstrukte parallel zur Detektion mit C595 und H-
295 (1) auch mit Anti-Myc Antikorper (2) getestet, der nur das Myc-Modul der Fusionsproteine
und somit nicht das endogene MUC1 erkennt.

Das Molekulargewicht ist durch Markerbanden angezeigt.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Yy5/N, A=MUC1-M-CQC/AQA, K = Exosomales MUC1-M aus HEK-
293
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4.3.4.1 Bestimmung der apparenten Massen und der Reinheit der
MUC1-Sonden durch Gelelektrophorese

Um kontaminierende Begleitproteine zu detektieren und die Reinheit der Konstrukte
zu demonstrieren, wurde jeweils ein Teil der mittels Umkehrphasen-HPLC
aufgereinigten MUC1-haltigen Proben im SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt und zur Detektion von Proteinen (Silberfarbung) und zum Nachweis von
Glykoproteinen (DIG-Glykan-Detektion) im Immunblot eingesetzt.

Beide Analysen zeigten zwei distinkte Banden bei 65 kDa und 80 kDa (Abbildung
34), die isografisch mit den Fusionsproteinen, identifiziert durch Immunblot-Analyse
(Abbildung 33), auftraten.

1) 2)
196 KDa=—» 196 KDa—»
126 kDa—> 126 kDa—>|
80 kDa—> 80 kDa —>|
65 kDa—> 65 kDa —>'
37 kDa—» 37 kDa—>
31 kDa—> 31 kDa b
M T AMT A MTA M T AMTAMT A
LN J\ J\ J LN J J \\ J
Y Y Y Y Y Y
HEK-293 MCF-7 MDA-MB-231 HEK-293 MCF-7 MDA-MB-231

Abbildung 34: Silberfairbung und Nachweis von Kohlenhydratstrukturen auf MUC1-
Fusionsproteinen.

Die Silberfarbung (1) sowie die Farbung mittels DIG Glykan Detektion Kit (2) zum Nachweis
von Glykanstrukturen erfolgte nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der HPLC-
gereinigten MUC1-Sonden (HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231) bzw. nach Immobilisierung der
aufgetrennten Proteine auf einer Nitrozellulosemembran. Zwei glykosylierte, diffuse Banden
im Bereich von 65 bis 80 kDa wurden detektiert, die sich isografisch zu C595-gefarbten
Fusionsproteinen verhielten. Die nach Farbung der Glykanstrukturen detektierte Bande
oberhalb von 126 kDa deutet auf eine Verunreinigung mit dem Glykoprotein H factor 1 hin, das
die nachfolgenden Glykananalysen beeintrachtigen konnte. Die Kontamination mit H factor 1
war bei Silberfarbung nicht immer zu beobachten.

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y;g/N, A= MUC1-M-CQC/AQA,
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Um die Kontamination zu beseitigen, wurden die nach Umkehrphasen-HPLC
angereicherten MUC1-Sonden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteinbanden mit Hilfe von Coomassiefarbung sichtbar gemacht (Abbildung 35).

Mittels tryptischen in-Gel-Verdaus wurden die Protein-spezifischen Peptide und
Glykopeptide aus dem Gel extrahiert und die O-Glykane durch reduktive (-

Eliminierung freigesetzt.

196 KDa—»
126 kDa—>

80 kDa—
65 kDa—>

37 kDa—»
31 kDa—»

M TA MTAMTA
. J\ J\ J

v A v
HEK-293 MCF-7 MDA-MB231

Abbildung 35: Coomassie-gefarbte MUC1-Sonden nach Gel-elektrophoretischer Auftrennung.
Zwei Banden im Bereich von 65 bis 80 kDa wurden aus dem Gel herausgeschnitten. Die
detektierte Bande oberhalb von 126 kDa, die als Glykoprotein H factor 1 identifiziert wurde,
konnte auch bei Farbung mit Coomassie visualisiert werden.

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y;q/N, A= MUC1-M-CQC/AQA,

4.3.4.2 Charakterisierung des O-Glykanprofils der membranéaren

MUC1-Fusionsproteine

Die Strukturanalyse der ApoMucin-gebundenen Kohlenhydratkomponenten
erforderte die Freisetzung der Oligosaccharide vom Glykoprotein. Die O-Glykan-
Profilierung erfolgte nach reduktiver 3-Eliminierung.

Bei der Freisetzung der Oligosaccharide vom Proteingerist durch reduzierende [3-
Eliminierung wird der jeweilige Core-Zucker (das GalNAc) zum Aldit reduziert und

tragt dadurch eine zusatzliche Alkoholgruppe. Anschlief3end wurden die gespaltenen
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O-gebundenen Oligosaccharid-Strukturen nach Deprotonierung der Hydroxygruppen
mit fein suspendiertem NaOH in DMSO mit Methyliodid permethyliert und der
Strukturaufklarung zugefuhrt. Die Proben wurden dazu mit einer Matrix aus 2,5-
Dihydroxybenzoesaure auf einem polierten Gold-Target kokristallisiert und mittels
MALDI-TOF-MS auf ihre Oligosaccharidstrukturen untersucht.
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4.3.4.3 MALDI-TOF-MS-Analyse der Oligosaccharidaldite von
MUC1-Sonden

Die Identifizierung der Glykanstrukturen der MUC1-Fusionproteine erfolgte uber ihre
relativen Massen (M+Na) in der MALDI-TOF-MS (Abbildung 36).
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Abbildung 36: O-Glykanprofilierung der in HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231 exprimierten
MUC1-Fusionsproteine mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie.

Die Signale, die O-Glykanen entsprechen, wurden annotiert. Die ihnen entsprechenden
Strukturen sind in den Tabellen 6a, 6b, und 6c aufgefiihrt. Die Molekiilionen erlauben
Aussagen iiber die Monosaccharidzusammensetzung eines Oligosaccharids. Die nicht
annotierten Peaks sind teilweise auf die Kokristallisierung der Analyte mit der DHB-Matrix
zuriickzufiihren.

Die Abszisse stellt die Masse pro Ladung (m/z) dar. Auf der Ordinate ist die Signalintensitat in
willkiirlich gewahiten Einheiten (r.i. = relative intensity) angegeben.

Die Identifizierung der O-Glykane erfolgte in zwei Schritten: Das MALDI-
Ubersichtsspektrum lieferte Uber die Molekilionen Informationen Uber die
Monosaccharidzusammensetzung des betreffenden Oligosaccharids, wahrend eine
nachfolgende ESI-MS/MS-Analyse Sequenzinformationen lieferte und damit
Aussagen Uber die glykosidische Struktur moglich wurden, z.B. die Diskriminierung

von linearen (Core 1) und verzweigten Tetrasacchariden (Core 2).
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O-Glykanprofile der in embryonalen Nierenzellen HEK-293 exprimierten MUC1-Fusionsproteine
MALDI-TOF relative Mengen
Kohlenhydrat-Strukturen Peak )
m/z MUC1-M |MUC1-M-Y20ueN | MUC1-M-CQC/AQA
PO Gal(81-3)GalNAC 534 g 17,2 9,6 58
— .'EY) Fuc (a1-2)Gal (81-3)GalNAc 708 g 1.2 _ —
— o . g
A NeuAc(a2-6)GalNAc 691 ® - - -
.mm GIcNAC(81-6) Y
= Gall -
B Gal (81-3) LLANG! - 1.7
O ) NeuAc(a2-3)Gal(81-3)GalNAc 895 : 54,4 60,4 20,5
;/..‘ O Gal (81-4) GIcNAc(81-6) Y
(I <] GalNAc 983 51 16,9
o Gal (81-3) O 9
. GIcNAC(81-6)
o, . Gemac | 1140 X | - - 1.5
O-@ NeuAc(a2-3)Gal (81-3) L
m\/'a.,. *O Gal (81-4) GIcNAC(81-6) e
O GalNAc 1157 O - _ -
le Fuc (a1-2) Gal (81-3)
A
R Gal (81-3)
; L"( > GalNAc 1228 * - - -
GlcNACc(81-3)Gal (81-4)GIcNAC(B81-6) o
2O e NeuAc(a2-3) Gal(81-3)
- GalNAc | 1256 ’: 15,1 9,8 12,9
o NeuAc(a2-6)
- ) NeuAc(a2-3)Gal (81-3) Y
yte GalNAc | 1344 s 7 1,2 241
GIcNAC(81-3)Gal(B81-4)GIcNAC(81-6)
K Owe Gal813) | 1432 K| _ - -
o GalNAc O
Gal (81-4)GIcNACc(81-3) Gal(81-4) GIcNAc(81-6)
el NeuAc(a2-3) Gal (81-3) *
o T GabiAe 1705 s — - 16,6
[NeuAc(a2-3)GIcNAC(81-3) Gal(B1-4) GlcNAC(81-6)
core 1 [%] - 87,9 79,8 40,9
core 2 [%] - 12,1 20,2 59,1
Anteil saurer Glykane [%] - 76,5 90,4 75,6
Anteil neutraler Glykane [%] - 23,5 9,6 24,4

Tabelle 6a: O-Glykanprofil und der Anteil an sauren bzw. neutralen O-Glykanen der MUC1-
Fusionsproteine aus HEK-293 Zellen.

Die O-gebundenen Glykane wurden durch reduktive B-Eliminierung vom Protein freigesetzt,
permethyliert und mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Die ldentifizierung der Oligosaccharide
erfolgte durch MALDI-MS und ESI-MS/MS (Engelmann et al., 2005) und zur Quantifizierung der
O-Glykanstrukturen wurden die Peakflachen integriert.

< Fukose, O Galaktose, @ Glukose, [] N-Acetylgalactosamin, || N-Acetylglucosamin
. N-Acetylneuraminsﬁure,*Core 1,*Core 2, {} neutrales O-Glykan,‘ saures O-Glykan
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O-Glykanprofile der in Brustkrebszelllinie MCF-7 exprimierten MUC1-Fusionsproteine
|MALDI-TOF relative Mengen [%
Kohlenhydrat-Strukturen Peak ngen (%]
miz MUC1-M [MUC1-M-Y20s0N |MUC1-M-CQC/AQA
PO Gal(81-3)GalNAc 534 g 8 16,2 4.4
- ,EY) Fuc (a1-2)Gal (81-3)GalNAc 708 g 1.1 - -
. > g
e NeuAc(a2-6)GalNAc 691 s - - -
R GIcNAC(B1-6) e
(- <3 GalNA 1.1
< Gal (81-3) < 779 o 0,6 1,2
oo NeuAc(a2-3)Gal{81-3)GalNAc 895 : 33,7 25,2 13,5
O Gal (81-4) GIcNACc({81-6)
(= <y ainac | 983 X[ 37 10,8 13,5
O Gal (81-3) O
. GIcNAC(81-6)
=y GalNAc 1140 * 1,1 - 1.1
O-@ NeuAc(a2-3)Gal (81-3) L
s ol Gal (81-4)GIENAC(81-6) <
'\4.( GalNAc 1157 Q 1,9 1,7 1,3
| Fuc (a1-2) Gal (81-3)
A
s ERO Gal (81-3)
e GalNAc | 459 * 1,0 3,7 0,5
GICNAC(B1-3)Gal (81-4)GIcNAC(B1-6) O
OV NeuAc(a2-3) Gal(81-3) 15,1
o GaiNAc | 1256 : 26.8 e
)\0 NeuAc(a2-6)
S LR NeuAc(a2-3)Gal (81-3) S
= GalNAc | 1344 s 8,9 10,8 23,4
GIcNAC(81-3)Gal(B1-4)GIcNAC(B1-6)
g Ome Gal813) | 1432 X | _ _ _
\f GalNAc O
Gal (81-4) GIcNAc(81-3) Gal(81-4) GIcNAC(81-6)
WO e NeuAc(a2-3) Gal (81-3) Y
Bpire Gamac| 1705 g | 132 12,6 26
NeuAc(a2-3)GIcNAc(B81-3) Gal(81-4) GICNAC(81-6)
core 1 [%] — 70,2 60,4 34,2
core 2 [%] - 29,8 39,6 65,8
Anteil saurer Glykane [%] - 83,7 66,5 79,1
Anteil neutraler Glykane [%] = 16,3 33,5 20.9

Tabelle 6b: O-Glykanprofil und der Anteil an sauren bzw. neutralen O-Glykanen der MUC1-
Fusionsproteine aus MCF-7 Zellen.

Die O-gebundenen Glykane wurden durch reduktive B-Eliminierung vom Protein freigesetzt,
permethyliert und mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Die ldentifizierung der Oligosaccharide
erfolgte durch MALDI-MS und ESI-MS/MS (Engelmann et al., 2005) und zur Quantifizierung der
O-Glykanstrukturen wurden die Peakflachen integriert.

< Fukose, O Galaktose, @ Glukose, [] N-Acetylgalactosamin, =} N-Acetylglucosamin

‘ N-Acetylneuramins'aure,*Core 1,*Core 2, C} neutrales O-Glykan,‘ saures O-Glykan
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O-Glykanprofile der in Brustkrebszellen MDA-MB-231 exprimierten MUC1-Fusionsproteine
|MALDI-TOF relative Mengen [%
Kohlenhydrat-Strukturen Peak ngen (%)
miz MUC1-M |MUC1-M-Y20soN [MUC1-M-CQC/AQA
CPreo Gal(81-3)GalNAc 534 ‘g 20,9 23,4 12,2
- > g
P 'EY> Fuc (a1-2)Gal (81-3)GalNAc 708 o 6,7 _ 3,9
. >
I NeuAc(a2-8)GalNAc 691 ‘ — -— -
. .. GlcNAc(81-8) P
(- < GalNA - - -
~o Gal®13) 79 o
o Oo-e NeuAc(a2-3)Gal(81-3)GalNAc 895 : 35 26,2 21
O Gal (81-4) GIcNAC(81-6)
=9y camac | 983 | g1 - ‘4
O Gal (81-3) O
;/.. GIlcNAc(81-6) S
33 GalNAc 1140 - - -
Tore NeuAc(a2-3)Gal (81-3) *
e Gal (81-4) GIcNAC(B1-6)
) GalNAc 157 o - - _
|4 Fuc (a1-2) Gal (81-3)
A
BB O Gal (81-3)
' e GalNAc 1228 * - - 1,8
GIcNAC(B1-3)Gal (81-4)GlcNAC(B1-6) 9]
LOMe NeuAc(a2-3) Gal(81-3)
ok, GalNAc | 1256 ’: 6,2 16,2 21,1
e NeuAc(a2-6)
.+ ERAO NeuAc(a2-3)Gal (81-3)
BRpie GalNAc | 1344 : 251 13,1 16,3
GIcNAC(81-3)Gal(81-4)GIcNAC(B1-6)
) e e Gal (81-3) Y
1432
B -l o - 7,4 8,0
Gal (81-4) GicNACc(81-3) Gal(81-4) GICNAC(81-6)
WO e NeuAc(a2-3) Gal (81-3) *
= OubiAs 1705 ® - 13,7 11,7
NeuAc(a2-3)GIcNAc(81-3) Gal(B1-4) GIcNAC(B1-6)
core 1 [%] - 68,8 65,8 58,2
core 2 [%] - 31,2 34,2 41,8
Anteil saurer Glykane [%] - 66,3 69,2 70,1
Anteil neutraler Glykane [%)]) - 33,7 30,8 29,9

Tabelle 6c: O-Glykanprofil und der Anteil an sauren bzw. neutralen O-Glykanen der MUC1-
Fusionsproteine aus MDA-MB-231 Zellen.

Die O-gebundenen Glykane wurden durch reduktive B-Eliminierung vom Protein freigesetzt,
permethyliert und mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Die ldentifizierung der Oligosaccharide
erfolgte durch MALDI-MS und ESI-MS/MS (Engelmann et al., 2005) und zur Quantifizierung der
O-Glykanstrukturen wurden die Peakflachen integriert.

< Fukose, O Galaktose, @ Glukose, [] N-Acetylgalactosamin, [ i} N-Acetylglucosamin
’ N-Acetylneuraminséure,*Core 1,*Core 2, {} neutrales O-Glykan,. saures O-Glykan
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In Ubereinstimmung mit friheren Befunden (Engelmann et al., 2005), wurde das O-
Glykanprofil der abgeschilferten (Membrane-Shedding) MUC1-M-Sonde von einer
hohen core1-Expression dominiert. Auch das Glykosylierungsmuster der MUC1-M-
Y2060/N-Sonde wies, trotz der stark eingeschrankten clathrin-vermittelten
Endocytose, Uberwiegend core1-Stukturen auf.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der prozentualen Anteile der auf MUC1-Sonden
vorkommenden core-Strukturen in HEK-239, MCF-7 und MDA-MB-231.

Alle Zelllinien stimmten in der geringen Expression neutraler core-Strukturen sowie in der
Anteilsverschiebung von core 1- nach core 2-Strukturen innerhalb der Gruppe
membranstandiger Sonden von MUC1-M und MUC1-M-Y,,60/N nach MUC1- CQC/AQA liberein.
M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y;060/N, A=MUC1-M-CQC/AQA

Eine drastische Verschiebung bei der Expression von core in Richtung auf core2-
basierende Zuckerstrukturen wurde allerdings bei der Sonde MUC1-M-CQC/AQA
mit geblockter Rezyklisierung beobachtet. So lag beispielhaft der prozentuale Anteil
an core1-Strukturen im Falle von MUC1-M und MUC1-M-Yg60/N in HEK-293-Zellen
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bei 87,9 % bzw. 81 %, wahrend auf MUC1-M-CQC/AQA (HEK-293) nur etwas
weniger als die Halfte (40,9 %) als core1-Strukturen exprimiert wurden.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Glykane der MUC1-M-Sonden
Uberwiegend sialinierte Species darstellten.

Das Ausmal} der Sialinierung der abgeschilferten Fusionsproteine blieb unabhangig
vom Zelltyp nahezu unverandert. MUC1-M-Sonden aus HEK-293 Zellen enthielten
mit 9,6 % bis 24,5 % kaum neutrale Kohlenhydrat-Komponenten, wahrend die
sialinierten Zuckerstrukturen durchweg dominierten.

Die gewonnenen Strukturinformationen und relative Quantitaten der einzelnen
Glykanspezies sind in Tabelle 6a bis 6¢c zusammengefasst.

Die O-Glykanprofile der in HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-213 exprimierten Sonden
wiesen nur kleinere zellabhangige Unterschiede auf. Gleiches galt auch fur den
Anteil an sauren Glykanen.

Beispielhaft wies MUC1-M in HEK-293 ein corel1/ core2-Verhaltnis von 87,9 % zu
12,1% bei einem Anteil an sauren Kohlenhydrat-Komponenten von 76,5 % auf,
wahrend sich das Verhaltnis der core-Strukturen des MUC1-M-Fusionsproteins in
MCF-7 (70,2% zu 29,8 %) und MDA-MB-231 (68,8 % zu 31,2 %) und der Anteil an
sauren Oligosacchariden (MCF-7 bei etwa 83,7 % und MDA-MB-231 bei 72,8 %)
kaum veranderten. Die prozentualen Anteile der auf MUC1-Sonden vorkommenden
core-Strukturen in HEK-239, MCF-7 und MDA-MB-231 sind in der Abbildung 37
schematisch dargestellt.

Aufgrund der geringen Ausbeuten an Exosomen aus Zelliberstand konnten keine O-

Glykanprofile der MUC1-Sonden erstellt werden.
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5. Ergebnisse- Teil Il

(Studien zur Re-Internalisierung von MUC1-Sonden
iiber verschiedene Endozytosewege mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie)

5.1. Uberpriifung der Typ1-transmembraniren Expression der
MUC1-M-Konstrukte

Die Transfektanten wurden durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie hinsichtlich
der transmembranaren (Typ1) Expression der Fusionsproteine Uberpruft. Dieses
Kriterium musste erfullt sein, um die rekombinanten Minimucine als authentische,
dem endogenen Mucin funktionell vergleichbare Sonden im Kontext des zellularen
Trafficking ansehen zu kénnen.

Als unabhangige Methode zum Nachweis der Oberflachenexpression der MUC1-
Konstrukte wurden die MUC1-negativen und mit MUC1-M, MUC1-M-Y2060/N und
MUC1-M-CQC/AQA transfizierten HEK-293 Zellen mit Formaldehyd fixiert und

anschlieRend mit einem Antikorper gegen die MUC1-Ektodomane gefarbt.

HEK-293

untransfiziert MUC1-M MUC1-M-Y2060/N  MUC1-M-CQC/AQA

Abbildung 38: Die mit MUC1-M, MUC1-M-Y,4,60/N und MUC1-M-CQC/AQA transfizierten HEK-
293 Zellen exprimierten die Konstrukte auf der Zelloberflache.

Mittels Immunfluoreszenz-Farbung wurde die membranare Lokalisation der MUC1-Konstrukte
bestéatigt. Eine fluoreszenzmikroskopische Farbung mit Anti-MUC1 (C595) war im Falle von
nichttransfizierten HEK-293 Zellen ohne endogene MUC1-Expression nicht erfolgreich
(Aufnahme: Hellfeldbild).

40-fache VergoBerung. MaRstabsbalken = 4 pm
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Nach erfolgter Immunreaktion mit dem Anti-MUC1 C595 Antikdrper wurden die
Zellen mit  fluoreszenzmarkiertem Antikorper Anti-Maus IgM Alexa Fluor 488
markiert und fluoreszenzmikroskopisch dargestellt (Abbildung 38).

Da die Plasmamembran nicht permeabilisiert worden war, wurden MUC1-Sonden,
die in intrazellularen Transportprozessen involviert waren, in diesem Assay nicht

sichtbar.

5.2 Untersuchungen zur intrazellularen Lokalisierung der MUC1-M-

Sonden in transfizierten Zellen

Die Verteilung der MUC1-M-Konstrukte wurde in vitalen HEK-239, MCF-7 und MDA-
MB-231 Zellen mittels konfokaler Laser-Mikroskopie der Triton-X100 behandelten
Zellen durch Markierung mit monoklonalem Maus-Anti-MUC1 (C595) gegen N-

terminale Ektodomanen-Epitope untersucht.

untransfiziert MUC1-M MUC1-M (Y20+Y60N)

HEK-293

MCF-7

MDA-MB-231

Abbildung 39: Die untransfizierten und die mit MUC1-M Konstrukten transfizierten HEK293,
MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen wurden nach der Markierung mit Anti-MUC1 C595 mit
Paraformaldehyd fixiert und immunzytochemisch gefarbt.

Unabhéngig von der Zelllinie konnte im Falle von MUC1-M-CQC/AQA-Transfektanten eine
deutlich starkere zytosolische Anreicherung von MUC1-Proteinen im Zellinneren im Vergleich
zu den mit MUC1-M oder MUC1-M-Y,60/N Zellen beobachtet werden.

Die Markierung der untransfizierten Zellen mit Anti-MUC1 C595 wies eine deutlich schwéachere
Farbung (MCF-7, MDA-MB-231) bzw. kein Signal bei MUC1-negativen HEK-293 Zellen auf
(Aufnahme mittels Hellfeldbildes).

40-fache VergoRBerung der Zellen, MaBstabsbalken = 4 ym
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Abgesehen von ihrer erwarteten membranstandigen Lokalisation, wiesen die MUC1-
Fusionsproteine eine typische punkt- oder strichformige Lokalisierung im Zellinneren
auf (Abbildung 39). Die mit MUC1-Konstrukten transfizierten Zellarten wiesen
gegenuber nicht-transfizierten Zellen eine verstarkte MUC1-Expression auf, die
durch diffuse oder punktuelle (vesikulare) Verteilung des Proteins im

zytoplasmatischen Raum auffiel.

5.3 Untersuchungen des Endozytoseverhaltens und der
Fahigkeit zur Plasmamembran-Rezyklisierung der MUC1-M-

Konstrukte

5.3.1 Reinternalisierung und Resialinierung des transmembranéren

MUC1 zwecks vollstidndiger Reifung der Glykoformen

Durch Endozytose internalisiertes MUC1 kann bis zur Erreichung einer ,reifen®
Glykosylierung (Addition von Sialinsaure) mehrfach rezyklisiert werden (Litvinov et
al., 1993). Daruber hinaus ist ein Rucktransport von der Plasmamembran zu
Kompartimenten des Golgi-Apparates oder dem Endoplasmatischen Retikulum
maglich.

Die glykosylierten MUC1-Sonden wurden mit Hilfe eines spezifischen monoklonalen
MUC1-Antikorpers durch konfokale Laser-Mikroskopie nachgewiesen.

Dieser MUC1-Antikorper Ma695 bindet nur an ,reife” und sialinierte Glykoformen des
MUCA1.
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untransfiziert MUC 1M MUCTM o0ie0m  MUCTM cocaan

HEK-293

MCF-7

MDA-MB-231

Abbildung 40: Die nicht-transfizierten und mit MUC1-M Konstrukten transfizierten HEK-293,
MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen wurden nach Markierung mit Anti-MUC1 Ma695 mit
Paraformaldehyd fixiert und immunzytochemisch gefarbt. Die Intensitit der aufgenommenen
Farbung im Fall von nicht transfizierten Zellen wies im Vergleich zur C595-Immunfluoreszenz-
Farbung der transfizierten Zellen (Abbildung 27) keine gréoReren Unterschiede auf. Eine leichte
Akkumulation von MUC1-Proteinen in MUC1-M-CQC/AQA-Transfektanten wurde auch hier
beobachtet. Wie erwartet, konnte kein Signal bei Endo-MUC1-negativen HEK-293 Zellen
(Aufnahme mittels Hellfeldbildes) festgestellt werden.

40-fache VergoBerung. MaRstabsbalken = 4 pm

Zellen wurden zuerst mit Anti-MUC1 Ma695 Antikdrper inkubiert, anschlie3end fixiert
und mit fluoreszenzmarkiertem Anti-Maus IgM Alexa Fluor 488 gefarbt. Die
Antikorperfarbung wurde wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben durchgefuhrt (Abbildung
40).

Das Fluoreszenzmuster der Ma695-gefarbten Zellen ahnelte dem bei C595-Farbung,
wobei Ma695 in starkerem Malle groRere vesikulare Ansammlungen im

zytosolischen Raum farbte.



Ergebnisse- Teil IT

5.4 Rezyklisierung und Endozytose der MUC1-Sonden uber

Transportvesikel

Litvinov und Hilkens (1993) zeigten fir endogenes MUC1, dass die vollstandige
Sialylierung durch wiederholte Rezyklisierung erfolgt. Die Reinternalisierung
geschieht dabei zumindest teilweise Uber Clathrin-vermittelte Endozytose (Altschuler
et al., 2000).

Uber welche Transportwege die Rezyklisierung von MUC1-Sonden zur
Plasmamembran erfolgt, kann mit Hilfe der konfokalen Laser-Mikroskopie in
Kolokalisationsstudien gezeigt werden.

Fir diesen Zweck wurde mit polyklonalem Kaninchen-Anti-MUC1 bzw. mit
monoklonalem Maus-Anti-MUC1 (C595) und mit Antikérpern gegen Markerproteine
fur verschiedene Transportvesikel (Anti-Clathrin, Anti-Caveolin-1, Anti-Galektin-3
und Anti-Flotillin-2) gefarbt.

5.4.1 Clathrin-vermittelte Endozytose der MUC1-Sonden

Der Proteintransport zwischen Zellorganellen erfolgt durch Transportvesikel, die sich
von einer Donormembran abschniren und mit einer Akzeptormembran fusionieren.
Die am langsten bekannten und am besten charakterisierten Vesikel sind die
Clathrin beschichteten Vesikel.

Die Vesikel wandern je nach der spezifischen Substanz im Sinne eines "vesicle
sorting" durch das Zytoplasma zum Golgi-Apparat, rauen ER und Lysosomen oder
durch die Zelle hindurch zur gegenubergelegenen Zellmembran im Sinne eines
transzellularen Transportes.

Nach Vorarbeiten wiesen die plasmamembranstandigen MUC1-Sonden MUC1-M
(Engelmann et al., 2005) und MUC1-M-CQC/AQA (Kinlough et al., 2006) die

Fahigkeit zu Clathrin-vermittelter Endozytose auf.
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MCF-7 Anti-MUCA1 Anti-Clathrin Uberlappung

A

MUC1-M

MUC1-M (Y20+YB0/N)

MUCA1-M (caciaan)

Abbildung 41: Kolokalisationsstudien von MUC1-Sonden und Clathrin-Vesikeln in MCF-7
Zellen.

Die Clathrin-Vesikel wurden mit Hilfe vom Anti-Clathrin Antikérper X22 (griin) und die MUC1-
Sonden mittels polyklonanen Anti-MUC1 (rot) nachgewiesen. Die Zellen wurden anschlieBend
Fluoreszenz-gefarbt. Sequenzen von optischen Schnitten in 250 nm bis 350 nm Intervallen
wurden aufgenommen.

A, D, G: Fuoreszenz-Fiarbung von MUC1. B, E, H: Clathrin-Firbung C, F, I: Uberlagerung von
MUC1- und Clathrin-Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation von Clathrin (griin)
mit dem MUC1 (rot). MUC1 kolokalisiert mit Clathrin partiell sowohl im Zellinneren als auch an
der Plasmamembran. Kolokalisationen sind teilweise mit weiRen Pfeilen markiert.

40-fache VergoBerung. MaRstabsbalken = 4 ym

Ziel der Kolokalisationsstudie war es, die Clathrin-vermittelte Endozytose der MUC1-
Sonden in transfizierten Zellen der Linie MCF-7 zu Uberprufen.

Wie in Abbildung 41 zu sehen ist, stellen Bilder 1-3 (Bilder A, D, G bzw. Bilder
B,E,H) jeder Reihe die in den einzelnen Kanalen aufgenommene Farbung dar. Das
Mischbild entsteht durch Ubereinanderlegen der Einzelbilder. Die Zusammenfiihrung
der Alexa Fluor 555- und Alexa Fluor 488-Fluoreszenzen sind jeweils rechts
dargestellt und kolokalisierende Foci erscheinen gelb.

Die Verteilung der Proteinpaare MUC1 (A, D, G) und Clathrin beschichtete Vesikeln
(B, E, H) in mit MUC1-M-Konstrukten transfizierten MCF-7 ist hauptsachlich in einer

Anhaufung intrazellularer vesikularer Strukturen und annahernd Uber die gesamte
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Plasmamembran zu beobachten. Die vesikularen Signale sind dabei ungleichmaflig
verteilt (Abbildung 41).

Dabei kolokalisieren die punktierten, mikrodomanen-ahnlichen und strichférmigen
Signale der MUC1-Sonden (rot) mit vesikularen Clathrin-Strukturen (grin) diffus
intrazellular, aber auch submembrands und Plasmamembran-standig (Abbildung
41).

Die Kolokalisationsstudien erlauben Aussagen uber endozytotische Prozesse der
MUC1-M-Sonden und bestatigten die Clathrin-vermittelte MUC1-Endozytose. Das
Ergebnis der konfokalen Studien korrelierte mit den bereits vorhandenen Daten aus
Vorarbeiten (Engelmann et al., 2005).

Es bestehen allerdings berechtigte Zweifel, dass das MUC1 nur uber Clathrin-
Vesikel endozytiert werden kann, denn die bereits referierten Ergebnisse der O-
Glykanprofilierung (Abbildung 37) von mutierten und Wild-Typ-Sonden legen nahe,

dass alternative Transportwege auch eine Rolle spielen.

5.4.2 Lipid Raft-assoziierte Endozytose

5.4.2.1 Caveolae-vermittelte Endozytose

Neben der Clathrin-vermittelten Endozytose gehdren verschiedene Lipid Raft-
assoziierten Endozytosewege zu den wichtigsten Aufnahme-Mechanismen der Zelle.
Haufig sind Proteine von bestimmten Signaltransduktionswegen, wie die Proteine
der Caveolin-Familie, in diesen Lipid Rafts lokalisiert und fungieren als Scaffolding
Proteins.

Die Caveolin-abhangig-vermittelte Endozytose stellt nach heutiger Meinung eine
Sonderform der Raft-assoziierten Endozytose dar, in welcher Caveolin-1 das GerUst
der Caveolae bildet und maRgeblich an der Bildung des faserartigen Mantels der
Caveolae beteiligt ist und daher als biochemischer Marker der Caveolae-abhangig-

vermittelten Endozytose in den unterschiedlichen Zelltypen angesehen wird.
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MDA-MB-231 Anti-MUC1 Anti-Caveolin-1  Uberlappung

©

MUC1-M

MUC1-M (y20+vsom)
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MDA-MB-231 Ma695 Anti-Caveolin-1  Uberlappung
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Abbildung 42: Kolokalisationsstudien von MUC1-Sonden und Caveolin-1 in MDA-MB-231
Zellen.

Bild 1: Kolokalisationsstudien von MUC1-Sonden und Caveolin-1 in transfizierten MDA-MB-231
Zellen. Die caveoldren Vesikel wurden mit Hilfe vom Anti-Caveolin-1 (rot) und die MUC1-
Sonden mittels Anti-MUC1 C595 (griin) nachgewiesen. Sequenzen von optischen Schnitten in
250 nm bis 350 nm Intervallen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
aufgenommen.

A, D, G: Fuoreszenz-Farbung von MUC1. B, E, H: Caveolin-1-Farbung. C, F, I: Uberlagerung
von MUC1- und Caveolin-1-Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation von MUC1
(griin) mit Caveolin-1 (rot). MUC1 kolokalisiert mit Caveolin-1 partiell sowohl im Zellinneren als
auch an der Plasmamembran. Uberlappende Signale sind teilweise mit weiBen Pfeilen
markiert.

Bild 2: Kolokalisationsstudien vom markierten vollstandig glykosylierten MUC1-M und
Caveolin-1 in MUC1-M transfizierten MDA-MB-231 Zellen. Die caveolaren Vesikel wurden mit
Hilfe vom Anti-Caveolin-1 (rot) und MUC1-M mittels Anti-MUC1 Ma695 (griin) gefarbt.
Sequenzen von optischen Schnitten in 250 nm bis 350 nm Intervallen wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.

J: MUC1-Fuoreszenz. K: Caveolin-1-Firbung. L: Uberlagerung von MUC1- und Caveolin-1-
Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation vom rezyklisierten MUC1 (griin) mit
Caveolin-1 (rot). MUC1 kolokalisiert mit Caveolin-1 partiell sowohl im Zellinneren als auch an
der Plasmamembran. Uberlappende Signale sind teilweise mit weiBen Pfeilen markiert.
40-fache VergoBerung. MaBRstabsbalken = 4 pm



Ergebnisse- Teil I1

Caveolae besitzen einen Durchmesser von etwa 50-80 nm und erscheinen als
flaschenhalsformige, vesikulare oder tubulare Strukturen. Neben der offenen
Struktur der Caveolae scheinen diese aber auch als geschlossene Vesikel in
endozytotischen oder exozytotischen Strukturen vorzuliegen.

Neben dem Clathrin-vermittelten Transportweg sollte weitere Evidenz fur alternative,
Caveolin-abhangige Endozytosewege der MUC1-M-Sonden durch
Kolokalisationsstudien in der konfokalen Laser-Mikroskopie erbracht werden, wobei
Anti-Caveolin-1 zur Visualisierung von caveolaren Vesikeln zum Einsatz kam. Fur
die folgenden Kolokalisationsexperimente wurde neben dem bisher verwendeten
C595-Antikorper, der unabhangig vom Glykosylierungsgrad an MUC1 bindet, auch
der Antikdrper Ma695 eingesetzt, der nur das reife und vollstandig reglykosylierte
MUC1 erkennt.

Der Einsatz von Ma695 diente der Beantwortung der Frage, ob das
plasmamembranare MUC1 nach erfolgter Re-Endozytose ebenfalls mit caveolaren
Transportkomponenten kolokalisiert. Es konnte gezeigt werden, dass an der
Plasmamembran exponiertes, .reif* glykosyliertes MUC1 auch uber Caveolae-
vermittelte Endozytose ins Zellinnere rucktransportiert werden kann.

Wie in Abbildung 42 zu sehen ist, stellen Bilder 1-4 (Bilder A, D, G, J bzw. Bilder B,
E, H, K) jeder Reihe die in den einzelnen Kanalen aufgenommene Farbung dar. Die
Mischbilder (C, F, I, L) entstehen durch Ubereinanderlegen der Einzelbilder. Die
Uberlagerungen der Alexa Fluor 555- und Alexa Fluor 488-Fluoreszenzen sind
jeweils rechts dargestellt und kolokalisierende Signale erscheinen gelb. Sowohl die
MUC1-Sonden als auch die caveolaren Vesikel sind punktuell und strichférmig im
Zytoplasma bzw. unter der Zellmembran angeordnet (Abbildung 42).

Abgesehen von ihrer erwarteten membranstandigen Lokalisation, zeigten die mit
Anti-MUC1  (C595 bzw. Ma965) immunmarkierten MUC1-M-Sonden (grun)
zytoplasmatische punktierte teilweise ringformige Signale, die mit Caveolin-1 (rot)
zwar hauptsachlich an der Plasmamembran aber auch zu geringeren Teilen im
Zellinneren kolokalisierten.

Das Erscheinungsbild der untersuchten Proteinpaare, die Anzahl der Foci und die
Signalintensitat anderten sich im Vergleich zur Immunofluoreszenz-Analyse der

MUC1-Fusionsproteine mit Clathrin-Vesikeln nicht wesentlich.



Ergebnisse- Teil I1

Die konfokalen Mikroskopstudien erbrachten somit Hinweise auf die Existenz
alternativer Aufnahmewege fir membranstandiges MUC1 in Form von Caveolin-
abhangigen Prozessen. Diese Erkenntnisse wurden durch Kolokalisationsanalysen
in MDA-MB-231-(MUC1-M) mittels Doppelimmunfarbung mit Anti-Caveolin-1 und
Ma965 bestatigt (Abbildung 42, Bild 2).

Interessant ist der Befund insofern, als das Caveolin-1 mit reifen Glykoformen des
MUC1-M (Ma965-gefarbt) eine vergleichbar starke Kolokalisation aufwies (s.
Abbildung 41, Bild 2), wie im Falle des C595-gefarbten MUC1-M (Abbildung 41, Bild

1).

5.4.2.2 Lipid-Raft-assoziierte, = Caveolin-unabhangig-vermittelte

Endozytose

Reggies, auch bekannt als Flotilline werden haufig als Marker-Proteine fur den
Nachweis von Lipid-Rafts genutzt. Obgleich die genaue Funktion der Reggies noch
nicht geklart ist, sind die beiden Flotillin-lsoformen (Flotillin-1 und -2) aber viel mehr
als nur Raft-Marker- oder GerUstproteine, sondern erfullen beispielsweise wichtige
Aufgaben in der Raft-vermittelten Signaltransduktion. Dabei ist Flotillin-2 (Reggie-1)
in allen bisher untersuchten Zelllinien zu finden (Volonte et al. 1999) und eignet sich
daher besonders gut als Raft-assoziiertes Markerprotein.

Neben ihrem Vorkommen in der Plasmamembran konnten Flotilline auch
intrazellular in Endosomen und im Golgi gefunden werden, was auf eine Rolle bei
der Raft-vermittelten Endozytose schlief3en lasst.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte gezeigt werden, dass MUC1 auch Uber Caveolin-
unabhangige, aber Flotillin-abhangige Wege endozytiert werden kann.

Fur die mikroskopische Darstellung des Lipid Raft-assoziierten, Caveolin-
unabhangigen Transportweges von MUC1 wurde Flotillin-2 als Markerprotein

verwendet.
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A) HEK-293 Anti-MUC1 Anti-Flotillin-2 Uberlappung
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MUC1-M

B) MCF-7 Anti-MUC1 Anti-Flotillin-2 Uberlappung
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C) MDA-MB-231

Anti-MUC1
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Abbildung 43: Kolokalisationsstudien von MUC1-Sonden und Flotillin-2 in mit MUC1-M
transfizierten HEK-293 (A), MCF-7 (B) und MDA-MB-231 (C) Zellen.

Die Flotillin-2 beschichteten Vesikel wurden mit Hilfe vom Anti-Flotillin-2 (griin) und die MUC1-
M-Sonde mittels polyklonalen Anti-MUC1 (rot) nachgewiesen. Die Zellen wurden anschlieBend
immunzytochemisch gefarbt. Sequenzen von optischen Schnitten in 250 nm bis 350 nm
Intervallen wurden mit konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.

A, D, G: MUC1-Fuoreszenz. B, E,H: Flotillin-2-Farbung. C, F, I: Uberlagerung von MUC1- und
Flotillin-2-Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation von Flotillin-2 (griin) mit
MUC1 (rot). MUC1 kolokalisiert mit Flotillin-2 partiell sowohl im Zellinneren als auch an der
Plasmamembran. Uberlappende Signale sind teilweise mit weiBen Pfeilen markiert.
MaRstabsbalken = 4 ym

Die markierten MCF-7muci-m)y und MDA-MB-231(muci-m) Zellen wurden mittels
Immunfluoreszenz auf Lokalisation von MUC1 und Flotillin-2 hin untersucht und
anschlielRend einer Kolokalisationsanalyse unterzogen.

Bilder 1-3 in Abbildung 43 (Bilder A, D, G bzw. Bilder B, E, H) stellen die in den
einzelnen Kanalen aufgenommene Farbung dar. Das Mischbild entsteht durch
Ubereinanderlegen der Einzelbilder. Die Uberlagerungen der Alexa Fluor 555- und
Alexa Fluor 488-Fluoreszenzen sind jeweils rechts dargestellt und kolokalisierende

Bereiche erscheinen gelb.
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Die konfokalen Studien mit Flotillin-2 zeigten hauptsachlich, dass Flotillin-2
vornehmlich in intrazellularen vesikularen Strukturen zu finden ist, eine Anfarbung
der Plasmamembran ist jedoch auch in geringerem Ausmal sichtbar. Die Vesikel
sind dabei nicht gleichmaRig verteilt, sondern in bestimmten Bereichen der Zellen
angereichert. MUC1 wies ebenfalls eine intrazellulare, vesikulare aber auch eine
Plasmamembran-standige Lokalisation auf. In Abbildung 43 ist die Lokalisation von
MUC1-M (rot) und Flotillin-2 (grin) in HEK-293muc1-m), MCF-7Muc1-v) und MDA-MB-
231(muci-m) Zelllinien dargestellt.

Des Weiteren konnte man in den Uberlagerten Bildern eine signifikante
Kolokalisation der beiden Proteine erkennen, die mit der von Caveolin-1 und MUC1
(Abbildung 39) vergleichbar ist. Die Kolokalisation konnte partiell sowohl bei den
intrazellularen Vesikeln als auch an der Plasmamembran beobachtet werden. Diese
Ergebnisse deuten auf weitere Aufnahmewege des MUC1 bei Endozytose und

Rezyklisierung.

5.4.3 Lipid Raft-unabhédngige Endozytose

Neben den bereist beschriebenen Endozytosemechanismen existiert eine
unspezifische Art der Endozytose, die in der Literatur sehr schlecht charakterisiert ist
(Nichols und Lippincott-Schwartz 2001). Diese aktiven Aufnahmeprozesse werden
unter dem Begriff Raft-unabhdngig vermittelte Endozytose zusammengefasst,
welche in  keine der beschriebenen Kategorien passen. Bei diesem
Aufnahmemechanismus spielen Lipid Raft-unabhangige Proteine wie Galektin-3 eine
entscheidende Rolle.

Galektin-3 gehort zu den apikalen Proteinen, die nicht mit Rafts assoziieren. Mittels
Bindung an Zuckerreste der Proteine induziert Galektin-3 eine Clusterung und
Separierung der apikalen Lipid Raff-unabhangigen Glykoproteine, die wiederum zu
einer Membrankrimmung und schliel3lich zur Bildung eines Lipid Raft-unabhangigen
Transportvesikels fuhrt (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2007).

Durch Einsatz vom Anti-Galektin-3 Antikérper als Marker der Lipid Raft-
unabhangigen Endozytose Uber Raff-unabhangige Transportvesikel sollte Evidenz

fur das Vorliegen dieses Transportweges bei der MUC1-Endozytose in
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Kolokalisationsstudien erbracht werden. Bei der Kolokalisationsanalyse in Abbildung
44 liely sich eine kraftige Anfarbung der Zellmembran mit Anti-Galektin-3 und
teilweise mit  Anti-MUC1  erreichen. Ebenfalls lieRen sich  deutliche

Fluoreszenzsignale von MUC1-M und Galektin-3 innerhalb der Zelle feststellen.

A) MCF-7

Anti-MUC1 Anti-Galektin-3  Uberlappung

MUC1-M

B) MDA-MB-231

Anti-MUCA1 Anti-Flotillin-2 Uberlappung

MUC1-M

Abbildung 44: Kolokalisationsstudien von MUC1-M und Galektin-3 in transfizierten MCF-7 (A)
und MDA-MB-231 (B) Zellen.

Die Galektin-3 positiven Vesikel wurden mit Hilfe von Anti-Galektin-3 (griin) und die MUC1-M-
Sonde mittels polyklonalen Anti-MUC1 (rot) nachgewiesen. Sequenzen von optischen
Schnitten in 250 nm bis 350 nm Intervallen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop aufgenommen.

A, D: MUC1-Fuoreszenz. B, E: Galektin-3-Firbung. C, F: Uberlagerung von MUC1- und
Galektin-3-Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation von Galektin-3 (griin) mit
MUC1 (rot). MUC1 kolokalisiert mit Galektin-3 partiell sowohl im Zellinneren als auch an der
Plasmamembran. Uberlappende Signale sind teilweise mit weiBen Pfeilen markiert.
MaRBstabsbalken = 4 ym

Die vesikulare MUC1-Fluoreszenz zeigte intrazellular eine partielle Kolokalisation mit
markierten ringformigen Galektin-3-positiven Strukturen. Im Vergleich dazu war eine
signifikant hoher ausgepragte Kolokalisation der beiden Proteine an der
Plasmamembran zu beobachten.

Die beobachtete Kolokalisation des Galektin-3 mit MUC1-M in vesikularen

zytoplasmatischen Strukturen hat die Beteiligung des Lektins an endozytotischen

Vorgangen des MUC1 bestatigt.
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5.5 Validierung alternativer Endozytosewege des MUC1

durch Verwendung spezifischer Endozytoseinhibitoren

Die oben referierten Ergebnisse aus konfokalen Kolokalisationsstudien haben

aufgezeigt, dass neben der klassischen Clathrin-vermittelten Endozytose des MUC1

weitere alternative Routen existieren, die unabhangig von Clathrin GUber Caveolae

bzw. Lipid Raft-vermittelte Mechanismen oder Uber Raft-unabhangige Mechanismen

fuhren.

Um die Ergebnisse aus Kolokalisationsstudien weiter zu erharten, wurden gezielt

einzelne Endozytosewege mittels spezifischer Inhibitoren blockiert. Huth (Huth 2004,

Huth et al., 2005) kombinierte alle in der Literatur bekannten Endozytoseinhibitoren

und testete sie auf Selektivitat und Spezifitdt im Prozess der Aufnahme. Einige

dieser Hemmstoff wurden im Rahmen dieser Arbeit (s. Tabelle 4) verwendet, die auf

unterschiedliche Weise in den Aufnahmemechanismus involviert sind. Tabelle 4 gibt

einen Uberblick iber die verwendeten Hemmstoffe mit Angaben Uber die Selektivitat

der Hemmung auf unterschiedliche Endozytosemechanismen.

5.5.1. Inhibition der Clathrin-vermittelten Endozytose

Die Clathrin-vermittelte Endozytose in den verwendeten Zellmodellen

wurde

zunachst durch hyperosmolare Sucrosekonzentrationen blockiert.
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Abbildung 45: Strukturformel von
Methyl-B-Cyclodextrin.
Durchschnittlich 1,8 der drei
Hydroxylgruppen pro
Glukoseeinheit sind methyliert.



Ergebnisse- Teil I1

Andererseits wurde der Hemmer Methyl-B-Cyclodextrin (Abbildung 45) verwendet,
das den Membranen, und insbesondere den Lipid-Rafts, Cholesterin entzieht und
auf diese Weise die meisten Cholesterin-abhangigen endozytotischen Mechanismen
inhibiert (Rodal et al., 1999; Thomsen et al., 2002). Die Cholesterin-Depletion wird
durch stabile Einschlusskomplexe hervorgerufen, die das wasserlosliche Starke-
Abbauprodukt R-Cyclodextrin mit Cholesterin bildet. Dabei ordnet sich das zyklische
Oligosaccharid [R-Cyclodextrin bestehend aus sieben a-(1,4) verknupften D-
Glukoseeinheiten so an, dass die Hydroxylgruppen jeweils nach auf3en stehen und
im Inneren ein hydrophober Raum entsteht, in welches sich Cholesterin einlagern
kann. In dieser Studie wurde das methylierte Derivat Methyl-R-Cyclodextrin (MRCD)

verwendet.

5.5.2 PP2 als Src-Kinase-Inhibitor der Caveolae-abhéngig
vermittelten Endozytose

Zur Untersuchung der Caveolae-vermittelten Endozytose wurden die Caveolin-1
positiven MDA-MB-231 Zellen zusatzlich mit PP2 pra-inkubiert, der nicht mit dem
Cholesterol der Clathrin-coated pits interagiert und so die Clathrin-vermittelte

Endozytose nicht beeinflusst.

Abbildung 46: Die chemische Strukturformel von PP2 {4-
Amino-5-(4-Chlorophenyl)-7-(t-Butyl)pyrazolo [3,4-d]
Pyrimidin}. PP2 wird weitldufig zur Inaktivierung der Src-
Kinasen eingesetzt.

Der Inhibitor PP2 {4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidin}
blockiert die Aktivitat aller Src Kinasen, indem er mit ATP um die Bindung an die
Kinase konkurriert, und so das Ubertragen einer Phosphogruppe auf ein Substrat
verhindert. Caveolin-1, das Strukturprotein der caveolaren Vesikel, ist ein bekanntes

Substrat der Src-Kinasen und wird durch sie an verschiedenen Tyrosinresten
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phosphoryliert. Diese Modifikation fuhrt zur Oligomerisierung des Caveolin-1 und zur
Bildung von Caveolae (Review Krajewska und Maslowska 2004), deren

Abschnirung durch den Einsatz von PP2 unterbunden wird.

5.5.3 Untersuchung der MUC1-Internalisierung mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie unter Einfluss spezifischer

Endozytoseinhibitoren

Nach Pra-Inkubation mit dem jeweiligen Inhibitor wurden die mit MUC1-M, MUC1-M-
Ya060/N und MUC1-M-CQC/AQA transfizierten Zellen anschlieffend mit Anti-MUC1
C595 Antikorper gefarbt, mit Paraformaldehyd fixiert und nach Permeabilisierung zur
Markierung mit dem Fluoreszenz-Konjugaten Anti-Maus IgM Alexa Fluor 488

gefarbt.

HEK-293 MCE-7

unbehandelt Sucrose unbehandelt

Abbildung 47: Pra-Inkubation der mit MUC1-M (M), MUC1-M-Y 4,6¢/N (T) und MUC1-M-CQC/AQA
(A) transfizierten Zellen mit den Inhibitoren Sucrose und Methyl-B-Cyclodextrin und
anschlieBende Markierung mit Anti-MUC1 C595.

Die MUC1-Sonden wiesen in den unbehandelten Zellproben die typische punktférmige,
vesikuldre und plasmamembranstandige Lokalisation auf.

Das Erscheinungsbild der untersuchten MUC1-Fusionsproteine in den mit Sucrose
vorbehandelten Zellen deutete auf eine Abnahme der MUC1-Endozytose hin.

Der Einsatz von MRCD und die damit verbundene Inhibierung der Cholesterin-abhdngigen
Endozytose fiihrte zu einem kompletten Riickgang der MUC1-Internalisierung. Deutliche
Fluoreszenzsignale waren nur plasmamembransténdig zu beobachten.

M = MUC1-M, T = MUC1-M-Y,y60/N, A=MUC1-M-CQC/AQA

40-fache VergoRBerung der Zellen wahrend der Fotografie. MaRstabsbalken = 4 ym
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Wie in Abbildungen 47 und 48 deutlich zu erkennen ist, zeigten die unbehandelten,
als Kontrolle eingesetzten und transfizierten HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231
Zellen sowohl die bereits erwartete membranstandige und vesikulare Verteilung des
Farbstoffes als auch eine diffuse Fluoreszenz im Zellinneren.

Die Ergebnisse der unbehandelten Zellen entsprachen so dem ,normalen
Verteilungsmuster® endozytierter MUC1-M-Sonden. Vergleichsweise konnte aber in
allen Inhibitor-vorbehandelten Zellen eine Verminderung bzw. ein kompletter

Ruckgang der MUC1-Aufnahme in das Zellinnere beobachtet werden.

MDA-MB-231

unbehandelt Sucrose MBCD Sucrose + PP2

MUC1-M

MUC1-M (y20+vsom)

MUC1-M (CQC/AQA)

Abbildung 48: Pra-Inkubation der MDA-MB-231 Zellen mit den Inhibitoren Sucrose, PP2 und
Methyl-B-Cyclodextrin und anschlieBende Markierung mit Anti-MUC1 C595.

Die MUC1-Sonden wiesen in den unbehandelten Zellproben die typische punktférmige,
vesikuldre und plasmamembransténdige Lokalisation auf.

Die mit Sucrose und PP2 vorbehandelten MDA-MB-231 Zellen zeigten eine Abnahme der
intrazellularen MUC1-positiven vesikuldaren Einschliisse.

Der gleichzeitige Einsatz von Sucrose und PP2 fiihrte zur einer beinahe kompletten Abnahme
der MUC1-Internalisierung, wobei allerdings noch vereinzelte punktformige Einschliisse im
zytosolischen Raum beobachtet wurden.

Die Verwendung von MRCD verursachte einen kompletten Riickgang der MUC1-
Internalisierung. Deutliche Fluoreszenzsignale waren nur plasmamembranstandig zu
beobachten.

40-fache VergoRBerung der Zellen wahrend der Fotografie. MaRstabsbalken = 4 ym

Die Vorinkubation mit Sucrose, dem Inhibitor der Clathrin vermittelten Endozytose,
verursachte bei allen Zellarten zwar eine Abnahme der MUC1-Internalisierung im

zytosolischen Raum, wobei internalisierte MUC1-M-Sonden dennoch im
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intrazellularen Raum detektiert werden konnten. Die submembranare bzw.
membranstandige Verteilung der MUC1-M-Sonden blieb in allen Zelllinien,
verglichen mit der unbehandelten fluoreszensmarkierten Kontrolle, unverandert
(Abbildung 47 und Abbildung 48).

In Abbildung 48 sind die Aufnahmen von MDA-MB-231 Zellen transfiziert mit MUC1-
M, MUC1-M-Y2060/N und MUC1-M-CQC/AQA nach Inkubation mit den Inhibitoren
Sucrose, PP2 und Methyl-R-Cyclodextrin dargestellt.

Um die Caveolin-abhangige Endozytose der MUC1-Sonden zu untersuchen, wurden
die Caveolin-1 exprimierenden MDA-MB-231 Zellen vor der Antikdrper-Behandlung
mit Sucrose bzw. PP2 inkubiert (Abbildung 48). Auch in diesem Fall zeigte sich eine
deutliche Verminderung der vesikularen intrazellularen Farbung.

Insgesamt zeigte sich bei Einsatz einzelner Inhibitoren, die jeweils einen der
alternativen Endozytosewege ausschalten, dass es zu einer teilweisen Reduktion
der MUC1-Internalisierung kommt.

Bei Inkubation der Zellen mit MRCD kommt es zur Cholesterinverarmung der
Zellmembran. Hierbei wurden cholesterinreiche Membranmikrodomanen zerstort,
welche insbesondere an Caveolae- bzw. Clathrin-vermittelter Endozytose aber auch
an weiteren Lipid Raft-abhangigen Transportwegen beteiligt sind.

Nur im Falle des MRCD, das alle Raft-abhangigen Prozesse blockiert (und damit
auch den Clathrin-abhangigen Transport), konnte daher ein vollstandiger Rickgang
der MUC1-Endozytose und eine komplette Abnahme der vesikularen Strukturen im
Zellinneren beobachtet werden (Abbildung 47 und 48).

Interessanterweise flhrte der kombinierte Einsatz von Sucrose und PP2 zu einem
beinah kompletten Rickgang der MUC1-Endozytose und lie® so auf zusatzliche
alternative Aufnahmemechanismen der MUC1-Internalisierung in MDA-MB-231
schlieRen (Abbildung 48).

Zusammenfassend wurde die Aufnahme der MUC1-Fusionsproteine durch
Behandlung mit Sucrose oder PP2 nur geringfugig aber durch die gleichzeitige

Inkubation mit Sucrose und PP2 oder mit MRCD deutlich vermindert.
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5.5.4 Untersuchung zur Rezyklisierung der MUC1-M (liber das

Endoplasmatische Retikulum

Als nachstes stellte sich die Frage, wo innerhalb des sekretorischen
Transportweges, im Endoplasmatischen Retikulum, im cis/trans-Golgi oder im Trans-

Golgi-Netzwerk, der Wiedereintritt rezyklisierender MUC1-M-Sonden stattfindet.

A) HEK-293 Anti-PDI Uberlappung
MUC1-M

B) MCF-7 Anti-PDI
MUC1-M

C) MDA-MB-231 12695 Anti-PDI

MUC1-M

Abbildung 49: Kolokalisationsstudien von fluoreszenzmarkiertem MUC1 und PDI in mit MUC1-
M transfizierten HEK-293 (A), MCF-7 (B) und MDA-MB-231 (C) Zellen.
Protein-Disulfid-lsomerase wurde mit Hilfe vom Anti-PDI (rot) und die MUC1-M-Sonde mittels
Anti-MUC1 C595 (griin) nachgewiesen. Die Zellen wurden anschlieBend immunzytochemisch
gefarbt. Sequenzen von optischen Schnitten in 250 nm bis 350 nm Intervallen wurden mit
konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen.

A, D, G: MUC1-Fuoreszenz. B, E, H: PDI-Firbung. C, F, I: Uberlagerung von MUC1- und PDI-
Farbung. Gelbe Regionen markieren die Kolokalisation von PDI (rot) mit MUC1 (griin). MUCA1
kolokalisiert mit PDI partiell sowohl perinuclear als auch an membrannahen Bereichen.
Uberlappende Signale sind teilweise mit weiBen Pfeilen markiert.

40-fache VergoRBerung der Zellen wahrend der Fotografie. MaRstabsbalken = 4 ym
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Da Proteine im ER in der Regel nicht O-glykosyliert sein sollten, ware der Nachweis
von komplex glykosylierten Glykoformen des MUC1 im ER mit Hilfe des Antikorpers
Ma965 ein Hinweis auf die Einbeziehung dieser zellularen Substrukturen in diesem
Prozess.

Die Zelllinien HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231 wurden nach Behandlung mit Anti-
MUC1 Antikérper Ma695 und anschlieender Fixierung sowie Permeabilisierung mit
dem zweiten Primarantikorper Anti-Protein-Disulfid-lsomerase (PDI-Antikorper)
inkubiert.

Die Protein-Disulfid-lsomerase ist ein haufig vorkommendes, l6sliches 56 kDa
Protein im Lumen des ER, deren funktionell aktive Form ein Homodimer ist.

Das Enzym katalysiert Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen, d.h. die Oxidation,
Reduktion und die Umlagerung von Disulfid-Bricken bei einer ganzen Reihe von
Proteinen.

Sie besitzt aber auch neben ihrer Hauptaktivitat, Katalyse der Disulfid-
Bruckenbildung, zusatzlich auch Chaperon-Aktivitat (Tsai et al., 2001).

Nach der Behandlung mit dem PDI-Antikorper, wurden die Zellen mittels
fluoreszenzmarkierter Antikdrper, Anti-Maus IgM Alexa Fluor 488 und Anti-
Kaninchen IgG Alexa Fluor 555, immunzytochemisch gefarbt.

Die Lokalisation der MUC1-M- und PDI-Fluoreszenz wurde am konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop untersucht.

Die Co-Farbungen von reifem MUC1-M und dem deutlich ausgedehnt verteilten
subzellularen Markerprotein PDI fiir ER zeigten zwar perinucledre Uberlappungen,
waren aber auch an einigen membrannahen Bereichen angereichert (Abbildung 49).
Die Ergebnisse legen nahe, dass nach Plasmamembran-Exposition die
Rezyklisierung der reifen Glykoformen des membranstandigen MUC1 auch Uber das

Endoplasmatische Retikulum erfolgt.
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5.5.5 Recycling-Assay  mittels reversibler  Oberflachen—

Biotinylierung

Die Grundlage des direkten Recycling-Assays bildet eine Markierung
plasmamembranstandiger Proteine, die wieder entfernt werden kann, nachdem das
beobachtete Protein internalisiert wurde und damit der reduktiven Spaltung der

Markierung unzuganglich wurde.

A B C D E
Sucrose - + - + -
PP2 - - + + -
MRCD -

80KDa - —— -

SRS - — -- - W D

Abbildung 50: Recycling-Assay im Modell MUC1-M exprimierender MCF-7 Zellen.

Die Zellen wurden bei 4 °C mit NHS-SS-Biotin inkubiert. Danach erfolgte eine Rekultivierung
unter Einsatz von Endozytose-Inhibitoren bei 37 °C mit anschlieBender Glutathion
Behandlung. Die Zellen wurden lysiert und die biotinylierten Proteine mittels
Streptavidinagarose prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels Anti-MUC1 Antikorper im
Westernblot detektiert. Bei jeder Zellprobe wurde zuséatzlich GAPDH als nicht reguliertes
»House-keeping protein“ fiir den quantitativen Vergleich verwendet (2A-2E). Die Probe 1A
entspricht der nicht-blockierten Referenz. Bei den Proben 1B bzw. 1C kamen jeweils die
Inhibitoren Sucrose bzw. PP2 zum Einsatz, die die Clathrin-vermittelte bzw. Caveolae-
vermittelte Endozytose blockieren. Man konnte eine deutliche Abnahme der internalisierten
MUC1-M-Sonde detektieren.

Ein deutlicherer Signalverlust wurde bei gleichzeitigem Einsatz von den Inhibitoren Sucrose
und PP2 (1D) beobachtet, entsprechendes gilt fiir die Blockierung Raft-abhangiger Endozytose
mit Methyl-B-Cyclodextrin (1E).

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf der linken Seite angezeigt.

Die Proben 1A bis 1E wurden mit Anti-MUC1 Antikorper detektiert. Der mit 2) bezeichnete Blot-
Streifen (2A-2E) wurde mit Anti-GAPDH Antikorper gefarbt.

Die Markierung plasmamembranstandiger Proteine erfolgt durch das wasserlosliche,
nichtmembranpermeable Biotinderivat Sulfo-NHS-SS-Biotin (N-
hydroxylsulfosuccinimidester von Biotin, siehe 3.7.2). Die reaktive NHS-Gruppe (2,5
Dioxo-pyrolidin-1-yl-ester) des Biotinderivates bindet an die NH2-Gruppen der
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Aminosauresreste (z.B. Lysinreste) von Proteinen. Dadurch wird der Biotinrest
kovalent Uber eine Disulfidbricke (-SS-) mit dem Protein verknUpft.

Die Biotinmarkierung kann durch reduzierende Reagenzien, wie Glutathion, welche
die Disufidgruppe spalten, aber nicht in das Zellinnere aufgenommen werden, wieder
entfernt werden.

Fir die Biotinylierungsexperimente wurden die MCF-7muc1-m) Zellen auf eine 6-well-
Platte gleichmalRig ausgesat und mit vorgekuhlter Biotinldsung bei 4° C inkubiert. Da
bei einer Temperatur von 4 °C Endozytose und Rezyklisierung blockiert sind, kdnnen
nur die extrazellularen Proteine der Plasmamembran markiert werden.

Nach dem Auswaschen des freien Biotins wurden die Zellproben im 37 °C warmen
serumfreien Zellkulturmedium inkubiert, um die Endozytose der Zellen zu
reaktivieren. Den Zellproben wurden zur spezifischen Inhibition der MUC1-M-
Internalisierung einzelner Transportwege Inhibitoren zugesetzt, um Clathrin-
vermittelte (Sucrose), Caveolin-abhangige (PP2) und Cholesterin-abhangige
Endozytose (Methyl-B-Cyclodextrin) zu unterbinden. Eine nicht mit Inhibitoren
behandelte  Zellprobe wurde als Kontrolle eingesetzt. Wahrend der
Rekultivierungsphase konnten Exo- und Endozytose ablaufen, wobei biotinylierte
Plasmamembranproteine in die Endosomen gelangten. Die Biotinreste der auf der
Plasmamembran verbliebenen Proteine wurden wahrend der folgenden Behandlung
mit Glutathion entfernt.

AnschlieBend wurden die Zellproben lysiert und abzentrifugiert um die Zelltrimmer
zu entfernen. Der klare Uberstand, der die biotinylierten Plasmamembranproteine
enthielt, die wahrend der Rekultivierung internalisiert wurden und deshalb bei der
anschlielenden Glutathion-Behandlung vor der Abspaltung ihrer Markierung
geschutzt waren, wurde mit Streptavidin-Sepharose inkubiert. Nach der Aufnahme
der Streptavidinprazipitate in SDS-Probenpuffer wurden die Proben mit Hilfe vom
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose elektrotransferiert und mittels Anti-MUC1
C595 detektiert (Abbildung 50).

Im Vergleich zur unbehandelten Zellprobe (Abbildung 50, 1A), verursachten die
Inhibitoren Sucrose (hyperosmolar) und PP2 eine Abnahme der Internalisierung der
MUC1-M-Sonde (Abbildung 50, 1B und 1C). Der Inhibitor Methyl-R-Cyclodextrin
zeigte bei den MUC1-M exprimierenden MCF-7 Zellen eine starke Reduktion der
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Endozytose (Abbildung 50, 1E). Eine beinahe im gleichen Malie starke Abnahme
der MUC1-M-Internalisierung wurde bei der Doppelinhibition mit Sucrose und PP2
beobachtet, die auf Inhibition von Clathrin- und Caveolae-vermittelte Endozytose

zurickzufuhren ist.

5.5.6 Analyse der N-Glykosylierung von Asn36 innerhalb der

kleinen C-terminalen zytoplasmatischen Domane des MUC1

Obwohl Innerhalb des heterodimeren MUC1-Komplexes die N-Glykane gegenuber
den O-Glykanen nur einen kleinen Anteil der Glykosylierung ausmachen, sind sie
dennoch im Zusammenhang mit dem MUC1-Trafficking von besonderem Interesse.
Die C-terminale Domane des MUCH1, die sich an die TR-Region (tandem repeats)
anschlielt, beinhaltet funf putative N-Glykosylierungsstellen, die entweder mit
mannosereichen Glykanen (High-Mannose-Typ) besetzt sind (sezerniertes MUC1)
oder bi- und triantennare Komplex-Typ-Glykane (membranstandiges MUC1) tragen
(Parry et al., 2001).

So scheint im Falle der N-Glykosylierung dieses Transmembranproteins die
Rezyklisierung durch Golgi-Kompartimente eine weitere Prozessierung zu
ermoglichen, so dass die nach einfacher Golgi-Passage verbleibenden
mannosereichen Glykane sukzessive in Komplex-Typ-Glykane uberfluhrt werden.
Vier der funf N-Glykosylisierungsstellen befinden sich innerhalb der grof3en
Untereinheit, der Ektodomane des heterodimeren Mucin-Komplexes, wahrend eine
N-Glykosylierungsstelle innerhalb der kleinen MUC1-Untereinheit und in der Nahe
der Transmembrandomane von MUC1 gefunden wurde.

Diese N-Glykosylierungsstelle, Asparagin 36, ist aufgrund der Fahigkeit zur Induktion
der  Galektin-3-Expression und  Galektin-Bindung  vermutlich an den
Sortierungsvorgangen von MUC1 beteiligt. Fur Asparagin 36 wurde eine spezifische

Bindung des Galektin-3 in ZR-751 Zellen (Ramasamy et al., 2007) gezeigt.
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Abbildung 51: Charakterisierung der N-Glykoformen der groBen und kleinen Untereinheiten
des MUC1-M (HEK-293) vor und nach PNGase F- bzw. Endo H-Behandlung bzw. nach
Blockierung der N-Glykan-Prozessierung mit DNJ. Der Immunblot wurde mit H-295 und C595
entwickelt.

Abbildung 51 A zeigt die unbehandelten und mit PNGase F bzw. Endo H behandelten
zelluldren (Z) und exosomalen Proben (E) von HEK-293 Zellen.

e 1-3 und 9: Die unbehandelten Zelllysat-Proben zeigten jeweils eine Bande bei 37 kDa
und eine Doppelbande bei 31 kDa

e 4-6 und 11: Bei den unbehandelten exosomalen Proben wurde nur eine Bande bei 31
kDa identifiziert

e 7: Nach PNGase F-Behandlung wurde bei der zellularen Probe nur noch eine
Proteinbande bei 27 kDa detektiert.

e 8: Nach PNGase F-Behandlung wurde ebenfalls eine Verringerung der apparenten
Molmasse von 31 kDa auf 27 kDa bei der exosomalen Probe beobachtet.

e 10: Nach Inkubation der zelluliren Probe mit Endo H wurde keine Veranderung der
apparenten Molmasse festgestellt, was auf eine Endo H-Resistenz hindeutet und damit
auf das Vorliegen von Komplex-Typ-Glykanen.

e 12: Des Weiteren erkannte man, dass die Endo H-Behandlung eine Reduzierung der
ProteingroRe von 31 kDa auf 27 kDa bei der exosomalen Proben zur Folge hatte.

Abbildung 51 B zeigt ausgehend von gleicher Zellzahl die unbehandelten und mit DNJ
behandelten zelluldaren Proben (HEK-293), deren Proteine mit Hilfe der Antikorper H-295 und
C595 detektiert wurden.

e 1: Die Detektion der unbehandelten HEK-293 Zellprobe mittels C595 Antikérper ergab
zwei Proteinbanden bei 77 und 80 kDa, wahrend bei Farbung mit H-295 zwei kleinere
Banden von 37 und 31 kDa resultierten, die der zytoplasmatischen Domane des
zellularen MUC1-M entsprachen.

e 2: Die Verwendung von DNJ fiihrte zum Verschwinden der Glykoformen bei 77 bzw. 37
kDa der extrazelluldren bzw. der zytoplasmatischen Domane.

Das Molekulargewicht ist durch die Markerbanden auf beiden Seiten angezeigt.

Ein madglicher Zusammenhang der Asn36-N-Glykosylierung mit zellularem
Trafficking des MUC1 wurde unter Einsatz der Inhibitoren der N-Glyko-

Prozessierung untersucht.
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MUC1-M-transfizierte HEK-293 Zellen und die aus ihrem Zellkultur-Uberstand
abgeleiteten Exosomen wurden mit Hilfe von PNGase F bzw. Endoglykosidase H
de-N-glykosyliert. Endo H spaltet die Glykane zwischen den beiden inneren GIcNAc-
Resten mannosereicher N-Glykane. Dagegen spaltet PNGase F zwischen dem
inneren  N-Acetylglucosamin  und dem Asparagin-Rest aller Typen von
asparagingebundenen N-Glykanen (Komplex-Typ, Mannosereicher-Typ und Hybrid-
Typ), vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in
peptidischer Bindung vorliegen.

Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MUC1-Membranexposition bzw.
exosomalem Export und der Asn36-N-Glykosylierung wurden die MUC1-M
transfizierten HEK-293-Zellen mit Deoxynojirimycin (DNJ) vorbehandelt und
anschlieend biotinyliert. Deoxynojirimycin hemmt kompetitiv die Glukosidase | und
II' im ER und unterbricht so die Prozessierung von N-gebundenen
Oligosaccharidseitenketten vom mannosereichen Typ zum Komplex-Typ.

Der Nachweis der kleinen MUC1-Untereinheit und damit der verschiedenen Asn36-
Glykoformen erfolgte mit Endodomanen-spezifischem Antikorper Anti-MUC1 H-295.
Im Falle von Deoxynojirimycin inhibierten Zellen wurden die Proben noch zusatzlich
mit Hilfe von Anti-MUC1 Antikorper C595 visualisiert.

Wie es der Abbildung 51A zu entnehmen ist, ergaben die aus HEK-293 gewonnen
zellularen Proben bei Detektion der kleinen MUC1-Untereinheit mittels H-295
(Abbildung 51A, Nr. 1-3) ein Muster aus drei unterschiedlich N-verknipften
Glykoformen, die der Proteingrof3e bei 37 kDa und einer Doppelbande bei ca. 31
kDa entsprachen, wahrend im Falle der exosomalen Proben (Abbindung 51A, Nr. 4-
6) nur eine einzelne Bande bei 31 kDa visualisiert werden konnte.
Interessanterweise war die kleine Untereinheit der exosomalen MUC1-M Glykoform
mit keiner der heterogenen zellularen, plasmamembranaren Spezies des Komplex-
Typs isographisch.

Wie bereits erwartet, wurde nach PNGase F-Behandlung sowohl bei der zellularen
als auch bei der exosomalen Probe (HEK-293) nur eine einzige Glykoform von 27
kDa beobachtet, die auf eine vollstandige de-N-Glykosylierung des Proteins
hindeutete (Abbildung 51A, Nr. 7 und 8)
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Wahrend bei der Endo H-resistenten Zelllysat-Probe keine Veranderung der
ProteingroRe (Abbildung 51A, Nr. 10) festgestellt werden konnte, wurde bei der
ebenfalls mit Endo H vorbehandelten exosomalen Probe eine Abnahme der
ProteingroRe von 31 kDa auf 27 kDa detektiert (Abbildung 51A, Nr. 12).

Dieser Befund lasst vermuten, dass die Asn36-N-Glykosylierungsstelle auf dem
exosomalen MUC1-M dem mannosereichen Typ angehort. Dagegen sprechen die
experimentellen Befunde auf Seiten der zellularen (plasmamembranaren)
Glykoformen fir eine weitgehende Komplex-Typ-N-Glykosylierung.

Damit ergibt sich die Moglichkeit, dass exosomaler Export einen Weg darstellt, um
unvollstandig oder nicht-prozessierte Glykoformen des MUC1 von der Membran zu
entfernen. Um die Prozessierungsabhangigkeit der MUC1-Expression
(Plasmamembran vs. Exosomen) zu bestatigen, wurden vergleichende Westernblot-
Analysen unter Einsatz des Prozessierungsinhibitors Desoxynojirimycin
durchgeflhrt.

Bei der spezifischen Farbung der Ektodomane von zellularer MUC1-M Probe mittels
C595 Antikorper in Kontrollzellen konnte zwei Proteinbanden bei 77 kDa und 80 kDa
beobachtet werden (Abbildung 51B, Nr. 1), wahrend in DNJ vorbehandelten Zellen
die Bande bei 77 kDa (Abbildung 51B, Nr. 2) fehlte.

Die einzige bei 80 kDa detektierbare Proteinbande der mit DNJ gehemmten Zellen
fiel auRerdem durch eine deutlich schwachere Intensitat im Vergleich zu den
Kontrollzellen auf, was auf eine schwachere Oberflachenexpression des MUC1-M
hindeutete.

Die Unterbindung der N-Glykan-Prozessierung in DNJ inhibierten HEK-293 Zellen
ergab fir die zellulare Glykoform eine apparente GrofRe von 31 kDa (Abbildung 51B,
Nr. 2), wahrend bei Kultivierung der Zellen in Abwesenheit von DNJ kDa eine
Doppelbande bei 37 kDa und 31 kDa (Abbildung 51B, Nr. 1) beobachtet werden
konnte.

Bestinde ein  Zusammenhang  zwischen  N-Glykanprozessierung  und
plasmamembranarer bzw. exosomaler MUC1-Expression, hatte die Blockierung mit
DNJ eine Abnahme der zellularen Expression bewirken missen. Diese war aber nur

geringfugig gegeben.



Ergebnisse- Teil IT

Aulerdem war der Befund unerwartet, dass die =zellulare Glykoform vom
Mannosereichen Typ war, denn unvollstandig prozessierte Glykoformen des MUC1

hatten nach unserer Hypothese Uber Exosomen abtransportiert werden missen.
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6. DISKUSSION

Die O-Glykosylierung eines Mucins oder O-Glykoproteins wird durch genetische und
epigenetische Parameter kontrolliert bzw. reguliert. Auf genetischer Ebene ist es das
Zusammenspiel des zellspezifischen Repertoirs von Glykosyltransferasen mit den
Primarstrukturen der Targetsubstrate. In Abhangigkeit von der Verteilung der
Glykosyltransferasen (GT) in den Subkompartimenten des cis/trans-Golgi kommt es
bei Co-Lokalisation der Enzyme zu kompetitiven Effekten. Dies gilt nicht nur fir GT,
die die gleiche Substratposition eines Zuckerakzeptors angreifen, sondern auch im
Sinne  einer indirekten = Kompetition, da sich die Addition von
Monosaccharidbausteinen in bestimmten Positionen negativ (oder positiv) auf die
Glykosylierung anderer Positionen des gleichen Substrates auswirken kann.

Fur membranstandige MUC1-Glykoproteine kommen weitere Parameter ins Spiel,
deren konkrete Einflusse auf die Synthese der O-Glykane im Einzelnen noch nicht
bekannt sind. Dazu gehdrt u.a. die bereits beschriebene Rezyklisierung durch das
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), die mit einer Resialinierung bzw. Reglykosylierung
(follow-up glycosylation) im Sinne einer Reifung der Protein-Glykoformen einhergeht.
Ebenfalls liegen Erkenntnisse vor, wonach die Sortierung von MUC1 flr apikale
Plasmamembran-Lokalisation von der O-Glykosylierung abhangig zu sein scheint.
Die Rezyklisierung des Transmembranmucins und weitere Resialinierung wurden
zwar schon sehr friih beschrieben, wobei die Rolle der O-Glykane in diesem Prozess
noch nicht geklart ist. Sicher ist, dass eine unvollstandige O-Glykosylierung mit
verkurzten Glykanen eine verstarkte Internalisierung und Speicherung des Mucins in
endozytotischen Vesikeln zur Folge hat und sowohl die O- als auch die N-
Glykoprofile auf sezernierten und membranstandigen Isoformen des Mucins
qualitativ verschieden sind.

Diese Erkenntnisse stellten den Ausgangspunkt flir Untersuchungen zur Aufklarung
der zellularen Mechanismen dar, Uber die distinkte Glykoformen membranstandiger
MUC1-Sonden generiert wurden.

Im Einzelnen sollte geklart werden, ob das unterschiedlich ausgepragte
Endozytoseverhalten der membranstandigen MUC1-M-Sonden zu

Glykosylierungsanderungen fihren.
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6.1 Identifizierung und Integritatsbestimmung der MUC1- M

Fusionsproteine

Um den Einfluss der Rezyklisierung auf die mucin-typische O-Glykosylierung des
endogenen MUC1 zu untersuchen, wurden fur die in vivo Glykosylierungsstudien
neben dem parentalen MUC1-M, das wie endogenes MUC1 rezyklisieren sollte,
zusatzlich noch mutierte, von MUC1-M abgeleitete Sonden (MUC1-M-Y2960/N und
MUC1-M-CQC/AQA) generiert, die anhand eines eukaryontischen
Expressionssystems rekombinant in drei verschiedenen, sich in ihrer Glykosylierung
unterscheidenden Zelllinien (HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231) exprimiert wurden.
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Abbildung 52: Nach dem Erreichen der Plasmamembran wird das MUC1-M entweder
rezyklisiert oder die extrazellulire Doméane des MUC1-M Konstrukts wird mittels
proteolytischem ,,Shedding“ in den extrazelluldiren Raum abgegeben (abgeschilfertes MUC1-M
Konstrukt).

Eine weitere Moglichkeit besteht in der exosomalen Abgabe des MUC1-M Konstrukts, die tiber
die Bildung von MVB erfolgt. Dabei kann das intakte heterodimere MUC1-M Fusionsprotein
tiber endosomale Vesikel von multivesikuldren Koérperchen eingeschlossen und nach Fusion
der MVB mit der Plasmamembran liber Exosomen abgegeben werden (exosomales MUC1-M
Konstrukt).

Aus diesem Grund wurde in Westernblot-Analyse nur beim exosomalen MUC1-M die
zytoplasmatische Doméane nachgewiesen.
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Die erfolgreiche Transfektion der rekombinanten  membrangebundenen
Fusionsproteine wurde anschlieend mittels Anti-Myc-Antikdrper auf die Expression
der mit Myc-Sequenz ausgestatteten MUC1-Fusionsproteine tUberprift.

Desweiteren konnten Immunoblot-Analysen bestatigen, dass die MUC1-M
Fusionsproteine, die ihre extrazellulare Domane durch das proteolytische ,Shedding*
in den Uberstand abschilfern, (iber keine zytoplasmatische Endodomane verfligen
(Abbildung 33). Im Gegensatz zu den isolierten Fusionsproteinen wurde bei den aus
Exosomen stammenden MUC1-Konstrukten die zytoplasmatische Domane
nachgewiesen (Abbildung 30), die demzufolge zusammen mit der extrazellularen
Region den intakten heterodimeren Komplex der rekombinant exprimierten MUC1-

Konstrukte in exosomalen Membranen darstellt (Abbildung 52).

6.1.1 Quantitative Bestimmung der abgeschilferten bzw. zelluldren

MUC1-M-Fusionsproteine

Bei vergleichenden Westernblot-Analysen wurde, ausgehend von gleichbleibenden
Zellzahlen bei der Refenrenz-Sonde MUC1-M, eine hdhere Menge abgeschilferten
Proteins im Uberstand nachgewiesen als im Falle der mutierten Sonde MUC1-M-
Ya060/N mit stark reduzierter Clathrin-vermittelter Endozytose.

MUC1-M-CQC/AQA, die mutationsbedingt nach der Re-Endozytose nicht zur
Plasmamembran zurlckkehren kann und infolgedessen in Endosomen akkumuliert,
wies die niedrigste Proteinkonzentration im Zellkulturiberstand auf.

Man kann aufgrund dieser semi-quantitativen Bestimmung der abgeschilferten
Fusionsproteine feststellen, dass die Rezyklierung der MUC1-Sonden in
funktionellem Zusammenhang mit den Mengen abgeschilferten Proteins im
Uberstand steht, da eine funktionelle Rezyklisierung Voraussetzung fiir die ,Reifung*
der Proteinglykosylierung im Sinne einer Sialinierung von Glykanketten ist und

Uberwiegend mature Glykoformen des Proteins von der Zelle abgeschilfert werden.
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6.2 Charakterisierung der O-Glykanstrukturen auf

membranstandigen MUC1-Fusionsproteinen

Nach Isolierung der Exosomen aus dem Zellkultur-Uberstand durch differenzielle
Zentrifugation wurden die membranéren, in den Uberstand abgeschilferten His6-
Myc-MUC1-Konstrukte mit Hilfe von Nickelchelat-Affinitatschromatographie isoliert
und Uber Umkehrphasen-HPLC aufgereinigt. Anschliel3end wurden die im Immunblot
mit Anti-MUC1 Antikorper C595 positiv getesteten Fraktionen nach Freisetzung O-
gebundener Glykane und deren Permethylierung mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie hinsichtlich ihrer Glykanprofile analysiert. Die
Aufreinigungsprozedur der MUC1-Fusionsproteine aus Zellkulturiberstand ist
schematisch in Abbildung 24 zusammengefasst.

Anhand der molekularen Massen (Na-lonenaddukte) konnten die jeweils
vorhandenen Oligosaccharide hinsichtlich ihrer Monomerzusammensetzung
charakterisiert werden. Eine Identifizierung der Glykanstrukturen durch
Fragmentierungsanalysen in der MS/MS konnte auf dem vorhandenen MALDI-TOF-
Massenspektrometer nicht durchgefuhrt werden. Allerdings erlaubten spontan
(Laser-induziert) auftretende  Post-Source-Decay-Fragmente  weitergehende
Strukturaussagen bezlglich einzelner Hauptkomponenten.

Das O-Glykanprofil der abgeschilferten MUC1-M-Sonde wurde von einer hohen
core1-Expression dominiert, wahrend das Glykosylierungsmuster des MUC1-M-
Y2060/N-Fusionsproteins Uberraschenderweise trotz stark eingeschrankter Clathrin-
vermittelter Endozytose keine auffallige Veranderung im Vergleich zur
Referenzsonde aufwies. Die Ergebnisse legen nahe, dass neben der Clathrin-
vermittelten  Endozytose  weitere  Internalisierungsmdglichkeiten  fur  die
Rezyklisierung des MUC1-M-Y60/N gegeben sein sollten, die die aus verminderter
Clathrin-Endozytose resultierende mangelnde Reinternalisierung mindestens
teilweise kompensieren. Diese alternativen Endozytosewege sind in Form von Lipid-
Raft-abhangigen caveolaren oder Caveolin-unabhangigen aber auch Flotillin-
abhangigen Transportprozessen gegeben. Die dritte Sonde MUC1-M-CQC/AQA

wies dagegen ein drastisch verandertes O-Glykoprofil auf, das durch Dominanz von
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core 2-Strukturen gepragt war. Damit glich das Glykoprofil dieser Sonde eher den
sezernierten Glykoformen des MUCA1.

An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass fur die Bildung core2-basierender
Strukturen ein N-Acetylglucosaminylrest ~ durch die  core2-R31-6 N-
Acetylglucosaminyltransferase an die core? Struktur Ubertragen werden muf.
Dieses Enzym konkurriert mit core?-a2-3 Sialyltransferasen, welche an Galaktose
der core1-Struktur Uber eine a2-3 Verbindung Neuraminsaure addieren, um das
gleiche Substrat (Gall31-3GalNAc).

Die Umwandlung in core2-Strukturen fordert die Verlangerung der Kohlenhydratkette
durch Polylactosamin-Einheiten (Hanisch et al., 1989; Lloyd et al., 1996), wahrend
terminale Neuraminsaure die Kettenverlangerung stoppt. Dalziel und Kollegen
(2001) konnten nachweisen, dass die core2-spezifische R1-6 N-
Azetylglucosaminyltransferase (C2-R6GIcNAc-T) Uberwiegend im cis-Golgi lokalisiert
ist, mit geringer Expression in der medialen Zisterne und noch detektierbarer
Expression im trans-Golgi, wahrend die core7-spezifische a2-3 Sialyltransferase
(ST3Gal-l) im medialen/trans-Golgi dominierte aber in der cis-Zisterne nur noch eine
geringflgige Expression aufwies. Diese asymmetrische Verteilung der
Glykosyltransferasen korrespondiert mit der sequentiellen Addition individueller
Zuckerreste wahrend der Reifung in den Golgi-Zisternen, die im Falle der MUC1-
Fusionsproteine MUC1-M und MUC1-M-Y060/N demonstriert werden konnte.

Bei der mutierten Sonde MUC1-M-CQC/AQA ist das S-Palmitoylierungsmotiv (CQC
am Ubergang von der Transmembrandomane zur zytosolischen Doméane) gegen
AQA ausgetauscht. Dieser Austausch beeinflusst zwar nicht die Re-Endozytose des
Transmembranproteins, wohl aber seine Rezyklisierung durch das TGN bzw. Golgi-
Kompartimente zur Plasmamembran, so dass diese Sonde in Endosomen
akkumuliert

Obwohl in Brustkarzinomzellen die Aktivitat der core2-R1- 6 N-
Acetylglukosaminyltransferase stark reduziert bis fehlend ist, so dass die core2-
Struktur nicht oder nur geringfugig gebildet werden kann (Brockhausen et al., 1995),
wurde bei Expression der Sonde MUC1-M-CQC/AQA in MCF-7 bzw. MDA-MB 231-
Zellen eine drastische Verschiebung von core? in Richtung auf core2-basierende

Zuckerstrukturen (Durchschnitt von 55,33% bei allen drei Zellarten) beobachtet.



Diskussion

An dieser Stelle muss auf die Vorarbeiten (Engelmann et al. 2005, Hanisch et al.,
1989) hingewiesen werden, die bereits erste Einblicke in grundlegende Einflisse des
zellularen Trafficking von MUC1 auf dessen Glykosylierung geliefert haben.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass das O-Glykanprofil der sezernierten Form
des MUC1, welche zuerst in Muttermilch gefunden wurde, von core2-basierenden,
linearen oder verzweigten Polylactosaminylketten dominiert wurde, die mit bis zu

drei Fucoseresten substituiert sind (Hanisch et al., 1989).

_~GlcNAc(R1-6) —Gal (R1-4)
GalNAc
~~ Gal (R1-3)
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Abbildung 53: Differentielle O-Glykoprofilierung des Wildtyps MUC1-M und der mutierten
MUC1-M-Sonden

Das O-Glykanprofil der abgeschilferten membrandren MUC1-M-Sonde (griin) wurde von einer
hohen core71-Expression dominiert, wahrend beim Glykosylierungsmuster der mutierten
MUC1-M-CQC/AQA Sonde eine drastische Verschiebung von core7-Glykanen in Richtung auf
core2-basierende Zuckerstrukturen beobachtet werden konnte (blau). Die sezernierte Isoform
des Mucins MUC1-S, die liberwiegend core2 basierende O-Glykosylierung aufweist, passiert
die Golgi-Kompartimente aufgrund der fehlenden transmembranaren und zytosolischen
Domaéne nur einmal, bevor sie in den extrazellularen Raum entlassen wird (rot). Eine reduzierte
oder fehlende Rezyklisierung hat anscheinend eine unvollstindige, lberwiegend core2-
basierende O-Glykosylierung zur Folge.
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Dieses Glykoprofil deckte sich weitgehend mit demjenigen, das auf einer
sekretorischen MUC1-Sonde (MUC1-S) bei Expression in verschiedenen Epithel-
bzw. Karzinomzellen gefunden wurde (Muller und Hanisch, 2002).

Die sezernierte Isoform des MUC1-Mucins (MUC1-S), der die transmembranare und
die zytosolische Doméane fehlen, passiert die Golgi-Kompartimente nur einmal, bevor
sie in den extrazellularen Raum entlassen wird. Die fehlende Rezyklisierung von
MUC1-S gibt Anla zur Annahme, dass MUC1-S ein weniger ,reifes” O-
Glykosylierungsmuster aufweist als die membranaren Glykoformen, die sich
hauptsachlich durch core1-basierende Glykane auszeichnen (Muller und Hanisch,
2002; Engelmann et al., 2005).

Bekraftigt wurde diese Hypothese durch die Analyse der sezernierten Glykoform
(MUC1-S), die in MCF-7 Brustkrebszellen exprimiert worden war, bei der
Uberwiegend core2 basierende O-Glykane (54.3%) detektiert wurden.

Obwohl sich die beiden Fusionsproteine MUC1-M-CQC/AQA und MUC1-S
hinsichtlich ihrer subzelluldren Lokalisation unterscheiden und demzufolge in der
Zelle verschiedene O-Glykosylierungswege beschreiten, wurde das resultierende
zell-spezifische Glykosylierungsmuster der einzelnen MUC1-Konstrukte von
Uberwiegend core2-basierenden O-Glykanen dominiert. Diese Vergleichsstudie gab
Anlall zur Formulierung zweier Hypothesen uUber den Glykosylierungsverlauf
Membran-assoziierter Proteine.

Als erste wesentliche Erkenntnis dieser Studie ergab sich, dass eine reduzierte
Rezyklisierung eine unvollstandige Uberwiegend core2-basierende O-Glykosylierung
zur Folge hat, die sich im Falle der sezernierten Sonde (MUC1-S) und der in den
Endosomen akkumulierten MUC1-M-Sonde MUC1-M-CQC/AQA eindeutig durch ein
qualitativ ahnliches Glykanprofil manifestiert hat (Abbildung 53).

Zweitens konnte bereits im umgekehrten Fall gezeigt werden, dass abgeschilfertes
(Membrane-Shedding) MUC1-M und MUC1-M-Y3060/N nahezu ausschlieRlich
sialylierte core1-Strukturen ausstellten und anders glykosyliert werden als ihr
sekretorisches Gegenstuck MUC1-S, das den cis/trans-Golgi nur einmal passiert.
Das Ausmald dieser Sialinierung erwies sich als unabhangig vom Zelltyp.

Die Ausbeuten an exosomalen MUC1-Sonden waren nicht ausreichend, um O-

Glykananalysen durchzufthren.
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Die oben zitierten Befunde dokumentieren insgesamt, dass Trafficking und O-
Glykosylierung sich wechselseitig beeinflussen und ein regulatorisches System im

Zusammenhang mit der Sortierung und Zielsteuerung von MUC1 darstellen konnten.

6.3 Untersuchung der N-Glykosylierung innerhalb der kleinen C-

terminalen zytoplasmatischen Domane von MUC1-M

Die kleinere Untereinheit des MUC1 besteht aus einer C-terminalen,
zytoplasmatischen Domane (69 Aminosauren), dem hydrophoben intramembranaren
Anteil (31 Aminosauren) und einer kurzen extrazellularen Sequenz. C-terminal
schliefl3t sich an die Region der Wiederholungseinheiten eine SEA-Domane an. Sie
beinhaltet funf Bindungsstellen fiur N-Glykane und eine autokatalytische
Spaltungsstelle (Abbildung 54).
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Abbildung 54: fiinf Bindungsstellen des Heterodimers MUC1 fiir N-Glykane.

Das schematische Modell stellt MUC1 mit seiner Domanenstruktur dar. Den groBten Teil macht
die VNTR-Domane (variable number of tandem repeats domain) aus. Die kleinere Untereinheit
besteht aus einer C-terminalen, zytoplasmatischen Doméadne, dem intramembranaren Anteil
und der kurzen extrazellularen Sequenz (Wittrock et al. 2006).

Die fiinf Bindungsstellen fiir N-Glykane sind durch ein ,,Y“ gekenzeichnet.
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Vier der finf N-Glykolisierungsstellen befinden sich innerhalb der grofRen
Untereinheit der Ektodomane des heterodimeren Mucin-Komplexes, wahrend eine
N-Glykosylierungsstelle innerhalb der kleinen Endodomane und in der Nahe der
Transmembrandomane von MUC1 gefunden wurde. Diese N-Glykosylierungsstelle,
Asparagin 36, ist aufgrund der Fahigkeit zur Induktion der Galektin-3- Bindung
vermutlich an den Sortierungsvorgangen von MUC1 beteiligt (s. Abbildung 54). Fir
Asparagin 36 wurde eine spezifische Bindung des Galektin-3 auch in ZR-75 Zellen
gezeigt (Ramasamy et al., 2007).

N-Glykane machen gegenuber den O-Glykanen zwar nur einen kleinen Anteil der
Glykolysierung aus, sind aber dennoch bei der MUC1-Prozessierung und -
Rezyklisierung von entscheidender Bedeutung, wie die Ergebnisse einer weiteren
Studie (Parry et al., 2006) andeuten.

In dieser Untersuchung konnte flir natives, aus humaner Milch isoliertes MUC1
gezeigt werden, dass sezernierte Glykoformen ein vom membranstandigen MUC1
distinktes N-Glykanmuster aufweisen. Dabei wurden N-Glykane auf MUC1 der
I6slichen Milchphase mit solchen auf MUC1 der Milchfettmembranen verglichen.
Sezerniertes MUC1 wies vornehmlich mannosereiche Glykane und kleinere Anteile
sialylierter biantennarer Komplex-Typ-Glykane auf, wahrend
plasmamembranstandiges Mucin ausschlie3lich bi- und triantennare Komplex-Typ-
Glykane trug. Auch im Falle der N-Glykosylierung dieses Transmembranproteins
scheint demnach die Rezyklisierung durch Golgi-Kompartimente eine weitere
Prozessierung zu ermdglichen, so dass die nach einfacher Golgi-Passage
verbleibenden mannosereichen Glykane sukzessive in Komplex-Typ-Glykane

uberfuhrt werden konnen.
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6.3.1 Untersuchung der N-Glykosylierung in MUC1-M transfizierten

HEK-293 Zellen unter Einsatz von Endozytosemodulatoren

Um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen N-Glykosylierungsstatus und
Rezyklisierung von MUC1 nachzuweisen, wurden Inhibitoren der N-
Glykanprozessierung zum Einsatz gebracht.

Die Experimente wurden mit MUC1-M transfizierten, lysierten und Endo-MUC1
negativen HEK-293 Zellen und den aus ihrem Zellkultur-Uberstand isolierten
Exosomen durchgefuhrt, die im Gegensatz zu abgeschilferten MUC1-M Sonden
Uber eine zytoplasmatische Domane verfugen, deren Asn36 N-glykosyliert ist
(Abbildung 51).

Mit Hilfe von PNGase F bzw. Endoglykosidase H wurden zellulare bzw. exosomale
MUC1-M-Sonden de-N-glykosyliert, wobei Endo H die Glykane zwischen den beiden
inneren GIcNAc-Resten (Chitobiose-Core) von ausschlief3lich mannosereichen N-
Glykanen schneidet. Dagegen spaltet PNGase F zwischen dem inneren N-
Acetylglucosamin  und dem  Asparagin-Rest fast aller Typen von
asparagingebundenen N-Glykanen (Komplex-Typ, Mannosereicher-Typ und Hyprid-
Typ), vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in
peptidischer Bindung vorliegen.

Die Proteine, die sensitiv fur einen Endo H- oder einen PNGase F-Verdau sind,
weisen anschlieRend auf einem SDS-Gel eine erhohte elektrophoretische Mobilitat
auf. Ein Westernblot der elektrophoretisch getrennten Verdauprodukte unter
Verwendung des Endodomanen-spezifischen Antikorpers H-295 zeigte, dass die
unbehandelte kleinere Untereinheit des zellularen MUC1-M-Fusionproteins aus
einem Bandenmuster von insgesamt drei Isoformen besteht, einer Bande bei 37
KDa und einer Doppelbande bei 31 KDa, wahrend die zytoplasmatische Doméane der
exosomalen MUC1-M Sonde eine einzige Bande von 31 KDa aufwies, die mit keiner
der heterogenen zellularen Spezies des Komplex-Typs isographisch war.

Die Behandlung vom zellularen und exosomalen MUC1-M-Glykoformen mit PNGase
F sollte zunachst den Beweis erbringen, dass die exosomalen und zellularen MUC1-
M Sonden N-glykosyliert vorliegen. Wie bereits erwartet, konnte nach dem Verdau

mit PNGase F nur noch eine Isoform bei 27 kDa beobachtet werden, die dem nicht-
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glykosylierten Produkt entsprechen sollte und auf eine vollstandige de-N-
Glykosylierung der exosomalen und zellularen MUC1-Sonden hinweist.

Die Behandlung mit EndoH zeigte fur plasmamembranare Glykoformen keine
Anderungen im Laufverhalten, die daher vom Komplex-Typ sein sollten, jedoch liet
sich im Falle der exosomalen Glykoformen eine vollstandige de-N-Glykosylierung
und ein Massenshift von 31 KDa auf 27 KDa erzielen, was auf das ausschlieRliche
Vorliegen von Glykanen des Mannosereichen-Typs hinweist.

Als weitere unabhangige Methode zum Nachweis des Zusammenhangs zwischen
exosomaler Sortierung des MUC1 und seiner N-Glykosylierung wurden die MUC1-M
transfizierten HEK-293 Zellen mit Deoxynojirimycin (DNJ) vorbehandelt und
anschlieBend auf ihrer Oberflache biotinyliert. Dabei inhibiert Deoxynojirimycin
kompetitiv die Glukosidasen | und Il im ER und interferiert mit der Prozessierung von
N-Glykanen vom Mannosereichen-Typ zum Komplex-Typ, so dafl nach Behandlung
mit DNJ nur Endo H-sensitive, d.h. mannosereiche Oligosaccharide am Protein
zurlckbleiben. AnschlieBRend konnte die zytoplasmatische Domane des
plasmamembranaren MUC1-M im Westernblot detektiert werden, deren apparente
Molekulmasse mit 31 kDa bestimmt wurde und damit dem erwarteten
Mannosereichen-Typ entsprach.

Die unter Einsatz der Endozytose-Inhibitoren erzielten Ergebnisse belegen, dass die
Glykoform des MUC1, die plasmamembranar exprimiert wird, sich durch Blockierung
der N-Glykanprozessierung in die exosomale Glykoform vom Mannosereichen Typ

uberfuhren lasst.

6.3.2 Die Rolle der N-Glykosylierung bei Qualitdtskontrolle und

Sortierung von apikalen Membranproteinen

Es liegen bereits experimentelle Erkenntnisse fir eine Beteiligung von N-Glykanen
an der Sortierung und dem Trafficking zur apikalen Plasmamembran fur das Prion
Protein (PrP) vor, das u.a. fur die folgenschwere Traberkrankheit (Scrapie) der
Schafe und Rinder verantwortlich ist (Kiachopoulos et al.2005). Das Prion-Protein ist
ein glykosyliertes Zelloberflachenprotein, dessen N-terminale Asparagine Asn180

und Asn196 wahrend des cotranslationalen Imports in das ER N-glykosyliert werden.
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AnschlieBend wandert PrP vom ER Uber die Golgikompartimente, wo die komplexe
Glykosylierung der beiden Glykosylierungsorte erfolgt. PrP wird anschliefend an die
Zellmembran transportiert. Da die Missfaltung und Konformationsanderung von PrP
eine zentrale Rolle bei der Infektion spielt, wurde in einer vergleichenden Analyse
mit monoglykosylierten Mutanten geklart, ob eine fehlende Glykosylierungsstelle u.
a. einen Einfluss auf den Proteintransport des PrP an die Zelloberflache besitzt.

Die umfangreichen Analysen der Mutanten ergaben, dass verschiedene PrP-
Mutanten, die lediglich in einer Mannosereichen-Glykoform vorliegen, nicht im ER
zuruckgehalten, sondern sezerniert werden, wahrend komplex glykosylierte
Mutanten an der Plasmamembran lokalisiert bleiben.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit fokussieren sich auch u.a. auf die
Untersuchung des apikalen Transportweges. Im Allgemeinen sind co- und
posttranslationale Mechanismen haufig an der Regulation von zellularen
Verteilungsvorgangen von Membranproteinen beteiligt.

Als haufig auftretende Proteinmodifikation spielen die N- und O-Glykosylierung nicht
nur eine wichtige Rolle bei der Qualitatskontrolle von Glykoproteinen im ER aber
auch beim zellularen Targeting und Sortierung von vielen apikalen
Membranproteinen.

Der korrekte Transport des apikal sortierten Membranproteins DPP IV
beispielsweise ist sowohl von der N- als auch der O-Glykosylierung abhangig (Naim
et al. 1999; Slimane et al. 2000; Huet et al. 2003).

Der erste Beweis, dass posttranslationale Modifikationen in Form von N-Glykanen
einen direkten Einfluss auf den apikalen Transport haben, konnte die Arbeitsgruppe
von Kai Simons zeigen. Sie verwendeten das nicht glykosylierte Ratten
Wachstumshormons (rGH) und fugten eine N-Glykosylierungsstelle ein. Die N-
glykosylierte Mutante wurde nur Uber die apikale Membran sezerniert (Scheiffele et
al., 1995) und nicht, wie der Wildtyp (WT), apikal und basolateral.

Weitere wichtige Hinweise, inwiefern die N-Glykosylierung einen entscheidenden
Faktor darstellt, der die Lokalisation der menbranaren Proteine reguliert und einen
Einfluss auf den apikalen Transport von Proteinen haben kdnnte, kamen aus
Arbeiten mit Tunicamycin behandelten MDCK-Zellen, deren N-Glykosylierung

blockiert war. In diesen Zellen kommt es zu einer Fehlsortierung des physiologisch
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apikal sezernierten Glykoproteins-80 (gp80) an beide Plasmamembrandomanen
(Delacour und Jacob, 2006). Allerdings konnte auch demonstriert werden, dass
verschiedene Proteine N-Glykane zur apikalen Exozytose (z.B. der Glycin-
Transporter-2) bendtigen und andere (z.B. p75NTR) wiederum nicht (Delacour und
Jacob, 2006).

Weitere Untersuchungen konnten ebenfalls zeigen, dass das Mucin-ahnliche Protein
Endolyn (CD164) in Abhangigkeit von einer fehlerfreien N-Glykosylierung sowohl zur
apikalen Membran als auch zu den Lysosomen transportiert wird (lhrke et al. 2001)
und dabei vermutlich der Zelladhasion und der Zelldifferenzierung dient (Zannettino
et al. 1998; Lee et al. 2001).

Die unterschiedlichen N-Glykosylierungsstufen der exosomalen und zellularen
MUC1-M Proben weisen ebenfalls auf Sortierungsfunktionen der beiden
Glykoformen hin, die im Falle des exosomalen MUC1-M mit einer N-Glykosylierung
vom Mannosereichen-Typ zum Eintritt in den sekretorischen Transportweg und
anschlielend zu einer effizienten Sekretion in den Zellkulturiberstand fuhrt, wahrend
die Prasenz komplexer N-gebundener Zuckerreste des zellularen MUC1-M
hauptsachlich die Lokalisierung des MUC1-M an der Zelloberflache verursacht.

Aus der vergleichenden Analyse des PrP und den mit MUC1-M erzielten
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass der N-Glykosylierungsstatus ein Signal
fur die Zielsteuerung apikaler plasmamembranstandiger Proteine darstellt und den
Transportmechanismus bestimmter Proteine durch die veranderte N-Glykosylierung

beeinflussen kann.

6.4 Untersuchungen zur MUC1-Endozytose und der Fahigkeit zur
Plasmamembran-Rezyklisierung mittels konfokaler Laser-

Scanning-Mikroskopie

Durch Endozytose internalisiertes MUC1 kann bis zur vollstandigen (reifen)

Glykosylierung mehrfach rezyklisiert werden. Darlber hinaus ist ein Ricktransport
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von der Plasmamembran zu bestimmten Kompartimenten, wie dem Golgi-Apparat
oder dem Endoplasmatischen Retikulum, moglich.

Zur Aufklarung der Internalisierungswege der fluoreszenzmarkierten MUC1-Sonden
wurden Kolokalisationsstudien durchgefihrt, durch die Uber die beteiligten
.Scaffolding-Proteine® (Caveolin-1, Flotillin-2 oder Galektin-3) die vesikularen
Transportrouten der Sonden zwischen den zellularen Kompartimenten
charakterisiert werden konnten.

Um die zellulare Topologie der MUC1-M-Konstrukte mittels konfokaler Laser-
Mikroskopie zu untersuchen, wurden die Zellen mit monoklonalem Maus-Anti-MUC1
C595, polyklonalem Kaninchen-Anti-MUC1 und MUC1-Antikorper Ma695 gefarbt.
Abgesehen von einer erwarteten membranstandigen MUC1-Farbung und deren
Vorkommen an den Zell-Zell-Grenzkontaktflachen, wiesen die MUC1-
Fusionsproteine eine typische punktformige oder eher diffuse Farbung im
Zellinneren auf.

Wie erwartet, wurde im Falle der mutierten Sonde MUC1-M-CQC/AQA aufgrund der
Akkumulation in Endosomen eine deutlich starkere intrazellulare Anreicherung von
MUC1 im Vergleich zu den mit MUC1-M oder MUC1-M-Yo60/N tranfizierten Zellen
beobachtet.

Der MUC1-Antikorper Ma695, der nur an reife und stark sialylierte Glykoformen des
MUCH1 bindet, brachte zusatzlich den Beweis, dass nicht nur unprozessierte und
wenig sialylierte, sondern auch reife Isoformen des MUC1 an die Plasmamembran
transportiert bzw. rezyklisiert werden.

Das Verteilungsmuster der mit Ma695 gefarbten Zellen ahnelte der MUC1-
Lokalisierung in C595-gefarbten Zellen, wobei die detektierten MUC1-
Fusionsproteine zum Teil als groRere vesikulare Ansammlungen im zytosolischen
Raum zu erkennen waren.

Diese vesikularen Strukturen wiederum verweisen auf die Reinternalisierung der
MUC1-M Fusionsproteine, die mdglicherweise mit alternativen Endozytosewegen in

Beziehung steht.
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6.4.1 Endozytose und Rezyklisierung der MUC1-Sonden iiber alternative
Transportwege in Kolokalisationsstudien unter Bericksichtigung der

bereits publizierten experimentellen Daten

Die Entscheidung zwischen Rezyklisierung oder Abbau eines Membranproteins
nach Rezyklisierung in die Zelle scheint in Verbindung mit der jeweiligen
Glykanstruktur zu stehen (Altschuler et al. 2000). Die Aufklarung der intrazellularen
Transportroute und Rezyklisierung des MUC1 erfolgte in Kolokalisationsstudien Uber
Antikorperfarbungen des MUC1 und verschiedener versikularer Endozytose-Marker
wie Clathrin, Caveolin-1, Flotillin-2 und Galektin-3.

Die Expression von Flotillin-2 konnte in allen drei Zelllinien und Caveolin-1 nur in
MDA-MB-231 nachgewiesen werden (Abbildung 27). Es konnte bereits fruher
gezeigt werden, dass die Reinternalisierung des membranaren MUC1 Uber Clathrin-
vermittelte Endozytose stattfindet und dabei Dynamin-abhangig ist (Hughey et. al
2000).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Vorliegen Clathrin-vermittelter MUC1-
Endozytose ebenfalls bestatigt werden. Allerdings war die Kolokalisation von MUC1
und Clathrin nur partiell zu beobachten und das Auftreten MUC1-positiver aber
Clathrin-negativer vesikularer Farbungen deutete alternative Transportwege an.

Fir den Nachweis wurden entsprechende Kolokalisationsexperimente durchgefuhrt
und dabei neben dem C595-Antikorper, der unabhangig vom Glykosylierungsgrad
an MUC1 bindet, auch der Antikdrper Ma695 eingesetzt, der nur das reife und
vollstandig sialylierte MUC1 erkennt. Zusatzlich wurden die biochemischen Marker
Anti-Caveolin-1 fur die Caveolae-abhangig-vermittelte Endozytose und Anti-Flotillin-2
und Galektin-3 fur die Darstellung des Caveolae-unabhangigen Transportweges
verwendet.

Auch bei diesen Experimenten deutete die Kolokalisierung in der
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie darauf hin, dass die Markerproteine,
namentlich Caveolin-1, Flotillin-2 und Galektin-3 Uber ausgedehnte Areale verteilt in
Uberwiegend punktformigen wahrscheinlich vesikularen Einschlissen mit MUC1-M

Fusionsproteinen kolokalisierten.
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Die erzielten Ergebnisse aus Kolokalisationsstudien von MUC1 mit Galektin-3 findet
ebenfalls Bestatigung in einer weiteren Studie (Merlin et. al 2011), in der wiederum
die Koexpression von Galektin-3 und MUC1 nachgewiesen und ein Zusammenhang
zwischen Galektin-3 und der Endozytose von MUC1 demonstriert werden konnte.

Da nicht alle Zellen, die im Rahmen der dieser Studie untersucht wurden, Caveolin-
positiv waren, kann Uber die Rolle der Caveolae-vermittelten Endozytose im Kontext
der Endozytose und Rezyklisierung wenig gesagt werden.

Caveolin-1 kann mit mehreren Molekullen Uber eine Oligomerisationsdomane im N-
terminalen Bereich der Caveoline interagieren, was in der Zellmembran zur
Ausbildung von homo- bzw. hetero-oligomeren Komplexen fuhrt (Sargiacomo et al.,
1995; Volonté et al., 2008). Ein Teil dieses Bereichs wird als Scaffolding-Domane
bezeichnet (Li et al., 1996), Uber die einerseits EGFR (Couet et al., 1997a, b) direkt
mit Caveolinen interagieren.

Andererseits kann EGFR wiederum als wichtiger Bindungspartner mit MUCA1
Komplexe bilden und so dem Abbau des Rezeptors durch Ubiquitinierung
(Schroeder, Thompson et al. 2001) und Erhéhung des TGF-a induzierten Signals
uber den MAP/ERK- Signalweg (Pochampalli, el Bejjani et al. 2007) entgegenwirken.
Die direkte Interaktion zwischen MUC1 und EGFR fuhrt wiederum zur verstarkten
Clathrin- und Dynamin-vermittelten Endozytose von MUC1 (Liu X et. al 2008), wobei
eine  Caveolae-abhangig-vermittelte = Endozytose  aufgrund der  direkten
Wechselwirkung zwischen EGFR und der Scaffolding-Domane des Caveolins
ebenfalls in Betracht gezogen werden konnte.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten konfokalen Ergebnisse finden z. T.
Bestatigung in der Literatur. Wie es bereits zuvor fur MUC1-M transfizierte MCF-7
Zellen gezeigt werden konnte (Staubach et al., 2009), wurde fur alle drei
verwendeten Zelllinien eine Kolokalisation des MUC1 mit Flotillin-positiven Vesikeln
demonstriert.

Flotillin-abhangige Transportwege sind ebenfalls Raft-assoziiert, jedoch von der
Anwesenheit des Caveolin-1 als Scaffolding-Protein unabhangig. Sie sind zudem
unabhangig von Dynamin.

Die Interaktionspartner von MUC1, die erst die funktionelle Relevanz der

Glykanstruktur des MUC1 durch die vielen in der evolutionar hoch konservierten
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zytoplasmatischen Domane lokalisierter Bindungsmotive verdeutlichen, sind beim
intrazellularen Transport von MUC1 sicherlich von zentraler Bedeutung.

Allerdings stellen die Multi-Proteinkomplexe, wie die zur RAS-GTPasen-Superfamilie
gehdorenden Rab-GTPasen, die den vesikularen und endosomalen Transport
regulieren, einen zumindest genauso wichtigen Faktor bei der Rezyklisierung von
MUC1 dar.

In einer Studie (Liu X et. al 2008) wurden lebende Zellen in Echtzeit verwendet, um
intrazellulare Vorgange des MUC1 und die Wechselwirkung zwischen EGFR und
MUC1 naher zu studieren. Dabei konnte mittels FRET-Analyse beobachtet werden,
dass die Interaktion von EGFR mit MUC1 zur verstarkten Endozytose von MUC1
fihrte. Interessanterweise filhrte eine Uberexpression von Rab5 zu einer
verminderten Membranlokalisation von MUC1 und zu einer Akkumulation vom
vesikularen MUC1 im Zellinneren, wahrend sich eine negativ dominante Rab5-
Mutation in einer Anhaufung von MUC1 auf der Zelloberflache visualisieren liel3.

Als Erklarung fur die Erhéhung der MUC1-Menge auf der Zelloberflache kommen
neben verminderter Endozytose auch vermehrtem Transport des MUC1 zuruck auf
die Oberflache in Betracht.

6.4.2 Verwendung spezifischer Endozytoseinhibitoren zur Kldarung

der Re-Internalisierungswege von MUC1-Sonden

Die oben zitierten Ergebnisse gaben Hinweise, dass neben der klassischen Clathrin-
vermittelten Endozytose weitere alternative Routen fur die MUC1-Internalisierung
existieren kdnnen.

Die Rekonstitution vesikularen Transportes in vivo bietet den Vorteil einer
Untersuchung bestimmter, streng definierter Transportschritte unter leicht
reproduzierbaren aulderen Parametern.

Neben der Untersuchung eines bestimmten Transportweges unter Ausschaltung
anderer Transportwege lassen Experimente in der Zellkultur zudem den Einsatz von
spezifischen inhibierenden Substanzen zu, die diese Vorgange spezifisch

manipulieren kdnnen.
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Allerdings muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass hohere Konzentrationen von
Endozytoseinhibitoren aufgrund toxischer Effekte den Anteil toter Zellen wahrend
des Beobachtungszeitraumes sprunghaft ansteigen lassen. Dadurch kann eine
verminderte MUC1-M Endozytose vorgetauscht werden, die nicht auf eine
Aufnahmehemmung, sondern auf zelltoxische Effekte zurickzufihren ist.

Aus diesem Grund wurden fir jeden Inhibitor Konzentrationen bzw.
Inkubationszeiten ausgewahlt, die nach den Angaben der Literatur eine nur geringe
und vernachlassigbare Zelltoxizitat ergeben sollten (s. Tabelle 4).

Unabhangig davon wurde durch mikroskopische Betrachtung die Zellmorphologie
kontrolliert, ob die Zellen noch vital waren.

6.4.2.1 Einfluss hemmender Effekte der spezifischen

Endozytoseinhibitoren auf MUC1-Internalisierung

Um die Existenz alternativer Transportwege im Kontext der MUC1-Endozytose zu
demonstrieren, wurden spezifische Endozytoseinhibitoren eingesetzt, die entweder
die Clathrin-vermittelte Endozytose (hyperosmolare Sucrose-Konzentration), die
Bildung von Caveolaen (PP2) oder die Raft-assoziierten Transportwege blockierten
(Cholesterinentzug durch Methyl-3-Cyclodextrin).

Bis auf MRCD war keiner der genannten Inhibitoren in der Lage, einen kompletten
Ruckgang der MUC1-Internalisierung Uber vesikularen Transport zu bewirken. Der
kombinierte Einsatz von hyperosmolarer Sucrose und PP2 konnte die MUC1-
Endozytose zwar nochmals absenken, doch verblieb noch eine Rest-Endozytose.
Erst die Verwendung von MRCD, das alle Transportwege durch Cholesterin-
Depletion blockiert, bewirkte eine vollstandige Inhibition der MUC1-Internalisierung in
punktférmigen, vesikularen Einschlissen.

Diese Inhibierungsexperimente lassen einen direkten Zusammenhang zwischen
MUC1-M Endozytose und den Caveolae- bzw. Lipid Raft-abhangigen, intrazellularen
Transportmechanismen vermuten, die neben der bereits bekannten Clathrin-

vermittelten Endozytose eine entscheidende Rolle der Rezyklisierung zur
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Plasmamembran aber auch beim Reifungsprozess der MUC1-Glykoformen spielen
konnten.

Diese eher qualitativen Daten zur MUC1-Endozytose sollten durch ein unabhangiges
Verfahren (Westerblotanalyse nach Zelloberflachenmarkierung des MUC1 mit

spaltbarem Biotin) erganzt werden, das zudem semi-quantitative Daten liefert.

6.4.3 MUC1-Endozytose in semi-quantitativer Westernblotanalyse

Das Verfahren beruht auf einer reversiblen Biotinylierung von Oberflachenproteinen
einer Zelle. Endozytiertes Protein und nicht-endozytiertes Protein, das auf der
Zelloberflache verbleibt, konnen dadurch unterschieden werden, dass ein
Reduktionsmittel zum Einsatz kommt, das die Zellmembran nicht passieren kann
und damit nur die Markierung vom nicht-endozytierten Protein entfernen kann.

In diesem direkten Rezyklisierungstest sollte gezeigt werden, dass
plasmamembranstandiges MUC1-M nach Exposition auf der Zelloberflache wieder
durch Endozytose reinternalisiert wird. Das Verfahren lieferte semi-quantitative
Daten, insofern als die mit Anti-MUC1 gefarbten Proteinbanden in ihrer Intensitat mit
der von nicht-variierenden ,House-Keeping“-Proteinen verglichen werden konnten.
Wie erwartet, verursachten die Inhibitoren hyperosmolare Sucrose und PP2 im
Vergleich zur unbehandelten Zellprobe eine Abnahme der Internalisierung der
MUC1-M-Sonde im Westernblot.

Interessanterweise wurde aber dabei beobachtet, dass das fur Glykoproteine
charakteristische Uber weite Mr-Bereiche verteilte Farbemuster (smear) durch zwei
scharfe Banden im Immunoblot ersetzt wurde, die allerdings isografisch mit dem
MUC1-M Fusionsprotein auftraten.

Der Inhibitor Methyl-3-Cyclodextrin, der alle cholestrinabhangigen Endozytosewege
blockiert, fihrte in den MUC1-M exprimierenden MCF-7 Zellen zu einer starken
Reduktion der Re-Internalisierung, so dass kein Westernblot-Signal detektierbar war.
Die Entfernung von Cholesterin durch Methyl-R-Cyclodextrin ist im Vergleich zu den
Wirkungen von Sucrose und PP2 effektiver, jedoch wird dadurch die Spezifitat der

Wirkung von Methyl-B-Cyclodextrin beeintrachtigt (Simons & Toomre, 2000), da nicht
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nur der Caveolin-abhangige Weg, sondern auch die bereits beschriebenen Clathrin-
und Lipid Raft-abhangige Endozytose von MUC1 (Liu X et. al 2008) inhibiert werden.
Eine ahnlich starke Abnahme der MUC1-M-Internalisierung ergab sich bei
Doppelinhibition der MCF-7 Zellprobe mit hyperosmolarer Sucrose und PP2, die
wahrscheinlich auf beidseitige Inhibition von Clathrin- und Caveolae-vermittelter
Endozytose zurtckzufihren war, wobei es aufgrund des beobachteten Restsignals
im Westernblot zu keinem kompletten Ruckgang der Endozytose kam.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass neben der Clathrin- bzw. Caveolin-
abhangigen Internalisierung zusatzliche Endozytosewege wie Lipid-Raft-
unabhangige oder Galektin-3-abhangige Internalisierung existieren, die nicht durch
gleichzeitigen Einsatz von Sucrose und PP2 inhibiert werden und so den
Internalisierungsprozess durch Bindung an die zu sortierenden Glykoproteine

(Schneider et. al 2010) aufrecht erhalten kdnnen.

6.5 Wiedereintritt rezyklisierender MUC1-M-Sonde innerhalb des

sekretorischen Transportweges

Fir membranstandige Glykoproteine sind unterschiedliche Parameter von enormer
Wichtigkeit, deren konkrete Einflisse auf die Synthese der O-Glykane im Einzelnen
noch nicht bekannt sind. Dazu gehdren mogliche Interaktionen mit ebenfalls
membranintegrierten Chaperonen im Golgi und die fur einige plasmamembranare
Glykoproteine beschriebene Rezyklisierung durch das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN).
Auch fur das MUC1 wurden schon sehr fruh Rezyklisierung und damit
zusammenhangende weitere Resialinierung beschrieben (Litvinov et al. 1993) und
doch ist noch immer unklar, ob diese Rezyklisierung nur Uber das TGN oder auch
Uber frGhere Kompartimente des sekretorischen Transportweges (cis/trans-Golgi)
erfolgt, wie es bereits fur die Dipeptidyl-Peptidase IV (Naim et a. 1999) beschrieben
wurde.

Um nun der Frage nachzugehen, ob O-glykosyliete MUC1-Glykoformen nach

Plasmamembran-Exposition endozytiert werden und im ER nachweisbar sind, wurde
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eine fluoreszenzmikroskopische Kolokalisationsstudie mit MUC1-M transfizierten
HEK-293, MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen nach Behandlung mit dem Anti-MUC1
Antikdrper Ma695, der nur reife und sialinierte Glykoformen des MUC1 erkennt, und
Anti-Protein-Disulfid-Isomerase (PDI-Antikérper) durchgefuhrt.

Die Ergebnisse legen nahe, dass nach Plasmamembran-Exposition sialinierter
Glykoformen des MUC1 diese endozytiert und Uber das ER rezyklisieren. Damit
wurde der gesamte sekretorische Transportweg erneut durchlaufen und die
Moglichkeit weitergehender Glykanprozessierung geboten. Wahrend fir N-Glykane
die Orte und Enzymsysteme bekannt sind, die das Trimming der mannosereichen
Glykane und nachfolgende Synthese komplexer N-Glykane katalysieren, ist Uber
eine Prozessierung von O-Glykanen, wie sie die Ergebnisse der vorliegenden Studie
nahelegen, nicht bekannt. Unerwartet ist dabei auch, dass zunachst komplexere
Strukturen vom Core-Typ 2 aufgebaut werden, um in der Folge nach Trimming der
Lactosamin-Einheit und Sialinierung als einfachere Core 1-Glykane auf der
Zelloberflache ausgestellt zu werden (Litvinov et al., 1993). Weitere experimentelle
Arbeiten, u.a. durch Einsatz von N-Acetylglucosaminidase-Inhibitoren, konnten
Aufschluss daruber geben, ob es tatsachlich zu einer Prozessierung von O-
Glykanen im Zuge der Rezyklisierung des MUC1 kommt. Alternative Erklarungen fur
das Auftreten differentieller O-Glykosylierung von membranstandigen und
sezernierten Glykoformen des MUC1 konnten allerdings auch in unabhangigen
sekretorischen Transportwegen und entsprechend unterschiedlichen

Enzymausstattungen der betreffenden Golgi-Kompartimente gefunden werden.

6.6 Transportwege des MUC1

Im Rahmen dieser Arbeit machten die Ergebnisse aus kofokalen
Kolokalisationsstudien deutlich, dass fur die Internalisierung von MUC1-M
Konstrukten neben der klassischen Clathrin-vermittelten Endozytose weitere
alternative Routen u.a. mittels caveolarer Strukturen in Frage kamen.

Dabei stellt sich allerdings die Frage, ob das endogene, im Vergleich zu den

rekombinanten Sonden deutlich groRere MUC1, das durch den hohen Anteil an
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helixbrechendem Prolin, der Vielzahl komplexer Kohlenhydratseitenketten und der
durch Deprotonierung geladen vorliegenden Sialinsduren eine entsprechend
gestreckte, vergleichsweise ,steife“ Konformation mit einer Lange von ca. 200-500
nm einnimmt, in den vergleichsweise kleinen Nanovesikeln transportiert werden
kann.

Clathrin-Vesikel weisen einen Durchmesser von ca. 100 nm auf, wahrend Caveolae
als sehr kleine Ausbuchtungen der Plasmamembran sogar nur eine Grolze von 50-
80 nm besitzen.

Versuche mit B16-F10 Zellen konnten aber zeigen, dass Partikel, die grof3er als 300
nm sind, Uber diesen caveolaren Transportmechanismus internalisiert werden
konnen (Rejman et al., 2005).

Es gibt auch publizierte Daten fur Lipokomplexe, die zwischen 180 und 480 nm grof}
sind und von verschiedenen Zelltypen ausschliel3lich Uber Clathrin-vermittelte

Endozytose aufgenommen wurden (Bragonzi et al. 1999, Rejman et al. 2005).

6.7 Ausblick auf Rezyklisierungsstudien durch Radio-

Pulsmarkierung und Immunprazipitation

Will man den Weg eines Proteins durch die Zelle, seine Rezyklisierung in der Zelle
oder die damit einhergehende Prozessierung zeitlich aufgeldst analysieren, kann
dies durch Radiopuls-Doppelmarkierung mittels 32-S-Met/3H-GIcNAc geschehen.
Diese Doppelmarkierungsexperimente mit Hilfe von 32S-Met/Cys und 3H-GIcNAc
konnen zur Bestimmung der Halbwertszeiten des MUC1-Proteins und GIcNAc-
haltiger Core 2-Glykane beitragen.

Dabei erfahren die mit MUC1-M Sonden transfizierten Zellen kurzfristig die
radioaktive Markierung mit 32S-Met/Cys und 3H-GIcNAc (pulse), um anschliel3end
langerfristig mit den ,kalten“ Aminosauren inkubiert zu werden (chase).

Im Allgemeinen durchlauft in solchen ,Pulse-Chase“-Experimenten ein in der ,Pulse-
Zeit" synthetisiertes MUC1 wahrend der nachfolgenden ,Chase-Zeit® die

verschiedenen Kompartimente vom rauen ER bis zu Sekretvesikeln.



Diskussion

Um nun die Rezyklisierung und Prozessierung von MUC1 zu untersuchen, kdnnen
anschlielend die oberflachlich zuganglichen Proteine mit einem spaltbaren,
wasserloslichen  Biotinylierungsreagenz  markiert und zu unterschiedlichen
Halbwertzeiten Proben entnommen werden, die entweder durch Zellfraktionierung
und Radioaktivitatsmessung oder mittels Autoradiographie naher untersucht werden
kdnnen.

Die Halbwertzeiten des GIcNAc-Labels gegenuber dem Protein-Label zeigen an, ob
es wahrend der Rezyklisierung zu einer Prozessierung der Core 2-Strukturen zu

Core 1-Strkturen ohne GIcNAc kommt.
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Abstract

The apical transmembrane glycoprotein MUC1 is Endozytosed to follow Golgi-
mediated recycling or MVB-mediated exosomal export. The observed differential O-
glycosylation of secreted and membrane MUC1 isoforms may be dependent on
functional recycling to the plasma membrane. To address this question we used
recombinant epitope-tagged MUC1 (MUC1-M) and mutant forms with abrogated
Clathrin-mediated endozytosis (MUC1-M-Y20+60/N) or blocked recycling
(palmitoylation-defective MUC1-M-CQC/AQA). We show that the CQC/AQA mutant
accumulates in endosomal compartments and is shed at strongly reduced levels
from the plasma membrane. Intriguingly, O-glycosylation of the shed MUC1
ectodomain subunit changes from preponderant sialylated core 1 (MUC1-M) to core
2 glycans on the non-recycling CQC/AQA mutant. The O-glycoprofile of the non-
recycling CQC/AQA mutant resembles the core 2 glycoprofile on a secretory MUC1
probe that transits the Golgi complex only once. Exosomal targeting on the other
hand, is associated with a high-mannose-type glycoform of the small transmembrane
MUC1-M subunit compared to a pattern of complex-type N-glycans on plasma
membranous glycoforms. Accordingly, a blocked processing of high-mannose type
N-glycans by inhibiting Glukosidases | and Il with deoxynojirimycin resulted in
significantly decreased cell surface levels of MUC1-M. While modulated O-
glycosylation may result from functional membrane recycling, differential N-
glycosylation on the small subunit appears to control the trafficking routes of MUC1
by sorting of immature glycoforms either for recycling and continued processing or

for exosomal export.
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