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1 Einleitung

1.1 Brustkrebs

Brustkrebs ist weltweit die hdufigste maligne Erkrankung der Frau und ebenso die
hiufigste Krebstodesursache bei Frauen. Bei ungefahr jedem vierten neu diagnostizierten
Krebs bei Frauen handelt es sich um Brustkrebs (Bray et al., 2018; Jemal et al., 2011).
Aufklarung der molekularen Mechanismen, wie die Tumorpathogenese, Metastasierung
und Therapieresistenzen, ist essenziell, um Brustkrebs besser verstehen und erkennen zu
konnen und so auch bessere (Friih-) Diagnostik und Therapien anzubieten.

Die von Tumorzellen ausgeschiitteten Vesikel bieten vielfdltige Moglichkeiten in der
Diagnostik von etwaigen Krankheitsstadien und Medikamentenresistenzen, da sie
beispielsweise in einer sogenannten Fliissigbiopsie (liguid biopsy) aus Blutproben des
Patienten gewonnen werden kénnen und ithre Zusammensetzung sehr individuell mit dem
jeweiligen Tumor und dessen aktueller Stoffwechsellage und Stadium zusammenhéngt.
Diese neue Form der Diagnostik kann beispielsweise im Serum des Patienten
zirkulierende DNA des Tumors, miRNA und auch die bereits erwdhnten extrazelluldren
Vesikel erfassen (Hannafon et al., 2016; Ubersichten in Dominguez-Vigil et al., 2018;
Piombino et al., 2021).

Tumorzellen schiitten héhere Mengen solcher Vesikel (u.a. Exosomen) aus als gesunde
Zellen, und diese Exosomen besitzen eine spezielle Zusammensetzung verschiedener
Bestandteile, wiec miRNA (Gonzalez-Villasana et al., 2019; Hannafon et al., 2016). Es ist
also moglich, durch diese Exosomen an detaillierte Informationen des Tumors und seines
Stoffwechselzustandes zu gelangen. Auch Aussagen iiber das Ansprechen einer Therapie
sind ein Bestreben der aktuellen Forschung, da extrazelluldre Vesikel in Zusammenhang
mit Entwicklung von Resistenzen gegen Therapien gebracht werden konnten (Lv et al.,

2014; Safaei et al., 2005).



1.2 Exosomen

Extrazellulire Vesikel konnen in zwei gro3e Gruppen unterteilt werden: die Ektosomen
und die Exosomen. Wéhrend Ektosomen durch Abschniirung aus der Plasmamembran
nach extrazellulir entstehen, sind Exosomen endosomalen Ursprungs (Ubersicht in
Kalluri & LeBleu, 2020).

Bereits im Jahr 1985 wurden von Pan et al. transferrinhaltige Vesikel entdeckt, die liber
Endozytose eines Transferrin-Rezeptors aufgenommen und anschlieend aufbereitet und
erneut ausgeschiittet werden. 1987 wurden diese Vesikel das erste Mal als Exosomen
bezeichnet, als Johnstone et al. entdeckten, dass der Transferrin-Rezeptor durch
Freisetzung dieser intraluminalen Vesikel aus der Zelle geschleust wurde. Dies stellte
einen alternativen Weg zur Entsorgung von zellulirem Abfall zum sonstigen Abbau in
Lysosomen dar. Aullerdem wurde erkannt, dass Exosomen mittels Ultrazentrifugation bei
100 000 x g isoliert werden konnen und ca. 30-100 nm grof3 sind (Johnstone et al., 1987;
Pan et al., 1985).

Exosomen konnten bisher unter anderem in Blutplasma, Liquor, Pleuraerguss, Urin,
Synovialfliissigkeit, humaner Muttermilch, Fliissigkeit des bronchoalveoldren Systems
und in Speichel nachgewiesen werden und sind an zahlreichen physiologischen und
pathologischen Abldufen beteiligt (Admyre et al., 2007; Bard et al., 2004; Caby et al.,
2005; Michael et al., 2010; Pisitkun et al., 2004.; Prado et al., 2008; Skriner et al., 2006;
Street et al., 2012).

Verschiedene Stimuli beeinflussen die Ausschiittung von Exosomen. Falgui¢ et al.
zeigten, dass der Prozess der endosomalen Einwirtsknospung von ALIX
(Apoptosislinked Gene 2 Interacting Protein X), Tsgl01 (Tumor susceptibility gene 101)
und auch von dem pH-Wert und der Temperatur abhingig ist (Falgui¢ et al., 2008).
Hypoxische Umgebung, die hdufig in der Tumorumgebung herrscht, ist ein Stimulus, der
zu erhohter Ausschiittung von Exosomen fiihrt, wie King et al. in verschiedenen
Brustkrebslinien zeigen konnten (King et al., 2012). Nicht nur die Menge der Exosomen
verdndert sich unter hypoxischen Bedingungen, auch die Zusammensetzung wird
modifiziert und macht es so moglich, die Antwort der Empféangerzelle auf die Hypoxie zu

beeinflussen (Eldh et al., 2010).



1.2.1 Entstehung von Exosomen

Eine Zelle verfugt iiber verschiedene Mechanismen der Endozytose. Sie kann
Clathrinabhéngig und -unabhédngig geschehen, wobei die Clathrin-unabhingige
Endozytose weiter in Dynamin-abhéngigen und —unabhéngigen Wegen unterteilt werden
kann (Ubersicht in Meister & Tikkanen, 2014).

Die dadurch entstandenen frithen Endosomen durchlaufen einen Prozess der Reifung und
werden zu spaten Endosomen (Stoorvogel et al., 1991). AnschlieBend kommt es in diesen
spiaten Endosomen zu einer erneuten Einstiilpung der umgebenden Doppellipidschicht
nach innen. So entstehen die sog. intraluminalen Vesikel (ILV), und dieses Kompartiment

wird als multivesikuldrer Korper (MVK) bezeichnet (sieche Abb. 1).
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Abbildung 1: Entstehung von Exosomen. Exosomen entstehen aus endosomalen Vesikeln. Durch
Knospung der duBleren Membran von spaten Endosomen kommt es zur Bildung multivesikuldrer Korper,
die wiederrum mit der Plasmamembran verschmelzen kénnen und so die Vesikel als Exosomen nach
extrazelluldr freisetzen. Die Exosomen enthalten daher Proteine, RNA und DNA der Ursprungszelle. Ein
alternativer Weg zur extrazelluldren Abgabe ist der Abbau im lysosomalen System. Modifiziert nach

Gurunathan et al., 2019.

Der endosomal sorting complex required for transport (ESCRT) bezeichnet eine Gruppe
von vier (ESCRT 0-IIT) Proteinkomplexen, die sich in der Membran der MVK befinden
und den Inhalt der ILV koordinieren. Sie sind ebenfalls an der Knospung und
Abschniirung der Plasmamembran wihrend der Exosomenentstehung beteiligt (Colombo
et al., 2013; Ubersichten in Urbanelli et al., 2013; Wollert & Hurley, 2010). Beginnend

mit ESCRT-0 werden ubiquitinierte Proteine erkannt und anschlieBend mit Hilfe der



weiteren ESCRTs in ILV verpackt, die abgeschniirt werden. Die Interaktion von ESCRTO
und ESCRT-I wird zum Teil durch Flotillin-1 vermittelt (Meister et al., 2017). Die Bildung
des MVK kann auch unabhingig von ESCRT geschehen, wobei nach Depletion aller
ESCRTs der EGF-Rezeptor (epidermal growth factor-Rezeptor) nicht mehr in
intraluminalen Vesikeln, aber weiterhin in MVK nachweisbar war (Stuffers et al., 2009).
Eine weitere Moglichkeit der Entstehung von MVK ist ein Zusammenspiel von
Syndecan-1 und Syntenin-1. Syntenin-1 bindet an die zytosolische Komponente von
Syndecan-1 und fiihrt so zur Bindung von ALIX und ESCRT-I-1II, welche zur
Einwirtsknospung der Membran fiihren. Dieser Entstehungsweg erklart, weshalb sich
Syntenin-1 und Syndecan-1 in bestimmten Exosomen nachweisen lassen (Baietti et al.,
2012). Der zuletzt beschriecbene Weg wird auf zytosolischer Seite von dem
ADPRibosylierungsfaktor 6 (Adenosindiphosphat-Ribosylierungsfaktor 6, einer
GTPase) und der Phospholipase-D2 reguliert (Ghossoub et al., 2014). Auch Heparinase
ist Teil des Regulationsprozesses, jedoch auf der luminalen Seite, indem sie die
Heparansulfatketten des Syndecans schneidet und somit einen positiven Effekt auf die
Exosomenentstehung hat. Heparinase fordert nicht nur die Exosomensekretion, sondern
filhrt ebenfalls zu einer hoheren Syndecan-1- und VEGF-Konzentration (vascular
endothelial growth factor) in den ausgeschiitteten Vesikeln (Roucourt et al., 2015;
Thompson et al., 2013). Ein weiterer Bestandteil des Prozesses der Exosomenentstehung
und -sortierung sind Ceramide und [ipid rafts, wobei die Entstehung {ber die
Sphingolipide unabhingig von ESCRT stattfindet (de Gassart et al., 2003; Trajkovic et
al., 2008). Auch Wei et al. beschrieben eine ESCRT-unabhéngige Entstehung von
Exosomen. Das durch Phosphorylierung aktivierte Rab31-Protein fiihrte mithilfe von
Flotillin zur Bildung von EGFR-positiven ILV und somit MVK, unabhéngig von ESCRT.
AulBlerdem konnte eine Ko-Lokalisation von EGFR und Rab31 in den MVK gezeigt
werden (Wei et al., 2021).

Desweiteren ist die Tyrosinkinase Src an der Regulation beteiligt. Imjeti et al. zeigten,
dass sie die endosomale Reifung stimuliert, indem sie Tyrosinreste von Syntenin und
Syndecan phosphoryliert (Imjeti et al., 2017). Ein weiteres positiv regulatorisches Protein
der Exosomengenese in Brustkrebszellen ist Leptin, welches zu den Adipokinen gehort
und bei Adipositas hohere Konzentrationen aufweist und mit Brustkrebs assoziiert ist.
Uber die Interaktion mit Tsg 101 und Hsp90 (Heat shock protein 90) erhoht es die
Ausschiittung von Exosomen und fordert so das Voranschreiten von Tumoren (Giordano

etal., 2019).



Fusioniert der MVK schlieflich mit der Plasmamembran werden die enthaltenen ILV
nach extrazelluldr freigesetzt und als Exosomen bezeichnet (Raposo et al., 1996). Dieser
Schritt ist abhéngig von Rab-Proteinen, wie Rabl1, Calcium und SNARE-Proteinen
(Soluble NSF-Attachment Receptor) (Fader et al., 2009; Savina et al., 2005). Alternativ
kann der Inhalt der MVK auch lysosomal abgebaut werden (siche Abb. 1). Ob die
intraluminalen Vesikel ausgeschiittet oder abgebaut werden, héngt von verschiedenen
regulatorischen Prozessen, wie Rab7 ab (Vanlandingham & Ceresa, 2009). In die
Zielzelle werden Exosomen teilweise mittels Phagozytose aufgenommen, die von

Dynamin und PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat) abhingig ist (Feng et al.,
2010). Viele Details der Aufnahme und Wirkung von Exosomen bleiben jedoch weiterhin

unklar.

1.2.2 Exosomale Funktionen und Inhalte

Exosomen setzen sich aus verschiedenen Inhalten der Ursprungszelle zusammen. Bereits
1996 entdeckten Raposo und die Arbeitsgruppe, dass T-Zellen antigenspezifisch auf
Exosomen aus B-Lymphozyten reagieren konnen, und Exosomen somit an der
Antigenprisentation beteiligt zu sein scheinen (Raposo et al., 1996). Aufgrund ihrer
Entstehung durch Reifung von Endosomen und erneute Invagination der umgebenden
Membran besitzen sie eine Membran, die in ihrer Orientierung der Zellmembran
entspricht (siche Abb. 2). Auffillig ist die Anreicherung von Sphingomyelin in der
exosomalen Membran, verglichen mit der Membran der Ursprungszelle (Laulagnier et
al., 2004). Exosomen enthalten angereicherte Proteine, sogenannte Marker-Proteine, wie
CD63, CD9, ALIX, Tsg 101, Syntenin-1 und auch Flotillin-1 (siche Abb. 2) (Baietti et al.,
2012; de Gassart et al., 2003; Keerthikumar et al., 2015).

Ein breites Feld der Funktionen von Exosomen ist die interzellulire Kommunikation.
Durch enthaltene mRNA und miRNA, die am Zielort ihre Funktion beibehilt,
beeinflussen Exosomen das Syntheseverhalten ihrer Zielzelle (Valadi et al., 2007). In
humaner Muttermilch besitzen Exosomen eine immunregulatorische Funktion (Admyre

et al., 2007).
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung eines Exosoms mit enthaltenen Bestandteilen. Dargestellt ist
ein Exosom mit der abgrenzenden Membran. Enthalten sind DNA, RNA und verschiedene Proteine der
Ursprungszelle. Besonders wichtig fiir diese Arbeit ist das Vorkommen von Syndecan in der Membran,
welches an die PDZ-Doméne von Syntenin-1 bindet. Syntenin-1 wiederrum bindet an ALIX und bildet so
einen trimeren Komplex. Auch Flotillin-1 und Tetraspanine kommen in Exosomen vor und sind als

Markerproteine fiir Exosomen bekannt. Modifiziert nach Gurunathan et al., 2019.

1.2.2.1 Exosomen in der Tumorpathogenese

Exosomen spielen ebenfalls eine Rolle bei der Metastasierung von Tumoren. So konnten
Hood et al. zeigen, dass die von Melanomzellen ausgeschiitteten Exosomen den
SentinelLymphknoten fiir die Metastasierung des Tumors vorbereiten (Hood et al., 2011).
Auch die Tatsache, dass von Tumorzellen ausgeschiittete Exosomen Apoptose-
Inhibitoren enthalten, trdgt wahrscheinlich zum Schutz der Tumorzellen bei (Valenzuela
et al., 2015; L. Yang et al., 2013). Die Weitergabe von Resistenzen gegen
Chemotherapeutika wie Docetaxel und der Abbau von Chemotherapeutika bei
Resistenzen, wie Cisplatin, geschieht ebenfalls aufgrund von Exosomen (Lv et al., 2014;
Safaei et al., 2005). Auch proangiogenetisch wirkende Inhalte wie MTA1 (metastasis-
associated protein 1), ATF2 (activating transcription factor 2) und Serin-Threonin-
Kinasen wurden in Exosomen gefunden und kénnen so das Einsprossen neuer Geféle
fordern (Yi et al., 2015). Der Transport der miRNA scheint ein wichtiger Bestandteil der
Kommunikation von Tumorzellen mit ihrer Umgebung, insbesondere den TAMs (tumor
associated macrophages), zu sein und hilft so das Wachstum und die Metastasierung zu

vereinfachen (Ubersicht in Yang et al., 2011). Ebenfalls die miRNA betreffend, zeigten



Hannafon et al., dass die Exosomen von Brustkrebszellen erh6hte Anteile von miRNA -
21 und miRNA-1246 enthiclten, und diese miRNAs erhoht im Plasma der Patienten
nachweisbar waren, was die mogliche Bedeutung von Exosomen in der Diagnostik von
Brustkrebs unterstreicht (Hannafon et al., 2016). Auch Shimomura et al. schlugen
verschiedene miRNAs als Biomarker fiir die Diagnostik bei Brustkrebs vor, darunter
miRNA-1246 (Shimomura et al., 2016). Auch in Studien zu Ovarialtumoren wurde
miRNA in

Exosomen gefunden und als diagnostischer Marker vorgeschlagen (Taylor &

GercelTaylor, 2008).

1.3 Flotilline

Im Jahr 1997 wurden in zwei voneinander unabhéngigen Arbeitsgruppen die sogenannten
Flotilline entdeckt. Schulte et. al entdeckten die an der Zellmembran vorkommenden
Flotilline bei ihrer Forschung zur neuronalen Regeneration bei Goldfischen und gaben
den Proteinen den Namen ,,Reggie* (Schulte et al., 1997). Zeitgleich entdeckten Bickel
et. al diese Proteine in membrane rafts und nannten sie ,,Flotilline*. Diese Namensgebung
ist heutzutage der offizielle Standard geworden, wobei Flotillin-1 Reggie-2 entspricht und
Flotillin-2 Reggie-1. Flotilline kommen ubiquitir in Séugetierzellen, Bakterien, Pilzen
(auBer Saccharomyces cerevisiae) und Pflanzen vor und sind mit den /lipid rafis der
Zellmembran assoziiert. Es wird funktionell zwischen Flotillin-1 und -2 unterschieden,
wobei sie eine 50%ige Ubereinstimmung der mRNA und eine 44%ige Ubereinstimmung
der Proteinsequenz zeigen. Beide Proteine sind ungefdahr 47 kDa schwer (Bickel et al.,
1997; Edgar & Polak, 2001; Schulte et al., 1997; Ubersicht in Banning et al., 2014).
Strukturell setzen die Flotilline sich aus einem N- und einem C-terminalen Bereich
zusammen, wobei der C-terminale Bereich mit seinen Alanin- und Glutamat
Wiederholungen (Flotillin-Doméne) der Oligomerisierung dient, und der N-terminale
Bereich auch SPFH-Doméine (Somatin/Prohibitin/Flotillin/HfIK/C) genannt wird. Diese
SPFH-Domaéne kommt in den verschiedenen Proteinen der SPFH-Proteinfamilie vor, aber
ihre Funktion ist bisher weitgehend unbekannt. Ein Merkmal der SPFHProteinfamilie ist
die Bildung von Homo- und Hetero-Oligomeren, welche auch bei

Flotillinen zu finden ist. So stabilisieren Flotilline sich gegenseitig, wobei hierzu auch die

Flotillin-Domine bendtigt wird. Der N-terminale Bereich der Proteine ist fiir



Interaktionen mit der Zellmembran relevant, welche durch Fettsduremodifikationen und
hydrophobe Aminoséurereste vermittelt werden (Solis et al., 2007; Ubersicht in Morrow
& Parton, 2005).

Die Proteine beeinflussen sich gegenseitig, sodass ein mit siRNA durchgefiihrter
Knockdown von Flotillin-2 auch geringere Expression von Flotillin-1 nach sich zieht.
Jedoch scheint Flotillin-1 starker abhidngig von der Flotillin-2 Expression zu sein, da der
Effekt andersherum geringer ausgeprigt ist (Neumann-Giesen et al., 2004; Solis et al.,
2007).

Auf zelluldrer Ebene sind Flotilline iiberwiegend an der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran nachweisbar, wo sie mit Cholesterol- und Sphingolipid-reichen
Mikrodoménen in Verbindung gebracht werden (Bickel et al., 1997; Neumann-Giesen et
al., 2004). Desweiteren sind sie beispielsweise in Endosomen, Exosomen und perinukledr
im Golgi-Apparat nachweisbar (de Gassart et al.,, 2003; Gkantiragas et al., 2001;
Ubersicht in Meister & Tikkanen, 2014). Insbesondere nach Stimulation der Zellen mit
epidermal-growth-factor (EGF) konnten beide Flotilline verstirkt intrazelluldr

nachgewiesen werden (Neumann-Giesen et al., 2004).

1.3.1 Funktionen der Flotilline

Flotilline spielen unter anderem eine Rolle bei Axonregeneration, Phagozytose,
Insulinsignalwegen und Regulation von Zell-Zell-Kontakten (Baumann et al., 2000;
Dermine et al., 2001; Kurrle et al., 2013; Schulte et al., 1997; Vollner et al., 2016).
Desweiteren konnte bereits 2010 ein Mitwirken der Flotilline am intrazelluldren Transport
von Choleratoxin nachgewiesen werden, worauthin eine Teilnahme der Flotilline am
intrazelluldren endosomalen Transport angenommen werden kann (Saslowsky et al.,
2010). Flotilline werden nach EGFR-Stimulation per Endozytose aufgenommen und sind
selbst an der Aktivierung beziehungsweise Phosphorylierung des EGF-Rezeptors
beteiligt, denn Amaddii et al. konnten zeigen, dass in Flotillin-1 Knockdown-Zellen der
EGF-Rezeptor nach Stimulation geringer und langsamer autophosphoryliert wurde.
Somit scheint Flotillin-1 ein Faktor bei der Aktivierung von dem MAPK-Signalweg
(mitogen-activated protein Kinase) zu sein (Amaddii et al., 2012; Neumann-Giesen et al.,
2004). Uber die Interaktion mit dem Fibroblast growth factor receptor substrate 2 (FRS2)
ist Flotillin-1 ebenfalls an der Regulation unterschiedlicher Rezeptor-Tyrosin-Signalwege
beteiligt (Tomasovic et al., 2012). Wei et al. zeigten, dass

Flotilline auch in der Exosomenentstehung einen entscheidenden Einfluss auf einen



ESCRT-unabhéngigen Weg liber Rab31 haben, denn nach Flotillin-1-Knockdown wurden
weniger Exosomen nachgewiesen. Auflerdem zeigten sie, dass die SPFHDomine des

Flotillins mit Rab31 interagiert (Wei et al., 2021).

1.3.1.1 Flotilline in der Tumorpathogenese

Besonders interessant fiir diese Arbeit ist der Einfluss von Flotillinen auf das Wachstum
und die Ausbreitung von Tumorzellen. Wie bereits erkldrt, spielen Exosomen eine
wichtige Rolle bei der Tumorgenese, und Flotilline, vor allem Flotillin-1, sind unter
anderem in Exosomen nachweisbar. Auch Flotilline selbst wurden mehrfach in
Zusammenhang mit klinischen Stadien verschiedener Tumore gebracht.

Liu et al. konnten anhand von Gewebeproben nachweisen, dass bei einem
Zervixkarzinom hohere Konzentrationen von Flotillin-2 vorliegen, und eine positive
Korrelation der Flotillin-2-Expression und des Tumorstadiums sowie des
Lymphknotenstatus besteht (Liu et al., 2015). Beim hepatozelluldren Karzinom wurden
positive Zusammenhinge zwischen der Expression von Flotillin-1 und dem klinischen
Stadium der Patienten bestdtigt (Zhang et al., 2013).

Lin et al. zeigten mittels immunhistochemischer Untersuchungen, dass in
BrustkrebsGewebeproben hohere Konzentrationen von Flotillin-1 vorlagen, und die
Hohe der Expression negativ mit dem klinischen Stadium und der Uberlebensrate der
Patienten korrelierte. Es bestand ebenfalls ein positiver Zusammenhang zwischen der
Flotillin-1Expression und der Ki67-Expression (ein Marker fiir die proliferative
Aktivitdt), sodass davon ausgegangen werden kann, dass Flotillin-1 vor allem in schnell
wachsenden Tumoren in hoherer Konzentration vorliegt. Ein Knockdown von Flotillin-1
fiihrte sowohl in vitro als auch in Mausmodellen zu langsamerem Wachstum der MCF7-
Zellen. (Lin et al., 2011). Ebenfalls in MCF7-Zellen konnten nach Knockdown von
Flotillin-1 erhohte Spiegel von EGFR nachgewiesen werden, welche mit einer erhéhten
Aktivierung des MAPK-Signalweges einherging (Kurrle et al., 2013). In derselben Studie
wurde herausgefunden, dass die erhohte EGFR-Expression abhéngig von der Aktivitét
der Phosphatidylinositol-3-Kinase ist. Dieses Enzym weist hédufig Mutationen in
Tumoren auf (Kurrle et al., 2013). Ein weiterer wichtiger Aspekt scheint die Interaktion
von der miRNA-124 und Flotillin-1 zu sein. MiRNA-124 ist eine microRNA, welche die
Ausbreitung und Metastasierung von Brustkrebs zu hemmen scheint und so als mdglicher
Tumorsuppressor fungiert (Han et al., 2013). Einhergehend mit diesen Ergebnissen

zeigten Li et al. ebenfalls, dass miRNA-124 in 7 verschiedenen Brustkrebszelllinien



(eingeschlossen MCF7) geringer exprimiert wurde als in vergleichbarem gesundem
Gewebe. Auch in histologischen Proben von Brustkrebspatienten konnte eine reduzierte
Expression nachgewiesen werden, welche insbesondere in Patienten mit bereits
bestehenden Lymphknotenmetastasen noch deutlicher erniedrigt war. Belegt werden
konnte dies auch durch den Nachweis von geringerem Wachstum der Brustkrebszellen,
die eine ektope Produktion von miRNA-124 aufwiesen. Aulerdem wurde eine negative
Korrelation von miRNA-124 und der Flotillin-1-Expression gezeigt, da miRNA-124 die
Flotillin-1-Expression hemmt. Dies erklért den inversen Zusammenhang von miRNA124

und Flotillin-1 in Brustkrebszellen (Li et al., 2013).

1.4 Syntenin-1

Syntenin-1 ist ein zur PDZ-Proteinfamilie (postsynaptic density protein, disc-large,
zonulin-1) gehorendes Protein, welches 1997 erstmals als intrazelluldrer
Interaktionspartner von Syndecanen identifiziert wurde (Grootjans et al., 1997).
Syntenin-1 wurde auch als melanoma differentiation-associated gene 9 (MDA-9) in
Melanomzellen nach Behandlung mit Interferon-J entdeckt (Lin et al., 1998).

Strukturell gesehen besteht Syntenin-1 aus einer N-terminalen Doméne, zwei
PDZDominen und einer C-terminalen Doméne, wobei beide PDZ-Doménen fiir die
Interaktion mit Syndecanen bendtigt werden (Grootjans et al., 1997, 2000). Die
Nterminale Domine beinhaltet einen autoinhibitorischen Teil, der tiber Phosphorylierung
die Bindung von Syntenin an die Plasmamembran schwécht, wéhrend die C-terminale
Domine ebenfalls an der Regulation der Bindung von Syntenin-1 an der Plasmamembran
beteiligt ist (Wawrzyniak et al., 2012). Die Bindung von Syntenin-1 an die
Plasmamembran wird auch durch die Bindung von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PTP2) kontrolliert (Zimmermann et al., 2002). Syntenin-1 kann bereits in frithen Stadien
der embryonalen Entwicklung von Haut, Haarfollikeln, Herz, Lunge, Leber und des
Riickenmarks im Mausmodell nachgewiesen werden (Jeon et al., 2013). Intrazellulér
befindet sich Syntenin-1 vor allem an der Plasmamembran, in Vesikeln und im
Zytoplasma (Grootjans et al., 1997).

Syntenin-2 wurde 2001 gefunden und gehort ebenfalls zur Familie der PDZ-Proteine.
Syntenin-1 und -2 bilden miteinander sowohl Homo- als auch Heterodimere (Koroll et

al., 2001).
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1.4.1 Funktionen von Syntenin-1

Aufgrund der PDZ-Doméne interagiert Syntenin-1 mit zahlreichen Partnern und ist an
verschiedenen Prozessen der Zelle beteiligt. Die PDZ-Doménen von Syntenin-1
interagieren unter anderem direkt mit CD63, einem Tetraspanin, dass auch als exosomaler
Marker bekannt ist. Die endozytotische Aufnahme von CD63 wird ebenfalls von
Syntenin-1 reguliert (Latysheva et al., 2006). Ein weiterer Interaktionspartner von
Syntenin-1 ist ALIX, wobei ALIX mit der N-terminalen Doméne interagiert. Syntenin,
ALIX und Syndecan bilden einen trimeren Komplex, der fiir die Exosomenentstehung
aus den MVK entscheidend ist. Interessanterweise fiihrte ein Knockdown von Synteninl
zu einer geringeren Menge ausgeschiitteter Exosomen, beeinflusste jedoch nicht den
Inhalt der Exosomen (Baietti et al., 2012). Wie bereits unter 1.2.1 erwéhnt, wird
Synteninl durch die Tyrosinkinase Src phosphoryliert und so die Exosomenentstehung
reguliert (Imjeti et al., 2017). Uber die Interaktion mit dieser Tyrosinkinase trigt
Syntenin-1 ebenfalls zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges (nuclear factor kappa B)
bei, welcher wichtig flir die Motilitdt und das invasive Wachstum von Zellen ist
(Boukerche et al., 2010).

Syntenin-1 ist ein Interaktionspartner der Syndecane und durch seine Interaktion mit PIP2
relevant fiir das Recycling von Syndecanen, damit Syndecane zur Plasmamembran
zurlickkehren konnen, nachdem sie an der Endosomenentstehung teilgenommen haben.
Die Entstehung von Syndecan-haltigen Endosomen scheint jedoch unabhéngig von
Syntenin-1 zu sein (Zimmermann et al., 2005). Eine weitere Funktion von Syntenin ist
die regulatorische Funktion auf die Signalwege des Syndecan-4. Choi et al. konnten
zeigen, dass Syntenin-1 durch Bildung von Dimeren und Bindung dieser Dimere an
Syndecan-4-Dimere einen inhibitorischen Einfluss auf Syndecan-4-Funktionen hat (Choi

et al., 2016).

1.4.1.1 Syntenin-1 in der Tumorgenese

Syntenin wurde als melanoma differentiation-associated gene-9 (MDA-9) schon 1998 mit
Melanomen in Verbindung gebracht (Lin et al., 1998). Es wurde seitdem mehrfach positiv
mit schlechter Prognose und Tumoraggressivitit korreliert. In kleinzelligen
Lungenkarzinomen konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass eine hohe
Syntenin-1-Expression mit hdheren Tumorstadien und verstérkter Invasivitédt des Tumors

assoziiert ist. Moglicherweise geschieht dies aufgrund einer Verdnderung der
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extrazelluldren Matrix durch Aktivierung verschiedener Metalloproteinasen (Kim et al.,
2014).

Auch in Brustkrebszellen wurde bereits die Syntenin-Expression mit ihren Einfliissen
untersucht. Yang et al. fanden heraus, dass Metastasen-bildende Brustkrebs-Zelllinien,
wie MDA-MB-435, hohere Syntenin-Spiegel aufwiesen, als weniger invasive Zelllinien,
wie MCF7 (Y. Yang et al., 2013) . Dies deutet auf einen moglichen Zusammenhang von
Syntenin-Expression und der Invasivitit des Tumors hin. In weiteren Experimenten
zeigten sie, dass eine Syntenin-Uberexpression von Brustkrebszellen in vitro zu
verstirkter Zellmigration und in vivo zu stirkerem Tumorwachstum und Metastasierung
filhrte. Eine mogliche Erklarung liefert die erhdhte Phosphorylierung von ERK1/2
(extracellular-signal regulated kinases 1/2) nach Syntenin-Uberexpression, die zur
Aktivierung des MAPK-Signalweges beitragt. Nicht zuletzt konnte ein negativer
Zusammenhang der Gesamtiiberlebensrate von Brustkrebspatientinnen und der
SynteninExpression gefunden werden (Y. Yang et al., 2013). Kashyap et al. konnten
ebenfalls eine reduzierte Zellmigration von MCF7-Zellen nach Syntenin-1 Knockdown
und einen erhohten Anteil der Zellen in G1-Phase des Zellzyklus feststellen (Kashyap et
al., 2015).

1.5 Syndecane

Syndecane gehoren zu den Proteoglykanen, die aus einem Core-Protein und angehéngten
Kohlenhydratketten, wie Glykosaminoglykanen, bestehen. Das erste Syndecan
(Syndecan-1) wurde 1989 entdeckt (Saunders et al., 1989). Mittlerweile werden in
Sdugetieren vier Syndecane unterschieden, von denen mindestens eins in fast allen
Gewebearten nachweisbar ist. Lediglich B-Lymphozyten scheinen, abhidngig von ihrem
Entwicklungsstadium, keine Syndecane zu exprimieren. Syndecan-1 ist dabei
vorwiegend in epithelialem Gewebe und Leukozyten vorhanden, Syndecan-2 in
Endothelzellen und Fibroblasten, Syndecan-3 in neuronalem Gewebe und Syndecan-4 in
sehr vielen Gewebearten bis auf Erythrozyten (Kim et al., 1994).

Es handelt sich bei den Syndecanen um transmembrane Proteine, welche eine
intrazelluldre, eine transmembrandse und eine extrazellulire Domine (Ektodoméne)
besitzen (siche Abb. 3). An die extrazellulire Doméne sind Heparan- und
Chondroitinsulfatketten gebunden, welche mit vielen Adhésions- und Signalmolekiilen
interagieren konnen. Syndecan-1 weist eine Grofle von 33 kDa auf, Syndecan-2 ist 23

kDa, Syndecan-3 41 kDa und Syndecan-4 22 kDa schwer (Ubersicht in Gondelaud &
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Ricard-Blum, 2019). Durch ihre angehidngten Kohlenhydratketten erscheinen sie in
Western Blots allerdings deutlich grof3er.

Der intrazelluldre Abschnitt ist in drei Teile unterteilt, eine C1-Region, die mit dem
transmembranen Anteil verbunden ist, eine C2-Region, die das intrazellulire Ende des
Syndecans darstellt und eine dazwischenliegende V-Region (siche Abb. 3). Die V-Region
stellt dabei die Syndecan-spezifische Region dar, welche je nach Syndecan
unterschiedlich ist. Die C-Regionen sind in den Syndecanen identisch. In der C2-Region
wurde bei allen Syndecanen eine sogenannte EFYA-Sequenz entdeckt, die fiir die
Interaktion mit Proteinen der PDZ-Familie, wie Syntenin, verantwortlich ist (Grootjans

et al., 1997).

Heparansulfatketten —

Chondroitinsulfatketten

extrazellulzr

Plasmamembran

intrazellulzr
I:l Extrazellulzre Domgzne -

Transmembrangse Domzne

D C1-Domgzne

El Intrazellularer V-Region (Syndecan-spezifisch)

I:l C2-Doméne

Teil

Abbildung 3: Struktur der Syndecane. Die Abbildung zeigt exemplarisch die Struktur von Syndecan-1
mit drei Heparansulfatketten und zwei Chondroitinsulfatketten am extrazelluldren Teil. Bestehend aus
einem extrazelluldren, einem transmembrandsen und intrazelluldren Teil durchziehen die Syndecane die
Plasmamembran. Der intrazelluldre Abschnitt kann weiter unterteilt werden in die C1-Doméne (rot), die V-
Region (hellblau), welche die spezifische Region des jeweiligen Syndecans ist, und die C2-Doméne (lila),
welche das intrazelluldre Ende der Syndecane bildet. Die Abbildung wurde nach Couchman et al., 2015

modifiziert.

Eine Besonderheit der Syndecane ist das sogennante Shedding, das auch wédhrend

physiologischer Bedingungen stattfindet (Kim et al., 1994). Durch Shedding wird die

13



Ektodomine der Syndecane losgelost und kann so moglicherweise als parakriner oder
autokriner Stimulus wirken. An Syndecan-1 und Syndecan-4 wurden multiple
SheddingStellen gefunden, welche vor allem von Matrix-Metalloproteasen und auch
anderen Proteinasen, wie Thrombin und Plasmin, gespalten werden kénnen (Manon-

Jensen et al., 2013).

1.5.1 Funktionen von Syndecanen

Da sich Abschnitte der Syndecane auf der Zelloberfldche, in der Zellmembran und im
Zellinneren befinden, sind sie an zahlreichen Interaktionen mit der extrazelluldren Matrix,
extrazellulidren Proteinen und intrazelluldren Molekiilen beteiligt. Sie konnen dabei als
Adhisionsmolekiile und als Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, wie VEGF und FGF,
fungieren (Ubersichten in Gondelaud & Ricard-Blum, 2019; Kwon et al., 2012). Damit
stellen Syndecane eine Verbindung der Zelle zur extrazelluliren Matrix her und sind an
Signaltransduktionen beteiligt. Syndecane scheinen ebenfalls eine Rolle bei
Entziindungen, Leukozytenadhédsionen, Wundheilung, Angiogenese und endothelialen
Funktionen zu haben (Echtermeyer et al., 2001; Elenius et al., 2004; Voyvodic et al.,
2014).

Syndecane unterliegen zahlreichen regulatorischen Prozessen. Choi et al. zeigten, dass
Syndecan-4 Dimere bildet, und die Interaktion mit Syntenin-Dimeren einen
inhibitorischen Einfluss auf Syndecan-vermittelte Signalwege hat (Choi et al., 2016).
Auch die Kohlenhydratketten der Syndecane sind an solchen Prozessen beteiligt. Baietti
et al. zeigten, dass die Interaktion von Syntenin-1 und Syndecanen die Entstehung von
Exosomen beeinflusst, und die Heparansulfatketten dafiir notwendig sind (Baietti et al.,
2012). Roucourt et al. gingen einen Schritt weiter und untersuchten den Einfluss von
Heparinase auf die Entstehung von Syndecan- und Syntenin-haltigen Exosomen. Sie
zeigten, dass nach exogener Zufuhr von Proheparinase eine verstdrkte Produktion von
Syndecan-, Syntenin- und CDG63-positiven Exosomen zu beobachten war. Ein
Knockdown der endogenen Heparinase fiihrte zu geringeren Mengen von Syntenin-1 und
CD63 in Exosomen. Insgesamt zeigte diese Studie eine Abhéngigkeit der
Exosomenproduktion von der Heparinaseaktivitit an den Heparansulfatketten der

Syndecane (Roucourt et al., 2015).
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1.5.1.1 Rolle der Syndecane in der Tumorgenese

Syndecane weisen diverse Zusammenhidnge mit Tumorpathogenese auf, die je nach
Tumor- und Gewebeart stark variieren. Barbareschi et al. konnten bereits 2003 anhand
von immunhistochemischen Untersuchungen und mRNA-Analysen zeigen, dass eine
hohe Expression von Syndecan-1 hdufig mit einem groflen, Hormonrezeptor-negativem
Tumor, einem hohen Mitoseanteil und einer schlechteren Prognose bei Brustkrebs
assoziiert ist. Dagegen zeigten Lendorf et al., dass eine hohe Syndecan-4-Expression
tendenziell mit einem Hormonrezeptor-positiven Tumor assoziiert war, welcher
zahlreiche Behandlungsoptionen bietet. Syndecan-1 und Syndecan-4 scheinen daher
unabhingige Parameter in Brustkrebs-Erkrankungen zu sein (Barbareschi et al., 2003;
Lendorf et al., 2011).

Desweiteren scheint Syndecan-1 an der Bildung von Lungenmetastasen bei Brustkrebs-
Erkrankungen beteiligt zu sein. Im spiten Stadium der Metastasierung konnte durch
KOMiuse eine Abhdngigkeit von Syndecan-1 nachgewiesen werden (Chute et al., 2018).
Auch ein Knockdown von Syndecan-2 fiihrte zu geringerem Tumorwachstum,
verbesserte die Uberlebensraten in Miusen und verstirkte die Apoptose der Tumorzellen
(Sun et al., 2014).

Im Gegensatz zur Tumor-supportiven Rolle bei Brustkrebs, zeigt Syndecan-1 eine eher
protektive Funktion in Lungenkarzinomen. Parimon et al. fanden eine hdohere
Lebenserwartung bei  Patienten mit erhohter Syndecan-1-Expression in
Lungenkarzinomen. In Zell- und Mausmodellen konnte auerdem gezeigt werden, dass
der Verlust von Syndecan-1 zu verstarktem Tumorwachstum und einer Verdnderung der
Zusammensetzung der Exosomen hin zu Tumorwachstums-férdernden Inhalten (miRNA)
fithrte (Parimon et al., 2018).

Wie bereits erwdhnt, konnen die Ektodomédnen der Syndecane durch Shedding
abgespalten werden. Dies scheint auch eine Rolle bei Tumorgenese zu spielen, denn
Seidel et al. konnten zeigen, dass Patienten mit multiplem Myelom erhohte Level an
gespaltenem Syndecan-1 aufwiesen, und Patienten mit erhdhten Syndecan-1-Spiegeln
eine geringere Lebenserwartung hatten, woraufhin sie Syndecan-1 als prognostischen
Marker vorschlugen (Seidel et al., 2000).

Eine Uberexpression von Syndecan-4 fiihrte zu geringerer Migration von
Melanomzellen, sowie weniger Tendenz zur Ausbildung von Lymphknotenmetastasen.
Die Ausbreitung von Melanomzellen konnte durch die Komplexbildung von Syndecan4

und Syntenin-1 negativ beeinflusst werden (Choi et al., 2016).
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1.7 Ziele der Arbeit

Es ist bekannt, dass Exosomen wichtige Faktoren bei der Krebsentstehung und
Metastasierung sind. Fiir die Entstehung der Exosomen sind verschiedene Proteine
wichtig, wie zum Beispiel ESCRT-Komplexe, Flotillin-1 und Syntenin-1. Die Interaktion
von ESCRT-Proteinen und Flotillin-1 ist bereits bekannt, ebenso die Interaktion von
Syntenin-1 mit Syndecanen, was zur Rekrutierung von ALIX und schlussendlich zur
Entstehung von intraluminalen Vesikeln beitrdgt (Baietti et al., 2012; Meister et al., 2017).
In dieser Arbeit soll die Interaktion von Flotillin-1 mit Syntenin-1 in MCF7-Zellen
genauer untersucht werden, um die an der Interaktion beteiligte Doméne des Syntenins
zu charakterisieren und eine mdgliche Ko-Lokalisation in der Zelle festzustellen.
Unbekannt ist weiterhin, ob Flotillin-1 ebenfalls mit Syndecanen interagiert, die bei der

Exosomenentstehung mit Syntenin-1 interagieren. Daher soll eine Interaktion von
Flotillin-1  und den  Syndecanen  mittels  Pulldown-Experimenten  und
immunhistochemischer Untersuchungen iiberpriift werden.

Dariiberhinaus soll die Rolle von Flotillin-1 in der Exosomenentstehung mit Hilfe von
Flotillin-1-Knockout-Zellen genauer beleuchtet werden, ebenso wie die Expression von

Syntenin-1 in diesen Exosomen.
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2 Material

2.1 Geriate und Materialien

Tabelle 1: Gerate und Materialien

Produktname

Hersteller

Acrylamid-Gelelektrophorese-Kammer

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Agarose-Gelelektrophorese Kammer

neoLab, Heidelberg, Deutschland

B & W Isoplate™-96 Well-Platte,
schwarz-weil3

Saveen & Werner AB, Limhamn,

Schweden

Bakterienschiittler, KS-15

Beckman Optima™ LE-80K

Ultracentrifuge

Beckman, Kalifornien, USA

Bio Photometer Plus

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Cellstar® Plastikrohrchen 15ml, 50ml

greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

Deckgliaschen, Durchmesser 15 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Entwickler Maschine, Curix 60

AGFA, Diisseldorf, Deutschland

Filterpapier Protran BA 83

Whatman, Dassel, Deutschland

Glaskolben

Schott-AG, Mainz, Deutschland

Heizblock

Haep Labor Consult, Bovenden,

Deutschland

Inkubator, Sanyo

EWALD, Innovationstechnik GmbH,
Miinchen Deutschland

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop
LSM710 Meta

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Lichtmikroskop (AE 31)

Motic, Wetzlar, Deutschland

Mikrotestplatte 96 Well F

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Nano Quant plate™

Tecan Austria GmbH, Grddig, Osterreich

Neon™ transfection system 10 pl Kit

Tips

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

Neon™ transfection system 10 pl Kit

Tubes

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland
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Neon™ transfection system Device

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

Neon™ transfection system Pipette

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

Neon™ transfection system Pipette

Station

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

Nitrozellulose-Transfermembran

Whatman, Dassel, Deutschland

Objekttrager

neoLab, Heidelberg, Deutschland

Pasteurpipetten, Glas

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

PCR-Gerit T personal Kombi

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Petrischale, Glas, 20 cm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pipetten, Eppendorf Research

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Pipetten, Filter Tips

nerbe plus, Winsen, Deutschland

Pipettenspitzen ohne Filter

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Polystyrolkiivetten, 10x4x45 mm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Reaktionsgefille, 0,5; 1,5; 2 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Rontgenfilm, Super RX-N

FUIJIFILM, Diisseldorf, Deutschland

Rundbodenréhrchen, 14 ml

FALCON, Corning GmbH,

Kaiserslautern, Deutschland

Schwenktisch, WS-10

Edmund Biihler GmbH, Hechingen,
Deutschland

SDS-Gel GieBBkammer

Amersham Bioscience, Freiburg,

Deutschland

SDS-PAGE Kammer

Amersham Bioscience, Freiburg,

Deutschland

Spannungsquelle, Elektrophoresis power
supply, EPS 301

Amersham Bioscience, Freiburg,

Deutschland

Spektralphotometer, BioPhotometer Plus

Eppendorf, Wesseling- Berzdorf,
Deutschland
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Sterilbank, Herasafe KS

Thermo Scientific, St. Leon-Rot,

Deutschland

Tecan infinite M200

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Ultraschallgerit, Sonoplus

Bandelin Electronics, Berlin, Deutschland

Ultraviolettstrahler NU-72 ML

Benda Laborgerite, Wiesloch,
Deutschland

Vortex V-1 Plus

Biosan, Riga, Lettland

Waage Toledo, PB602-S

Mettler-Toledo GmbH, Gief3en,
Deutschland

Western-Blotsystem, Criterion Blotter

BioRad Laboratories, Miinchen,

Deutschland

Zellkulturflasche T 25, Standard

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturplatte 6; 12; 24, 48, 96 Well

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm, 6-Well)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zentrifuge J2-21

Beckmann® Instruments, Kalifornien,

USA

Zentrifugen, Micro 200 R, Micro 22 R,

Hettich Zentrifugen, Kirchlengern,

Universal 32 R Deutschland
2.2 Chemikalien
Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

10x CutSmart-Puffer

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

10x Ligase-Puffer

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

10x PCR-Puffer

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

4’-6’-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Ammoniumpersulfat (APS)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ampicillin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Bradford Reagenz

BioRad, Miinchen, Deutschlad

Bromphenolblau, Na-Salz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Coomassie brilliant blue G-250

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Diethyl-Pyrokarbonat (DEPC-H20)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,

Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium, high glucose

gibco®Thermo Fisher Scientific, Dreieich,

Deutschland

Dann-Grofenmarker

eigene Herstellung

DNA-Ladepuffer

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Desoxynucleosid-Triphosphat-Mix
(dNTPs)

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Dynabeads Protein A Thermo Fisher Scientific, Dreieich
ECL-L6sung eigene Herstellung

Essigsédure Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Exosome-depleted FBS

Gibco™, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

Fetales Kilberserum (FCS)

gibco®Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Glutathione-sepharose-beads 4B

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Glycerin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

20



Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

LB-Medium Roth, Karlsruhe, Deutschland
Leupeptin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lysozyme Roth, Karlsruhe, Deutschland
MACSfectin™ Reagent Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland
Magnesiumsulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat (3M) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

invitrogen, Thermo Fisher Sientific,

Dreieich, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

N-Octyl-beta-D-glucopyranoside

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Pansorbin cells

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pepstatin A

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)

invitrogen, Thermo Fisher Sientific,

Dreieich, Deutschland

Ponceau S

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Proteinmarker BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland
Puromycin (10 mg/ml) invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland
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Q5-Reaction buffer

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

Salzsdure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Ligase

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin

invitrogen, Thermo Fisher Sientific GmbH,

Dreieich, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.2 Puffer

Tabelle 3: Puffer
Puffer Zusammensetzung
Blockierungspuffer 5% Milchpulver in TBST

CO-IP-Pufter

10 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl;
5 mM EDTA; 0,5% Triton

Coomassie-Blau-Férbelosung

0,1% Coomassie Brilliant Blue G-250;
42,5% Ethanol; 5% Methanol;

10% Essigsédure
DMEM ++ 500 ml DMEM; 10% FCS; 1%
Penicillin; 1% Streptomycin
ECL-Lo6sung 5 mM Tris pH 8; 250 mM Luminol;

90 mM Cumarinsaure

Entfarber, Coomassiegel

7,5% Essigsaure; 7,5% Ethanol

Fixierungspuffer (4% PFA)

80 mM Pipes pH 6,8; 2 mM MgCly;
5 mM EDTA pH 8; 4% PFA

GST Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl;
0,01% Triton X-100; 1 mM DTT;
40 mM reduziertes Glutathion
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Lammli-Gelelektrophorese-Laufpuftfer

192 mM Glycin; 25 mM Tris-Base;
0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS)

LB-Agar

15 g Agar-Pulver; 1 L LB-Medium

Luria/ Miller Medium (LB-Medium)

Wasser

20 g LB-Briihe; 1 L destilliertes

Phosphat gepufterte Salzlosung (PBS) pH

7,4

150 mM NacCl;
20 mM Natriumdihydrogenphosphat

Ponceau Férbelosung

5% Essigsdure; 1% Ponceau S

Proteinladepuffer, 4x

0,1% Bromphenolblau; 100 mM DTT;
10% Glycerin; 2% SDS;
50 mM Tris-HCI pH 6,8

SOC-Medium

40 mM Glucose; LB-Medium

Stripping Puffer

0,1 M Natriumhydroxid

TAE Puffer, 1x

40 mM Tris; 20 mM Essigséure;
I mM EDTA pH 8

TBST

10 mM Tris-HCI pH 7.,4;
150 mM NacCl; 0,05% Tween

Transferpuffer fiir Western Blot

192 mM Glycin; 25 mM Tris;

10% Methanol
2.3 Antikorper
Tabelle 4: primére Antikorper
Antikorper Wirt WB IF corp Hersteller
CD-63 Maus 1:1000 Santa Cruz

Biotechnology, Texas,

USA

Flotillin-1 Kaninchen

3ul

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

Flotillin-1 Kaninchen

1:50

Cell Signaling
Technology,
Massachusetts, USA
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Flotillin-1 Maus 1:1000 BD, Heidelberg,
Deutschland
Flotillin-2 Maus 1:1000 1:100 BD, Heidelberg,
/ESA Deutschland
GAPDH Maus 1:10 000 Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
Syndecan-1 Maus 1:1000 Santa Cruz
(sc-12765) Biotechnology, Texas,
USA
Syndecan-1 Maus 1:100 Santa Cruz
(sc-390791) Biotechnology, Texas,
USA
Syntenin-1 Maus 1:1000 Santa Cruz
(sc-100336) Biotechnology, Texas,
USA
Syntenin-1 Maus 1:150 Santa Cruz
(sc-515538) Biotechnology, Texas,
USA
Tabelle 5: sekundire Antikorper
Antikorper WB IF Hersteller
Ziege anti-Kaninchen/ 1:10 000 Dako, Wiesentheid, Deutschland
Horseradish Peroxidase
Ziege anti-Maus/ 1:10 000 Dako, Wiesentheid, Deutschland
Horseradish Peroxidase
Ziege anti-Kaninchen/ 1:250 | Jackson ImmunoResearch,
AlexaFluor 488 Cambridgeshire, Vereinigtes
Konigreich
Ziege anti-Maus/ CY3 1:250 | Jackson ImmunoResearch,
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2.4 Primer
Tabelle 6: Primer

Primer 5¢-3-Sequenz
Flot-1-fwd CTATAGGTACCTCCCTCTCCCTACCAACTTCCC
Flot-1-rev CTATAGAATTCTGCAGGCAAGGGTTGAGAAGAC

Syn1-CT-fwd- | CTATA GGATCCTACCGCATGAAGAAGAAGGAC
BamHI

Synl- CTATACTCGAGTCAGGCATAGAATTCCTCCTGTTTG
CTSTOP-Xhol

Syn2-CT-fwd- | CTATAGGATCCCGCATGAGAAAGAAGGATGAAGG
BamHI

Syn2- CTATACTCGAGTTACGCATAAAACTCCTTAGTAGG
CTSTOP-Xhol

Syn3-CT-fwd- | CTATAGGATCCTATCGTATGAAGAA AAAGGATGAG GG
BamHI

Syn3- CTATACTCGAGCTAGGCATAGAACTCCTCCTGC
CTSTOP-Xhol

Syn4-CT-fwd- | CTATAGGATCCCGTATGAAGAAGAAGGATGAAGG
BamHI

Syn4- CTATA CTCGAG TCACGCGTAGAACTCATTGG
CTSTOP-Xhol
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2.5 Kommerziell erworbene Kits

Tabelle 7: Kommerziell erworbene Kits

Neon®Kits 10 uL

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Dreieich, Deutschland

NucleoBond® Xtra Midi EF

Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-

Up

Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,

NucleoSpin® Plasmid

Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,

Phire™ Tissue Direct Master Mix

Thermo Scientific, Rockford, USA

SuperSignal® West Femto Trial Kit

(stark)

Thermo Scientific, Rockford, USA

SuperSignal® West Pico Trial Kit

(schwach)

2.7 Bakterienstim

me

Tabelle 8: Bakterienstimme

Thermo Scientific, Rockford, USA

Rosetta (DE3) | Escherichia | Proteinexpression Merck, Darmstadt,

pLysS coli Deutschland

XL-1 Blue Escherichia | Plasmidamplifikation Agilent/ Stratagene, La
coli Jolla, Vereinigte Staaten

2.8 Zelllinien

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien

MCF7 Adenokarzinomzellen der weiblichen Mamma
HEK293T Embryonale Nierenzellen des Menschen
SH-SYSY Humane Neuroblastomzellen
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3 Methoden

3.1 Molekular- und Mikrobiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolierung

Um Syndecan-Fusionsproteine flir Pulldown-Experimente herzustellen, wurde zunichst
RNA von Syndecan-exprimierenden Zellen benétigt. Da nicht alle Syndecane ubiquitér
exprimiert werden, wurden unterschiedliche Zelllinien zur RNA-Isolierung verwendet.
Die RNA von Syndecan 1 und 4 wurde aus MCF7-Wildtyp-Zellen gewonnen. Die
Isolierung der RNA fiir Syndecan 3 erfolgte aus SH-SY5Y-Zellen. Fiir Syndecan 2 wurde
bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene cDNA aus Fibroblasten verwendet.

Die zuvor in einem 6-Well ausgeséten Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefihr
90% zweimalig mit PBS gewaschen, in PBS mithilfe eines Zellschabers abgelost, und bei
1 000 x g und 4°C fiir 2 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 600 pl
Trizol aufgenommen und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im néchsten
Schritt wurden 120 pl Chloroform hinzugefiigt, die Probe fiir 15 Sekunden geschiittelt
und anschlieBend fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein
15miniitiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 12 000 x g. Die dabei entstandene obere
Phase wurde abgenommen und mit 300 pl Isopropanol fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut fiir 10 Minuten bei 4°C und 12 000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im nichsten Schritt wurden 480 ul 75%iger
Ethanol hinzugefiigt, resuspendiert und 5 Minuten bei 4°C 7 500 x g zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde zweimal qurchgefiihrt um die RNA zu waschen. Das Pellet wurde fiir 20

Minuten an der Luft getrocknet, bevor es in 30 ul DEPC-H20 gel6st wurde.

3.1.2 cDNA-Synthese

Um aus der gewonnen RNA cDNA herzustellen, wurde 1 ug der RNA mit 2 pl 1 pmol/pg
d(T)23VN (Oligo d’T) und 1 pl 10 mM dNTP in einem Eppendorfgefdl vermischt und
mit der entsprechenden Menge DEPC-H20 auf ein Volumen von 10 pl aufgefiillt. Dieser
Ansatz denaturierte fiir 5 Minuten bei 65°C.
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Nach der Denaturierung erfolgte eine kurze Zentrifugation und es wurden folgende

Komponenten auf Eis hinzugefiigt:

Reagenz Volumen in pl
5x ProtoScript II Buffer 4

0,1l M DTT 2

ProtoScipt I RT (200 U/ ul) 1

RNAse Inhibitor (40 U/ ul) 0,2
DEPC-H20 2,8

Dieser Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 42°C inkubiert und anschliefend fiir 20 Minuten

bei 65°C um die Enzymaktivitit zu stoppen.

3.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Vervielfiltigung der DNA, welche hier das
Template darstellt. Der PCR-Ansatz setzte sich aus den folgenden Bestandteilen
zusammen: 20 pl 5x Q5-Reaktions-Puffer mit Magnesiumchlorid, 2 pl dNTPs (10 mM),
1 ul vorwérts Primer (100 uM), 1 pl riickwirts Primer (100 uM), 74 ul DEPC-H:0, 1 ul
DNA-Template und 1 pl Q5-Polymerase.

Um das Template zu amplifizieren, wurde der PCR-Ansatz fiir 2 Minuten bei 98°C
denaturiert. Im Anschluss wurde in 35 Zyklen bei 98°C fiir 30 Sekunden denaturiert, bei
65°C fiir 30 Sekunden hybridisiert und bei 72°C fiir 30 Sekunden die DNA elongiert.
Zuletzt erfolgte eine Inkubation fiir 10 Minuten bei 72°C.

3.1.4 Elektrophorese im Agarose-Gel

Zur GroBenauftrennung der PCR-Produkte wurde ein 1%iges Agarosegel (geldst in 0,5x
TAE-Pufter) mit 1:10 000 Ethidiumbromid verwendet. Das Ethidiumbromid dient der
Darstellung der DNA unter UV-Lichteinwirkung. Die Agarose wurde bis zum Kochen
erhitzt, anschlieBend mit Ethidiumbromid versetzt und in die GieBkammer gegeben. Bei
Raumtemperatur wurde das Gel fest, und die Proben und ein Gro3enmarker konnten mit
Ladepuffer versetzt aufgetragen werden. Die Gelelektrophorese lief bei 120 V fiir 30
Minuten in TAE-Puffer. Das Gel wurde auf einem UV-Tisch angestrahlt und die

erwiinschten Proben mit einem Skalpell herausgeschnitten.
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3.1.5 Gelextraktion des PCR-Produktes
Im Anschluss wurde das PCR-Fragment aus der Elektrophorese mit dem Gel und PCR
Clean-up Kit von Nucleospin entsprechend des Hersteller-Protokolls isoliert und

aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 30 pul NE-Puffer.

3.1.6 Restriktionsverdau

30 pl des aufgereinigten PCR-Produktes wurden iiber Nacht mit 5 pl 10x CutSmartPuffer,
je 2 ul der Enzyme BamHI und Xhol und 21 pl DEPC-H20 bei 37°C verdaut. Am
ndchsten Tag wurde der verdaute Ansatz erneut mit dem Gel und PCR Clean-up Kit von
Nucleospin aufgereinigt und in 10 ul NE-Puffer eluiert.

10 pl (entsprechend 5 pg) des verwendeten Vektors (pGEX-4-T1) wurden ebenfalls iiber
Nacht bei 37°C zum Restriktionsverdau inkubiert. Hier wurden 4 pl CutSmart-Puffer, 2
ul Xhol, 2 ul BamHI und 22 pl DEPC-H20 verwendet.

3.1.7 Ligation

Die Ligation des PCR-Produktes und des dephosphorylierten Vektors erfolgte tiber Nacht
bei 16°C. Es wurden 1 pl 10x Ligase-Puffer, 6 ul des PCR-Produktes, 2 pl des
dephosphorylierten Vektors und 1 pul T4-DNA-Ligase verwendet.

3.1.8 Transformation in E.coli XL-1 blue

Um das hergestellte Plasmid zu vervielfiltigen, wurde das Plasmid in chemisch
kompetente E.coli XL-1 blue transformiert. Es wurden 100 pl der E.coli XL-1 blue 30
Minuten auf Eis mit 10 ul des Ligationsansatzes inkubiert. Danach erfolgte ein
Hitzeschock bei 42°C fiir 90 Sekunden. Die Bakterien wurden fiir 2 min auf Eis abgekiihlt
und anschlieend mit 500 pl SOC-Medium versorgt, bevor sie fiir 45 Minuten bei 37°C
geschiittelt wurden. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert und 200 pl des erneut
resuspendierten Pellets auf einer LB-Agar-Platte mit enthaltenem Ampicillin
ausgestrichen, um die transformierten Bakterien {iber Nacht bei 37°C wachsen zu lassen.
Zur Expression der Syndecan- und Syntenin-GST-Fusionsproteine wurden die Plasmide

in E.coli Rosetta nach dem beschriebenen Vorgehen transformiert und ausplattiert.

3.1.9 Mini-Plasmid-Priparation
Am darauffolgenden Tag wurden von den LB-Agar-Platten jeweils 6 Einzelkolonien in

ein Rundbodenréhrchen mit 5 ml LB-Medium mit Ampicillin iiberfiihrt und tiber Nacht
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bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. AnschlieBend wurde eine Isolation der
PlasmidDNA entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit dem Plasmid Kit von
Nucleospin durchgefiihrt. Die entstandene DNA wurde zur Bestitigung der erfolgreichen
Klonierung bei Microsynth Seqlab GmbH sequenziert.

3.1.10 Midi-Plasmid-Priparation

Die Midi-Plasmid-Priparation wurde nach den Hersteller-Anweisungen mit dem
NucleoBond® Xtra Midi EF Kit durchgefiihrt. Hierzu wurde am vorherigen Tag jeweils
ein Erlenmeyerkolben mit 150 ml LB-Medium mit 250 pg/ml Ampicillin und 1 ml aus
dem Rundbodenrdhrchen befiillt. Der befiillte Erlenmeyerkolbe schiittelte iber Nacht bei
37°Cund 5 x g.

3.1.11 DNA-Konzentrationsmessung

Um die Konzentration der DNA aus der Midi-Plasmid-Préparation zu ermitteln, wurden
auf der TECAN Nano Quant Platte mit 3 pl des entsprechenden Losungsmittels ein
Nullabgleich durchgefiihrt, und anschlieend 3 pl der Proben in Duplikaten bei 260 nm

£emessen.

3.1.12 Proteininduktion

Damit ein indirekter Pulldown mit GST-Fusionsproteinen durchgefiihrt werden konnte,
mussten die hergestellten Plasmide in E.coli Rosetta transformiert werden und diese
anschliefend zur verstirkten Proteinexpression angeregt werden. Von den ausplattierten
und transformierten E.coli Rosetta wurden 5 ml LB-Medium mit 250 pg/ml Ampicillin
in Rundbodenréhrchen mit jeweils einer Kolonie angeimpft und {iber Nacht im Inkubator
bei 37°C geschiittelt.

Am darauffolgenden Tag wurde jeweils 1 ml der Kultur in einen Erlenmeyerkolben mit
100 ml LB-Medium mit Ampicillin tberfiihrt und die optische Dichte im Photometer
gemessen. Als Leerwert wurde 1 ml des verwendeten LB-Mediums genutzt. Die optische
Dichte bei Beginn sollte ungefahr 0,06 betragen. Pro Probe wurden 2 Erlenmeyerkolben
bestiickt. Die Erlenmeyerkolben wurden bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert und in
regelmiBigen Abstinden die optische Dichte gemessen. Betrug die optische Dichte
zwischen 0,4 und 0,6, wurde von jedem Erlenmeyerkolben eine 1 ml Probe entnommen
und in jeden Erlenmeyerkolben 100 ul 1M IPTG gegeben, um die Proteinsynthese zu
induzieren. Dies geschah {iber Nacht im Schiittelinkubator bei 20°C.
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Am néchsten Tag wurde erneut die optische Dichte bestimmt und eine angepasste
Probenmenge entnommen. Die Konzentration der entnommenen Proben sollte dquivalent
sein, da so eine Vergleichbarkeit in der Gelelektrophorese moglich ist. Deshalb wurde
anhand der gemessen optischen Dichte und des zuvor entnommenen Volumens (1 ml)
bestimmt, welches Volumen nach der Induktion zu entnehmen war, um die gleiche
Bakterienanzahl zu gewéhrleisten.

Die entnommenen Proben wurden zentrifugiert, das Pellet in 40 pl 2x Ladepuffer gelost,
und hiervon 20 pl auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Der restliche Teil der Kultur
wurde in einem Falcon fiir 5 Minuten bei 3 850 x g zentrifugiert und das Pellet bei -20°C

eingefroren.

3.1.13 Kontrolle der Proteininduktion und Konzentrationsbestimmung

Zur Kontrolle des Erfolges der Proteininduktion wurde eine SDS-Gelelektrophorese mit
den nicht-induzierten und induzierten Proben durchgefiihrt. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde die entnommene Menge der induzierten Probe entsprechend der
optischen Dichte an die nicht-induzierte Probe angepasst.

Als GroBenorientierung in der Gelelektrophorese wurde der BioRad-Proteinmarker
verwendet. Das Polyacrylamid-Gel wurde nach stattgefundener Elektrophorese fiir 20
Minuten mit der Coomassie-Fiarbelosung angefarbt. Die Entfarbung wurde tiber Nacht
mittels Coomassie-Entfarber durchgefiihrt. Am néchsten Tag konnten die sichtbaren
Banden beurteilt und mittels Scanner dokumentiert werden.

Verlief die Induktion erfolgreich, wurde das GST-Fusionsprotein, wie unter 3.1.14
beschrieben, aufgereinigt, und mit dem nun aufgereinigten Protein eine erneute
SDSGelelektrophorese zur Bestimmung der Konzentration durchgefiihrt. Hierzu wurden
10 pl der Proteinprobe mit 90 pl Wasser verdiinnt und von dieser Verdiinnung 10 pl
(entsprachen 1 pl der Probe) mit 20 pl 2x Ladepuffer und 30 pl (entsprachen 3 ul der
Probe) mit 10 ul 4x Ladepuffer auf das Gel aufgetragen. Als dritte Konzentration wurden
5 ul der Proteinprobe mit 7 pl 4x Ladepuffer versetzt auf das Gel aufgetragen. Als
Vergleichskonzentrationen wurden 0,5 pg, 1 pg und 2 pg BSA mit 7 pl 4x Ladepuffer
versetzt und aufgetragen. Anhand der bekannten BSA-Konzentrationen konnten die
Konzentrationen der GST-Fusionsproteine bestimmt werden. Diese wurden anschlieBend

in jeweils 5 pg oder 10 pg aliquotiert und fiir indirekte Pulldown-Experimente verwendet.
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3.1.14 Proteinaufreinigung

Die exprimierten GST-Fusionsproteine wurden mithilfe des Glutathion-S-
TransferaseTags (GST-Tag) und Glutathion-Beads aufgereinigt. Zu diesem Zweck wurde
zu dem GST-Lysepufter frisch 1,5 uM Aprotinin, 23 uM Leupeptin, 1,5 uM Pepstatin A,
I mM PMSF und 1 mM DTT hinzugefiigt. Von diesem angesetzten Puffer wurden 10 ml
fiir ein Pellet aus 200 ml Bakterienkultur verwendet.

Um das Bakterienpellet zu 16sen, wurde nach Zugabe des Puffers fiir 1 Minute bei 85%
Amplitude und 50% Power das Ultraschallgerdt verwendet. Im néchsten Schritt wurde
pro 5 ml Suspension 33 pl Lysozym hinzugefiigt und 15 Minuten lang auf Eis lysiert.
Danach wurde wiederholt das Ultraschallgerdit angewendet und die Suspension
schlieBlich fiir 10 Minuten bei 7 670 x g zentrifugiert.

Bereits wiahrend das Pellet auf Eis lysierte, wurden die Glutathion-Beads gewaschen. Pro
50 ml Bakterienkultur wurden 100 pl der Beads verwendet. Der erste Waschschritt wurde
mit 1 ml destilliertem Wasser durchgefiihrt, der darauffolgende mit 1 ml PBS und der
letzte Waschschritt mit 1 ml GST-Lysepuffer. Zwischendrin erfolgte jeweils eine
3miniitige Zentrifugation bei 2 460 x g. AbschlieBend wurde pro Ansatz in 100 pl
GSTLysepuffer resuspendiert.

Zu diesen gereinigten Beads wurde der Uberstand der lysierten und zentrifugierten
Bakterienkultur hinzugefiigt, und dieses Gemisch wurde iiber Nacht bei 4°C rotiert, um
eine Bindung des Glutathions an den GST-Tag des aufzureinigenden Proteins zu erzielen.
Am néchsten Tag wurden die GST-gebundenen Proteine durch 3-malige Hinzugabe von
5 ml 0,1% Triton in PBS, zwischenzeitlicher Zentrifugation bei 2 460 x g fiir 3 min und
Verwerfen des Uberstandes gewaschen. Derselbe Ablauf wurde drei Mal mit 5 ml PBS
und als letztes 3 Mal mit 5 ml 10% Glycerin in PBS durchgefiihrt. Die finale
Resuspension erfolgte pro Probe in 800 pnl 10% Glycerin in PBS.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Auftauen von Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden bei -150°C in FCS mit 10% DMSO in Kryo-Rdhrchen
gelagert. Um die Zellen erneut kultivieren zu kdnnen, wurden diese im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und der Inhalt des Kryo-Roéhrchens in ein mit 5 ml Medium befiilltes
Falcon gegeben. Um das zytotoxische DMSO zu entfernen, wurde fiir 1 Minute bei 380
x g zentrifugiert und das so entstandene Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert und in

eine sterile Kulturflasche mit 5 ml DMEM + + {iberfiihrt.
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3.2.2 Einfrieren von Zellen

Um die gewiinschte Zelllinie einzufrieren, wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um
Reste von abgestorbenen Zellen zu entfernen, und fiir 5 Minuten mit PBS/EDTA
behandelt. Die Ablosung erfolgte durch 5-miniitiges Trypsinieren. Diese
Ablosungsreaktion wurde durch FCS mit 10% DMSO gestoppt und 1 ml der Lésung in
ein Kryo-Rohrchen iiberfiihrt. So konnten die Zellen bei -180°C gelagert werden.

3.2.3 Ermittlung der Zellzahl mithilfe der Neubauer Zihlkammer

Um die Neubauer-Zdahlkammer zur Ermittlung der Zellzahl nutzen zu konnen, wurde ein
Deckglédschen auf der Kammer befestigt und dieses mit 20 pl der Zellsuspension, die beim
Passagieren der Zellen nach Abstoppen der Ablosungsreaktion entstanden ist, beschickt.

Die Zéhlkammer gliedert sich in 4 grofe Quadrate, welche sich jeweils in 16 weitere
Quadrate aufteilen lassen. Um die Anzahl der Zellen bestimmen zu konnen, wurde die
beschickte Kammer unter dem Lichtmikroskop platziert und die Zellen in den Quadraten
wurden gezéhlt. Die addierte Zahl wird durch 4 dividiert und danach mit 10* multipliziert,

um so die Zahl der Zellen pro Milliliter zu erhalten.

3.2.4 Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien

Die eukaryotischen Zellen wurden in DMEM ++, welches 10% FCS, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin enthielt, bei 37°C und 8% CO2 kultiviert. Fiir die
Exosomen-Isolierungen wurde Dulbecco’s Medium mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin und 10% Exosomen-freies FBS fiir 24 h auf die Zellen gegeben und
anschliefend verwendet.

Die verschiedenen Knockdown-Zellklone wurden unter Selektionsdruck in DMEM ++
mit zusdtzlichem Puromycin (2 pg/ml) kultiviert. Die Standard-Kultivierung erfolgte in

Zellkulturflaschen T25 mit 5 ml DMEM ++.

3.2.5 Passagieren der Zellen

Wenn die Konfluenz der Zellen ungefihr 80-90% betrug, wurden die Zellen zum Ausséden
fiir verschiedene Experimente verwendet oder ein Teil der Zellen verworfen, um weiteres
Wachstum zu ermoglichen. Im ersten Schritt wurde das Medium entfernt, und die Zellen
in den T25 Zellkulturflaschen wurden mit 1 ml PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen

zu entfernen. Als nichstes erfolgte je nach Zelllinie eine unterschiedlich lange
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Inkubationszeit mit 1 ml PBS mit Zusatz von EDTA, um die Calcium-abhingigen
ZellZell-Kontakte zu 16sen. Die MCF7-Zellen wurden hiermit 5 Minuten inkubiert, die
HEK293T Zellen wiederrum 90 Sekunden.

Nach Entfernung des PBS/EDTA wurde die Ablosungsreaktion der Zellen vom Boden der
Flaschen mit 500 ul Trypsin durchgefiihrt, welches bei der MCF7-Zelllinie fiir 5 Minuten
im Brutschrank inkubierte. Die Reaktion der HEK-Zellen wurde direkt nach Hinzugabe
des Trypsins durch 1 ml DMEM + + abgestoppt. Beide Zelllinien wurden nach der Zugabe
von 1 ml Medium resuspendiert, und ein Teil der Suspension entweder in neue
Zellkulturflaschen tiberfiihrt, in den bereits Bestehenden belassen, oder flir Experimente

auf unterschiedliche Formate ausgesit.

3.2.6 Transiente Transfektion mit MACSfectin™

Um eine Uberexpression des Syntenins fiir die Ko-Immunprizipitation herbeizufiihren,
wurden die HEK-Zellen auf 6-Well-Platten ausgesédt und kultiviert, bis eine 80%ige
Konfluenz gegeben war.

Unmittelbar bevor die Transfektion erfolgte, wurde das Medium der Zellen entfernt und
neues hinzugegeben. Um ein Well zu transfizieren, wurden 2 Ansétze vorbereitet: In
jeweils 200 pl DMEM (ohne FCS, Streptomycin und Penicillin) wurden einmal 2 ug
DNA gelost und einmal 6 pl MACSfectin™. Wurden mehrere Wells transfiziert,
verdnderten sich die verwendeten Mengen entsprechend. Die beiden Ansdtze wurden
anschliefend vermischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde das Gemisch aus DMEM, DNA und MACSfectin™ kreisformig
in das Well getropft und verteilt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen in eine 10

cm Schale iiberfiihrt und bei 90-100%iger Konfluenz aus diesem Format geerntet.

3.2.7 Stabile Transfektion durch Elektroporation mittels Neon™
Transfektionssystem

Um den Flotillin-1-Knockout herbeizufithren, wurden die MCF7-WT-Zellen mittels
Elektroporation und dem CRISPR/CAS9-System stabil transfiziert, und anschlieBend die
erfolgreich transfizierten Zellen selektiert.

Im ersten Schritt wurde das Medium aus der T25 Flasche entfernt und die Zellen mit PBS
und anschlieBend PBS/EDTA gewaschen um die Zell-Zell-Kontakte zu 16sen. Abgelost

wurden die Zellen, wie beim Passagieren, durch 5-miniitiges inkubieren in 500 ul Trypsin
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gelost in PBS/EDTA. Beendet wurde diese Reaktion durch die Zugabe von 2 ml
DMEM++.

Die Suspension aus Zellen, Trypsin und Medium wurde in ein 15 ml-Falcon tiberfiihrt
und 5 Minuten bei 380 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 3 ml PBS gelost. Die Zellen wurden in der Neubauer-Zdhlkammer
entsprechend den Hinweisen des Herstellers gezéhlt, und die gewihlte Zellzahl (hier 350
000) in dem entsprechenden Volumen des Puffers R gel6st (hier 35 pl). Es wurden jeweils
2 Ansitze durchgefiihrt. Der erste Ansatz wurde mit 2 pg des F1G20-Plasmids
transfiziert. Bei diesem Plasmid handelt es sich um ein bereits in der Arbeitsgruppe
verwendetes gRNA-Plasmid fiir einen Flotillin-1-Knockout. Fiir den zweiten Ansatz
setzte sich die DNA aus 1,5 ug F1G20-Plasmid und 0,5 pg eines PX459-Plasmids,
welches neben Cas9 auch eine Puromycin-Resistenz enthielt, zusammen, um iiber eine
spatere Puromycin-Selektion die Wahrscheinlichkeit der stabil transfizierten Zellklone zu
erhohen. Um die Transfektion mittels Elektroporation durchzufiihren, wurden die Zellen
in Puffer R aufgenommen und anschlieBend diese Zellsuspension mit der beschriebenen
DNA-Menge gemischt.

Das Neon-Rohrchen wurde mit 3 ml Puffer E befiillt und in die Halterung des
NeonElektroporators eingebracht. Mithilfe der 10 pl Pipettenspitzen des Herstellers
wurden 10 pl der Zell- und DNA-Mischung aufgenommen und in das Rohrchen mit
Puffer E eingefiigt. Dann erfolgte die Elektroporation mit 850 V und 3 Pulse fiir je 30 ms.
Nach der Transfektion wurden die Zellen auf einer 6 cm Schale belassen und bei 37°C im
Brutschrank in 5 ml DMEM + + kultiviert. 24 Stunden spéter wurde bei den mit F1G20
und PX459 transfizierten Zellen eine Puromycin-Selektion durchgefiihrt, indem das
DMEM + + entfernt wurde und durch DMEM + + ersetzt wurde, welches zusétzlich 2
pg/ml Puromycin enthielt. Dieses Medium wurde nach 24 Stunden wieder entfernt, und
die tiberlebenden Zellen wurden weiter in DMEM + + kultiviert.

Es erfolgte ein weiterer, unabhingiger Ansatz, um die Chancen des Knockouts zu
verbessern. Hier wurden ebenfalls die MCF7-WT-Zellen verwendet, allerdings wurde die
Anfangskonzentration stark erhoht. So wurden insgesamt 1,6 Millionen Zellen in 20 pl
Puffer R aufgenommen und hiervon einmal 10 pl mit 1,5 pg F1G20 und 0,5 pg PX459
vermischt und transfiziert. Danach wurden zur Zell-Puffer-Mischung 10 pl Puffer R
hinzugefiigt, um die Konzentration ein wenig zu verringern, und hiervon erneut 10 pl
abgenommen und elektroporiert. So wurde eine Verdlinnungsreihe durchgefiihrt, aus der

4 unterschiedlich konzentrierte Ansdtze entstanden. Die Elektroporation erfolgte hier mit
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950 V und 2 Pulse fiir 40 ms. Schlussendlich wurde nach der Elektroporation wie oben
beschrieben vorgegangen. Der erste Ansatz der Verdiinnungsreihe wurde als Reserve in

FCS mit 10% DMSO eingefroren, und die 3 anderen Ansdtze wurden auf jeweils eine
96Well-Platte verteilt, sodass rechnerisch in jedem Well ein Zellklon vorhanden sein

sollte.

3.2.8 Generierung von Einzelzellklonen

Nach ungefihr 3 Tagen (je nach Wachstumsgeschwindigkeit) in der 6 cm grof3en Schale
wurden die Zellen wie beim Passagieren abgeldst und in 96-Well-Platten {iberfiihrt.
Hierzu wurde erneut die Neubauer-Zahlkammer angewendet, und fiir den Ansatz ohne
Puromycin-Selektion anschlieBend eine Mischung aus 20 ml DMEM + + und 5 pl
Zellsuspension erstellt, da 1 pl der Zellsuspension 20 Zellen enthielt und ungefahr 100
Zellen fiir eine 96-Well-Platte bendtigt wurden. Ziel war es, jedes Well mit genau einer
Zelle zu befiillen, um letztendlich Einzellzellklone zu erhalten. Die bereits gefiillten Wells
wurden zwischendurch mikroskopiert, um die Anzahl der Zellen einschitzen zu konnen.
Hierbei wurde ersichtlich, dass wenig Zellen vorhanden waren, weshalb ab der Halfte der
Wells fiir jede Reihe der Platte zusidtzlich 6 pl der Zellsuspension zur Mischung
hinzugefiigt wurden. Der zweite Ansatz wurde aufgrund der vorangegangenen
Schwierigkeiten ohne die Zahlkammer vereinzelt. Es wurden 20 pl Zellsuspension in 20
ml Medium aufgenommen und so jede Reihe der 96-Well-Platte befiillt. Vor dem Befiillen
der letzten Reihe wurden 10 pl der nicht verwendeten Zellsuspension zur restlichen

Mischung hinzugefiigt, um die Zellzahl zu erhéhen.

3.2.9 Screening der Einzelzellklone

Um die Zellklone zu identifizieren, in welchen das CRISPR/CAS9-System zu einem
erfolgreichen Flotillin-1 Knockout gefiihrt hat, wurden die transfizierten Zellen wie unter
3.2.8 beschrieben auf 96-Well-Platten vereinzelt und anschliefend je nach Wachstum auf
das nédchst groBere Format umgesetzt. So wurden die einzelnen Klone vermehrt, bis
jeweils zwei 12-Well-Felder bewachsen waren. Die mit dem Puromycin-Plasmid
transfizierten Zellen wurden unter Selektionsdruck mit 2 pg/ul Puromycin kultiviert. Von
der 12-Well-Platte wurde ein Feld als Lysat zur Proteinanalyse erstellt (siehe 3.2.11), und
die Zellen des anderen Feldes bei -150°C in FCS mit 10% DMSO eingefroren, um bei
bestdtigtem Knockout-Ergebnis die Zellen wieder auftauen zu koénnen. Mit dem

hergestellten Lysat wurde ein Western Blot durchgefiihrt und zun4chst der Anti-Flotillin1-
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Antikorper verwendet. Die geladene Proteinmenge wurde mittels GAPDH iiberpriift. Als
Negativkontrolle wurde ein Lysat der MCF7-WT-Zellen aufgetragen. Zeigte ein Zellklon
kein Flotillin-1-Signal, wurden die Zellen aufgetaut (s. 3.2.1) und entsprechend weiter
kultiviert.

Um den Knockout sequenziell nachzuweisen, wurden die kultivierten Zellen auf eine
24Well-Platte iiberfithrt und eines dieser Wells bei 80-90% Konfluenz nach den
Herstellerangaben des Thermo Scientific Phire Tissue Direct PCR Master Mix-Kits
aufgearbeitet. So konnte eine direkte PCR aus der genomischen DNA ohne vorherige
Isolation der DNA erfolgen. Amplifiziert wurde die Stelle, an der die gRNA gebunden
hatte. Die Annealing-Temperatur fiir die verwendeten Flotillin-1-Primer lag bei 60°C. Im
Anschluss wurde mit dem PCR-Produkt eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt (s.
3.1.4), die DNA aus dem Agarose-Gel mit dem Nucleospin® Gel und PCR-Clean-up Kit
aufgereinigt und zum Sequenzieren geschickt. Die Sequenzen wurden abschlieBend
mittels Blast® (Webadresse: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analysiert und mit

der humanen Flotillin-1-Sequenz verglichen.

3.2.10 Zellernte

Um Reste des Kulturmediums zu entfernen, wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen.
Geerntet wurden die Zellen mit einem Zellschaber in PBS und fiir 2 Minuten bei 3850 x
g und 4°C pelletiert. Die Pellets wurden entsprechend der weiteren Vorgehensweise bei -

20°C gelagert oder direkt weiterverarbeitet.

3.2.11 Zelllysate zur Proteinanalyse

Entsprechend der Pelletgrof8e wurde Lysepuffer mit 1% Protease-Inhibitor-Cocktail zum
Zellpellet hinzugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die abschlieBende
Zentrifugation erfolgte bei 4°C und 25 150 x g fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde als

Lysat zu verschiedenen Analysezwecken eingesetzt und das Pellet verworfen.

3.2.12 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentrationsmessung wurde mithilfe des Photometers durchgefiihrt. Hierzu
wurde 1 ml Bradford-Losung mit 3 pl des Lysates oder mit 3 pl Puffer, zur Verwendung

als Leerwert, vermischt. Die Extinktion wurde bei 600 nm gemessen.
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3.2.13 Zelllysate fiir Ko-Immunprizipitation und GST-Pulldown

Um Lysate fiir die Ko-Immunprézipitations- und Pulldown-Experimente herzustellen,
wurden 10 cm groBBe Schalen konfluenter Zellen verwendet. Nachdem das Medium
entfernt worden war, wurden die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen, um Zelltriimmer und
Uberreste des Mediums zu entfernen. Die Zellen wurden in 5 ml PBS mit einem
Zellschaber geerntet, 2 Minuten bei 3 850 x g zentrifugiert, und das entstandene Pellet in
2 ml ColP-Puffer, welcher zuvor mit 10% NOG und 1% Protease-Inhibitor-Cocktail
versetzt worden war, fiir 30 Minuten auf Eis lysiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation
bei 25 150 x g fiir 12 Minuten bei 4°C. Wurde das Experiment nicht am selben Tag wie
die Ernte durchgefiihrt, wurde das Pellet nach der 2-miniitigen Zentrifugation und
Entfernung des Uberstandes bei -20°C gelagert und unmittelbar vor dem Experiment in

ColP-Puffer lysiert.

3.2.14 Immunfluoreszenz-Firbung

Um eine topographische Nédhe von Proteinen sichtbar machen zu kénnen, wurden die
Proteine mittels spezifischer Antikorper fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Dafiir
wurden MCF7-Zellen auf eine 12-Well-Platte auf Deckgldschen ausgesét und bis 80-90%
Konfluenz in DMEM ++ kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz konnte eine
Immunfluoreszenzfiarbung durchgefiihrt werden. Zuerst wurde das Medium entfernt und
die Zellen anschlieBend zwei Mal mit PBS gewaschen, um Riickstinde zu entfernen. Die
Fixierung und Permeabilisierung erfolgte fiir 8 Minuten bei -20°C durch 1 ml Methanol
pro Well. AnschlieBend wurde das Methanol durch mehrmaliges Waschen mit PBS
wieder entfernt. Das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit 50 uM
Glycin in PBS fiir 10 Minuten und im Anschluss mit 1%igem BSA fiir 30 Minuten. Im
nichsten Schritt inkubierte fiir 1 Stunde der primire Antikorper in der entsprechenden
Verdiinnung in 1% BSA/PBS. Hierzu wurden die Deckgldschen aus der Wellplatte
entfernt und in eine abgedunkelte, feuchte Kammer iiberfiihrt, um eine Inkubation bei
feuchter Atmosphare zu gewédhrleisten. Nach dem Riickfiihren in die Well-Platte erfolgten
erneut drei Waschschritte mit PBS, bevor die Deckgldschen wieder in die abgedunkelte
Kammer tiberfiihrt wurden, und der sekundire Antikorper (Verdiinnung 1:250) fiir eine
Stunde inkubierte. AbschlieBend wurde drei Mal mit PBS und im letzten Schritt mit
destilliertem H20 gewaschen und die Deckgldschen auf Objekttrigern mit 12 ul des
Eindeckmedium 50 mg/ml DABCO-versetztem GelMount befestigt.
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3.3 Biochemische Methoden
3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamidgele bestanden aus 10%igem Trenngel und 4%igem Sammelgel.

10%iges Trenngel, 1 mm

Acrylamid 30% 13,4 ml
APS 10% 0,4 ml
destilliertes Wasser 21 ml
SDS 20% 0,2 ml
TEMED 0,064 ml
Tris pH 8,8 3 M) 5 ml

4%iges Sammelgel, 1 mm

Acrylamid 30% 2,55 ml
APS 10% 0,075 ml
destilliertes Wasser 11,7 ml
SDS 20% 0,075 ml
TEMED 0,064 ml
Tris pH 6,8 (3 M) 0,624 ml

Zur Proteinanalyse wurden Proteine in SDS-Polyacrylamid Gelen bei 20 mA fiir 1 Stunde
und 30 Minuten ihrer Grofe nach im Lammli-Puffer aufgetrennt. Die Proben fiir das
jeweilige Gel wurden mithilfe der Bradford Konzentrationsmessung und destilliertem
H20 auf die gleiche Proteinkonzentration gebracht und mit 4x Ladepufter fiir 4 Minuten
bei 94°C aufgekocht. Zur GroBenorientierung wurden 2,5 pl des Proteinmarkers BioRad

Precision Plus Protein Standard™ in eine separate Tasche des Gels pipettiert.

3.3.2 Western Blot

3.3.2.1 Transfer des Polyacrylamid-Gels

AnschlieBend wurden die Proteine innerhalb von 90 Minuten bei 400 mA auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Dies geschah in einer Blotkammer, befiillt mit

Blotting-Puffer, in der das Gel und die Nitrocellulosemembran auf jeder Seite von einem
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Filterpapier und einem Schwamm umgeben war. Um die vollstandige und korrekte
Ubertragung abzusichern, wurde diese Membran im Anschluss mit einer Ponceau-

SLosung angeféarbt und durch Waschen mit TBST nach der Beurteilung wieder entférbt.

3.3.2.2 Immundetektion

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine 5%ige Losung von Milchpulver in
TBST fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Die Membranen wurden iiber Nacht
bei 4°C mit dem primdren AntikOrper inkubiert. Am néchsten Tag folgten drei
Waschschritte mit TBST fiir jeweils 10 Minuten, bevor der entsprechende sekundire
Antikdrper, der bereits mit HRP (Merrettichperoxidase) gekoppelt war, bei
Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubierte. Danach wurde erneut drei Mal fiir 10
Minuten mit TBST gewaschen und schlieBlich die detektierten Proteine mit einer
ECLLOsung (enhanced chemiluminescence) auf Super RX Rontgenfilmen detektiert. Es
wurde 1 ml der ECL-L&sung pro Membran verwendet und 1 Minute inkubiert. Die Zeit
der Detektion anhand des Rontgenfilms variierte je nach Stirke und Zweck der Signale

und der verwendeten Antikorper.

3.3.2.3 Strippen der Membranen

Um einen weiteren primédren Antikérper verwenden zu kénnen, wurde zwei Mal fiir 10
Minuten 0,1 M Natriumhydroxid als Stripping-Puffer verwendet. Zwischen den beiden
Stripping-Schritten wurde mit TBST gewaschen und im Anschluss an das Denaturieren
des gebundenen Antikorpers wiederholt mit 5%iger Milch in TBST geblockt, um erneut
die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Es erfolgte eine erneute Inkubation
eines primdren Antikorpers liber Nacht. Das weitere Vorgehen entsprach dem oben
beschriebenen Ablauf.

3.3.3 Indirekter GST-Pulldown

Zur Durchfiihrung des indirekten GST-Pulldowns sollte das Lysat mithilfe von Pansorbin-
Beads gewaschen werden. Pro Lysat, welches aus einer 10-cm Schale hergestellt wurde,
wurden 150 pl der Pansorbin-Beads verwendet. Diese wurden mit 1 ml PBS und
anschlieBendem Zentrifugationsschritt zwei Mal gewaschen. Nach dem zweiten
Waschschritt wurden die Pansorbin-Beads in 300 pl ColIP-Puffer resuspendiert. Um das
Lysat zu kldren, wurden jeweils 100 ul der Pansorbin-Suspension mit dem Lysat 15
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend 90 Sekunden bei 3 300 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt und das Pellet verworfen. Nach
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der dritten Inkubationszeit wurde bei 25 150 x g fir 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand als Lysat fiir den indirekten Pulldown verwendet. Ein Aliquot des Lysates
wurde als Kontrolle fiir die SDS-PAGE verwendet.

Die GST-Fusionsproteine (5 pg der Syntenine, 10 pg der Syndecane) wurden auf Eis
aufgetaut und mit je 100 pl 10% BSA fiir 5 Minuten inkubiert. GST wurde in der
dquivalenten Menge als Negativkontrolle verwendet. Es wurden 900 pl des
vorgereinigten Lysats zu den Fusionsproteinen pipettiert und dies iiber Nacht bei 4°C
rotiert, um eine effiziente Bindung zu ermoglichen.

Am néchsten Tag wurden die Proben bei einer 3-miniitigen Zentrifugation bei 16 090 x g
gesammelt und fiinf Mal mit 1 ml ColP-Puffer gewaschen. Bevor eine SDS-PAGE
durchgefiihrt wurde, wurden die Proben in 20 pul 2x LB DTT 4 Minuten bei 94°C gekocht.
Zu der Gelprobe des gereinigten Lysates wurden vor dem Kochen 10 pl 4x LB DTT

hinzugegeben.

3.3.4 Ko-Immunprizipitation

Auch bei der Methode der Ko-Immunprézipitation war eine vorangehende Klirung des
Lysates mit vorher gereinigten Pansorbin-Beads nétig. Um 150 pl Pansorbin-Beads zu
waschen, wurde 1 ml PBS verwendet und fiir 90 Sekunden bei 1 700 x g zentrifugiert.
Dies wurde zwei Mal durchgefiihrt. Zuletzt wurden die Pansorbin-Beads in 150 pl
ColPPuffer pro Probe resuspendiert.

AnschlieBend wurden je 50 pl der gewaschenen Pansorbin-Beads zu den Lysaten
gegeben, 15 Minuten auf Eis inkubiert und 2 Minuten bei 25 150 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde umgefiillt und dieser Vorgang zwei Mal wiederholt. Beim letzten
Waschvorgang wurde fiir 10 Minuten zentrifugiert. 30 pl des gewaschenen Lysates
wurden als Positivkontrolle fiir die SDS-PAGE genutzt.

Bereits wihrend die Lysate inkubierten, wurde die Kopplung des Antikorpers und der
magnetischen Protein-A-Beads durchgefiihrt. Pro Probe wurden jeweils 30 pl der
magnetischen Beads zwei Mal mit 1 ml PBS gewaschen. Schliellich wurden die
ProteinA-Beads in jeweils 90 ul ColP-Puffer und 10 pl 10% BSA in PBS resuspendiert.
Um den Antikorper zu binden, wurden die Protein-A-Beads fiir 3 Stunden mit 3 pg des
polyklonalen Flotillin-1-Antikdrpers auf einem Drehrad gerollt.

Im Anschluss wurden die inzwischen Antikorper-beladenen Beads zweimal in 1 ml
ColPPuffer gewaschen und kurz zentrifugiert, um Fliissigkeitsriickstdnde entfernen zu

konnen. Resuspendiert wurden die Beads in 50 pl Lysepuffer pro IP-Probe mit Zugabe
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von 100 pl 10% BSA in PBS, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 150 pl
der Antikorper-gebundenen Beads wurden iiber Nacht im Kiihlschrank mit 900 pl des
jeweiligen Lysates inkubiert und gerollt.

Am darauffolgenden Tag wurden die Proben mithilfe eines Magneten viermal mit 1 ml
ColP-Pufter gewaschen und zuletzt in 35 pl 2x LB DTT resuspendiert und 4 Minuten bei
94°C  gekocht. Die Proteinauftrennung und Detektion erfolge  mittels
SDSGelelektrophorese und Western Blot.

3.3.5 Exosomen-Isolierung: Ultrazentrifugation

Die Isolierung der Exosomen wurde jeweils mit den Flotillin-1-KO-Zellen und den
Wildtyp-Zellen durchgefiihrt. Zur Isolierung wurde die Methode der Ultrazentrifugation
gewdhlt.

Hierzu waren die Zellen zuvor auf 10 cm groflen Schalen ausgesét wurden. Zeigten sich
diese Schalen 90-95% konfluent, so wurde das Medium fiir 24 Stunden durch Dulbecco’s
Medium mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10% Exosome-free-FBS
ersetzt, um nur die von den Zellen ausgeschiitteten Exosomen zu erhalten.

Pro Probe fiir die Zentrifugation wurden zwei 10 cm groB3e Schalen, entsprechend 10 ml
Medium, verwendet. Das Medium der Zellen wurde abgenommen und in
Zentrifugationsrohrchen Ttberfithrt. Die Zellen wurden verworfen. Der erste
Zentrifugationsschritt erfolgte bei 800 x g fiir 10 Minuten bei 4°C und diente vor allem
dem Entfernen von Zelltrimmern. Das entstandene Pellet wurde verworfen und der
Uberstand bei 10 000 x g fiir 10 Minuten bei 4°C erneut zentrifugiert. In diesem Schritt
wurden die Mikropartikel entfernt und verworfen.

Die finale Zentrifugation zur Isolierung der Exosomen wurde fiir 3 Stunden bei 4°C und

100 000 x g durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das entstandene Pellet in PBS
resuspendiert und wie bereits beschrieben fiir eine SDS-Gelelektrophorese vorbereitet.

Als Kontrolle wurde das entsprechende Lysat der jeweiligen Zelllinie verwendet.

3.4 Auswertung und Abbildungen

Alle dargestellten Experimente wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, mindestens
dreimalig durchgefiihrt und mithilfe von Microsoft PowerPoint beschriftet und
abgebildet. Diese Arbeit wurde im Rahmen des Trainee-Programms der Justus-

LiebigUniversitdt Gieflen verfasst.
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4 Ergebnisse
4.1 Syntenin-1 interagiert mit Flotillin-1

4.1.1 Expression von Syntenin-1-GST-Fusionsproteinen

Aus vorherigen Yeast-Two-Hybrid-Experimenten der Arbeitsgruppe Tikkanen war bereits
bekannt, dass Flotillin-1 und Syntenin-1 miteinander interagieren (M. Meister & R.
Tikkanen, nicht verdffentlicht). Als weitere Moglichkeit zum Nachweis einer
ProteinProtein-Interaktion in vitro und zu einer genaueren Charakterisierung dieser
Interaktion bietet sich die Durchfiihrung eines indirekten Pulldown-Experimentes mit
GSTFusionsproteinen an. Hierzu wurden die gewiinschten Proteine als Fusionsprotein
mit einem  Glutathion-S-Transferase-Tag  exprimiert. AnschlieBend  wurden
GlutathionSepharose-Kiigelchen zur Aufreinigung verwendet, da sie kovalent an den
GST-Tag binden.

Um die fiir die Interaktion bendtigten Teilsegmente genauer zu untersuchen, wurden
Syntenin-1-GST-Fusionsproteine exprimiert, die unterschiedliche Dominen des
Syntenins umfassten (sieche Abb. 4). Es handelte sich um das gesamte Syntenin-1, die
Nterminale Domine (NTD) und die C-terminalen PDZ-Doménen, jeweils mit einem

Nterminalen GST-Tag versehen.

[ Syntenin-1-GST

NTD PDZ-1 PDZ-2
| | |
I | I
Syntenin-1-NTD- Syntenin-1-PDZ-GST
GST

Abbildung 4: Syntenin-1-Struktur. Schematische Darstellung der Syntenin-1-Struktur mit ihren
verschiedenen Doménen. Die gesamte Lange des Syntenin-1 im GST-Fusionsprotein ist Lila dargestellt. In
Rot abgebildet ist der NTD-Teil und Griin das Fusionsprotein, welches die zwei PDZ-Doménen enthélt.
Modifiziert nach Baietti et al., 2012.

Es wurden bereits zuvor mit den jeweiligen Plasmiden transformierte Rosetta E.coli
verwendet, die in der Arbeitsgruppe vorhanden waren. Die Sequenzen (sieche Abb. 5)
lagen im pGEX-4-T1-Vektor vor. Zusétzlich wurde nur GST ohne Anhang exprimiert und

das GST als Negativkontrolle verwendet.

atgtctctctatccatctctcgaagacttgaaggtagacaaagtaattcaggctcaaact
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R M A P s I M K S L. M D H T I P E V -

Abbildung 5: Sequenzen und Aminosiureabfolge der klonierten Syntenin-Konstrukte. In Lila
hervorgehoben die NTD-Doméne. In Blau sind die PDZ-Doménen markiert.

Um eine Induktion der Expression der Fusionsproteine durchfiihren zu kdnnen, wurden
die Rosetta E.coli zum Expandieren in selektives LB-Medium mit 250 pg/ml Ampicillin
gegeben und tiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Nach erfolgter Induktion mit
0,15mM IPTG iiber Nacht bei 20°C wurde eine Gelelektrophorese der Bakterienlysate
und eine Coomassie-Farbung zur Priifung der erfolgreichen Induktion durchgefiihrt. In
allen Proben war eine deutlich verstirkte Expression der gewiinschten Proteine sichtbar
(siche Abb. 6). Aullerdem wurden weitere, in Rosetta E.coli vorkommende endogene

Proteine in ihrer Expression potenziert.
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Abbildung 6: Coomassie-Firbung nach Proteininduktion der Syntenin-1-GST-Fusionsproteine. Die
Induktion wurde bei einer optischen Dichte von 0,4-0,6 (gemessen bei 600 nm) mit 0,15 mM IPTG bei
20°C iiber Nacht durchgefiihrt. Bei der anschlieBenden SDS-Gelelektrophorese wurde die Probe der
Bakterienlysate vor der Induktion (n, nicht induziert) und die jeweilige induzierte Probe (i, induziert)
aufgetragen. Die Kédsten markieren jeweils die induzierten Fusionsproteine. A Das Fusionsprotein mit
gesamter Linge des Syntenins besitzt eine Molekularmasse von ungefiahr 60 kDa. B Das Fusionsprotein
mit den PDZ-Doménen ist ca. 43 kDa grof3. Das Fusionsprotein mit der N-terminalen Doméne zeigt sich
bei ca. 27 kDa. Als Negativkontrolle wurde das GST-Tag verwendet (pGEX-4-T1-GST), welches bei
ungefihr 25 kDa zu sehen ist.

4.1.2 Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1 bei indirektem Pulldown

Um Syntenin-1 als Interaktionspartner von Flotillin-1 zu verifizieren, wurde mit den
rekombinanten Fusionsproteinen ein indirekter Pulldown durchgefiihrt. Mit den Proben
aus den Pulldowns wurde eine SDS-Gelelektrophorese und ein anschliefender Western
Blot durchgefiihrt (siche Abb. 7). Hier wurde Flotillin-1 mit einem Anti-Flotillin-
1 Antikorper detektiert. Da nicht-transfizierte MCF7-Lysate verwendet wurden, handelte
es sich um endogenes Flotillin-1. Die an der Interaktion beteiligten Domédnen des
Syntenins sollten durch Verwendung der aus den verschiedenen Doménen der Synteninl
bestehenden Teilfragmente ebenfalls néher charakterisiert werden. Es wurde die gleiche
Menge (5 pg) von allen Fusionsproteinen verwendet. Zum Konzentrationsvergleich
wurde nur das Protein mit der kompletten Lange betrachtet, wihrend die Abbaufragmente

der PDZ-Domine nicht beriicksichtigt wurden.
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Es zeigte sich eine deutlich erkennbare Interaktion des Syntenin-1-GST (entsprechend
des gesamten Syntenin-1) und der Syntenin-1 PDZ-Doméinen mit Flotillin-1 (siche Abb.
7). Ebenfalls sichtbar war eine Interaktion von Flotillin-1 mit dem N-terminalen Teil des
Syntenin-1-Proteins. Dieses Signal erschien allerdings deutlich schwicher, weshalb
davon ausgegangen werden konnte, dass zwar beide Anteile des Syntenin-1 mit Flotillinl
interagieren konnen, aber die PDZ-Dominen einen wichtigeren Teil der
Interaktionsdoméne zu bilden scheinen. Alle Signale zeigten sich, der GréB3e von Flotillin-

1 entsprechend, bei 47 kDa.
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Abbildung 7: Nachweis der Proteininteraktion von Flotillin-1 und Syntenin-1. Dargestellt ist der
Western Blot mit den GST-Pulldown-Proben und die gefarbte Nitrocellulosemembran. Die aufgereinigten
GST-Fusionsproteine wurden mit vorgereinigtem Lysat der MCF7-Zellen iiber Nacht inkubiert. Jede Probe
enthielt 5 pg des GST-Fusionsproteins und wurde mit 900 pl Lysat inkubiert. GST wurde als
Negativkontrolle verwendet. Es erfolgte eine Gelelektrophorese zur Groflenauftrennung der Proteine und
ein anschliefender Western Blot. Die Nitrocellulosemembran wurde in der Ponceau-Losung angefarbt, um
die Ubertragung und #quivalente Menge der Fusionsproteine zu sichern. Zur Detektion im Western Blot
wurde ein monoklonaler Anti-Flotillin-1-Antikdrper aus der Maus verwendet. Die Abbildung zeigt ein

reprasentatives Experiment von drei unabhingigen Experimenten.

4.1.3 Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1 in der Ko-Immunprizipitation
Das Ergebnis des durchgefiihrten GST-Pulldowns lieferte klare Hinweise fiir eine

Interaktion von Flotillin-1 und Syntenin-1 in vitro. Allerdings handelte es sich
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ausschlieflich um einen Nachweis einer Interaktion mit den hergestellten
Fusionsproteinen. Eine Moglichkeit, eine Interaktion unter physiologischeren
Bedingungen nachzuweisen ist die Ko-Immunprézipitation. Hierzu wurde der
AntiFlotillin-1-Antikorper zunichst nicht-kovalent an Protein A-Kiigelchen gebunden.
Der an die Kiigelchen gebundene Antikorper wurde mit einem Lysat inkubiert, um das
Antigen Flotillin-1 und seine assoziierten Interaktionspartner ebenfalls zu binden. So
wurde nach mehreren Waschschritten nicht nur das gebundene Antigen prazipitiert,
sondern zusidtzlich ebenfalls die Interaktionspartner. Der Nachweis der Interaktion
erfolgte im Western Blot durch Detektion des gesuchten Interaktionspartners mithilfe des
entsprechenden spezifischen Antikdrpers (hier Anti-Syntenin-1).

Die Expression von Syntenin-1 in HEK-Zellen wurde vor der Ko-Immunprézipitation
durch eine Transfektion mit Syntenin-1-Flag-pCDNA erhoht. Es wurde jeweils ein 6 Well
mit 2 pg DNA transfiziert, nach 24 Stunden geerntet und in ColP-Puffer lysiert. Eine
Probe des Lysates wurde als Kontrolle verwendet.

Wie der Western Blot in Abbildung 8 zeigt, konnte die Interaktion von Syntenin-1 und
Flotillin-1 auch in der Ko-Immunprézipitation bestitigt werden. Es zeigten sich Signale
fiir Syntenin-1 bei ca. 33 kDa in beiden Lysaten, wobei im Lysat der transfizierten Zellen
zwei Syntenin-1-Signale auftraten, was auf das Flag-Tag der verwendeten DNA
zuriickzufiihren ist. Die untere Bande stellte das endogene Syntenin-1 dar und die obere
Bande das durch Transfektion iiberexprimierte Syntenin-1 mit Flag-Tag. Dies zeigte, dass
die Transfektion erfolgreich durchgefiihrt wurde. Auch in den prézipitierten Proben
zeigten sich Signale, was eine Interaktion nahelegte. Das Signal der transfizierten und
prézipitierten Probe enthielt ebenfalls das endogene und das iiberexprimierte Syntenin-1.
Flotillin-1 war in allen Proben auf einer H6he von 47 kDa nachweisbar, allerdings in den

Lysat-Proben schwach.
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Abbildung 8: Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1 mittels Ko-Immunprizipitation. Dargestellt
ist der Western Blot mit den Proben der Ko-Immunprézipitation. Ein polyklonaler Flotillin-1 Antikérper
wurde mit magnetischen Kiigelchen verbunden und in ColP-Puffer geldst. Nach erfolgter Prazipitation,
Waschen und Denaturierung wurde am folgenden Tag das gebundene Proteingemisch mit Ladepuffer auf
ein Polyacrylamid-Gel geladen. Zu sehen ist jeweils die ko-immunprézipitierte Probe von transfizierten und
nicht-transfizierten Zellen und eine Probe des jeweiligen Lysates. Die Detektion erfolgte mit einem

Anti-Syntenin-1-Antikérper und zur Kontrolle nachfolgend mit einem monoklonalen Anti-Flotillin-

1 Antikorper. Die Abbildung zeigt ein repréisentatives Experiment von drei unabhéngigen Experimenten.

Zusammenfassend betrachtet konnte auch unabhidngig von der durchgefiihrten
Transfektion eine Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1 nachgewiesen werden, was

die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit erneut bestitigte.

4.1.4 Lokalisation von Flotillin-1 und Syntenin-1 in Brustkrebszellen

Ein weiterer bedeutsamer Punkt zur Charakterisierung einer Interaktion ist die mogliche
gemeinsame zelluldre Lokalisation der untersuchten Proteine. Um die Topographie der
Proteine im intakten Zellverband darzustellen, wurden MCF7-Zellen auf Deckgldschen
kultiviert und fixiert. AnschlieBend wurden Flotillin-1 und Syntenin-1 durch spezifische
Antikorper und Fluorochrom-gekoppelte Sekundérantikdrper markiert, und die Proben
fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen (siche Abb. 9).

Flotillin-1 zeigte sich in allen Proben vorwiegend an der Plasmamembran und in
intrazelluldren Vesikeln lokalisiert. Im Vergleich dazu zeigte sich Syntenin-1 vor allem

perinukledr, vereinbar mit der Lokalisation des endoplasmatischen Retikulums. Eine
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klare Ko-Lokalisation der untersuchten Proteine zeigte sich in den durchgefiihrten

Doppelfarbungen nicht.

Overlay Flotillin-1 Syntenin-1
2]

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Flotillin-1 und Syntenin-1. MCF7-WT-

Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert und bei 80-90%iger Konfluenz mit Methanol fixiert. In Griin
dargestellt ist Flotillin-1, hauptsédchlich an der Plasmamembran lokalisiert. Ein geringerer Teil von Flotillinl
zeigt sich in intrazelluldren Vesikeln im Zytoplasma. In Rot angeférbt ist Syntenin-1 abgebildet. Auffillig
ist eine lberwiegende perinukledre Lokalisation. Verwendet wurde ein monoklonaler Anti-Flotillin-
1 Antikdrper und ein polyklonaler Anti-Syntenin-1-Antikdrper. Die DAPI-Féarbung markiert in Blau den
Nucleus der einzelnen Zellen. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Experiment von drei unabhingigen

Experimenten.

AbschlieBend betrachtet, konnte eine Interaktion von Syntenin-1 mit Flotillin-1 sowohl
im indirekten Pulldown-Experiment als auch in der Ko-Immunprizipitation
nachgewiesen werden. Die PDZ-Doméne des Syntenin-1 schien starker mit Flotillin-1 zu
interagieren als die NTD-Doméne. Eine Ko-Lokalisation im intakten Zellverband der

Brustkrebszellen zeigte sich in der Immunfluoreszenzfarbung nicht.
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4.2 Proteininteraktion zwischen Syndecanen 1,2,3 und 4 und Flotillin-1

4.2.1 Klonierung von Syndecanen 1,2,3 und 4

Aus vorherigen Arbeiten ist bereits bekannt, dass Exosomen aus sogenannten spéten
Endosomen bzw. multivesikuldren Korpern entstehen, und bei dieser Reifung
verschiedene Proteine wie ESCRT und ein Triplet aus ALIX, Syntenin-1 und Syndecanen
beteiligt (Baietti et al., 2012). In den vorangegangenen Experimenten dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Flotillin-1 mit Syntenin-1 interagiert. Aufgrund dieser Ergebnisse
stellte sich die Frage nach einer moglichen Interaktion von Syndecanen mit Flotillin-1.
Da Flotillin-1 insbesondere an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran
lokalisiert ist (siche Abb. 10), war vordergriindig von einer moglichen Interaktion mit der
zytoplasmatischen Domidne der Syndecane auszugehen. Um dieser Fragestellung
nachzugehen, wurde RNA aus verschiedenen Zelllinien isoliert, um die

Syndecane 1 bis 4 zu klonieren, da nicht alle Syndecane ubiquitdr exprimiert werden (C.
W. Kim et al., 1994). Fiir Syndecan-1 und -4 wurde RNA aus MCF7-Zellen isoliert, da
Syndecan-1 vor allem in epithelialen Zellen nachweisbar ist, wihrend Syndecan-4
ubiquitdr exprimiert wird. Fiir Syndecan-3 wurden aufgrund der vorherrschenden
Expression in neuronalem Geweben SH-SYSY Zellen verwendet, und fiir Syndecan-2
wurde bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene cDNA aus Fibroblasten verwendet. Die
gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese anschlieend mittels PCR mit
spezifischen Primern fiir die jeweiligen Syndecane amplifiziert, um den
zytoplasmatischen Teil der Syndecane in den Vektor (pGEX-4-T1) einbringen zu kénnen.
Das Plasmid wurde in E.coli XL-1 Blue transformiert und nach positivem Ergebnis der

Sequenzierung zur Proteinexpression in Rosetta E.coli transformiert.
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Syndecan-1 (Referenzsequenz: NM 001006946)
1201 ggtgggtttc atgctgtacc gcatgaagaa gaaggacgaa ggcagctact ccttggagga
1261 gccgaaacaa gccaacggcg gggcctacca gaagcccacc aaacaggagg aattctatgce

1321 ectgacgcggg agccatgcgce cccctccgcecc ctgccactca ctaggcccce acttgectcet

tac cgc atg aag aag aag gac gaa ggc agc tac tcc ttg gag gag ccg aaa caa gcc aac
Y R M K K K D E G S Y S L E E P K Q A N
ggc ggg gcc tac cag aag ccc acc aaa cag gag gaa ttc tat gce tga

G G A Y Q K P T K Q E E F Y A -

Syndecan-2 (Referenzsequenz: NM _002998.4)
961 gtgtatcgca tgagaaagaa ggatgaagga agctatgacc ttggagaacg caaaccatcc
1021 agtgctgctt atcagaaggc acctactaag gagttttatg cgtaaaactc caacttagtg

cgc atg aga aag aag gat gaa gga agc tat gac ctt gga gaa cgc aaa cca tcc agt gct
R M R K K D E G S Y D L G E R K P S S A
gct tat cag aag gca cct act aag gag ttt tat gcg taa

A Y Q K A P T K E F Y A -

Syndecan-3 (Referenzsequenz: NM 014654.4)
1381 ggtcacactg ctcatctatc gtatgaagaa aaaggatgag ggcagctaca cgctggagga
1441 acccaagcag gcgagcgtca cataccagaa gcctgacaag caggaggagt tctatgccta

1501 gtggagccac agtgcctccc tgcagcctca acaccaccct gctgtccagt ccccagectg

tat cgt atg aag aaa aag gat gag ggc agc tac acg ctg gag gaa ccc aag cag gcg agc
Y R M K K K D E G S Y T L E E P K 0 A S
gtc aca tac cag aag cct gac aag cag gag gag ttc tat gcc tag

\% T Y Q K P D K Q E E F Y A -

Syndecan-4 (Referenzsequenz: NM 002999.4)
541 gctcatgtac cgtatgaaga agaaggatga aggcagctat gacctgggca agaaacccat 601

ctacaagaaa gcccccacca atgagttcta cgcgtgaagc ttgcttgtgg gcactggcett

cgt atg aag aag aag gat gaa ggc agc tat gac ctg ggc aag aaa ccc atc tac aag aaa
R M K K K D E G S Y D L G K K P I Y K K

gcc ccc acc aat gag ttc tac gcg tga A P T N E F Y A -

Abbildung 10: DNA- und Protein-Sequenz der Kklonierten zytoplasmatischen Dominen der
Syndecane. Gezeigt sind die in pGEX-4-T1 klonierten Sequenzen von zytoplasmatischen Doménen von
Syndecan 1, 2, 3 und 4. Unterhalb der DNA-Sequenz sind die jeweiligen Aminosduresequenzen gezeigt.

Der translatierte Bereich ist blau hervorgehoben.
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4.2.2 Expression von Syndecan-GST-Fusionsproteinen

Die mit den oben dargestellten Plasmiden transformierten Rosetta E.coli wurden mit
0,15 mM IPTG zur Proteininduktion angeregt. Wie auch bei Expression der
SynteninGST-Fusionsproteine, wurde vor und nach der Induktion eine Probe entnommen,
die in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und durch eine Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht wurde (siche Abb. 11). Alle Syndecan-Fusionsproteine wurden nach der
Induktion verstiarkt exprimiert. Sichtbar war auBBerdem eine Steigerung der Expression

von anderen, endogenen Proteinen in den transformierten und induzierten Rosetta E.coli.
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Abbildung 11: Coomassie-Firbung nach Proteininduktion der Syndecan-GST-Fusionsproteine. Die
SDS-Polyacrylamidgele wurden jeweils mit einer Probe vor (n, nicht-induziert) und nach (i, induziert) der
Induktion (0,15 mM IPTG) beladen. Die Fusionsproteine mit den zytoplasmatischen Doménen zeigen sich

bei einer GroBe von 25 kDa bis 30 kDa und sind durch die Késten hervorgehoben.

4.2.3 Proteininteraktion von Syndecanen und Flotillin-1

Wie bereits zum Nachweis der Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1 angewandt,
wurde ein indirekter GST-Pulldown auch zur Beantwortung der Fragestellung nach einer
Interaktion von Syndecanen und Flotillin-1 durchgefiihrt. Hierbei wurden die zuvor
aufgereinigten GST-Fusionsproteine mit den zytoplasmatischen Doménen der Syndecane

verwendet. Als Negativkontrolle wurde GST verwendet, welches bereits aus den
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vorherigen Experimenten zum Interaktionsnachweis von Syntenin-1 und Flotillin-1

vorhanden war.

Im mit den Proben des GST-Pulldowns durchgefiihrten Western Blot zeigte sich eine
Interaktion von Flotillin-1 mit der zytoplasmatischen Doméne von Syndecan-1,
Syndecan-2, Syndecan-3 und Syndecan-4 (sieche Abb. 12). Die Signale erschienen alle
ungefahr gleich intensiv auf einer Hohe von 47 kDa, iibereinstimmend mit der Grof3e von

Flotillin-1.
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Abbildung 12: Proteininteraktion von Flotillin-1 und Syndecanen. Western Blot und die
PonceauFarbung des GST-Pulldowns. Zundchst wurden die Syndecan-Fusionsproteine mit Lysat der
MCF7-Zellen inkubiert und am folgenden Tag mehrfach gewaschen. Es wurden jeweils 10 pg der
Fusionsproteine und GST verwendet. Die Detektion erfolgte mit einem monoklonalen Anti-Flotillin-1-
Antikorper. Anhand der Ponceau-Farbung sind die dquivalenten Mengen der aufgetragenen Fusionsproteine
beurteilbar. Jede Probe eines Fusionsproteins zeigt im Western Blot ein Signal auf Hohe des Flotillin-1 (47
kDa). Die Negativkontrolle (GST) zeigt kein Signal fiir Flotillin-1. Die Abbildung zeigt ein représentatives

Experiment von drei unabhingigen Experimenten.
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4.2.4 Ko-Lokalisation von Flotillin-1 und Syndecan-1 in Brustkrebszellen

Nachdem im Western Blot mit indirektem Pulldown eine Interaktion von Flotillin-1 und
Syndecan-1 nachgewiesen wurde, sollte als weiterfiihrende Charakterisierung dieser
Wechselwirkung die mogliche Ko-Lokalisation im intakten Zellverband untersucht
werden. Hierzu wurden erneut, wie oben bereits beschrieben, MCF7-Zellen auf
Deckgléschen kultiviert, fixiert und mit Antikorpern gefarbt. Mit einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop wurden schlieflich die Ergebnisse dokumentiert (siche Abb. 13).
Flotillin-1 zeigte sich an der Plasmamembran und in intrazelluldren Vesikeln lokalisiert.
Syndecan-1 hingegen erschien verstdrkt perinukledr und im Zytoplasma in Vesikeln
lokalisiert. Ein geringer Teil war auch an der Plasmamembran erkennbar. Eine partielle
Ko-Lokalisation von Syndecan-1 und Flotillin-1 (griin) war in intrazelluldren Vesikeln

und an der Plasmamembran (sieche Markierungen) sichtbar.

Overlay Flotillin-1 Syndecan-1

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Flotillin-1 und Syndecan-1. MCF7-
WTZellen wurden auf Deckglaschen bis zur geeigneten Konfluenz kultiviert und mit Methanol fixiert. Fiir
die

Markierung wurden ein monoklonaler Anti-Flotillin-1-Antikdrper und ein polyklonaler Anti-Syndecan-1-
Antikorper sowie Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikorper verwendet. In Griin dargestellt ist Flotillin1,
nachweisbar vor allem an der Plasmamembran und in intrazelluldren Vesikeln. In Rot ist die Lokalisation
von Syndecan-1 erkennbar. Die Markierungen (Késtchen) zeigen eine mogliche partielle Ko-Lokalisation
(gelb) von Flotillin-1 und Syndecan-1 im Bereich von intrazelluldren Vesikeln und der Plasmamembran.
Die DAPI-Farbung markiert den Zellkern bzw. die DNA der Zellen blau. Die Abbildung zeigt ein

repriasentatives Experiment von drei unabhéngigen Experimenten.

Im indirekten Pulldown gelang der Nachweis einer Interaktion von Flotillin-1 mit allen
untersuchten Mitgliedern der Syndecan-Familie. Flotillin-1 schien mit jedem der vier
Syndecane dhnlich stark zu interagieren. In der Inmunfluoreszenzfarbung zeigte sich eine
partielle Ko-Lokalisation von Flotillin-1 und Syndecan-1 im Bereich der Plasmamembran

und in intrazelluldren Vesikeln.
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4.3 Charakterisierung von Flotillin-1-KO-MCF7-Zellen und ihren Exosomen
4.3.1 Generierung und Charakterisierung von Flotillin-1-KO-MCF7-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits eine Interaktion von Flotillin-1 mit Syndecanen
und Syntenin-1 belegt werden. Damit die Rolle von Flotillin-1 in der Entstehung von
Exosomen und der Einfluss von Flotillin-1 auf Syntenin-1 und Syndecan-1 im
Zellverband genauer untersucht werden konnte, waren Flotillin-1-Knockout-Zellen
wiinschenswert. Somit sollte der Einfluss der Abwesenheit von Flotillin-1 auf die Menge
der ausgeschiitteten Exosomen und den Syntenin-1-Gehalt der Exosomen untersucht
werden, ebenso wie die Lokalisation von Syntenin-1 und Syndecanen in F1KO-Zellen.
Auch die Expression von Syntenin-1 und Syndecan-1 im Vergleich zu WT-Zellen sollte

auf diesem Wege genauer beleuchtet werden.

Zur Generierung des Flotillin-1-Knockouts wurde das bakterielle DNAEditierungssystem
CRISPR/CAS9 verwendet. Hierbei handelte es sich um eine in der

Arbeitsgruppe bereits etablierte Methode, mit deren Hilfe ein Knockout des Flotillin-
1Gens durchgefiihrt werden konnte (Kapahnke et al., 2016). Die Transfektion wurde
mithilfe des Neon™Transfection Kit durch Elektroporation durchgefiihrt. Die
verwendete gRNA stammte von der Horizon Discovery Group, UK und wurde in ein

pD1301-AD Plasmid kloniert (Kapahnke et al., 2016).

Tabelle 10: Verwendete Flotillin-1 gRNA
| Abkiirzung | Identifikationsnummer ‘ gRNA-Sequenz (5°-3°)

Flotillin - | G-20 165723 CTCCAGCCACCATGACTGGG
1

Nach erfolgtem Ziichten der Einzelzellklone wurde pro Klon eine Probe als Lysat
verarbeitet. Mit dem gewonnenen Lysat wurde anschlieend eine Gelelektrophorese und
ein Western Blot zur Detektion der vorhandenen Proteine durchgefiihrt. Als Kontrolle
wurde stets ein Lysat vom MCF7-WT aufgetragen. Primdr wurde eine Vielzahl von
Klonen getestet, woraus schlielich die in Abb. 14 gezeigten Klone ausgewahlt und weiter
charakterisiert wurden. Zur Charakterisierung der KO-Zellklone wurden verschiedene
Antikorper, entsprechend der zu untersuchenden Proteine wie Syndecan-1 und Syntenin-
1, verwendet. Auch der Einfluss des Flotillin-1-Knockouts auf die Flotillin2 -Expression

sollte beleuchtet werden (siche Abb. 14).
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Es zeigten sich in den Lysaten der F1KO-Klone Syndecan-1-Signale auf einer Hohe von
125 kDa in allen aufgetragenen Proben. Auffillig ist, dass das Signal von Klon 30
verstirkt erschien, sowohl im Vergleich zum Wildtyp, als auch im Vergleich zu den
anderen KO-Klonen. Die Grofle des Syndecans erklérte sich durch die Glykosylierung
dieses Proteins. Die Expression von endogenem Flotillin-1 war nur in Wildtyp-Zellen
nachweisbar, was fiir den effizienten Knockout des Proteins in Klon 14, 19 und 30 sprach.
Klon 30 zeigte ein sehr schwaches, deutlich hoher als endogenes Flotillin-1 gelegenes
Signal. Signale fiir Flotillin-2 erschienen in Klon 14 und 19 stark abgeschwécht,
verglichen mit den Wildtyp-Zellen. Im Lysat von Klon 30 zeigte sich ein etwas stirkeres
Signal fiir Flotillin-2 auf einer Hohe von ca. 47 kDa. Auch Syntenin-1 war in allen Lysaten
nachweisbar und zeigte sich auf einer Hohe von 33 kDa. Syntenin-1 schien in Klon 19
intensiviert zu sein, trotz gleicher aufgetragener Proteinmengen. Zur Sicherung
dquivalenter Proteinmengen wurde ein Anti-GAPDH-Antikorper verwendet, der in allen

4 Lysaten gleich intensiv erschien.
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Abbildung 14: Expression von Flotillinen, Syndecan-1 und Syntenin-1 in Flotillin-1-Knockout- und
Wildtyp-Lysaten. Dargestellt ist ein Western Blot mit Detektion verschiedener Proteine mit spezifischen
Antikorpern in Knockout-Klonen. Die drei gezeigten Klone waren zuvor zur weiteren Charakterisierung
ausgewahlt wurden. Verwendet wurde ein Anti-Syndecan-1-, ein Anti-Flotillin-1-, ein Anti-Flotillin-2-, ein
Anti-GAPDH- und ein Anti-Syntenin-1-Antikérper. Zum Vergleich wurde ein Wildtyp-Lysat aufgetragen.
Zur Sicherung dquivalenter Konzentrationen wurde ein Anti-GAPDH-Antikorper verwendet, der gleich
intensive Signale in allen Proben zeigt. Syndecan-1 ist in allen Proben nachweisbar und besitzt ein
Molekulargewicht von 125 kDa aufgrund von Glykosylierung. Flotillin-1 (ca. 47 kDa) ist lediglich in
Wildtyp-Zellen nachweisbar. Flotillin-2 erscheint ebenfalls auf einer Héhe von 47 kDa und ist in Klon 14
und 19 weniger intensiv darstellbar als im Wildtyp. Syntenin-1 ist in Klon 19 intensiver, aber in allen Proben
nachweisbar. Klon 30 zeigt ein sehr schwaches Signal, welches deutlich hoher als das endogene

Flotillin-1 liegt. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Experiment von drei unabhédngigen Experimenten.
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4.3.3 Sequenzierungen

Um das Flotillin-1-Knockout auch auf genomischer Ebene zu sichern und die durch
CRISPR/Cas9 entstandenen Verdnderungen zu charakterisieren, wurde eine
Sequenzierung der drei ausgewihlten Klone durchgefiihrt. Hierzu wurde mithilfe von
PCR-Primern, welche die Flotillin-1-gRNA-Stelle flankierten, die genomische DNA der
Klone mit dem Phire Tissue Direct PCR Master Mix-Kit amplifiziert und anschlieend
das entstandene Produkt nach erfolgter Agarose-Gelelektrophorese mit dem Nucleospin®
Gel und PCR-Clean-up Kit aufgereinigt und zur Sequenzierung versandt. Die erhaltenen
Sequenzen wurden mit der humanen Wildtyp-Flotillin-1-Sequenz verglichen, um die
genomischen Anderungen im FLOTI-Gen zu identifizieren. In Klon 14 und 19 zeigte
sich eine Insertion einer Base (Adenosin) im Vergleich zum Wildtyp. Klon 30 zeigte
jedoch die gleiche Sequenz wie die Referenzsequenz und somit keine sichtbare Mutation
im FLOT-1-Gen (siche Abb. 15).
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Klon 14: Insertion eines zusatzlichen A

e aes. WG R, e

Referenzsequenz 266 CATCCAACAGATCCAGAGG 284

Klon 14 205 CAILMUGAIUAA 263

Klon 19: Insertion eines zusatzlichen A

Ry i minhitichitiminhiiithiiiiiige

Referenzsequenz 266 CATCCAACAGATCCAGAGG 284

con 19 242 CAHLMALHUHAL 260

Klon 30: Keine nachweisbare Mutation

R i ivhitindion it

Referenzsequenz 267 ATCCAACAGATCCAGAGG 284

lon 30 249 ARLAALGHHEUALALL 266

Abbildung 15: Sequenzen der Flotillin-1-KO-Klone. Abgebildet ist die FLOT-]/-Referenzsequenz mit
den jeweiligen Sequenzierungen der Klone darunter. Klon 14 und Klon 19 zeigen ein inseriertes Adenosin
(in Blau markiert). In Klon 30 ldsst sich keine Mutation ausmachen. Bei der Referenzsequenz handelt es
sich um die Sequenz des humanen FLOT-1-Wildtyps (NM_005803.2). Die Sequenzierung wurde jeweils
einmalig pro Klon durchgefiihrt.

Aufgrund der oben aufgefiihrten Sequenzierungsergebnisse wurde auf weitere
Ausfithrung von Experimenten mit Klon 30 verzichtet und im weiteren Verlauf Klon 14
und Klon 19 genauer charakterisiert. Bei den folgenden Abbildungen ist jeweils Klon 14

exemplarisch dargestellt.

4.3.5 Veriinderte Menge von Flotillin-2 bei Flotillin-1-Knockout

Die Lokalisation und Menge von Flotillin-2 im Flotillin-1-Knockout sollte mit
Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht werden, da bereits bekannt war, dass sich
Flotillin-1 und Flotillin-2 in ihrer Expression gegenseitig beeinflussen (vgl. Kapitel 1.3).
Wie bereits oben beschrieben, wurden die Zellen auf Deckglidschen kultiviert, gefarbt,
und die Ergebnisse in einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop festgehalten. Dargestellt

sind Doppelfarbungen von Flotillin-1 und Flotillin-2 in Klon 14 (siche Abb. 16).
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Im Overlay der Doppelfarbung zeigte sich ein gemeinsames Auftreten von Flotillin-1 und
-2 in intrazelluldren Vesikeln und an den Plasmamembranen der Zellen. Flotillin-1 und 2
fanden sich dementsprechend in Wildtyp-Zellen vor allem an der Plasmamembran und in
intrazelluldren Vesikeln wieder. In der Farbung der F1KO-Zellen erschien lediglich ein
schwaches Hintergrundsignal von Flotillin-1. Flotillin-2 war, im Unterschied zum

Wildtyp, in seiner Expression vermindert, vor allem in Betracht auf die intrazelluldren

Vesikel.

Overlay Flotillin-1 Flotillin-2

. . -

Flotillin-1-Knockout

Abbildung 16: Doppelfirbung von Flotillin-1 und Flotillin-2. Abgebildet sind MCF7-WT und Flotillin1-
Knockout-Zellen, die auf Deckgldschen kultiviert, fixiert und gefdarbt wurden. Es wurde ein monoklonaler
Anti-Flotillin-2- (Maus) und ein polyklonaler Anti-Flotillin-1-Antikdrper (Kaninchen) verwendet. Im
Overlay sind die Doppelfiarbung und die DAPI-Farbung (Blau) eingeblendet. Flotillin-1 ist in Griin geférbt
und zeigt nur ein sehr schwaches Hintergrundsignal im Knockout. In Rot ist Flotillin-2 angefarbt, welches
sich im Knockout vermindert farbt. Die Abbildung zeigt ein reprdsentatives Experiment von drei

unabhéngigen Experimenten.
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4.3.4 Lokalisation von Syntenin-1 und Syndecan-1 in Flotillin-1-KO-Zellen

Ebenso wie bereits fiir Flotillin-2 durchgefiihrt, sollten die Flotillin-1-Knockout-Zellen
beziiglich einer moglicherweise verdanderten Lokalisation und Expression von Syndecanl
und Syntenin-1 im intakten Zellverband {iberpriift werden. Wie in vorherigen
Experimenten beschrieben, wurden die Zellen auf Deckgléschen kultiviert. Die Detektion
erfolgte durch jeweils zwei spezifische Antikorper und Fluorochrom-gekoppelte
sekunddre Antikorper. Die Dokumentation wurde mit einem konfokalen Laser-Scan
Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Bei den dargestellten Farbungen handelt es sich um
Doppelfarbungen von Klon 14, um die Lokalisation von Syntenin-1 und Syndecan-1 im

F1KO darzustellen (siche Abb. 17).

Flotillin-1 zeigte lediglich ein Hintergrundsignal in beiden Doppelfdrbungen, was den
Knockout erneut bestdtigte und eine Beurteilung der Lokalisation von Syntenin-1 und

Syndecan-1 im Vergleich zum Wildtyp erlaubte. Verglichen mit den Farbungen in
Wildtyp-Zellen (Kapitel 4.1.4) befand sich Syntenin-1 nach erfolgtem FIKO weiterhin
vorwiegend perinukledr, moglicherweise im Bereich des endoplasmatischen Retikulums
oder des Golgi-Apparats. Syndecan-1 zeigte sich dem Wildtyp entsprechend (Kapitel
4.2 .4) ebenfalls hauptsdchlich um den Zellkern herum konzentriert und in intrazelluldren

Vesikeln.
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Overlay Flotillin-1 Syntenin-1

--

Overlay Flotillin-1 Syndecan-1

Abbildung 17: Lokalisation von Syntenin-1 und Syndecan-1 in Flotillin-1-Knockout-Zellen. Die

KOZellen wurden auf Deckgldschen bis zum Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz kultiviert, fixiert und
gefarbt. Es wurde ein primirer Anti-Flotillin-1-, Anti-Syntenin-1- und Anti-Syndecan-1-Antikdrper und
fluorochrom-gekoppelte Sekundérantikdrper verwendet. Dargestellt ist jeweils jeder Antikdrper einzeln
und im Overlay. Beim Overlay handelt es sich um eine Zusammenfiihrung beider Farbungen inklusive
DAPI (Blau). Flotillin-1 ist fluoreszenzmikroskopisch nicht nachweisbar. Nur ein schwaches
Hintergrundsignal kann wahrgenommen werden. Syntenin-1 zeigt sich vor allem perinukledr, wie auch

Syndecan-1. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Experiment von drei unabhidngigen Experimenten.

Zusammengefasst zeigten zwei von drei KO-Klonen die gleiche Mutation. Nach
erfolgtem FIKO war Flotillin-2 sowohl im Western Blot als auch nach
Immunfluoreszenzfiarbung vermindert. Syntenin-1 schien leicht verstirkt im Western
Blot, allerdings lieB sich keine deutliche Verdnderung in der Immunfluoreszenzfarbung

einsehen. Syndecan-1 zeigte keinerlei Verdnderungen.
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4.3.5 Charakterisierung von Exosomen aus MCF7-Wildtyp-Zellen und Flotillin-1-
KO-Zellen

Es ist bekannt, dass sowohl Flotillin-1, als auch Syntenin-1 Bestandteile von Exosomen
sind. Nach erfolgreichem FIKO in MCF7-Zellen ergab sich die Moglichkeit der
Untersuchung von Exosomen dieser Zellen im Vergleich zu Exosomen der
WildtypZellen. Insbesondere durch die in dieser Arbeit nachgewiesenen Interaktion von
Syntenin-1 von Flotillin-1 wird die Frage nach einer Verdnderung der Menge von

Exosomen und den Gehalt von Syntenin-1 in Exosomen der F1KO-Zellen aufgeworfen.

Als Methode der Exosomen-Isolierung wurde die Ultrazentrifugation gewéhlt. So
konnten durch verschiedene Zentrifugationsschritte Exosomen der KO- und
WildtypZellen gesammelt werden. Vorher wurde fiir 24 Stunden Exosomen-freies
Medium auf MCF7-WT- und MCF7-F1KO-Zellen belassen, sodass die Zellen Exosomen
bilden und ausschiitten konnten. Als Kontrolle wurde jeweils das Lysat der Zellen

aufgetragen.

Im durchgefiihrten Western Blot zeigten sich intensive Flotillin-1-Signale in Lysat und
den Exosomen der Wildtyp-Zellen (siche Abb. 18). Aullerdem war ein weniger intensives
Vorkommen von Flotillin-1 in der Probe der Exosomen der KO-Zellen erkennbar, obwohl
sich kein Flotillin-1 in dem Lysat der Zellen abbildete. Als exosomaler Marker und
Kontrolle wurde ein Anti-CD63- Antikorper genutzt, welcher in fast allen Proben ein
ungefahr gleich starkes Signal lieferte. Syntenin-1 zeigte sich seiner Grof3e entsprechend
bei 33 kDa in allen Proben. Bemerkenswert ist die Intensivierung des Syntenin-1-Signals
in den Exosomen (Anreicherung), verglichen mit dem jeweiligen Lysat. Auch ein

Unterschied vom Synteningehalt der Lysate liel} sich ausmachen. Das Lysat der WTZellen

zeigte ein starkeres Syntenin-1-Signal als das KO-Lysat.

64



47 kDa = Fiotillin-1

40 kDa g o @ CD 63

33kDa = diipwnndl Syntenin-1

Abbildung 18: Exosomen-Isolierung aus Flotillin-1-Knockout- und Wildtyp-Zellen. Abgebildet ist ein
Western Blot mit Proben der isolierten Exosomen und der entsprechenden Lysate. Mittels
Ultrazentrifugation wurden aus je 20 ml Medium Exosomen isoliert und das entstandene Pellet in PBS
resuspendiert. AnschlieBend wurde eine SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt, und eine Detektion mit
verschiedenen Antikdrpern (Anti-Flotillin-1, Anti-CD63 und Anti-Syntenin-1) erfolgte im Western Blot.
Alle Schritte wurden identisch mit den KO-Zellen und den Wildtyp-Zellen durchgefiihrt. Flotillin-1 zeigt
sich auf'einer Hohe von 47 kDa, CD63 bei ca. 40 kDa und Syntenin-1 bei ca. 33 kDa. Das Syntenin-1Signal
scheint in Exosomen intensiviert zu sein und im KO-Lysat abgeschwécht. Flotillin-1 ist in den KO-

Exosomen, im Wildtyp-Lysat und in den Wildtyp-Exosomen nachweisbar. Die Abbildung zeigt ein

reprasentatives Experiment von drei unabhingigen Experimenten.

AbschlieBend betrachtet, konnte eine Interaktion von Syntenin-1 mit Flotillin-1 sowohl
im indirekten Pulldown-Experiment als auch in der Ko-Immunprizipitation
nachgewiesen werden. Die PDZ-Doméne des Syntenin-1 schien stirker mit Flotillin-1 zu
interagieren als die NTD-Doméne. Eine Ko-Lokalisation im intakten Zellverband der
Brustkrebszellen zeigte sich in der Immunfluoreszenzfarbung nicht. Auch eine

Interaktion von Flotillin-1 mit den Proteinen der Syndecan-Familie konnte im indirekten
Pulldown nachgewiesen werden. Syndecan-1 und Flotillin-1 zeigten eine partielle
KoLokalisation an Plasmamembranen und in intrazelluléren Vesikeln. Um den Einfluss
von Flotillin-1 auf den Syntenin-Gehalt von Brustkrebszellen und ihren Exosomen
genauer zu untersuchen wurden F1KO-Zellen mithilfe von CRISPR/CAS9 generiert und

charakterisiert. Flotillin-2 erschien im Western Blot und in der Immunfluoreszenzféarbung
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in den KO-Zellen vermindert. Die Exosomen zeigten im Vergleich zu den Lysaten ein

etwas stirkeres Syntenin-Signal.
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5 Diskussion

Bei Brustkrebs handelt es sich um die hdufigste Krebstodesursache bei Frauen. Trotz
intensiver Forschung der letzten Jahre sind viele Mechanismen der Tumorentstehung und
des Tumorwachstums weiterhin unklar. Vor allem die Bildung von Metastasen und
Therapieresistenzen stellt ein bedeutsames Problem in der Behandlung und Heilung von
Brustkrebs-Patienten dar.

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass sowohl Exosomen als auch Flotilline
mit Tumorentstechung und -metastasierung in Verbindung stehen und verschiedene
Funktionen zu iibernehmen scheinen. Exosomen bereiten beispielsweise den
SentinelLymphknoten auf die Metastasierung des Primédrtumors vor (Hood et al., 2011),
geben Resistenzen gegen Chemotherapeutika weiter (Safaei et al., 2005), fordern die
Angiogenese (Yi et al., 2015) und schiitzen mdglicherweise Tumorzellen vor dem Zelltod
durch inhibitorisch auf die Apoptose wirkende Proteine wie Survivin (Valenzuela et al.,
2015; L. Yang et al., 2013). Diese Eigenschaften machen Exosomen zum interessanten
Gegenstand der Forschung, da sie ein breites Spektrum an Ansatzpunkten zum
Verstindnis von Tumoren bieten. Exosomen konnen auch zur Diagnostik mittels
sogenannter liquid biopsy eingesetzt werden (Ubersicht in Dominguez-Vigil et al., 2018).
In dieser Arbeit ist die Interaktion von Flotillin-1 mit Syntenin-1 genauer untersucht
wurden, ebenso wie eine Interaktion von Flotillin-1 mit Syndecanen. Auch die Rolle von
Flotillin-1 in der Exosomenentstehung und die Expression von Syntenin-1 in Exosomen
von F1KO-Zellen ist beleuchtet wurden.

Baietti et al. beschéftigten sich mit dem Weg der Bildung von Exosomen iiber Syntenin-
1 (Baietti et al., 2012). So zeigten sie in Yeast-Two-Hybrid-Screenings und einer
Kolmmunpriazipitation, dass Syntenin-1 mit der N-terminalen Domédne von ALIX
interagiert, und sich in vitro ein trimerer Komplex aus Syndecan, Syntenin-1 und ALIX
bildet, was funktionell Ahnlichkeiten zur viralen Knospung bei HIV-1 aufweist. Zur
Isolierung der Exosomen nutzten sie, wie auch in meiner Arbeit verwendet, die Methodik
der Ultrazentrifugation und konnten darstellen, dass eine Syntenin-1-Uberexpression in
MCF7-Zellen zum verstirkten Vorkommen von Syndecanen, ALIX, CD63 und Hsp70 in
Exosomen fiihrte. Dies erfolgte allerdings nicht, wenn das iiberexprimierte Syntenin-1
Mutationen in den mit ALIX-interagierenden Bereichen (LYPX(n)L-Bereich) enthielt,
oder wenn gleichzeitig tiber eine RNA-Interferenz die ALIX-Expression gehemmt wurde.
Weiterhin verursachte eine Depletion der Syndecane einen Riickgang von exosomalem

Syntenin-1, ALIX, CD63 und Hsp70. Dies ldsst darauf schlieBen, dass eine gewisse
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Abhédngigkeit von Syntenin-1 und Syndecanen in ihrer exosomalen Lokalisation besteht.
Ungeklért bleibt, ob eine Flotillin-1-Depletion einen dhnlichen Effekt auf das exosomale
Vorkommen der Proteine haben konnte.

Bezliglich dieser Frage kamen Baietti et al. zu dem Schluss, dass die CD63-
positivenExosomen, die {iber die Interaktion von Syntenin-1, ALIX und Syndecanen
entstehen, wenig bis gar kein Flotillin-1 enthalten. Diese Schlussfolgerung sollte
allerdings kritisch hinterfragt werden, denn es handelt sich um Experimente mit
Knockdowns (Zielprotein reduziert), keine Knockouts (Zielprotein nicht vorhanden), die
ausschlieBlich zeigten, dass ein Knockdown von Syntenin-1 oder ALIX keinen Einfluss
auf die exosomale Lokalisation von Flotillin-1 hat. Daraus lésst sich jedoch umgekehrt
nicht schlieBen, ob Flotillin-1 fiir die Entstehung der Syntenin-haltigen Exosomen
benétigt wird oder notwendig ist, damit Syntenin-1 und ALIX in den Exosomen
lokalisiert sein konnen. Auch eine Teilnahme von Flotillin-1 am Komplex aus Syndecan,
Syntenin-1 und ALIX kann nicht sicher ausgeschlossen werden (siche Abb. 19). Flotillin-
1 selbst konnte beispielsweise iiber die bekannte Interaktion mit ESCRT (Meister et al.,
2017) in die Exosomen gelangen oder iiber diese Interaktion die Inkorporation von
Syntenin-1 und ALIX in die Exosomen vermitteln. Um dieser Frage nachzugehen sollte
Flotillin-1 ausgeknockt werden, was in dieser Arbeit geschah. Vorstellbar ist aulerdem
auch eine Ausschiittung verschiedener Exosomen mit unterschiedlichen Markern je nach
Zellart und Malignititsgrad der Zellen. Auch eine Beeinflussung der Funktionalitdt der
Exosomen durch Flotillin-1-Depletion ist nicht auszuschlieBen (siche Abb. 19).
Erwédhnenswert ist in diesem Zusammenhang auch der von Wei et al. beschriebene Weg
zur Bildung von Exosomen iiber die Interaktion von Rab31 mit Flotillin-1. Hierbei
handelt es sich um einen ESCRT-unabhingigen Entstehungsweg, der {iber eine
Aktivierung von Rab31 durch EGFR auch in der Lage ist, Tetraspanine wie CD63 und
damit einhergehend Syntenin-1 in die Exosomen zu befordern. AuBBerdem zeigten sie,
dass nach Knockdown von Flotillin-1 weniger Exosomen produziert wurden (Wei et al.,
2021). Dieser Bildungsweg liefert ebenfalls eine Erklirung fiir das mogliche

Vorhandensein von Syntenin-1 und Flotillin-1 in denselben Exosomen.
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Spstes Endosom/MVK

Syndecan

Syntenin-1
—> Funktionen?

Flotillin-1
Exosomen
Syntenin-1

Syndecan

Flotillin-1 —> Funktionen?

Abbildung 19: Bildung von Exosomen mit und ohne Flotillin-1. Durch Interaktionen von Syndecan (rot),
Syntenin-1 (blau) und ALIX (lila) entstehen letztendlich Exosomen. Fraglich ist die Beteiligung von

Flotillin-1 (dargestellt in griin) an dem trimeren Komplex bestehend aus Syndecan, Syntenin-1 und ALIX
(dargestellt mit Fragezeichen). Unklar ist ebenfalls, ob Exosomen, die kein Flotillin-1 enthalten andere oder
beschidigte Funktionen aufweisen als Flotillin-1-positive Exosomen. Mdglich ist ein Vorkommen von
Syntenin-1 und Flotillin-1 sowohl in denselben Exosomen, als auch in unterschiedlichen Exosomen mit

verschiedenen Funktionen, je nach Vorhandensein von Flotillin-1.

Die Proteine Flotillin-1 und -2 sind an zahlreichen zelluldren Prozessen beteiligt, so unter
anderem Zell-Zell-Adhédsion, Axonregeneration, Phagozytose und Insulinsignalweg
(Baumann et al., 2000; Dermine et al., 2001; Schulte et al., 1997; Vollner et al., 2016).
Auch im Feld der Krebsforschung besteht Interesse an Flotillinen, denn Lin et al. zeigten,
dass eine Uberexpression von Flotillin-1 in Brustkrebszellen mit einer schlechteren
Prognose fiir die Patienten einherging (C. Lin et al., 2011). AuBlerdem bestand ein
positiver Zusammenhang der Flotillin-1-Expression und der Ki-67-Expression. Dabei
handelt es sich um einen Marker fiir die proliferative Aktivitdt der Zellen. Flotilline sind
desweiteren als exosomale Markerproteine bekannt und scheinen die Zusammensetzung
von Exosomen zu beeinflussen (Phuyal et al., 2014). Unklar ist bisher, inwiefern
Flotillinl die Entstehung und Ausschiittung von Exosomen beeinflusst, und ob und wie
es dabei mit den beteiligten Proteinen, wie Syntenin-1 und Syndecanen, interagiert. Eine
bereits bekannte Interaktion von Flotillin-1 mit der ESCRT-0- und ESCRT-I-Untereinheit

identifizierte es als einen wichtigen Faktor bei der Reifung von spédten Endosomen und
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moglicherweise als Faktor fiir die Cargo-Beladung von intraluminalen Vesikeln (Meister
etal., 2017).

Daher war es sinnvoll, die Rolle von Flotillin-1 beziiglich der Entstehung und
Zusammensetzung von Exosomen weiter zu untersuchen. Die Interaktion von Flotillin-1
mit Syntenin-1 wurde in meiner Arbeit detaillierter beleuchtet, ebenso wie eine Interaktion
von Flotillin-1 mit Syndecanen. Um den Einfluss von Flotillin-1 auf diese Proteine und die
Exosomenentstehung besser zu verstehen, wurden F1KO-MCF7-Zellen etabliert und
charakterisiert. Die  Exosomen-Isolierung erfolgte mittels
Ultrazentrifugation und die anschlieBende Charakterisierung mithilfe von spezifischen

Antikorpern im Western Blot.

5.1 Flotillin-1 interagiert mit Syntenin-1

Aus vorherigen Yeast-Two-Hybrid-Experimenten innerhalb der Arbeitsgruppe Tikkanen
war bekannt, dass Flotillin-1 mit Syntenin-1 interagiert. Ein Ziel meiner Arbeit war es
daher, diese Interaktion von Flotillin-1 und Syntenin-1 genauer zu untersuchen und die
dafiir verantwortlichen Bereiche zu identifizieren.

Dazu wurden Fusionsproteine der verschiedenen Doménen des Syntenins hergestellt (vgl.
Abb. 4) und mittels indirektem Pulldown die Interaktion mit Flotillin-1 untersucht (vgl.
Abb. 7). Dabei wurde die bereits bekannte Interaktion der Proteine erneut bestétigt, und
es stellte sich heraus, dass Flotillin-1 mit beiden Teilabschnitten des Syntenins interagiert,
die PDZ-Dominen jedoch einen wichtigeren Teil fiir die Interaktion mit Flotillin-1
darzustellen scheinen. Auch mit der Ko-Immunprézipitation konnte die Interaktion unter
physiologischeren Bedingungen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 8). Durch die
Generierung von Fusionsproteinen mit verschiedenen Doménen wird die Identifikation
der an der Interaktion beteiligten Doméne im Pulldown mdglich. Allerdings ldsst sich
dieses Ergebnis nicht vollstindig auf den intakten Zellverband in vivo libertragen, da es
sich lediglich um die Interaktion der synthetisch hergestellten und isolierten
Fusionsproteine handelt. Die Ko-Immunprézipitation ermoglicht dabei den Nachweis der
Interaktion im Lysat der Zellen, da das Antigen Flotillin-1 mit seinen gebundenen
Proteinen prézipitiert wird, wobei auch hier durch die Zerstérung der Integritét der Zelle
Verdnderungen auftreten konnen. Ein weiterer Nachteil der Ko-Immunpréizipitation ist
die vorangehende Transfektion der Zellen, wobei sich in meiner Arbeit auch in der nicht
transfizierten Kontrolle eine Interaktion von endogenen Flotillin-1 und Syntenin-1 zeigte.

Weiterfithrende Versuche konnen die Etablierung von Punktmutationen in den
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interagierenden  Bereichen beider Proteine und erneute Pulldown- und
Kolmmunprizipitations-Experimente beeinhalten, um detaillierte Ergebnisse tliber die
Interaktionsfliche und Aminosédurereste zu gewinnen.

Eine Interaktion, die groftenteils mit der PDZ-Doméne des Syntenins erfolgt, erscheint
auch im Kontext der Literatur plausibel, da die PDZ-Domine unter anderem an der
Interaktion mit CD63 (Latysheva et al., 2006) und Syndecanen (Grootjans et al., 2000)
beteiligt ist. PDZ steht dabei flir Post synaptic density disc large zonula occludens,
hervorgehend aus den drei ersten Entdeckungen der PDZ-Domine. Sie stellen dabei
Verbindungsstellen verschiedener Proteine dar und sind héufig an der Bildung von
Proteinkomplexen beteiligt (Ubersicht in Manjunath et al., 2018).

Zur Visualisierung einer gemeinsamen Lokalisation im intakten Zellverband wurde eine
Immunfluoreszenzfiarbung durchgefiihrt. Hier zeigte sich Syntenin-1 in den Wildtyp- und
den F1KO-Zellen auffillig perinukledr betont, méglicherweise am endoplasmatischen
Retikulum, was nicht der bisher beschriebenen und erwarteten Lokalisation entspricht.
Grootjans et al. beschrieben Syntenin-1 vorwiegend an der Plasmamembran, in Vesikeln
und im Zytoplasma lokalisiert (Grootjans et al., 1997). Es ist nicht auszuschlie3en, dass
die Methode trotz mehrfacher Durchfiihrung keine aussagekriftigen Ergebnisse lieferte.
Eine Verdnderung der experimentellen Durchfiihrung, wie Antikdrperkonzentrationen,
Inkubationszeiten und Féarbung konnte weitere Einsichten bringen. Insbesondere der
Antikorper kann ein Problem darstellen und endogenes Syntenin-1 nicht erkennen oder
unspezifische Signale, sowohl im Wildtyp als auch im F1KO-Vergleich, anférben. Zur
Abkldarung des Sachverhaltes sollte der Antikorper in Syntenin-1-KO-Zellen verifiziert
und andere Anti-Syntenin-1-Antikorper getestet werden.

Eine Ko-Lokalisation von Syntenin-1 und Flotillin-1 war in den hier durchgefiihrten
Immunfluoreszenzfarbungen nicht zu erkennen (vgl. Abb. 9). Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich eine Ko-Lokalisation an der Plasmamembran und in
intrazelluldren Vesikeln zeigen wiirde, wenn ein anderer Anti-Syntenin-1-Antikdrper
verwendet werden wiirde. Flotillin-1 zeigte sich, wie erwartet, an der Plasmamembran
und in intrazelluldren Vesikeln. Vorstellbar ist auch eine erst nach Stimulation der Zelle
mit bestimmten Reizen vorhandene Ko-Lokalisation, die in diesen Experimenten nicht
erfasst wurde. Eine Generierung von Syntenin-1-KO-Zellen zur Eruierung des
verwendeten Antikorpers trigt zur Losung der Fragestellungen bei. Eine

Immunfluoreszenzfiarbung dieser Zellreihe kann ebenfalls Aufschluss iiber mdgliche
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Lokalisationsédnderungen von Flotillin-1 und einen Vergleich der Farbung mit dem selbem

Antikorper gegeniiber den Wildtyp-Zellen bieten.

5.2 Flotillin-1 interagiert mit Syndecanen

Aufgrund der nachgewiesenen Interaktion mit Syntenin-1 und bekannten Interaktionen
von Syntenin-1, ALIX und Syndecanen (Baietti et al., 2012) wurde die Frage
aufgeworfen, ob Flotillin-1 moglicherweise zusitzlich mit Syndecanen interagiert. In
diesem Zuge wurden Fusionsproteine der zytoplasmatischen Doménen der Syndecane
erstellt (vgl. Abb. 10) und in indirekten Pulldown-Experimenten eine Interaktion mit
Flotillin-1 nachgewiesen (vgl. Abb. 12). Dabei zeigte sich eine nahezu gleichméafige
Interaktion von Flotillin-1 mit allen vier Syndecanen. Auch hier gilt, dass diese
Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden sollten, da es sich ausschlieflich um
Interaktionen der Fusionsproteine handelt, und diese keineswegs auch in vivo
nachweisbar sein muss. Ungewiss bleibt dementsprechend, ob es sich lediglich um eine
Interaktion der Fusionsproteine handelt oder ob diese Interaktion auch im intakten
Zellverband anzutreffen ist. Ein nédchster Schritt, um eine Interaktion auch in vivo
nachzuweisen, wire eine Ko-Immunprézipitation. Auch die Generierung von
Punktmutationen im zytoplasmatischen Teil der Syndecane ist eine Mdoglichkeit, die
interagierenden Regionen genauer zu identifizieren.

Wie auch bei Syntenin-1, wurde die Frage nach der Ko-Lokalisation der Proteine im
Zellverband durch Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Dort konnte eine
gemeinsame Lokalisation von Flotillin-1 und Syndecan-1 beobachtet werden. Syndecan1
zeigte sich perinukledr und in Vesikeln im Zytoplasma, zu geringeren Teilen auch an der
Plasmamembran. In den intrazelluldren Vesikeln und an der Plasmamembran war eine
partielle Ko-Lokalisation mit Flotillin-1 sichtbar (vgl. Abb. 13). Flotillin-1 zeigte sich
auch hier erwartungsgemal an der Plasmamembran und in intrazelluldren Vesikeln. Eine
in vivo vorliegende Interaktion ist durch die Ko-Lokalisation von Syndecan-1 und
Flotillin-1 im intakten Zellverband durchaus wahrscheinlich. In Zukunft sollten diese
Fluoreszenz-Féarbungen auch fiir die in dieser Arbeit nicht dargestellten Syndecane 2, 3
und 4 durchgefiihrt werden. Zum Zeitpunkt der Experimente waren allerdings keine
etablierten, spezifischen Antikérper fiir die weiteren Syndecane in der Arbeitsgruppe
vorhanden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann von einer Interaktion der Syndecane mit
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Flotillin-1 ausgegangen werden, welche aber weiterer Bestitigung und Charakterisierung
bedarf. Vorstellbar ist eine Interaktion iiber die C2-Region der Syndecane, da es sich

hierbei um die identische, intrazelluldre Region der Syndecane handelt.

5.3 Generierung und Charakterisierung von Flotillin-1-Knockout-MCF7-Zellen
Trotz der bereits dargestellten Studienlage zu Flotillin-1, Syntenin-1 und Exosomen in
der Entstehung von Tumoren und die Rolle der Exosomen dabei, bleibt unklar, inwiefern
sich Flotillin-1 und Syntenin-1 in den gleichen Exosomen nachweisen lassen und ob
Flotillin-1 die Entstehung von Syntenin-1-haltigen Exosomen beeinflusst. Einen Schritt
zuriickgehend ist zusétzlich nicht bekannt, ob eine Depletion von Flotillin-1 das zellulédre
Vorkommen oder die Lokalisation von Syntenin-1 oder Syndecanen veréndert. Damit die
Bedeutung von Flotillin-1 in diesen Fragestellungen eruiert werden kann, wurden in
dieser Arbeit F1KO-MCF7-Zellen mithilfe der CRISPR/Cas9-Technologie erstellt und
anschliefend untersucht (vgl. Abb. 14). Nach dem Screening zahlreicher Zellklone
wurden drei Zellklone ohne Flotillin-1-Expression nachgewiesen. Insgesamt wurden
verhéltnisméfBig wenige KO-Klone gefunden, was hdochstwahrscheinlich auf die
Zellbeschaffenheit zuriickzufiithren ist. Ein Testen der Transfektionsbedingungen zur
Optimierung kann im weiteren Verlauf zeigen, ob eine hohere Rate der Transfektion
moglich ist.

Von den drei nachgewiesenen KO-Klonen war Flotillin-1 in Klon 14 und Klon 19 nicht
nachweisbar, was auf einen erfolgreichen Knockout hindeutet. Allerdings wurden
verschiedene Flotillin-1 mRNA-Varianten beschrieben, die zu einem verdnderten Protein
translatiert werden konnen, (Kapahnke et al., 2016). Von Kapahnke et al. wurden
mRNAVarianten gefunden, die aufgrund der Indel-Mutation ein vorzeitiges Stopp-Codon
enthielten oder aufgrund der Leserasterverschiebung ein fehlendes Exon aufwiesen. Das
entstandene verkiirzte Protein konnte im Western Blot nachgewiesen werden, jedoch nur
nach Inhibierung des Abbaus. Diese Effekte sind auch in der vorliegenden Arbeit denkbar,
da in den KO-Klonen 14 und 19 die gleiche Indel-Mutation wie im Kapahnke et al. zu
finden war. In den Sequenzierungen zeigten Klon 14 und Klon 19 identische
Mutationen, die Insertion eines zusitzlichen Adenosins, wie sie auch bereits in
HeLaZellen von Kapahnke et al. beschrieben wurde (vgl. Abb. 15).

In Klon 30 zeigte sich ein sehr schwaches Signal, welches deutlich hoher als das endogene
Flotillin-1 im Wildtyp lag. Es ist nicht auszuschlieBen, dass es sich hierbei lediglich um

ein unspezifisches Hintergrund-Signal handelt. Klon 30 zeigte keine nachweisbare
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Mutation in der Sequenzierung, obwohl sowohl im Western Blot, als auch in hier nicht
dargestellten IF-Farbungen von Klon 30 kein endogenes Flotillin-1 nachweisbar erschien.
Zu beachten ist hierbei, dass sehr kleine Abschnitte des Genoms der Zellen sequenziert
wurden. Eventuell liegt die Mutation bei Klon 30 an anderer Stelle im FLOTI-Gen, die
hier nicht erfasst wurde. Ein Scheitern der angewandten Methodik zur Sequenzierung
sollte ebenfalls in Betracht gezogen werden und kann ein Grund fiir den fehlenden
Mutationsnachweis sein. Ein erneuter Versuch der Sequenzierung, der zusitzlich andere
Teile des FLOTI-Gens miteinbezieht, sollte ggf. durchgehfiihrt werden. Klon 30 wurde
fiir die weiteren Experimente aufgrund der fehlenden Entschliisselung der Mutation nicht
verwendet und nicht weiter charakterisiert.

Im Western Blot der Lysate zeigten sich fiir alle betrachteten Klone Syndecan-1-Signale,
die aufgrund der Glykosylierungen bei 125 kDa erschienen. Klon 30 zeigte dabei ein
besonders starkes Signal im Vergleich zu den weiteren KO-Klonen und zum Wildtyp.
Klon 19 schien etwas weniger Syndecan-1 zu enthalten, hingegen aber vermehrt
Syntenin-1. Diese Ergebnisse lieBen sich in Klon 14 jedoch nicht bestétigen. Dieser
enthielt mit den Wildtyp-Zellen vergleichbare Mengen der Proteine.
Fluoreszenzmikroskopisch zeigte Flotillin-1 in den KO-Klonen kein Signal (nur ein
Hintergrundsignal), und weder Syntenin-1 noch Syndecan-1 =zeigten deutliche
Verdnderungen (vgl. Abb. 17). Flotillin-2 zeigte sich sowohl im Western Blot in allen KO-
Klonen, als auch in den Immunfluoreszenzfarbungen in Klon 14 vermindert im Vergleich
zum Wildtyp. Bereits Neumann-Giessen et al. zeigten, dass eine Verminderung eines der
Flotilline stets mit einer verminderten Nachweisbarkeit des anderen einhergeht
(Neumann-Giesen et al., 2004).

Lin et al. prdsentierten Ergebnisse, die unter anderem besagten, dass nach einem
Flotillin1-Knockdown die MCF7-Zellen langsamer wachsen (C. Lin et al., 2011). Dies
konnte in dieser Arbeit in KO-Zellen jedoch nicht beobachtet werden. Es handelt sich
hierbei um eigene Beobachtungen wéhrend der Arbeit in der Zellkultur. Trotzdem konnte
eine generelle Verminderung der Exosomen vorliegen, wenn das Wachstum der KO-
Zellen eingeschrankt wére.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten unter Beriicksichtigung der
subjektiven Interpretation der Ergebnisse eingeordnet werden. Eine Quantifizierung der
Signale wiirde objektivere Ergebnisse erzielen, wurde allerdings wegen der starken
Unterschiede zwischen den Klonen nicht vorgenommen. Abgesehen davon, sollten in

nachfolgenden Versuchen auch Syndecan-2, -3 und -4 in den KO-Zellen betrachtet
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werden, denn eine Interaktion mit Flotillin-1 konnte fiir alle vier Syndecane
nachgewiesen werden. Zusammenfassend konnten keine klaren Auswirkungen des
Fehlens von Flotillin-1 auf die Quantitdt von Syntenin-1 oder Syndecan-1 in den Zellen

festgestellt werden.

5.4 Charakterisierung der Exosomen

Ein abschlieBendes Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Flotillin-1 in der Entstehung
von Exosomen zu untersuchen. Mithilfe der in meiner Arbeit hergestellten F1KO-Zellen
war es moglich, Exosomen aus den F1KO-Zellen mit Wildtyp-Zellen zu vergleichen. Die
Exosomen-Isolierung wurde methodisch mittels Ultrazentrifugation durchgefiihrt.

Bei der gewihlten Methodik besteht prinzipiell die Gefahr, dass andere Partikel wie
Mikrovesikel ebenfalls isoliert werden und falschlicherweise als Exosomen identifiziert
werden. Um dieses Problem zu eliminieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
verschiedene Zentrifugationsschritte durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.3.5). Zelltriimmer
wurden beim ersten Schritt bei 800 x g entfernt und Mikropartikel bei 10 000 x g.
AnschlieBend wurden in 2 Schritten bei 100 000 x g die Exosomen isoliert, um
sicherzustellen, dass es sich ausschlie8lich um Exosomen handelt. Eine Alternative zur
Ultrazentrifugation stellt die Isolierung der Exosomen mit kommerziell erwerblichen Kits
oder mittels Ultrafiltration dar. In dieser Arbeit konnten keinen Exosomen mithilfe von
erwerblichen Kits isoliert werden, wobei eine Isolierung mit einem geeigneten Kit besser
vergleichbarere Ergebnisse liefern konnte als die Ultrazentrifugation.

Der Vergleich der Exosomen der Wildtyp- und der KO-Zellen brachte unerwartete
Ergebnisse, da in mehrfach durchgefiihrten Experimenten in den Exosomen der KOZellen
im Western Blot Flotillin-1 nachgewiesen werden konnte, jedoch nicht im Lysat der KO-
Zellen (vgl. Abb. 18). Zuriickzufiihren ist dieser Sachverhalt moglichweise auf eine
Kontamination wihrend der Isolierung bzw. Zellkultur oder ein Vorkommen von
Flotillin-1 in den verwendeten Reagenzien, wie beispielsweise dem Exosomen-freien
Serum. Deswegen sollten in anschlieBenden Versuchen die Bestandteile der verwendeten
Reagenzien und insbesondere des Mediums auf Anwesenheit von Flotillin-1 untersucht
werden, da fiir die Exosomen-Isolierung der Zellkultur-Uberstand verwendet wurde, nicht
jedoch die Zellen selbst. Theoretisch denkbar ist ebenfalls eine Anreicherung der durch
Mutation veridnderten Flotillin-1-Variante aus den Zellen, welche aber im Lysat auch bei
langen Belichtungszeiten nicht nachweisbar war (Kapahnke et al., 2016). Auffallend in
dem vorliegenden Western Blot (vgl. Abb. 18) ist auch, dass das KO-Lysat weniger

75



Syntenin-1 als das WT-Lysat zu enthalten scheint und sich Syntenin-1 stirker in den
Exosomen der KO-Zellen anzureichern scheint. Das Verhéltnis von Syntenin-1 in Lysat
und Exosomen war in den KO-Zellen deutlich hoher als in den Wildtyp-Zellen. Dies
konnte darauthin deuten, dass sich Syntenin-1 in den KO-Exosomen in Abwesenheit von
Flotillin-1 stdrker anreichert. Eine insgesamt verdnderte Menge an Exosomen in den
F1KO-Zellen kann aber anhand der gleichméfigen CD-63-Verteilung nicht bestdtigt
werden. Generell ist eine Verminderung der Exosomenmenge nach Flotillin-1-Knockout
denkbar, da Wei et al. zeigten, dass ein Flotillin-1-Knockdown mit einer verminderten
Exosomenproduktion einherging (Wei et al., 2021). Knockdown und Knockout kénnen
sich jedoch auch unterscheiden und verschiedene Effekte haben.

Die Interpretation dieser Ergebnisse muss duflerst vorsichtig geschehen, da das Ergebnis
ebenfalls nicht quantifiziert und nur subjektiv bewertet wurde. Eine Quantifizierung der
Ergebnisse wurde aufgrund des Flotillin-1-Signals in den isolierten Exosomen der
Knockout-Zellen nicht vorgenommen, da die Anwesenheit von Flotillin-1 einen unklaren
Einfluss auf die Ergebnisse hat. Eine Wiederholung des Experiments unter Bedingungen
wo kein Flotillin-1 in den KO-Exosomen sichtbar ist, sollte durchgefiihrt und mithilfe
einer Quantifizierung interpretiert werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass ohne
Flotillin-1-Signal in den KO-Exosomen deutlichere Unterschiede im Vergleich der beiden
Zelllinien zu finden wéren. Im Anschluss wire eine massenspektrometrische
Untersuchung der gewonnenen Exosomen eine sichere und weitere Methode, um die
verschiedenen Proteine nachzuweisen. Da Syndecane in dieser Arbeit nicht in den
Exosomen dargestellt wurden, bleibt unklar, ob diese sich unterschiedlich stark in den

Wildtyp- und KO-Exosomen nachweisen lassen wiirden.

5.5 Fazit/ Ausblick

Die Entstehung von Exosomen erfordert zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen und
Entwicklungsschritte. Ein Grofiteil der Schritte ist bisher nicht ausreichend
charakterisiert, weswegen in dieser Arbeit die Interaktion von Syntenin-1 und Flotillin-1
genauer beleuchtet und die Interaktion von Syndecanen mit Flotillin-1 herausgestellt
wurde. Da diese Interaktion aber vorerst nur in vifro in indirekten PulldownExperimenten
nachgewiesen wurde, sollte in Zukunft auch eine Ko-Immunprizipitation von
Syndecanen mit Flotillin-1 zum erneuten Nachweis folgen.

Weiterhin wurden F1IKO-MCF7-Zellen mit dem CRISPR/Cas9-System erstellt und auf

ihre Proteinzusammensetzung und -lokalisationen untersucht. Dabei zeigten zwei der drei
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KO-Klone eine Mutation, die in der Arbeitsgruppe bereits in HeLa-Zellen bei Flotillin1-
Knockout aufgetreten war und zu einem verkiirzten Flotillin-1-Protein fiihren kann. Die
Experimente zum Vergleich der Wildtyp- und KO-Zellen erbrachten keine sicher
interpretierbaren Verdnderungen beziiglich der ausgeschiitteten Exosomen oder der
enthaltenen Menge an Syntenin-1. Es sollte herausgestellt werden, wo das Signal fiir
Flotillin-1 in den Exosomen der KO-Zellen herkommt und anschlieend die Experimente
wiederholt und quantifiziert werden. So konnte eine Exosomen-Isolierung erneut mittels
erwerblichen Kits oder Ultrafiltration durchgefiihrt werden. Nach Aufkliarung der
Flotillin-1-Vorkommnisse kann insbesondere eine massenspektrometrische Analyse der
Exosomen aus den KO-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen zur Untersuchung der
Unterschiede in der Zusammensetzung verwendet werden.

Die durchgefiihrte Arbeit gibt neue Hinweise auf eine Beteiligung von Flotillin-1 am
Entstehungsweg der Exosomen {iber die Interaktionen mit Syntenin-1 und Syndecanen.
Vorstellbar ist eine Teilnahme von Flotillin-1 am trimeren Komplex von Syntenin-1,
Syndecan und ALIX (vgl. Abb. 19), den Baietti et al. beschrieben, obwohl in ihrer Studie
Flotillin-1 und Syntenin-1 nicht in denselben Exosomen nachweisbar waren (Baietti et
al., 2012). Unklar bleibt auch, inwiefern die Funktionalitidt der Exosomen von Flotillin-1
beeinflusst wird.

Interessant wire zukiinftig ein Vergleich mit den verstdrkt malignen MDA -MB435Zellen
oder weniger malignen MCF10-Brustepithelzellen, um die Frage nach unterschiedlich
zusammengesetzten Exosomen der Zellen, je nach Malignitit, zu vergleichen. Yang et al.
zeigten, dass MDA-MB435-Zellen mehr Syntenin-1 enthalten, als die hier untersuchten
MCF7-Zellen (Y. Yang et al., 2013). AuBerdem wurden nach Uberexpression von
Syntenin-1 vermehrte Phosphorylierungen von ERK1/2 gefunden, die den MAPK-
Signalweg aktivieren. Beziiglich des MAPK-Signalweges konnte eine erhdhte
Aktivierung auf Grund von Hochregulation des EGFR nach Flotillin-1Knockdown in
MCF7-Zellen von Kurrle et al nachgewiesen werden (Kurrle et al., 2013). Diese
Ergebnisse deuten auf einen moglichen Zusammenhang von Flotillin-1 und Syntenin-1
bei der Regulierung des MAPK-Signalwegs hin.

Kleine Zusammenhinge, die zum Gesamtverstindnis der exosomalen Entstehungswege
beitragen, konnen im weiteren Verlauf das Verstindnis der Tumorprogression verbessern

und zu neuen Therapieansédtzen mit Heilungsmoglichkeiten fiihren.

71



6 Zusammenfassung

Exosomen sind extrazelluldre Vesikel, die an unterschiedlichen physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt sind. Bei der Entstehung der Exosomen spielen
verschiedene Proteine eine Rolle, z.B. die ESCRT-Komplexe, Syntenin-1, Syndecane und
ALIX. Vor meiner Arbeit war bereits bekannt, dass Flotillin-1 mit ESCRTKomplexen
interagiert und als exosomaler Marker dient. Ziel dieser Arbeit war es, mdogliche
Interaktionen von Flotillin-1 mit Syntenin-1 und Syndecanen zu untersuchen, sowie den
Einfluss eines Flotillin-1-Knockouts auf die Bildung von Exosomen zu untersuchen.
Hierz7u  wurden  indirekte  Pulldown-Experimente = mit  Fusionsproteinen,
Kolmmunpréazipitationen, Immunfluoreszenzfarbungen und Isolierung von Exosomen
durchgefiihrt. Ich konnte zeigen, dass Flotillin-1 mit Syntenin-1 und dessen
Teilfragmenten interagiert. Die PDZ-Doménen scheinen dabei einen wichtigeren Teil der
Interaktionsdoméine zu bilden. Eine Ko-Lokalisation der Proteine zeigte sich jedoch nicht.
Ebenfalls gelang der Nachweis einer Interaktion von Flotillin-1 mit allen vier
Syndecanen. Hier zeigte sich zusitzlich eine Ko-Lokalisation von Flotillin-1 und
Syndecan-1 im Bereich der Plasmamembran und in intrazelluldren Vesikeln.

Mittels CRISPR/Cas wurden Flotillin-1-Knockout-Zellen erzeugt und mittels Western
Blot und Immunfluoreszenzfiarbungen charakterisiert. Die Expression von Syndecan-1
wurde durch den Knockout von Flotillin-1 nicht beeinflusst, wihrend Flotillin-2 deutlich
vermindert war. Die Syntenin-1-Expression schien dagegen leicht erhoht.

Exosomen wurden mit Hilfe der Ultrazentrifugation aus Wildtyp- und KO-Zellen
gewonnen und verglichen. Eine Verdanderung der Menge an Exosomen nach Flotillin-
1KO war nicht zu erkennen. Flotillin-1 zeigte sich jedoch auch in den Exosomen der
KOZellen, obwohl es in den Zelllysaten nicht detektierbar war. Deshalb sollte die
Interpretation dieses Experiments duflerst vorsichtig geschehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine mogliche Beteiligung von
Flotillin-1 bei der Bildung von Exosomen durch die nachgewiesenen Interaktionen mit
Syntenin-1 und Syndecanen hin. Denkbar ist eine Verdnderung der Zusammensetzung der
bestimmten Exosomen, ohne eine Verdnderung der ausgeschiitteten oder gebildeten

Menge. Hierzu sind weitere Untersuchungen jedoch notig.
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7 Summary

Exosomes are a class of extracellular vesicles that participate in different physiological
and pathological processes. Various proteins participate in their biogenesis, such as
ESCRT, Syntenin-1, Syndecan and ALIX. Previous studies present Flotillin-1 as a protein
interacting with ESCRT and as an exosomal marker. Major aim of the present study was
to examine the possible interactions of flotillin-1 with syntenin-1 and syndecans. The role
of flotillin-1 in the biogenesis and release of exosomes was to be characterized through
flotillin-1 knockout.

Indirect pulldowns with fusion proteins, co-immunoprecipitation, immunofluorescence
microscopy and exosome isolation experiments were performed. I was able to show that
Flotillin-1 interacts with syntenin-1 and its subdomains, although the PDZ-domain seems
to be the most important part for the interaction. There was no co-localization in the cells.
Additionally, I showed an interaction of flotillin and the cytoplasmic domains of all four
syndecans. Flotillin and Syndecan-1 co-localized on the plasma membrane and in
intracellular vesicles.

To compare the exosomes from flotillin-1 knockout and wildtype cells, knockout cells
were generated with the CRISPR/CAS system and characterized through western blotting
and in immunofluorescence experiments. Syndecan-1 expression did not seem to be
influenced by the knockout, whereas flotillin-2 expression was reduced. Syntenin-1
seemed to be slightly elevated.

Exosomes were isolated by ultracentrifugation, but they showed no change in their
quantity after flotillin-1 knockout. Surprisingly, flotillin-1 was detected in the knockout
exosomes although it was not detectable in the lysate. Therefore, these results should be
interpretated very cautiously.

The results of the present study provide an indication for flotillin-1 being a part of
exosome biogenesis by means of an interaction with syntenin and syndecans. It is thus
possible that flotillin-1 influences the cargo loading of specific exosomes, without

necessarily changing their quantity. This will require further studies.
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8.3 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ADP Adenosindiphosphat

ALIX Apoptosis-linked Gene 2 Interacting Protein X
APS Ammoniumpersulfat

ARF6 Adenosindiphosphat-Ribosylierungsfaktor 6
ATF2 Activating Transcription Factor 2

BSA Bovine Serum Albumin

C-terminal Carboxy-Terminus

cDNA komplementire DNA

COIP Ko-Immunprézipitation

CRISPR/Cas9 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/

associated protein 9

crRNA CRISPR RNA

DAPI 4'-6'-Diamidino-2-phenylindole

DEPC-H20 Diethyl-Pyrokarbonat

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTPs Desoxynucleosid-Triphosphat-Mix

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
ERK 1/2 extracellular-signal regulated kinases
ESCRT endosomal sorting complex required for transport
F1KO Flotillin-1-Knockout

FCS fetales Kélberserum

FGFR Fibroblasten Wachstumsfaktor Rezeptor
Flot-1 Flotillin-1

Flot-2 Flotillin-2

FRS2 Fibroblasten Wachstumsfaktor Rezeptor-Substrat 2
fwd forward

g Erdbeschleunigung: 9,81 m/s2

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

VI



gRNA guide-RNA

GST Glutathion-S-Transferase

HRP Merrettichperoxidase

Hsp90 Heat shock protein 90

IF Immunfluoreszenz

ILV intraluminale Vesikel

IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
kDa Kilodalton

KO Knockout

mA Milliampere

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

min Minuten

miRNA micro-Ribonukleinsiure

ml Milliliter

mRNA messenger Ribonukleinsdure

MTA1 Metastasis associated Protein 1

MVK multivesikuldrer Korper

N-terminal Amino-Terminus

NF- «B nuclear factor kappa B

nm Nanometer

NTD N-terminale Doméne

PBS Phosphat gepufferte Saline

PCR Polymerase-Chain-Reaction

PDZ postsynaptic density protein, disc-large, zonulin-1
PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

rev reverse

RNA Ribonukleinsédure

S Sekunden

SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
sgRNA single guide RNA

siRNA small interfering RNA

SNARE soluble NSF attachment receptor

VIl



SPFH-Doméne
TAE

TAM
TBC1D2B
TBST
TEMED
TracrRNA
Tris

Tsg 101

U

VEGF
WT

ng
ul

Somatin/Prohibitn/Flotillin/HfIK/C-Domine
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tumor-associated macrophages

TBC1 Domain Family Member 2B

Tris gepufferte Salzlosung mit Tween 20
Tetramethylethylendiamin
transactivating RNA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tumor susceptibility gene 101
Enzymeinheit

Vascular endothelial growth factor
Wildtyp

Mikrogramm

Mikroliter
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