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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 Die Koagulationsdrise (KD) der Ratte als Modell der apokrinen
Sekretion

1.11 Morphologie

Die Prostata der Ratte setzt sich aus drei morphologisch unterschiedlichen Anteilen
zusammen, die nach ihrer Lage zur Harnblase als ventrale, laterale und dorsale
Prostata bezeichnet werden. Die verschiedenen Prostatalappen synthetisieren an-
drogenabhéngig eine Vielzahl von Proteinen, die zur Abgabe in das Seminalplasma
bestimmt sind. Die Koagulationsdrise (Synonym: anteriore Prostata) wird entwick-
lungsgeschichtlich ebenfalls zum Prostatakomplex gezahlt, da sie sich wie die ande-
ren Prostatalappen aus den Knospen des Sinus urogenitalis entwickelt (Narbaitz,
1974). Die anteriore Prostata ist eine paarige Drise, deren linker und rechter Lappen
jeweils der konkaven Seite der Blaschendrise anliegt. Jeder der beiden Drisenlap-
pen wird von einem Hauptgang gebildet, der sich in 40-50 Aste mit tubularen bis tu-
bular-alveolaren Endstiicken aufzweigt und von einem stark gefalteten einschichti-

gen Epithel ausgekleidet wird (Hayashi et al., 1991).

Abb. 1: Der Prostata-Komplex der Ratte (modifiziert nach Hayashi et al., 1991). BL:
Harnblase, Bd: Blaschendrise, KD: Koagulationsdrise, vP: ventrale Prostata, dP:
dorsale Prostata, L1/L2: laterale Prostata 1 und 2, UR: Urethra, DD: Ductus deferens
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Koagulationsdriisenepithelzellen besitzen morphologische Besonderheiten: grol3e
basal liegende Nuklei, ein endoplasmatisches Retikulum (ER) mit extrem weitlumi-
gen Zisternen, einen gut ausgebildeten Golgi-Apparat, wenige Sekretvesikel und
zahlreiche Aposomen, die sich wahrscheinlich aus Mikrovilli abschniren (Aumiller &
Adler, 1979; Aumduller & Seitz, 1990).

1.1.2 Sekretionsmechanismen der KD

Die sekretorischen Proteine der KD der Ratte werden Uber zwei unterschiedliche

Sekretionsmechanismen parallel abgegeben: (1) merokrin, (2) apokrin.

1.1.21 Die merokrine Sekretion

Der klassische Mechanismus, durch den sekretorische Proteine exportiert werden,
ist die merokrine Sekretion. Bei der Translation der mRNA an einem Ribosom wird
ein hydrophobes N-terminales Signalpeptid gebildet, so dass das entstandene Prote-
in an einen Signalerkennungspartikel (SRP, signal recognition particle) binden kann.
Durch das Andocken an einen SRP-Rezeptor erfolgt die Translokation der Proteine
in das Lumen des ER. An die meisten sekretorischen Proteine werden ko-
translational N-Glykane gekoppelt. Auf dem Weg durch ER und Golgi-Apparat findet
die weitere Prozessierung der Glykoproteine statt, z.B. Modifizierung der Zuckerres-
te, O-Glykosylierung und/oder posttranslationale Proteolyse. Nach Abschluss der
Modifikationen werden die Proteine Uber Exozytose am apikalen Zellpol ausge-
schleust (Palade, 1975).

1.1.2.2  Die apokrine Sekretion - ein alternativer Exportmechanismus fir Proteine

Der Begriff der apokrinen Sekretion wurde erstmals von Schiefferdecker 1922 zur
Beschreibung der Abgabe von Sekret durch Abschniirung von zytoplasmahaltigen
Blasen am apikalen Zellpol verwendet. Neben der KD konnten auch in der dorsalen
Prostata sowie im Vas deferens apokrin sezernierte Proteine identifiziert werden
(Bartlett et al., 1984; Seitz et al., 1990; Manin et al., 1995). Zusatzlich wurde die
apokrine Sekretion als morphologisches Phadnomen vorwiegend in Drisen mit repro-
duktiver Bedeutung, aber auch in apokrinen Schweil3drisen und der laktierenden
Milchdriise beobachtet (Schaumburg-Lever & Lever, 1975; Kurosomi et al., 1984).
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Apokrin sezernierte Proteine werden ohne hydrophobes N-terminales Signalpeptid
an Polyribosomen im Zytoplasma translatiert. Sie konnen daher nicht in den klassi-
schen merokrinen Sekretionsweg lUber ER, Golgi-Apparat mit anschlieRender Exozy-
tose eintreten. Uber einen bislang unbekannten Mechanismus werden die Proteine
in apokrinen Blasen (Aposomen), die von der apikalen Plasmamembran wahrschein-
lich aus Mikrovilli gebildet werden, von der Zelle abgegeben. Bei der Abschnirung
der Blasen ist vermutlich das Zytoskelett beteiligt (Aumuller & Adler, 1979; Aumdiller
et al., 1999). Proteine, die dem apokrinen Weg folgen, konnten durch Immunelektro-
nenmikroskopie ausschlief3lich im Zytoplasma und in Aposomen, nicht aber im ER
oder Golgi nachgewiesen werden. Gemeinsam ist allen apokrin sezernierten Prote-
inen, dass sie N-terminal blockiert sind (Aumdiller & Seitz, 1990; Seitz et al., 1991;
Manin et al., 1995; Wilhelm et al., 1998; Groos et al., 1999).

Neben den apokrinen Proteinen der KD konnten diese Charakteristika ebenfalls bei
sekretorischen Proteinen anderer Organe mit bislang unbekanntem Sekretionsweg
gefunden werden. Dazu gehoéren z.B. Interleukin 1, Parathymosin, Prothymosin, a4-

Thymosin und verschiedenen Transglutaminasen (Muesch et al., 1990).

1.1.3 Das Koagulationsdrisensekret (KD-Sekret)

Das Sekret der KD setzt sich aus Proteinen des merokrinen und apokrinen Export-
weges zusammen. Bislang wurden 5 Proteine identifiziert: ein merokrin exportiertes
Protein (IgG bindendes Protein: 115 kDa; Wilhelm et al., 2002), zwei apokrin expor-
tierte Proteine (TGase: 65 kDa, Seitz et al., 1990; Carboanhydrase Il: 29 kDa, Wil-
helm et al., 1996) sowie Albumin (66 kDa, Wilhelm et al., 1999). Esposito et al.
(2001) beschrieben zusatzlich ein Kinesin-ahnliches Protein von 115 bzw. 120 kDa
im KD-Sekret. Ob dieses Protein ebenfalls wie das IgG bindende 115 K Protein me-

rokrin sezerniert wird, ist noch ungeklart (Tab.1).
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Tab. 1: Die sekretorischen Proteine des KD-Sekretes
Sekretorische | gekretionsweg | Molekular- | Glykosy-
Proteine der KD gewicht (kDa) | lierung

115 K IgG bindendes i
Protein/DP2 merokrin 115 N-Glykan

Kinesin-ahnliches

Literaturangaben

Groos et al., 1999
Wilhelm et al., 2002

merokrin (?) 115 (120) Esposito et al., 2001

Protein
. GPI-Anker, Seitz et al., 1991
TGase apokrin 65 N-Glykan Esposito et al., 1995
Carboanhydrase I apokrin 29 glykosyliert | Wilhelm et al., 1998
Serumalbumin (apokrin) 66 Wilhelm et al., 1999

Immunhistochemische Untersuchungen belegen, dass die apokrin sezernierten Pro-
teine (TGase, CAH II) ausschlieB3lich im Zytoplasma, nicht jedoch in ER, Golgi-
Apparat oder den Exozytosevesikeln lokalisiert sind. Die Lokalisation des merokrinen
Proteins verhélt sich genau umgekehrt (Seitz et al., 1990; Wilhelm et al., 1998;
Groos et al., 1999). In Abb. 2 ist die apokrine Sekretion im Vergleich zur merokrinen,

klassischen Sekretion gezeigt.

Den Proteinen des KD-Sekretes wird vor allem eine reproduktive Aufgabe zugespro-
chen. Die Funktion der Ca2+-abhangigen TGase liegt in der Ausbildung des so ge-
nannten kopulatorischen Pfropfs (Williams-Ashman, 1984). Nach Einbringung der
Spermien in den weiblichen Genitaltrakt wird die TGase zusammen mit der CAH I
aus den Aposomen des Seminalplasmas freigesetzt. Die TGase katalysiert dabei die
kovalente Vernetzung monomerer Proteine, die aus der Blaschendrise in das Semi-
nalplasma abgegeben worden waren. Durch die Ausbildung von e-(y-Glutamyl)lysin-
bindungen zwischen den Polypeptidketten entsteht ein dreidimensionales Netzwerk.
Die Bedeutung des kopulatorischen Pfropfs wird in einer Barrierefunktion gesehen,
die bei den Wasser liebenden Nagern das Auswaschen der Spermien verhindern
soll. AuBerdem soll durch die Pfropfbildung eine Superfecundatio unterbunden wer-
den. Neben der KD wird die TGase auch von der ebenfalls apokrin sezernierenden
dorsalen Prostata unter dem Namen dorsales Prostata Proteinl (DP1) synthetisiert
(Wilson & French, 1980; Ho et al., 1992).

Die Carboanhydrase gilt i. A. als ein im Zytoplasma lokalisiertes Enzym, das nicht

sezerniert wird. Wilhelm et al. (1998) konnten jedoch durch immunhistochemische
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Aposom
KD-
Epithelzelle

(O Merokrines Protein () Apokrines Protein (CAH II; TGase)

(IgG-bindendes Pro-
tein) Serumalbumin

Abb. 2: Schema der Sekretion merokriner und apokriner Proteine in der KD der
Ratte. Im Gegensatz zu dem merokrinen lgG-bindenden Protein, das Uber den
klassischen Sekretionsweg tUber ER und Golgi-Apparat sekretiert wird, werden die
apokrinen Proteine an zytoplasmatischen Polyribosomen transkribiert und in
Aposomen von der Zelle abgegeben. Serumalbumin, das auf unbekanntem Weg
wahrscheinlich aus dem Blut aufgenommen wird (Pfeil), dient méglicherweise als
Carrier der apokrinen Proteine innerhalb der KD-Epithelzelle.
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Untersuchungen belegen, dass die CAH Il der KD tber den apokrinen Exportweg in
das Drusenlumen abgegeben wird. Die cDNA der sekretorischen CAH Il weist eine
100 %ige Homologie mit der zytoplasmatischen Form auf, was darauf hinweist, dass
das Signal zur apokrinen Proteinsortierung erst posttranslational erfolgt (Wilhelm et
al., 2003). Nach der Sekretion in apokrinen Blasen und Freisetzung des Sekretes
nach Lyse der Blebs in den weiblichen Genitaltrakt ist die CAH Il vermutlich an der
Aufrechterhaltung bzw. Ausbildung eines optimalen pH-Niveaus beteiligt (Wilhelm et
al., 1998).

Albumin konnte durch immunhistochemische Untersuchungen wie auch zuvor die
CAH Il und die TGase im Zytoplasma der KD und in den Aposomen lokalisiert wer-
den. Es wird allerdings nicht von den Epithelzellen der KD synthetisiert, wie moleku-
larbiologische Untersuchungen belegen, sondern gelangt auf unbekanntem Weg aus
dem Blut in die Epithelzellen. Dort fungiert es moglicherweise als Carrier
apokriner Proteine, indem es an diese bindet und mit ihnen in Aposomen verpackt

aus der Epithelzelle ausgeschleust wird (Aumdiller et al., 1999; Wilhelm et al., 1999).

Wilhelm et al. (1998) konnten zeigen, dass die als zytosolischer Marker bekannte
Lactat-Dehydrogenase nicht mit den Aposomen aus der Zelle geschleust wird. Die-
ses Ergebnis zeigt, dass 0.g. Proteine bei der apokrinen Sekretion selektiv aus der

Vielzahl der zytosolischen Proteine ausgewahlt werden.

Die Funktion des merokrin exportierten IgG-bindenden 115 K Proteins ist noch un-
geklart. Es besitzt eine 85-100 %ige Sequenzhomologie in der Aminosaurenabfolge
zum humanen IgGFc-bindenden Protein (Harada et al., 1997). Das humane IgGFc-
bindende Protein besitzt eine muzin-ahnliche Struktur. Wilhelm et al. (2002) postulie-
ren eine stabilisierende und protektive Funktion dieses Muzins bzw. des muzin-
ahnlichen Proteins auf die apokrinen Blasen. Damit konnte ein vorzeitiges Platzen
der Aposomen und das daraus resultierende Verklumpen der sekretorischen Prote-

ine schon in den Ausfiihrungsgéngen der Drise bzw. der Urethra verhindert werden.

Esposito et al. (2001) beschreiben fur das 120 K Protein im KD-Sekret, das auf Ami-
nosaureebene zu 80 % mit der schweren Kette des Kinesin identisch ist, eine mégli-

che Funktion als TGase-Substrat.
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1.14 Der Aufbau der Aposomenmembran und der apikalen Plasmamembran

der Koagulationsdrisenepithelzellen

Vorraussetzung fur die apokrine Sekretion und andere zielgerichtete Transportvor-
gange ist die Polaritat der Koagulationsdrisenepithelzellen, d.h. die Kompartimentie-
rung in funktionelle Bereiche, die durch die Ausbildung von Zonula occludens und
Macula adherens gekennzeichnet ist (Manin et al., 1992). Die Zonula occludens
oder tight junctions grenzen die apikale von der basalen Plasmamembran ab, die
sich wesentlich in ihrer Protein- und Lipidkomposition voneinander unterscheiden
(Simons & Fuller, 1985; Rodriguez-Boulan & Nelson, 1989). So sind z.B. Sphingoli-
pide, die dem aggressiven luminalen Milieu trotzen kdnnen, vorwiegend in der apika-
len Membran lokalisiert. Durch die tight junctions wird nicht nur das Ein- oder Austre-
ten von Flussigkeit von auf3en nach innen und umgekehrt verhindert, sondern auch
der Austausch von Membranbestandteilen zwischen apikalem und baso-lateralem
Membrankompartiment (Alberts et al., 1997).

Wenig ist bisher Uber den Aufbau der apikalen Plasmamembran der KD-
Epithelzellen und der Aposomenmembran bekannt. Bisher konnte in der apikalen
Plasmamembran der KD neben einer H*-ATPase auch Aquaporin 9 identifiziert wer-
den (Herak-Kramberger et al., 2001; Pastor-Soler et al.,, 2001). Ob diese Proteine
ebenfalls ein Bestandteil der Aposomenmembran sind, wurde jedoch nicht unter-

sucht.

Aumdller et al. (1999) wiesen durch Immunfluoreszenzuntersuchungen eine Beteili-
gung verschiedener Proteine des Zytoskeletts in den Aposomen nach. Die Immun-
reaktivitat fur Myosin und Gelsolin war in den Aposomen homogen verteilt. Villin,
Spektrin und a-Aktinin konnten dagegen nicht lokalisiert werden. Die Immunreaktivi-
tat fur B-Aktin war unterschiedlich stark in den Aposomen verteilt. Ein besonders
deutliches Signal konnte dort beobachtet werden, wo die sich abschnirenden Apo-
somen noch Uber eine Art Fortsatz mit der apikalen Plasmamembran verbunden wa-
ren. Daraus entwickelten Aumduller et al. (1999) die These, dass B-Aktin sowohl an
der Aposomenbildung als auch an der Abdichtung der apikalen Zelloberflache betei-
ligt ist. Wiche (2001) konnte mit Cy3-markiertem Gc-Globulin nachweisen, dass es

sich bei dem in den Aposomen vorkommenden Aktin um globulares Aktin (G-Aktin)
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handelt. Dieses konnte wie auch F-Aktin ebenfalls unter der Koagulationsdrtisen-

epithelzellmembran detektiert werden.

115 Die hormonelle Regulation der apokrinen Sekretion der KD

Sowohl die merokrine als auch die apokrine Sekretion in der KD geschieht andro-
genabhangig. Nach Testosteronentzug durch Kastration der Ratten wurden schon
nach sieben Tagen keine Aposomen mehr in der KD gebildet. Zusatzlich kam es in
den Epithelzellen zu einer Abnahme an rauem ER und zum Fehlen sekretorischer
Vesikel. Die Hohe der Epithelzellen war wie auch das Driusenlumen vermindert (Seitz
et al., 1990; Holterhus et al., 1993; Steinhoff et al., 1994).

Bei estradiolbehandelten Ratten konnten noch einige Blasen im Drisenlumen beo-
bachtet werden, die jedoch apoptotischen Ursprunges waren (Holterhus et al., 1993).
Zusatzlich kam es zu einer verdnderten Morphologie des Koagulationsdri-
senepithels, die sich in einer Verdickung der Lamina propria, des interstitiellen Stro-

mas und der Schicht der glatten Muskelzellen manifestierte (Steinhoff et al., 1994).

Nach Kastration der Ratten mit anschliel3ender Estradiolgabe konnte in der KD keine
apokrine Sekretion mehr beobachtet werden. Es kam stattdessen zur Bildung von
Apoptosevesikeln, die Zellorganellen enthielten (Steinhoff et al., 1992). Die Behand-
lung resultierte zusatzlich in einer Zunahme der Lamina propria sowie des interstitiel-
len Stromas und einer Verminderung des Drisenlumens (Holterhus et al., 1993;
Steinhoff et al., 1994).

Neben dem Hormonstatus beeinflusst auch die reproduktive Aktivitat der Tiere die
Bildung der apikalen Blasen. Seitz et al. (1990) konnten zeigen, dass es mit steigen-
der reproduktiver Aktivitat zu einer Zunahme der Aposomenbildung kam. Die Ex-
pression der apokrinen Proteine wird ebenfalls durch Androgene beeinflusst. Wilson
& French (1980) konnten erst mit Beginn der Pubertat ab dem 20. Tag nach der Ge-
burt TGase im Zytosol der KD bzw. der dorsalen Prostata nachweisen. Gleichzeitig
wurde vier Wochen nach Kastration eine Reduzierung der TGase von 30 % auf 5 %
des Gesamtproteins beobachtet. Diese Ergebnisse wurden von Ho et al. (1992)
bestatigt, die bei kastrierten Ratten einen Riickgang der TGase-mRNA in der KD um

80 % nachweisen konnten. Auch das TGase-Protein war in der Ratten-KD sieben

8
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Tage nach Kastration vermindert (Steinhoff et al., 1994). Beide Effekte waren durch
Testosteronsupplementierung teilweise bis vollstandig reversibel. Frihere Ergebnis-
se von Bartlett et al. (1984) belegen, dass durch 2tagige Androgengabe acht Tage
nach Kastration die Expression der apokrin sezernierten TGase wie auch die des

merokrin sezernierten 115 K Proteins wieder hochreguliert wurden.

Ahnliche Effekte konnten auch fir andere apokrin sezernierende Driisen bzw.
apokrin sezernierte Proteine beobachtet werden. Die Expression des DP1/TGase
der dorsalen Prostata wird ebenfalls durch Androgene reguliert. Bei Kastration wird
die DP1 Expression vermindert, durch anschlieRende Androgengabe wieder erhdht
(Wilson & French, 1980). Gleichermal3en wird auch das vom Vas deferens apokrin
sezernierte MVDP nur in Anwesenheit von Androgenen synthetisiert (Dassouli et al.,
1994; Fabre et al., 1994).

1.2 Alternative Sekretionsmechanismen im mannlichen Reproduktions-

trakt - Sekretionsmechanismen der humanen Prostata

Die humane Prostata sezerniert Proteine sowohl tber den klassischen merokrinen
Sekretionsweg als auch Uber einen alternativen Sekretionsmechanismus. Im Unter-
schied zur apokrinen Sekretion in der KD der Ratte werden hier Proteine, die von der

Prostata synthetisiert werden, Giber so genannte Prostasomen abgegeben.

1.2.1 Sekretorische Proteine

Zu den sekretorischen Proteinen, die Uber den merokrinen Sekretionsweg exportiert
werden, gehdren das prostataspezifische Antigen (PSA), die sekretorische saure

Phosphatase (PAP) sowie das 3-Microseminoprotein (3-MSP).

1.2.2 Die Prostasomen — Proteine der Prostasomenmembran

Prostasomen werden als 40-500 nm grol3e, granulare Partikel beschrieben, die von
tri-, penta- oder multilamindren Membranen umgeben sind. Bis zur Ausschleusung
verbleiben sie in Speichervesikeln der Prostataepithelzelle. Zwei unterschiedliche
Abgabemechanismen werden postuliert: (1) ihre Abgabe in das Lumen Uber me-

rokrine Exozytose und (2) uber die so genannte Diazytose, wobei die gesamten
9
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Speichervesikel aus der Zelle in das Driisenlumen abgegeben werden (Brody et al.,
1981; Ronquist & Brody, 1985; Aumdiller et al., 2002).

Arienti et al. (1997a) konnten die Fusion von Prostasomen mit Spermien in vitro bei
saurem pH nachweisen und leiteten aus diesen Ergebnissen eine Schutzfunktion der
Prostasomen auf die Spermien gegentber dem sauren Vaginamilieu ab. Die Lipid-
zusammensetzung von Spermium- und Prostasomenmembran unterscheidet sich
deutlich voneinander. In der Prostasomenmembran dominieren Cholesterol und
Sphingomyelin, wahrend die Spermienmembran nur geringe Mengen an Cholesterol,
jedoch grofRe Mengen an ungesattigten Phosphatidylethanolamin- und Phosphatidyl-
cholinresten besitzt. Durch die Fusion von Prostasom und Spermium wird der Cho-
lesterolanteil der Spermienmembran in vitro deutlich erhoht, wodurch die Fluiditat der
Spermienmembran abnimmt (Carlini et al., 1997; Arienti et al., 1998a). Neben dem
Transfer von Lipiden wurde auch der Transfer der Enzyme Aminopeptidase N/CD13
und Dipeptidylpeptidase IV/CD 26 auf die ejakulierten Spermien in vitro beobachtet
(Arienti et al., 1997b,c,d). Lilja & Laurell (1984) konnten aul3erdem eine Beteiligung
der Prostasomen an der Verflissigung des Samens nachweisen. Mehrere Autoren
postulieren zudem eine gesteigerte Spermienmotilitat nach Inkubation mit Prostaso-
men (Fabiani, 1994; Fabiani et al., 1995; Arienti et al., 1997a; Carlsson et al., 1997).
Weitere beschriebene Funktionen bzw. Effekte, die den Prostasomen zugeordnet
werden, sind eine Neutralisierung der Immunantwort des weiblichen Genitaltraktes,
indem sie u.a. die phagozytotische Aktivitat herabsetzen und die Lymphozytenproli-
feration sowie die Produktion von Superoxidanionen durch Leukozyten hemmen,
sowie eine Inhibierung viraler Aktivitat (Kelly et al., 1991; Skibinski et al., 1992;
Stridsberg et al., 1996; Arienti et al., 1998b). Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tiber eini-
ge mit den Prostasomen assoziierten Proteine und deren postulierte Funktion wie-

der.

Neben den in der Tab. 2 aufgefihrten Proteinen werden auch noch eine Lactat-
Dehydrogenase (Olsson & Ronquist, 1990), eine Phospholipase A2 (Lindahl et al.,
1987), eine y-Glutamyltransferase (Liljla & Weiber, 1983), eine Fucosyltransferase
(Ronquist & Stegmayr, 1984) sowie eine Dipeptidyl-Peptidase (Arienti et al., 1997d)

mit den Prostasomen transportiert.

10
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Tab. 2: Ausgewahlte Proteine der Prostasomenmembran bzw. mit der Prostasomen-
membran assoziierte Proteine

Membranprotein Postulierte Funktion Literaturangabe
Mg~ -abhéngige Ca”'-
ATPase (PMCA)

5 -Nukleotidase

Ca”—Transport in die Prostasomen Ronquist et al., 1978a,b

Hydrolyse von 5"-AMP, 5°- IMP, 5"-GMP  |Fabiani & Ronquist, 1993
Moglicher Einfluss auf Spermienmotilitat  JAumdiller et al., 1997
Modulator der Zellproliferation in der
humanen Prostata

Neutrale Endopeptidase Renneberg et al., 2001

Alkalische Phosphatase  |pH-Regulation Fabiani & Ronquist, 1995
ubiquitares Ecto-Enzym

Aminopeptidase N beteiligt an Zellwachstum und Zelldifferen- |Laurell et al., 1982
zierung

Fibronectin Extrazellulares Matrixenzym Aumdiller et al., 1997

beteiligt an Bildung des seminal clot

Von der Verfasserin der vorliegenden Arbeit konnte in der KD neben einer Mgz+-
abhangigen bzw. unabhéngigen Ca®*-ATPase auch eine Alkalische Phosphatase
nachgewiesen werden. Daher wird im Anschluss auf diese Enzyme explizit einge-
gangen. Die Expression der NEP-mRNA in KD konnte ebenfalls im Rahmen dieser
Arbeit belegt werden. Da das Protein jedoch nicht weiter charakterisiert werden
konnte, wird es im Weiteren nur kurz vorgestellt. Die Funktion der Mg”-abhéngigen
Ca**-ATPase in den Prostasomen liegt moglicherweise im vektoriellen Transport von
Ca” in diese Vesikel. Diese These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass im
Vergleich mit dem umgebenden Seminalplasma, Cca” in Prostasomen konzentriert

vorliegt (Stegmayr & Ronquist, 1982).

Die Plasmamembran-Ca**-ATPase

Eine funktionierende Ca®*-Homaoostase ist fiir den Stoffwechsel tierischer Zellen von
essentieller Bedeutung. Die Ca**-Konzentration im Zytosol von Eukaryoten liegt bei
10" M, im Extrazellularraum bei 10 M. Uber Ca**-Kanale der Plasmamembran bzw.
des ERs stromt Ca** entlang des Konzentrationsgefalles in die Zelle und steuert zel-
lulare Ereignisse. Entscheidend ist hierbei der Anstieg der intrazellularen ca®-
Konzentration als temporéres Ereignis, da eine standig erhohte intrazellulare Ca*-
Konzentration den Zellstoffwechsel beeintrachtigen und u.a. zur Aktivierung von Pro-
teasen, zur DNA-Fragmentierung oder zur Apoptose fuhren kann (Carafoli, 1987).

Schatzmann beschrieb 1966 erstmals die Ausschleusung von ca”* aus Erythrozyten
durch ein ATP-abhangiges Enzym. 1979 gelang es Niggli et al. die Plasmamembran-
Ca**-ATPase (PMCA) durch Calmodulin-Affinitatschromatografie zu isolieren. PMCA

11



1 EINLEITUNG

ist neben dem Na‘/Ca®*-Austauscher, der ebenfalls in der Plasmamembran lokali-
siert ist, fiir die Aufrechterhaltung einer geringen freien Ca**-lonenkonzentration
(£ 2 uM) in nicht-muskularen Zellen verantwortlich (Carafoli, 1987). Der Na'/Ca’*-
Austauscher besitzt eine hohe Transportkapazitat verbunden mit einer geringen Affi-
nitat fur Ca*, wahrend dessen PMCA hochaffin Ca®* mit geringer Transportrate aus
der Zelle schleust (Carafoli, 1991). In Muskelzellen dagegen hat PMCA im Vergleich
zu der sarkoplasmatischen bzw. endoplasmatischen Ca”*-ATPase (SERCA), die
Ca”" aus dem Zytosol in das ER transportiert, eine eher untergeordnete Bedeutung.
Als Mitglied der Familie der P-Typ-ATPasen gewinnt PMCA wie auch SERCA Ener-
gie aus der Hydrolyse von ATP unter Ausbildung eines Aspartyl-Phosphat-
Zwischenproduktes, um freies ca” gegen einen Konzentrationsgradienten aus der
Zelle zu schleusen (Carafoli & Stauffer, 1994). Der Na*/Ca**-Austauscher dagegen
koppelt den Transport von ca® an den Transport von Na®, der mit den Konzentra-
tionsgradienten vom EZR in das Zytosol verlauft. Dabei werden 3-4 Na'-lonen gegen
ein Ca**-lon ausgetauscht (Philipson & Nicoll, 1992). Ein Ca2+-Uniporter der Mito-
chondrienmembran, der Ca** zwar mit nur geringer Affinitat bindet, tragt jedoch
durch seine hohe Transportkapazitat ebenfalls entscheidend zur Regulierung der

Ca”*-Konzentration im Zytosol bei (Montero et al., 2000).

Der Anteil der PMCA ist gemessen an den gesamten Membranproteinen sehr gering
und Ubersteigt selten 0,1-0,3 %. Eine Ausnahme bilden Neurone, in denen PMCA
eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der Ca*-Homoostase zukommt
(Stauffer et al., 1995; Carafoli et al., 1996).

Das PMCA-Protein besitzt 10 Transmembrandomanen (TMD) und ist mit dem C-
bzw. N-terminalem Ende im Zytoplasma lokalisiert. Die erste intrazellulare Schleife
zwischen TMD 2 und 3 ist an der Konformationsdnderung wéahrend des Transport-
zyklus beteiligt und besitzt eine Bindestelle fir saure Phospholipide. Die zweite zyto-
solische Schleife zwischen den TMD 4 und 5 beinhaltet die Doméne, die die katalyti-
sche Hauptfunktion umfasst, darunter auch die ATP-Bindungsstelle wie auch den
Aspartylrest, der wahrend des Reaktionszyklus das phosphorylierte Zwischenprodukt
bildet. Das C-terminale Ende enthalt eine Calmodulin-Bindungsstelle, die in Abwe-
senheit von Calmodulin auch als autoinhibitorische Einheit fungiert. Ein Anstieg des
zytoplasmatischen Ca” fuhrt zu einem Anstieg an Ca*"-Calmodulin, das hochaffin

12
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an die autoinhibitorische Einheit bindet und zu einer Aktivierung der PMCA beitragt
(Abb. 3).

NaYa 2Na
» P U~ ™

Abb. 3: Modell der Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA) (modifiziert nach Carafoli
& Brini, 2000). N: NH.-Terminus, C: COOH-Terminus, P: Aspartylphosphat, CB:
Calmodulin-Bindungsstelle, EZR: Extrazellularraum; I1ZR: Intrazellularraum

Die basale Ca**-Affinitat des Enzyms ist gering (K,>10 uM), so dass PMCA bei phy-
siologischen zytosolischen Ca”*-Konzentrationen inaktiv vorliegt. Die Bindung an
Calmodulin kann die Ca**-Affinitat des Enzyms bis zu einer Ky, von 0,2 UM steigern.
Neben Calmodulin wird PMCA auch durch saure Phospholipide und Phosphorylie-
rung durch die Proteinkinasen A bzw. C aktiviert. In den meisten Organen benétigt
PMCA aul3erdem Mg2+ als Kofaktor (Robinson, 1976; Carafoli & Crompton, 1978;
Niggli et al., 1979).

In Saugern wurden bislang 4 Gene identifiziert, die fir die PMCA-Isoformen 1-4 ko-
dieren (Guerini & Carafoli, 1996). Die primaren Transkripte dieser Gene, die durch
alternatives Splicen am 3"-Ende entstehen, werden durch die Buchstaben a-d unter-
schieden (Carafoli, 1991). Insgesamt existieren etwa 30 durch alternatives Splicen
entstandene Splicevarianten (Guerini & Carafoli, 1996). Die PMCA-Isoformen 1 und
4 sind in nahezu allen Geweben vorhanden, wogegen das Vorkommen von PMCA2
und 3 auf wenige Organe wie z.B. Gehirn, Herz und Haarzellen des Innenohres be-
schréankt ist (Stauffer et al., 1993). Die restriktive Verteilung von PMCA2 und 3 l&sst
gewebespezifische Eigenschaften vermuten. So konnten sowohl bei Spontanmutati-
onen des PMCAZ2 Gens als auch bei transgenen PMCA2 ,knock-out* Mausen Defek-
te in der Balance und im Horvermdgen beobachtet werden (Street et al., 1998; Du-
mont et al., 2001).

13
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Auch der ubiquitar vorkommenden Isoform PMCAL konnten neben ihrer bereits be-
kannten Rolle in der Ca**-Homgostase weitere Funktionen zugeordnet werden. Afro-
ze & Husain (1990) konnten zwei Bindungsstellen auf der PMCAL Promotorsequenz
glatter Muskelzellen fur den Transkriptionsfaktor C-myb identifizieren. C-myb hat ei-
ne wichtige Funktion bei der Kontrolle der Zellproliferation unter Bedingungen wie
Atherosklerose oder Restenose und ist ebenfalls an der Modulation der Apoptose
Uber die Regulation der intrazellularen Ca**-Konzentration beteiligt. Die Bindung von
C-myb fuhrt zu einer Repression der PMCA1-Transkription wahrend der G1/S-Phase
des Zellzyklus. Eine verminderte Aktivitat des Transkriptionsfaktors hemmt das Fort-
schreiten des Zellzyklus und fiihrt zur Abnahme des intrazellularen Ca**-Spiegels.
Dieser wird durch ein Ansteigen der PMCA1-mRNA- bzw. der PMCAL1-Proteinmenge

und der damit verbundenen verstarkten Ca**-Ausschleusung verursacht.

Neben der humanen Prostata bzw. den Prostasomen wurde eine Mg”-abhéngige
Ca**-ATPase in folgenden weiteren Teilen des mannlichen Reproduktionstraktes
identifiziert: Vanithakumari & Govindarajulu (1985) konnten das Enzym in der Blas-
chendrise adulter Affen detektieren, Agrawal & Vanha-Perttula (1987) wiesen es in
Partikeln des bovinen Blaschendriisensekretes nach. AuRerdem konnte eine Mg*'-
unabhéngige Ca”*-ATPase-Aktivitat in Bullensperma (Vijaysarathai et al., 1980), in
Mikrosomen aus Rattenhoden (Sikdar et al., 1991) und in der Prostata adulter Affen

(Vanithakumari & Govindarajulu, 1985) detektiert werden.

Die Alkalische Phosphatase

Schon 1907 vermuteten Suzuki et al., dass Phosphatasen eine eigene Klasse von
eukaryotischen Enzymen bilden. Grosser & Husler sowie von Euler konnten 1912
zeigen, dass dieses Enzym Glyzerophosphat und Fruktose-1-6-diphosphat hydroly-
siert und in groRen Mengen in der intestinalen Mukosa nachzuweisen ist. Der Begriff
Phosphatase wurde 1912 von von Euler & Funke eingefuhrt.

Die Alkalische Phosphatase (AP) ist in nahezu allen Spezies vom Bakterium zu ho-
heren Tieren, mit Ausnahme einiger hoherer Pflanzen, vorzufinden (Fernley 1971).
Aufgrund ihrer breiten Substratspezifitdt konnen die APs aus 5°-Tri-, Di- und Mono-
phosphaten P; freisetzen und Uberdies PP; hydrolysieren (Zimmermann, 1996; Fern-

ley, 1971; Coleman, 1992). Die Enzymreaktion verlauft Gber ein kovalentes Serin-
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Phosphat-Zwischenprodukt, wobei neben dem anorganischem Phosphat Alkohol
entsteht (Schwartz & Lipmann, 1961). Die APs einer Vielzahl von Organismen wei-
sen folgende Gemeinsamkeiten auf: (1) Hydrolase/Transferase-Aktivitat; (2) Abhang-
igkeit der Aktivitat von den Metallionen Zn** und Mgz+; (3) ein identisches Aminosau-
remuster an den aktiven Zentren (McComb et al., 1979; Stigbrand, 1984a). Die AP
gehort zu einer Gruppe von Membranenzymen, die in Eukaryonten Uber einen GPI-
Anker mit der Plasmamembran verbunden sind (Cross, 1987; Howard et al., 1987;
Jemmerson & Low, 1987; Low, 1987; Takami et al., 1988). In dieser Form lagern sie
sich haufig zu Tetrameren bis Octameren zusammen (Hawrylak & Stinson, 1988;
Bublitz et al., 1993). Die so genannten l6slichen Formen der AP kénnen auch im Se-
rum erscheinen. Sie werden vermutlich durch die phosphatidylinositol-spezifischen
Phospholipasen C bzw. D aus der membrangebundenen Form freigesetzt (Davitz et
al., 1987; Hawrylak & Stinson, 1988; Low & Prasad, 1988). Abb. 4 zeigt die Topolo-

gie der AP in der Plasmamembran.

Bisher wurden 4 verschiedene Isoformen der AP identifiziert: eine gewebe-
unspezifische Isoform (Leber/Knochen/Niere-Isotyp; LKN-Isoform), eine intestinale
Isoform, eine plazentare Isoform und eine plazentaahnliche bzw. Keimzell-Isoform
(Kam et al., 1985; Weiss et al., 1986; Henthorn et al., 1987; Millan & Manes, 1988).

Zuckerrest
NH, EZR

GPI-Anker
e

Plasma- |
membran

IZR

Abb. 4: Membrantopologie der Alkalischen Phosphatase (modifiziert nach
Zimmermann 1996). EZR: Extrazellularraum, I1ZR: Intrazellularraum
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Die Gensequenz der gewebeunspezifischen Isoform ist auf dem Chromosom 1 loka-
lisiert, wogegen die Gensequenz der drei anderen Isoformen auf Chromosom 2 liegt
(Griffin et al., 1987; Smith et al., 1988). Tab. 3 gibt eine Ubersicht tiber die Homolo-
gie der Aminosaurenabfolge der 4 verschiedenen Isoformen wieder. Dabei zeigt
sich, dass die Aminosaurenabfolge der Isoformen, deren Gensequenz auf Chromo-
som 2 lokalisiert ist, hoch homolog sind (86-98 %), wahrend die Homologie zu den

gewebeunspezifischen Isoformen deutlich geringer ist.

Tab. 3: Aminosaure(AS)-Sequenzhomologie zwischen den humanen AP-Isoformen

AP Isoform AS-Sequenzhomologie
Plazenta AP — plazenta&hnliche AP 98 %
Plazenta AP — intestinale AP 86,5 %
Plazenta AP — gewebeunspezifisch (LKN) AP 54 %
intestinale AP — gewebeunspezifisch (LKN) AP 56 %
intestinal AP — plazentaghnliche AP 87 %
Gewebeunspezifische (LKN) AP — plazentadhnliche AP 56 %

Neben den Unterschieden auf Transkriptionsebene bzw. in der Aminoséuresequenz,
lassen sich die 4 Isoformen auch funktionell aufgrund unterschiedlicher
Thermostabilitdt bzw. hinsichtlich ihres unterschiedlichen Verhaltens gegenuber
Hemmstoffen unterscheiden (Harris, 1989). So weist die gewebeunspezifische
Isoform die geringste Thermostabilitat auf, wahrend die Plazenta-Form bzw. die
plazentadhnliche Form eine Stunde bei 65 °C erhitzt werden kdnnen, ohne ihre

Aktivitat einzubifRen. Die Hitzestabilitat der intestinalen Form liegt dazwischen.

Hirano et al. (1984) wiesen der intestinalen Isoform der AP, die im Blrstensaum der
Mukosaepithelzellen lokalisiert ist, eine Funktion bei der aktiven Aufnahme verschie-
dener Metabolite wie z. B. anorganischer Phosphate zu. Die Plazenta-Form der AP
wird in der Plazenta ab etwa der 12. Woche der Schwangerschaft im Synzytio-
trophoblasten exprimiert. Auch ihr wird eine Rolle im Transport von Metaboliten zu-
gewiesen (Sakiyama et al., 1979; Warren et al, 1985). In geringen Mengen ist sie
auch in Lunge und Zervix vorhanden (Goldstein et al., 1980; Goldstein et al. 1982).
Die mit der Plazenta-lsoform nahezu identische plazentadhnliche AP oder Keimzell-
AP kann im gesunden Individuum in nur geringen Mengen im Hoden, Seminalplas-
ma und Thymus detektiert werden (Chang et al., 1980; Goldstein et al., 1982; Millan
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et al., 1982, McLaughlin, et al., 1986). In Seminomen dagegen ist sie in grof3en
Mengen nachzuweisen (Harris, 1989). Die gewebeunspezifische AP Form ist, wie
der Name impliziert, in nahezu allen Geweben vorhanden (Goldstein et al., 1982).
Diese Isoform liegt mit hoher Aktivitdt im mineralisierenden Knochen vor, wo sie in

der Plasmamembran von Osteoblasten nachzuweisen ist (Doty & Schofield, 1976).

Weiterhin ergaben sich aus einigen Studien Hinweise, dass APs an der Regulation
von Proteinphosphorylierungen, Kollagen-Phagozytose, Zellwachstum, Apoptose
und der zellularen Migration wahrend der Embryogenese beteiligt sind (Chan & Stin-
son, 1986; Zackson & Steinberg, 1988; Hui et al., 1993; Hui et al., 1997; She et al.,
2000). AuBerdem gaben Untersuchungen an Mausen mit defekter gewebeunspezifi-
scher AP Hinweise auf eine mogliche Beteiligung des Enzyms am Pyridoxin-
Metabolismus des ZNS (Waymire et al., 1995).

Von klinischer Bedeutung ist die Rolle der AP in der Diagnostik von Erkrankungen
der Leber und des Knochens bzw. ihre Funktion als Tumormarker. Bei Patienten mit
fortgeschrittener Leberzirrhose, Diabetes mellitus und chronischer Nephritis wurde

zudem ein erhohter Spiegel an intestinaler AP gefunden.

Im mannlichen Reproduktionstrakt sind APs nahezu ubiquitar verbreitet (Glogowski
et al., 2002). Neben dem Hoden konnten APs in Prostasomen (Fabiani & Ronquist,
1995), in Plasmamembranen von Spermien (Soucek & Vary, 1984; Parks et al.,
1987), im Seminalplasma und im Nebenhoden verschiedener Spezies durch Aktivi-
tatstests nachgewiesen werden (Strzezek & Glogowski, 1979; Glogowski & Strzezek,
1980; Frenette et al., 1986; Glogowski, 1988; lyer et al., 1988; Tang, 1998).

Die Neutrale Endopeptidase (NEP)

Die Neutrale Endopeptidase (NEP) ist eine weit verbreitete membranstandige Me-
talloprotease der Metzinzin-Familie, die Oligopeptide bevorzugt am Aminoende hy-
drophober Aminoséuren spaltet. Die NEP wird auch als Neprilysin/CD10, Enkephali-
nase bzw. CALLA (common acute lymphatic leukemia antigen) bezeichnet. Kerr &
Kenny gelang es 1974 erstmals, die NEP aus Kaninchennieren aufzureinigen. Die

NEP wird von einer groRen Anzahl von Geweben exprimiert, wobei sich besonders
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hohe Konzentrationen in den Epithelzellen der Blrstensaummembran proximaler
Nierentubuli, DiUnndarm und Plazenta finden (Checler et al., 1984; Shipp et al., 1991;
Soleihac et al., 1992; Kenny, 1993). AuRerdem konnte die NEP in Prostata, Lunge,
auf Fibroblasten, lymphoiden Vorlauferzellen des Knochenmarks und Thymus, auf
reifen Granulozyten sowie als I6sliche Form im Serum detektiert werden (Ratti et al.,
2001). Renneberg et al. (2001) konnten die NEP zudem in humanen Prostasomen

detektieren.

Die Funktion der NEP wird bedingt durch ihre Lokalisation. In der Niere spaltet das
Enzym Peptide des Ultrafiltrates, Kinine sowie den ,atrial natriuretic factor”; im ZNS
Oligopeptide wie Substanz P und Enkephaline. Weitere Substrate der NEP sind
Bombesin, Endothelin-1, Bradykinin, Neurotensin und Oxytozin (Monsees et al.,
1996; Moody et al., 1998; Nagakawa et al., 1998). Studien an ,knock-out* Mausen
lassen eine erhohte Sensibilitdt der Tiere fur einen septischen Schock aufgrund des
verminderten Abbaus von Endothelin, Bradykinin, Tachykininen oder Enkephalinen
vermuten (Lu et al., 1995). Sumitomo et al. (2000a) zeigen, dass die Migration von
Prostatakarzinomzellen bei einer fehlenden NEP-Expression gesteigert ist. Diese
Daten stimmen mit friheren Beobachtungen von Papandreou et al. (1998) uberein,
die postulierten, dass NEP ein Modulator der Zellproliferation und des Zellwachs-

tums der humanen Prostata bzw. der Prostatakarzinomzellen darstellt.

1.3 Die apokrine Sekretion in weiteren Spezies und Geweben

Die apokrine Sekretion wurde neben der KD in einer Reihe weiterer Gewebe be-
schrieben. Dabei stammen die meisten Daten aus rein morphologischen Studien.
Proteine, die Uber diesen Sekretionsweg abgegeben werden, wurden kaum be-
schrieben. Tab. 4 gibt eine Ubersicht tiber die wichtigsten Gewebe, in denen diese
Form der Sekretion stattfindet und listet, falls bekannt, die dazugehorigen apokrin

sezernierten Substanzen auf.
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Tab. 4: Apokrin sezernierende Gewebe

Apokrin sezernierte

Gewebe Spezies Substanzen Literaturangabe
Laktierende Mensch Lipide; lipidlésl. Hormo- |Linzell & !Deaker, 1971
Milchdriise R_atte ne; Wachstumsfaktoren, Kurosomi et al., 1981
Rind Leptin Shennan & Peaker, 2000
Mensch Testa-Riva et al., 1981; Lantini et al.,
Ausfihrungsgéange 1990; Testa-Riva et al., 1995
Speicheldriisen Ratte Messelt 1982a; Thomopoulos et al.,
2000
Seehund Messelt 1982b
Ratte Transthyretin, Aktin; vier |Agnew et al., 1980
Plexus choroideus nicht charakterisierte Gudeman et al., 1989
Proteine
Ratte Aumdliller et al., 1985; Peao et al.,
1993
Clarazellen (Lunge) |Maus Etherton et al., 1979; Clouter &
Richards, 1997
Kaninchen Morgenroth & Hoerstebrock, 1978
Ratte; Maus Djeridane 1996; Gesase et al. 1996
Harderdriise Eﬂhteeirschwein- Thomopoulos et al., 1996
Goldhamster Gesase & Satoh, 2001
Mensch Schaumburg-Lever & Lever, 1975
Apokrine Spielman et al., 1998
Schweil3drisen Schwein de Melo et al., 1984; Gargiulo et al.,
1990
. . Mensch Spielman et al., 1995; Zeng et al.,
Duftdriise Axilla 1996; Spielman et al., 1998
Zerumialdriise Mensch Main & Lim, 1976; Testa-Riva &
Puxeddu, 1980; Shugyo et al., 1988
Riechepithelzellen |[Mensch Lucheroni et al., 1986
Ratten DPI/TGase Wilson & French, 1980;Seitz et al.,
1990
CAH I Wilhelm et al., 1998
. . Hawkins & Geuze, 1977; Aumiller &
Koagulationsdriise
bzw. anteriore Adler, 1979 L
Prostata Maus Samuel & Flickinger, 1986
Goldhamster Chow & Prang, 1989
Kaninchen Nicander et al., 1974
Meerschwein- Wong & Tse, 1981
chen
Ratte DPI/TGase Bartlett et al., 1984; Seitz et al., 1990
Dorsale Prostata CAH I Wilhglm et al., 1996
Goldhamster Aumdtiller & Adler, 1979
Chow & Prang, 1989
Maus MIF Hermo et al., 2000; Eickhoff et al.,
Nebenhoden Ratte 2001
Mensch CAH 1, Kaunisto et al., 1990
Ratte TGase, Albumin Erkel, 2000
Blaschendriise Riva, 1967
Rind Ploen, 1980
Agrawal & Vanha-Perttula, 1987
Steinbock Gerneke & Cohen, 1978; Atoji et al.,
Infraorbital-Driise 1987; Shugyo et al., 1988; Atoji et al.,
1993
Mensch CAH I Kaunisto et al., 1990
Ductus deferens Maus MVDP Manin et al., 1995
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. Apokrin sezernierte .
Gewebe Spezies P Literaturangabe
Substanzen
Kaninchen Meyer et al., 2001
Waldmurmel- Smith & Hearn, 1979
.. tier
Anale Duftdriise Eichharmchen
Hund Atoji et al., 1998
Erdwolf Stoeckelhuber et al., 2000
Duftdriisen Scrotum Katze Sokolov & Shabadash, 1979; Meyer
et al., 1987
. Impala Welsch et al., 1998
Duftdrisen Fufs Erdwolf Stoeckelhuber et al., 2000
Schadeldriise Dromedar Taha et al., 1994

1.4 Ektozytose

Die so genannte Ektozytose, die 1991 von Stein & Luzio erstmals beschrieben wur-
de, stellt einen weiteren alternativen Exportweg zur merokrinen Sekretion von Prote-
inen dar. Dieser Exportmodus weist einige Parallelen zur apokrinen Sekretion auf.
Auch hier werden Proteine in Vesikeln transportiert, die als gerichtete Antwort auf ein
Signal von der Zelloberflache abgegeben werden. Stein & Luzio (1991) konnten die
signalgesteuerte Abschnirung von Vesikeln von der Oberflache neutrophiler Granu-
lozyten wahrend der Komplementaktivierung beobachten. Die Ausschleusung des
Komplementfaktors C9 in den Ektozytosevesikeln erfolgte als Reaktion auf eine er-
hohte zytosolische Ca**-Konzentration. Neben der Ausschleusung des Komplement-
faktors konnte die Sortierung von Membranproteinen in die Vesikelmembran beo-
bachtet werden. Zusatzlich wies die Membran der Ektozytosevesikel ein im Vergleich
zur Plasmamembran verandertes Lipidspektrum auf, wobei der Cholesterolanteil in
den Blebs doppelt so hoch wie in der Plasmamembran war. Das Phospholi-
pidspektrum der Plasmamembran zeigte im Vergleich zu den Blebs keine Verande-
rung, das molare Verhaltnis von Cholesterin zu Sphingomyelin war jedoch in den
ektozytotischen Vesikeln verdoppelt.

Auch in Fibroblasten der humanen Vorhaut wurde der Mechanismus der Ektozytose
beschrieben (Lee et al., 1993). Neben Aktin und (;-Integrin enthielten die ektozytier-
ten Vesikel Annexin Il und Annexin VI. Beide Proteine sind N-terminal blockiert und
besitzen keine hydrophobe Signalsequenz. Damit weisen sie eine wichtige Gemein-
samkeit mit den apokrin sezernierten Proteinen auf. Annexin Il und Annexin VI konn-
ten von Wiche (2001) auch in Koagulationsdriisenepithelzellen der Ratte nachgewie-

sen werden.
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Mehrere Autoren beschrieben die Ektozytose als Exportmodus flr Proteine. Sato et
al. (1993) zeigten, dass Galektin-3 Uber diesen Exportmodus aus BHK-Zellen (Baby-
hamster-Nierenzellen) exportiert wird. In Fibroblasten konnten Hsu et al. (1997) An-
nexin | und Topoisomerase | in Ektozytosevesikeln aus Fibroblasten nachweisen.

Hale & Wuthier (1987) und Stein & Luzio (1991) beschrieben zudem einen alternati-
ven Exportmechanismus fir die AP unter Beteiligung des Zytoskeletts bzw. fur Aktin.

15 Caveolin, Caveolae und Lipid Rafts - funktionelle Einheiten der Plas-

mamembran

Caveolae und Lipid Rafts beschreiben strukturelle Mikrodoméanen der Plasma-
membran, die sich durch die Affinitat bestimmter Lipide und Proteine zueinander
ausformen (Kenworthy, 2002). Als Lipid Rafts werden glykosphingolipid- und choles-
terinreiche Regionen der Zellmembran definiert, die zur Kompartimentierung der
Membranproteine sowie zur Trennung von biochemischen Vorgangen in der Mem-
bran dienen. Zuséatzlich fungieren sie als Plattform fir den Transport von Lipiden und
Proteinen vom trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran, wie z.B. GPI-verankerte
Proteine (Simons & lkonen, 1997). Beide, Caveolae und Lipid Rafts, sind am vesiku-
laren Transport von Proteinen wie Endozytose, Pinozytose u.a. beteiligt. Caveolae
wurden erstmals von Yamada (1955) als 50-100 nm breite, unbemantelte flaschen-
férmige Einstllpungen in der Plasmamembran des Gallenblasenepithels beschrie-
ben. Spatere Untersuchungen mittels Freeze-Fracture-Technik und Immunelektro-
nenmikroskopie definierten sie neu als Cholesterol-Sphingolipid- und Caveolin-1-
reiche Doméanen der Plasmamembran mit variabler Kurvatur (Rothberg et al., 1992;
Fujimoto & Fujimoto, 1997; Fujimoto et al., 2000) (Abb.5). Obwohl Caveolin bisher
nicht als Bestandteil der Lipid Rafts nachgewiesen werden konnte, werden die Ca-
veolae von einigen Autoren als spezielle Form der Lipid Rafts bezeichnet (Anderson,
1998; Brown & London; 1998, Simons & Tomre, 2000). Aus der ungewdhnlichen Li-
pidzusammensetzung von Caveolae/Lipid Rafts geht als gemeinsames Charakteris-
tikum ihre geringe Dichte sowie ihre Unldslichkeit in milden ionischen Detergentien,
wie Triton X-100 bei 4 °C, hervor (Brown & Rose, 1992; Sargiacomo et al., 1993).
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EZR
—— Caveolin
—— Cholesterin/Sphingo-
IZR lipid-reiche Region

Abb. 5: Schematische Darstellung einer Caveola (modifiziert nach Kenworthy, 2002).
EZR: Extrazellularraum, 1ZR: Intrazellularraum

AulRer in Caveolae wurde Caveolin auch in den Membranen des trans-Golgi-
Netzwerkes nachgewiesen. Caveoline sind integrale Membranproteine mit einem
Molekulargewicht von etwa 22 kDa, die eine haarnadelahnliche Struktur ausbilden
und mit C- und N-Terminus im Zytoplasma lokalisiert sind (Parton, 1996). Caveolin-1
wurde von Rothberg et al. (1992) als Hauptprotein der Caveolae identifiziert. Caveo-
lin-1 bindet die beiden Hauptkomponenten der Caveolae, Cholesterin und Sphingoli-
pide, sowohl in vivo als auch in vitro (Fra et al., 1995; Murata et al., 1995; Thiele et
al., 2000). Hailstone et al. (1998) zeigten, dass erst nachdem eine Zelle einen
bestimmten Cholesterol-Level erreicht hat, die Formation von Caveolae stattfinden
kann. Zuséatzlich zu dem Caveolin-1-Gen, aus welchem die Isoformen Caveolin-1a
sowie Caveolin-13 hervorgehen, konnten auf3erdem Gensequenzen fir Caveolin-2
und Caveolin-3 identifiziert werden (Way & Parton, 1995; Scherer et al., 1996; Tang
et al., 1996). Caveolin-1 und Caveolin-2 sind ubiquitare, ko-exprimierte Proteine, die
am zahlreichsten in Adipozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Typ |
Pneumozyten exprimiert werden (Scherer et al., 1996; Scherer et al., 1997). Caveo-
lin-3 dagegen ist ein muskelspezifisches Protein, das hauptséachlich in Skelett- und
Herzmuskel existiert (Parton, 1996; Song et al., 1996; Tang et al., 1996).

Neben dem Markerprotein Caveolin-1 ist ebenfalls eine betrachtliche Anreicherung
von Glykosphingolipiden, Cholesterin, Sphingomyelin sowie von Proteinen, die Gber

einen Lipid- bzw. GPI-Anker mit der Plasmamembran verbunden sind, in den Caveo-
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lae zu beobachten. In einigen Zellarten wie z.B. Fibroblasten, Adipozyten, Endothel-
zellen, aber auch Typ | Pneumozyten und glatten Muskelzellen, sowie Epithelzellen
sind Caveolae in groRerem Umfang vorhanden (Lisanti et al., 1994). AulRerdem
konnten in isolierten Caveolae verschiedene Membranproteine wie eine Plasma-
membran-Ca**-ATPase, eine H'-ATPase, der EGF-Rezeptor aber auch Strukturpro-
teine wie Aktin, Annexin Il und Annexin IV nachgewiesen werden (Fujimoto, 1993;
Sargioacomo et al., 1993; Chang et al., 1994; Lisanti et al., 1994; Mineo & Anderson,
1996; Darby et al., 2000).

Ektozytotische Blebs bzw. die Prostasomenmembran zeichnen sich ebenfalls durch
eine charakteristische Lipidverteilung mit einer starken Anreicherung von Cholesterol
im Vergleich zur apikalen Plasmamembran aus (Arvidson et al., 1989, Stein & Luzio
et al, 1991; Carlini et al., 1997; Arienti et al., 1998a). Zusatzlich finden sich in den
Prostasomen neben einer Plasmamembran-Ca**-ATPase auch verschiedene GPI-
Anker gekoppelte Proteine wie z.B. die Alkalische Phosphatase. Aktin konnte als
Strukturprotein in den Aposomen bzw. den ektozytotischen Vesikeln nachgewiesen
werden. Zusatzlich ist Annexin Il als Ektozytosemarker ebenfalls Bestandteil der ek-
tozytotischen Blebs. Wiche (2001) konnte Annexin Il zusatzlich in der apikalen Plas-

mamembran einer primaren Koagulationsdrisenepithelzelllinie nachweisen.

1.6 Zellkultursysteme der Rattenkoagulationsdrise

Wiche (2001) gelang es, ein Zellkultursystem primarer Epithelzellen der Rattenkoa-
gulationsdruse (KDE-Zellen) zu etablieren. Dabei wurde gezeigt, dass die Epithelzel-
len bis Passage 23 vermehrt werden konnten, ohne ihre typische Morphologie zu
verlieren. Die Polaritat der Epithelzellen wurde durch den immunhistochemischen
Nachweis von Occludin, als Marker der Zonula occludens, und E-Cadherin, als Mar-
ker der Zonula adherens, belegt. Neben dem Epithelzellmarker Zytokeratin konnte
auch die Expression und Translation der apokrinen Markerproteine TGase und CAH
Il sowie des merokrinen 115 K-Proteins durch RT-PCR und Western Blot-Analytik
nachgewiesen werden. Wie zuvor von Wilhelm et al. (1999) fir das KD-Gewebe ge-
zeigt, konnte ebenfalls keine Expression von Albumin in den Zellen detektiert wer-

den.
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1.7 Ziel der Arbeit

Wie eingangs beschrieben werden einige Proteine der KD Uber den apokrinen Se-
kretionsweg mittels so genannter Aposomen sezerniert. Bislang war wenig tber den
Aufbau der apikalen Plasmamembran bekannt und ob Proteine der apikalen Plas-

mamembran in die Aposomen integriert werden.

Das zentrale Anliegen dieser Arbeit bestand in der Identifizierung von Proteinen des
apikalen Koagulationsdriisenepithels bzw. der Aposomenmembran.
Dazu sollten zunachst Proteine, die bereits als Bestandteil der Prostasomen-
membran identifiziert werden konnten, auf ihr Vorkommen im KD-Epithel und den
Aposomen uberprift werden. Neben KD-Gewebe sollten auch primére Epithelzellen
der KD verwendet werden. Hierbei ergaben sich folgende Fragen zu den potentiell
identifizierten Proteinen:
* Welche Isoform(en) des identifizierten Proteins ist/sind vorhanden?
» Falls es sich bei dem identifizierten Protein um ein Enzym handelt: Welche
Aktivitat weist es auf? Ist die Aktivitat durch Modulatoren beeinflussbar?
» Ist das Protein in der apikalen Plasmamembran der KD lokalisiert?
« Kann das Protein im aposomenhaltigen KD-Sekret bzw. in den Aposomen
identifiziert bzw. lokalisiert werden?
* Hat Dihydrotestosteron (DHT) Einfluss auf die mRNA-Spiegel oder auf die
Enzymaktivitat des identifizierten Proteins?
Zur Identifizierung weiterer Proteine sollten apikale Plasmamembranproteine prima-
rer KDE-Zellen mit Sulfo-NHS-Biotin markiert und apikale Plasmamembranen isoliert
und aufgereinigt werden. Durch streptavidin-gekoppelte Dynabeads sollten biotiny-
lierte apikale Proteine selektiert werden. Eine Identifizierung einzelner Proteine sollte
durch N-terminale Sequenzierung erfolgen. Identifizierte Proteine sollten, wie oben

beschrieben, charakterisiert werden.

Ektozytotische Blebs bzw. die Prostasomenmembran verfiigen Uber eine charakteris-
tische Lipidverteilung mit einer starken Anreicherung von Cholesterol (Stein & Luzio
et al, 1991; Carlini et al., 1997; Arienti et al., 1998a). Ein &hnliches Lipidspektrum
besitzen Caveolae, die eine wichtige Rolle an vesikularen Transportprozessen von
Proteinen wie Endozytose, Pinozytose u.a. innehaben. Caveolin-1 ist neben der be-

sonderen Lipidzusammensetzung ein weiteres Charakteristikum von Caveolae. Um
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zu prufen, ob die Mdglichkeit besteht, dass Caveolae ebenfalls an der apokrinen
Sekretion beteiligt sind, sollte zun&chst die Caveolin-1 mRNA- und Proteinexpression
in KD und KDE-Zellen Uberprift werden. Aul3erdem sollte die subzellulare Lokalisa-
tion von Caveolin-1 in den KDE-Zellen und im KD-Epithel untersucht werden. Zuséatz-
lich sollte untersucht werden, ob Caveolin-1 mit dem aposomenhaltigen KD-Sekret

abgegeben wird.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material und Versuchstiere
211 Reagenzien und Versuchsmaterial

Alle Chemikalien waren von héchstmdglichem Reinheitsgrad und wurden, falls nicht
anders vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Gibco (Berlin), KMF (Sankt Augus-
tin), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma Aldrich (Deisenhofen), Serva (Hei-
delberg) und USB (Bad Homburg). Die Enzyme wurden von Amersham-Pharmacia
(Freiburg), Promega (Heidelberg) und Pan Systems (Nurnberg) bezogen. Markierte
Antiseren und Sekundar-Antikérper wurden von DAKO (Hamburg), CAT (Rockland),
Amersham-Pharmacia (Freiburg), BioAffinities (Golden, USA), Dianova (Hamburg),
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA) und Cappel (Durham, USA) erworben.
Verschiedene Reagenziensatze stammten von Invitrogen (De Schelp, Niederlande)
und Qiagen (Hilden). Die Tragermembranen stammten von Roche Diagnostics
(Mannheim), Schleicher & Schuell (Dassel) und Pall BioSupport (Dreieich). Das Plas-
tikverbrauchsmaterial wurde von Greiner (Nurnberg), Schleicher & Schuell (Dassel)
und Eppendorf (Hamburg) geliefert. Gewebekulturflaschen wurden von Sarstedt
(NUmbrecht), Lochplatten von Falcon (Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) bezogen.
Steriles Wasser wurde mit Hilfe einer Anlage der Fa. Membrapure (Bodenheim) her-
gestellt. Das Photomaterial zur Dokumentation stammte von Fuji (Dusseldorf), Kodak

(Braunschweig), Pharmacia (Braunschweig) und Polaroid (Besier, Mainz).

2.1.2 Primarantikorper

Die folgenden Priméarantikorper wurden in dieser Arbeit verwendet:
a-PMCA-ATPase, monoklonal (Clone 5F10, Affinity Bioreagents, Golden, USA)
a-PMCAL1-ATPase, polyklonal (Affinity Bioreagents, Golden, USA)
a-PMCA4-ATPase, polyklonal (Affintiy Bioreagents, Golden, USA)
a-Annexin IV, polyklonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
a-Occludin, polyklonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)

a-Caveolin, polyklonal (Bd Biosciences, Erembodegem)

26



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Versuchstiere

Die bendtigten Organe wurden adulten mannlichen Wistar-Ratten (Charles River
Wiga, Sulzfeld), die durch CO,-Narkose und nachfolgende zervikale Dislokation ge-
tétet wurden, entnommen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Epon-fixierten
Organe kastrierter bzw. dstradiolbehandelter Tiere lagen bereits aus friheren Unter-

suchungen der Arbeitsgruppe vor.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Isolierung und Kultivierung primarer Koagulationsdrisenepithelzellen
(KDE-Zellen) der Ratte

Primare Epithelzellen der KD der Ratte wurden nach der Methode von Wiche (2001)
isoliert und kultiviert. 50 Tage alte mannliche Wistar Ratten wurden nach CO»-
Narkose durch zervikale Dislokation getdtet. Die entnommenen KDs wurden in
Hanks-Balanced Salt Solution (HBSS) gesammelt und zweimal mit Kulturmedium
(s.u.) gespult. Die Organe wurden mit einem Skalpell in ca. 10 mm? grol3e Sticke
zerkleinert und in Collagen IV (Sigma) beschichteten 75 cm?-Zellkulturflaschen im
Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, kultiviert. Das im Medium enthaltene Choleratoxin
unterdrickte das Wachstum stromaler Zellen, so dass ein selektives Wachstum epi-
thelialer Zellen gewahrleistet war. Nach 8 Tagen wurden die Zellen auf einen Mito-
mycin C behandelten Feederlayer aus 3T3-Fibroblasten (s. 2.2.1.3) Uberfuhrt und in
u.g. Medium kultiviert. Die Kultivierung auf einem Feederlayer erfolgte, um ein pola-

res Wachstum der KDE-Zellen zu gewahrleisten.

Medium fur priméare KDE-Zellen: basal MCDB 153-Medium (Biochrom KG, Berlin)
5 % fotales Kalberserum (FKS)
0,292 mg/ml L-Glutamin
100 U/10 mg/ml Penicillin/Streptomycin
5 pg/ml Insulin
10 ng/ml EGF
10 ng/ml Choleratoxin
3 ng/ml Hydrokortisol

27



2 MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.2  Fraktioniertes Passagieren der KDE-Zellen ab Passage 1

KDE-Zellen, die ab Passage 1 auf einem Feederlayer von 3T3-Fibroblasten kultiviert
werden, verdrdngen diese mit zunehmender Konfluenz. Zur Abtrennung restlicher

3T3-Fibroblasten wurde ein modifiziertes Protokoll durchgefiihrt.

Das Medium wurde dekantiert und die Zellen 3 x mit PBS und 2 x mit PBS/1 %
EDTA gespult. Zum Entfernen der 3T3-Zellen wurde die Ko-Kultur 30s bei 37 °C mit
40 pl Trypsin/EDTA -LOsung pro cm? inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die in
der Kultur verbliebenen 3T3-Zellen abgetrennt und durch dreimaliges Spulen mit
PBS/1 % EDTA entfernt. Die verbliebenen KDE-Zellen wurden fir 2 min mit
Trypsin/EDTA-LAsung bei 37 °C inkubiert. Durch kraftiges Klopfen wurden die KDE-
Zellen gel6st und die Reaktion durch Zugabe von etwas Medium abgestoppt. Die
abgeldsten Zellen wurden mit Medium in ein Falconréhrchen Gberfihrt und 10 min
bei 500 x g pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen auf einem 3T3
Feederlayer bzw. collagenierten Platten (Collagen Typ IV aus humaner Plazenta,

Sigma) ausgesat.

2.2.1.3 Herstellung eines 3T3-Feederlayers

Murine 3T3-Fibroblasten wurden in MEM-Medium (Sigma) mit 10 % FKS und 100 U
Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 5 % CO, bis zu einer 10-20 %igen Konfluenz kulti-
viert. Das Medium wurde abgenommen und Mediumreste durch dreimaliges Spulen
mit PBS (Ca2+/Mgz+-haItig) entfernt. Um die weitere Proliferation der Zellen zu hem-
men, wurden sie bis zu 4 h mit 1-2 ml mitomycinhaltigem DMEM Medium (mit 100 U
Penicillin/Streptomycin) inkubiert. Hierbei wurden je 8 pg des Mitosehemmers Mito-
mycin C pro ml Medium eingesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Me-
dium entfernt. Die Zellen wurden 3 x mit PBS (Ca2+/MgZ+-haItig) gespllt und in ca.
20 ml MCDB 153-Medium pro Zellkulturflasche kultiviert. Im Anschluss an diese Be-

handlung wurden primare KDE-Zellen auf dem Feederlayer ausgesat.

Passagieren der Zellen

Primare KDE-Zellen bzw. 3T3-Fibroblasten wurden auf folgende Weise passagiert.
Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen 3 x mit PBS (Ca2+/MgZ+-haItig) ge-

spult. Im Anschluss wurde 40 pl Trypsin/EDTA-LOsung pro cm? fur 2 min zugegeben
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und bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Klopfen vom Untergrund
gel6st und die Reaktion wurde durch Zugabe von etwas Medium abgestoppt.

Abgel6ste Zellen wurden in ein Falconréhrchen tberfiihrt und bei 500 x g fir 10 min
pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert, die Zellen mit frischem Medium (MCDB
153-Medium fur KDE-Zellen bzw. MEM-Medium fir 3T3-Fibroblasten) versetzt und

ausgesat.

Einfrieren von Zellen

KDE-Zellen bzw. 3T3-Fibroblasten wurden abtrypsiniert, pelletiert (s.0.), in 900 pl
Medium aufgenommen und in ein Kryoréhrchen tberfiihrt. Nach einer Inkubation von
2-4 h bei 4 °C wurden die Zellen mit 900 pl Einfriermedium (20 % (v/v) DMSO in Kul-
turmedium) versetzt, bei -80 °C eingefroren und nach 1-2 Tagen bei -196 °C gela-

gert.

Zellen auftauen

Sowohl KDE-Zellen als auch 3T3-Fibroblasten wurden aus dem flissigen Stickstoff
entnommen und durch kurze Inkubation bei 37 °C aufgetaut. Die aufgetauten Zellen
wurden in 10 ml Kulturmedium aufgenommen. Durch Zentrifugation fir 10 min bei
500 x g wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen

mit frischem Medium versetzt und ausgesat.

2.2.1.4  Stimulation von KDE-Zellen mit Dihydrotestosteron (DHT)

Primare KDE-Zellen der Passagen 7 bis 18 wurden in basalem MCDB 153-Medium
mit 10 % FKS bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Das weitere Wachstum der
Zellen erfolgte fur 48 h in basalem MCDB 153-Medium, dem DHT in einer Konzen-
tration von 10 bis 10° M zugesetzt wurde. Das in diesem Medium verwendete FKS
war zuvor mit Aktivkohle behandelt worden, die die im Medium vorhandenen Hormo-
ne bindet. Nach der Stimulation wurden die Zellen zur Préaparation von Mikrosomen

(s. 2.2.2.2) bzw. zur Isolierung von RNA (s. 2.2.4.1) verwendet.
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222 Biochemische Methoden

2.2.2.1  Entnahme von KD und Gewinnung von KD-Sekret
Mannliche adulte Charles Wistar Ratten (250-300 g) wurden nach CO.-Betdubung

durch zervikale Dislokation getttet. Die KDs wurden entnommen und das ausge-
tropfte Sekret wurde in TBS-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl) aufge-

fangen.

2.2.2.2  Isolierung von Membranen aus KDE-Zellen und KD-Gewebe

Herstellung von Mikrosomen aus KDE-Zellen und KD-Gewebe nach Sik-
dar et al. (1991)

KD-Gewebe wurde mit einem Skalpell in kleine Stiicke geschnitten und in Homoge-
nisierungspuffer (s.u.) mit einem Glasstab gepottert. Primare KDE-Zellen wurden in
75 cm?-Zellkulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert, mit PBS (Ca2+/Mg2+-haItig) ge-
spult, abgeschabt, in Homogenisierungspuffer aufgenommen und ebenfalls mit ei-
nem Glasstab gepottert. Das Homogenat wurde jeweils 10 min bei 600 x g (4 °C)
zentrifugiert, um ganze Zellen und Nuklei abzutrennen (Abb. 6). Die Uberstande
wurden gesammelt. Das Pellet wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert und
erneut bei 600 x g fir 10 min zentrifugiert. Durch Zentrifugation des gepoolten Uber-
standes bei 12.000 x g fur 15 min, 4 °C, wurden weitere zellulare Bestandteile abge-
trennt. Mittels einer Ultrazentrifugation der erhaltenen Uberstande bei 100.000 x g
(70.1.Ti-Rotor, Sorvall), 4 °C, fur 1 h wurden die vesikularen Mikrosomen sedimen-
tiert. Das erhaltene Pellet wurde in Homogenisierungspuffer geldst und bis zur Mes-
sung der Mgz+-abhangigen bzw. -unabhangigen Ca**-ATPase-Aktivitat bei -20 °C

gelagert. Die erhaltenen Mikrosomen wurden auf3erdem in der Western Blot-Analyse

eingesetzt.
Homogenisierungspuffer: 25 mM Imidazol; pH 7,5
1 mMEDTA
1 mMDTT

250 mM Saccharose
0,5 ug Leupeptin/ml Puffer
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Praparation von Mikrosomen nach Sikdar et al., 1991

KD-Gewebe zerkleinern /KDE-Zellen abschaben,
in Homogensierungspuffer pottern (Glaspotter)

4¥ 10 min 600 x g
(Pellet: ganze Zellen, Nuklei)

Uberstand

4¥12.000 x g, 15 min
(Pellet: Mitochondrien, groRere Golgi-Membranen)

l Uberstand

4¥100.000 x g, 1 h
(Pellet: vesikulare Membranen apikalen
und baso-lateralen Usprungs, ER)

Enzymaktivitatstest Western Blot-Analyse

Abb. 6: Isolierung von Mikrosomen aus KD-Gewebe und KDE-Zellen nach Sikdar et
al., 1991 (vereinfachte Darstellung)

2.2.2.3 Isolierung apikaler Plasmamembranen

Zur Trennung apikaler von baso-lateralen Plasmamembranen wurden zwei verschie-

dene Préaparationsmethoden angewendet.

Biotinylierung apikaler Plasmamembranproteine

Die apikalen Membranproteine der priméren KDE-Zellen wurden zunachst durch Sul-
fo-NHS-Biotin markiert, um (1) ihre Anreicherung wahrend der Praparation verfolgen
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zu kénnen und um (2) apikale markierte Plasmamembranproteine durch streptavidin-

gekoppelte Dynabeads zu reinigen.

Primare KDE-Zellen wurden auf 75 cm?-Zellkulturflaschen bis zur Konfluenz kulti-
viert. Das Medium wurde abgegossen, die Zellen wurden 3 x mit PBS (Ca**/Mg**-
haltig) gespult und anschlieRend 2 x mit je 0,5 mg Sulfo-NHS-Biotin (Sigma) pro ml
PBS fur 30 min inkubiert. Die Zellen wurden anschlielRend 3 x mit PBS gewaschen.
Sulfo-NHS bindet unter Freisetzung von N-Hydroxysulfosuccinimid an Oberflachen-

proteine (primare Amine).

Methode A: Differentielle Zentrifugation mit anschlieRender Aufreinigung

Uber einen Saccharosegradienten (modifiziert nach Ellis et al., 1992)

Biotinylierte KDE-Zellen wurden mehrfach mit PBS (Ca**/Mg**-haltig) gespiilt, abge-
schabt und durch eine 10 minitige Zentrifugation bei 500 x g pelletiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, das erhaltene Pellet in Homogenisierungspuffer aufgenom-
men und mit Hilfe eines Glaspotters homogenisiert. Das Homogenat wurde 10 min
bei 3.000 x g zentrifugiert (Abb. 7). Das Pellet, das aus ganzen Zellen und NukKlei
bestand, wurde verworfen. Dem Uberstand wurde 1 M MgCl, bis zu einer Endkon-
zentration von 10 mM zugesetzt und 15 min bei 4 °C inkubiert und 15 min bei 2.300
x g zentrifugiert und das Pellet verworfen. Durch Zentrifugation des Uberstandes
wurden apikale Epithelmembranen anschlieRend bei 100.000 x g fur 60 min sedi-
mentiert. Das erhaltene Pellet, das die Membranfraktion enthielt, wurde in Homoge-

nisierungspuffer aufgenommen.

Die Membranfraktion wurde auf einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten
(30 %, 35 %, 45 % wi/v) geschichtet, wobei die oberste Schicht von der 30 %igen
Saccharose gebildet wurde. Der Gradient wurde 2 h bei 100.000 x g in einem Swing-
Out Rotor zentrifugiert. Danach wurden jeweils 1 ml Portionen von der obersten
Schicht an gesammelt, und anschliel}end im Dot Blot (s. 2.2.2.4) die biotinylierten

Fraktionen identifiziert.

Homogenisierungspuffer: 12 mM Tris/HCI; pH 7,4
0,3 M Saccharose
0,5 ug Leupeptin /ml Puffer
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Praparation biotinylierter apikaler Plasmamembranen

Zellen biotinylieren (Sulfo-NHS-Biotin)

Zellen abschaben, in PBS aufnehmen, pelletieren (500 x g, 10 min)

Methode A Methode B
(modifiziert nach Ellis et al., 1992) (modifiziert nach Smith &
Zentrifugationsschritte/Saccharosegradient Nothnick, 1997)

| MgCl,-Praparation

Zellen homogenisieren |
(in 300 mM Saccharose/ 12 mM Tris-HCI; || Zellen homogenisieren
pH 7,4 ;0,5 pg Leupeptin/pl Puffer in 60 mM Mannitol, 5 mM EGTA

+¥ 10 min, 3000 x g Zugabe von 1 M MgCl, bis auf |__

*30 min Inkubation bei 4 °C
Uberstand * ¥ 15 min, 3000 x g ox
Zugabe von 1 M MgCl, auf 10 mM Uberstand
*15 min Inkubation bei 4 °C
*4 ¥ 15 min, 2300 x g 4¥ 30 min, 27 000 xg __|
Pellet in
Uberstand 300 mM|Mannitol
4¥ 60 min, 100.000 x g 2X £¥ 27 000 X g, 30 min
(pelletieren der Membranfraktion
fir Saccharose-Gradient)
Pellet in Homoge-
Pellet auf _ nisierungspuffer
Saccharosegradi
U U U Y
Uberprifung Bindung an
Probe — durch streptavidin-
Biotinylierte  |» Dot Blot gekoppelte
30% Membran-
fraktion l UL
35% Membranfraktion l
4¥100.000 x g, 1h
. l Western Blot-
@ Analyse
2 h 100.000 X g SDS-Gelelektronhorese
Abb. 7: Praparation biotinylierter apikaler Plasmamembranen nach Methode A und B
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Methode B: MgCl,-Praparationsmethode

Die Methode der differentiellen Membranprazipitation (modifiziert nach Smith &
Nothnick, 1997) macht sich die unterschiedliche Verteilung von Sialylsaureresten von
Membranen zunutze. Membranen mit geringem Sialylsauregehalt aggregieren nach
Zugabe von Mg® und lassen sich durch Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit
abtrennen. Apikale Epithelmembranen, die einen hohen Sialylsduregehalt besitzen,
formen dagegen Vesikel und lassen sich erst durch Zentrifugation mit hoher Ge-

schwindigkeit pelletieren.

Puffer 1: 60 mM Mannitol
5mM EGTA
1 uM PMSF; pH 7,4

Puffer 2: 60 mM Mannitol
7 mM EGTA
1 uM PMSF; pH 7,4

Puffer 3: 300 mM Mannitol; pH 7,4

KD-Gewebe bzw. biotinylierte KDE-Zellen wurden in 10 ml Puffer 1 mit einem
Glaspotter homogenisiert. Durch die Inkubation mit 100 pl 1 M MgCl,-L6sung fur
30 min bei 4 °C wurden Membranen mit geringem Sialylsduregehalt vernetzt und
anschieRend durch Zentrifugation bei 3.000 x g fiir 15 min abgetrennt. Der Uber-
stand wurde 30 min bei 27.000 x g, 4 °C, zentrifugiert. Das Pellet wurde in Puffer 2
gel6st und der Vorgang ab der MgCl,-Zugabe wiederholt. Nach der letzten 30 minu-
tigen Zentrifugation bei 27.000 x g, 4 °C wurde das Pellet, das die apikalen Epithel-
zellmembranen enthielt, in Puffer 3 geldst. Die erhaltene Membranfraktion wurde an
Dynabeads M-280 Streptavidin (s. 2.2.2.5) gebunden und in einer Western Blot-
Analyse (s. 2.2.2.14) eingesetzt.

2.2.2.4 Dot Blot

Der Dot Blot diente dazu, die biotinylierte apikale Membranfraktion mit Hilfe eines
Streptavidin-Peroxidase-(POX)-Komplexes unter den gesammelten Fraktionen des

Saccharosegradienten zu identifizieren.
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Zunachst wurde ein Aliquot (5 ul) jeder Fraktion auf eine Nitrozellulosemembran
(0,2 uM; Schleicher & Schuell) getropft. Die Membran wurde luftgetrocknet und
30 min mit Rotiblock (Carl Roth GMBH, Karlsruhe) abgesattigt. Danach wurde die
Membran 30 min mit einem Streptavidin-POX-Komplex (Pharmacia, 1:1000 in Ro-
tiblock) inkubiert, 3 x 15 min mit Waschpuffer (s. 2.2.2.14) gewaschen und mit dem
Chemilumineszenzsubstrat ECL (Amersham-Pharmacia, Freiburg) fir 1 min benetzt.

Durch Auflegen eines Rontgenfilms wurde das Ergebnis dokumentiert.

2.2.2.5 Isolierung apikaler Membranproteine durch streptavidin-gekoppelte Dyna-

beads

Die durch Methode B gewonnenen apikalen Plasmamembranen waren noch mit an-
deren, z.B. membran-assoziierten Proteinen verunreinigt. Zur weiteren Aufreinigung
und Anreicherung der apikalen Membranproteine wurden streptavidin-gekoppelte
Dynabeads verwendet.

Dynabeads M-280 Streptavidin (Dynal, Oslo) besitzen eine magnetische, polystyrene
Matrix, an deren Oberflache Streptavidin kovalent gebunden ist. 10 pg Protein wur-
den mit 100 ul Dynabeads M-280 versetzt und bei RT tber Nacht in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch in ei-
nem Dynal MPC-Magneten platziert, wodurch sich die magnetischen streptavidin-
gekoppelten Dynabeads mit den daran gebundenen biotinylierten Proteinen von den
nicht gebundenen Plasmamembranbestandteilen abtrennen lie3en. Die so gewon-
nene, apikale biotinylierte Plasmamembranfraktion konnte durch 5 minutiges Erhit-
zen auf 95 °C in Probenpuffer (Laemmli, 1970) von den Dynabeads getrennt und
anschlieBend in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s. 2.2.2.11) eingesetzt

werden.

2.2.2.6  Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Proteinkonzentration der Proben wurde durch die Methode von Bradford (1976)
ermittelt. Der Test basiert auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums einer
sauren Losung des Farbstoffes Coomassie Blau G-250 (Serva) bei Proteinbindung
von 405 nm auf 595 nm. Diese Anderung kann photometrisch ermittelt werden. Als

Standard wurde in 0,1 M NaOH gelostes Ovalbumin verwendet.
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20 pl Probe wurde mit je 1 ml Coomassie Blau G-250-LOsung versetzt und nach
10 min Inkubation bei RT inkubiert. Danach wurde die Extinktion bei 595 nm im Pho-
tometer (Utrospec® [ll, Pharmacia, Freiburg) gegen einen Leerwert bestimmt. Fur
den Leerwert wurde jeweils die Proteinlésung durch den jeweiligen Puffer, in dem
das Protein gelost war, ersetzt. Anhand der Ovalbumin Eichkurve konnte jedem Ex-

tinktionswert eine Proteinkonzentration zugeordnet werden.

Coomassie Blau G-250: 100 mg Coomassie Blau G-250
50 ml Ethanol
100 ml 85 % (w/v) H3PO,
ad 1000 ml Aqua dest.

2.2.2.7 Bestimmung der Mg®*-abhéngigen und -unabhangigen Ca®*-ATPase-
Aktivitat nach Sikdar et al. (1991)

Die Mg2+ -abhangige bzw. -unabhéangige Ca”*-ATPase spaltet ATP unter Freisetzung
eines inorganischen Phosphates (P;) zu ADP. Das freigesetzte P; kann durch Zugabe
von Ammoniummolybdat und Askorbinsdaure komplexiert und bei 820 nm kolori-
metrisch bestimmt werden.

5-15 pg Mikrosomen (prapariert nach Sikdar et al., 1991) aus KDE-Zellen und KD-
Gewebe bzw. 50 ug KD-Sekret wurde in einem Reaktionsvolumen von 250 pl mit
dem Reaktionspuffer (Mg2+-abhangig: Histidin-Puffer/ Mg2+-unabhangig: Imidazol-
Puffer) versetzt und die Reaktion durch Zugabe von 3 mM ATP gestartet. Nach 30
minutiger Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 70 pl 30 %iger
eiskalter TCA gestoppt und 550 pl Aqua dest. zugesetzt. Durch das Hinzufligen von
je 100 ul 2 %iger Askorbinsaure sowie 1,75 %igem Ammoniummolybdat erfolgte die
Komplexierung des freigesetzten anorganischen Phosphates (P;). Der Ansatz wurde
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und das komplexierte P; bei 820 nm im Pho-
tometer gemessen. Die ermittelte Ca”*-ATPase-Aktivitat ergab sich jeweils aus der
Differenz der gemessenen Werte mit und ohne CaCl,-Zugabe. Endogenes ca”
wurde dabei durch im Puffer befindliches EDTA komplexiert. Mittels einer KH,PO4
Standardkurve konnte fir jeden Extinktionswert bei 820 nm das freigesetzte P;

als pmol Pi/mg Protein/h errechnet werden.
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2

Mg®* -abhangige Ca**-ATPase:

Histidin-Puffer: 54,5 mM Histidinhydrochlorid; pH 7,5
1 mMEDTA
25 mM Saccharose
0,1 mMDTT
1 mM MgCl,
4 mM CacCl,

2

Mg®* -unabhangige Ca**-ATPase:

Imidazol-Puffer: 50 mM Imidazol; pH 8,5
0,1 mM EDTA
25 mM Saccharose
0,1 mMDTT
4 mM CacCl,

Folgende Modulatoren der Mgz+-abhangigen bzw. -unabhangigen Ca**-ATPase wur-
den verwendet:

Nifedipin (0,5 bzw. 0,25 mM; Sigma), Verapamil (0,1 bzw. 0,2 mM, Sigma), Trifluor-
perazin (TFP; 0,5 bzw. 0,25 uM, Sigma), Calmodulin (5 bzw. 10 Units, Sigma).

Die sarkoplasmatische Ca**-ATPase (SERCA) wurde durch Zugabe von Thapsigar-
gin (Sigma; 0,2 bzw. 0,1 uM) spezifisch gehemmt.

2.2.2.8 Bestimmung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat

In Mikrosomen der KD und in KD-Sekret:

Je 15 pg Protein aus KD-Mikrosomen (préapariert nach Sikdar et al.,, 1991) bzw.
50 pg KD-Sekretprotein wurde mit Reaktionspuffer auf ein Volumen von je 100 pl
aufgeflllt und mit 100 ul Substratpuffer versetzt. Nach jeweils 30, 60, 90, 120 und
180 min wurde die Extinktion bei 405 nm bestimmt. Als Referenz wurde eine Stan-
dardkurve mit Alkalischer Phosphatase aus humaner Plazenta (Sigma) erstellt. Als
spezifischer Inhibitor der AP diente Levamisol (Sigma) in einer Konzentration von
1 mM.

Auf primaren KDE-Zellen:
Primare KDE-Zellen wurden in einer 96-Lochplatte mit je 100 pul MCDB 153-Medium

fur 48 h kultiviert. Das Medium wurde in einer 96-Lochplatte gesammelt und je 100 pl
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Substratpuffer zugegeben. Die Zellen wurde 3 x mit PBS (Ca**/Mg**-haltig) gespiilt
und ebenfalls anschlie3end mit je 100 ul Substratpuffer pro well versetzt. Beide Plat-
ten wurden bei 37 °C inkubiert und die Aktivitat der AP im Zeitraum von 30 min bis
zu 24 h bei 405 nm im Photometer bestimmt. Zur spezifischen Hemmung der AP

diente Levamisol (Sigma) in einer Konzentration von 1 mM.

Reaktionspuffer: 0,1 M Glyzin
1 mM MgCl,
1 mM ZnCl,; pH 10,4

Substratpuffer: 1 mg pNPP/ml Reaktionspuffer

Hitzeinaktivierung der Alkalischen Phosphatase

Durch eine Hitzeinaktivierung bei 56 °C konnen hitzelabile von hitzestabilen AP-
Isoformen unterschieden werden.

Je 50 pg KD-Mikrosomen (prépariert nach Sikdar et al., 1991) bzw. KD-Sekret wur-
den 0-60 min bei 56 °C inkubiert und anschlieRend einem AP-Aktivitatstest wie be-

schrieben unterzogen.

2.2.2.9 Histochemischer Nachweis der Alkalischen Phosphatase mittels
NBT/BCIP

Fur den histochemischen Nachweis der AP wurden KDE-Zellen bzw. Kryostatschnit-

te der KD wie folgt vorbehandelt.

KDE-Zellen:

KDE-Zellen wurden in 24-Lochplatten auf Collagen-1V beschichteten Deckglas-chen
ausgesat. Nach 48 h wurden die Zellen 3 x mit PBS (Ca2+/MgZ+-haItig) gespult und
anschlieend fir 10 min in 4 %iger Paraformaldehydlésung (in PBS) fixiert. Die Zel-
len wurden erneut 3 x mit PBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei

4 °C gelagert.

KD-Gewebe:

7 um dicke Kryostatschnitte wurden nach der Methode 2.2.3.2 angefertigt. Die Ge-
frierschnitte wurden zunéchst luftgetrocknet und anschlieRend fir 6 h in 4 %iger

PFA-LAsung (in PBS) fixiert. Danach wurden die Schnitte in PBS gewaschen.
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Fiar den histochemischen AP-Nachweis wurden sowohl die vorbehandelten Zellen
als auch die Gefrierschnitte fir 10 min mit 0,2 % Tween 20 in PBS inkubiert, wo-
durch die nachweisbare AP-Aktivitat gesteigert werden soll. Danach folgte 10 mindti-
ges Spulen in PBS. Die Gewebeschnitte bzw. die Zellen wurden danach mit
NBT/BCIP-Reagenz gefarbt. Die Reaktion erfolgte im Dunkeln. Durch Zugabe von
PBS/25 mM EDTA/5 mM Levamisol wurde die Reaktion gestoppt. Zusatzlich wurde
als Kontrolle Levamisol in einer Konzentration von 5 mM dem NBT/BCIP-Reagenz

zugesetzt.
Reaktionslésung: 50 ul NBT (0,33 mg/ml)
37,5 ul BCIP (80,17 mg/ml) auf 10 ml Reaktionspuffer
Reaktionspuffer 100 mM Tris-ClI

100 mM NacCl
5 mM MgCl,; pH 9,5

2.2.2.10 Bestimmung der Aktivitat der Neutralen Endopeptidase (NEP) nach Alb-
recht et al. (2002)

KDE-Zellen wurde in 96-Lochplatte bis zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde
abgesaugt und die Zellen 2fach mit PBS (Ca®*/Mg”*-haltig) gespuilt. AnschlieRend
wurden 200 pl Tris-HCI-Puffer, 20 pl Substrat und 10 pl Aminopeptidase M zugefugt.
Nach 30 min bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 60 pl einer 50 %igen
TCA gestoppt. AnschlieRend wurde der Farbumschlag bei 405 nm im ELISA Reader

bestimmt.

Reaktionsansatz: 200 pl Tris-HCI (100 mM; pH 7,6)
10 pl Substrat (Suc-Ala-Ala-Phe-PNA; 20 mM) in DMSO
10 pl Aminopeptidase N (Enzymldsung: EC 3.4.11.2)

2.2.2.11 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli (1970)

Die Wanderung der Proteine von der Kathode zur Anode in einem elektrischen Feld
wird durch deren Bindung an SDS-Anionen ermoglicht, wobei die Eigenladung der

Proteine kompensiert wird und stark negativ geladene Komplexe entstehen. Die Pro-
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teine werden zuné&chst durch ein Gel mit geringer Acrylamidkonzentration (Sammel-
gel) an einer Lauffront gesammelt, um anschliel3end in einem so genannten Trenn-
gel der Gr6R3e nach aufgetrennt zu werden. Die Porengrof3e des jeweiligen Gels, die
durch den Acrylamid/NN"Bisacrylamid-Gehalt bestimmt wird, ist fir den Grad der
Auftrennung verantwortlich (Tab. 5).

Gelherstellung

5 ml Trenngellésung wurde mit 2,5 ul TEMED und 25 pl APS versetzt und in die vor-
bereitete Mini-Gelkammer (6 x 8 cm x 1mm; Keutz) geflllt. Das Gel wurde mit
Isopropanol uberschichtet, um eine gerade Gelkante zu erhalten. Nach erfolgter Po-
lymerisation (ca. 30 min) wurde das Isopropanol verworfen und mit Aqua dest. nach-
gespult. 1 ml Sammelgel wurde mit 1 yul TEMED und 5 pl 10 %igem APS vermischt,
auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm eingefiigt. Die Polymerisation des
Trenngels erfolgte Uber Nacht. Die Proben wurden im Verhéltnis 1:1 mit Probenpuf-
fer versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Tab. 5 gibt eine Ubersicht tiber die Zu-

sammensetzung der verwendeten Gelldsungen wieder.

Tab 5: Zusammensetzung der fur die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese verwendeten Gellésungen

Sammelgel: 5 ml Trenngel: 10 ml
Acrylamidkonzentration 4% Acrylamidkonzentration 7,5 % 10 % 13 %
28,2 % Acrylamid/ 28,2 % Acrylamid/0,8 %

0,8 % N,N’Bisacrylamid N,N’Bisacrylamid (w/v) (Ro-
(w/v) (Rotiphorese 30, Roth) 065ml tiphorese 30, Roth) 2oml | 3.34ml | 4.33m
0,5 M Tris/HCI; pH 6,8 1,25ml |1,5M Tris/HCI; pH 8,8 2,5mil 2,5ml 2,5mil
10 % SDS (w/v) 50 pl 10 % SDS-Lsg. (w/v) 100 pl 100 pl 100 pl
Aqua dest. 3ml Aqua dest. 49ml | 401ml | 3,07 ml
TEMED 5ul | TEMED 5ul 5 ul 5ul
10 % APS (w/v) 25 ul 10 % APS (w/v) 50 ul 50 ul 50 ul
Probenpuffer: 4 ml Aqua dest.
1 ml 0,5 M Tris/HCI; pH 6,8
0,8 ml Glycerin

1,6 ml 10 % (w/v) SDS
200 pl 0,05 % Bromphenolblau in Aqua dest.
640 mg Dithioerytriol (DTE)
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Die denaturierten Proben wurden in die vorbereiteten Geltaschen geflllt. Zusatzlich
wurden Eichproteine (Biorad, Minchen) mit bekanntem Molekulargewicht aufgetra-
gen, um eine GrolRenzuordnung zu ermoglichen. Die Laufzeit der Elektrophorese
betrug ca. 50 min bei 200 V (konstant).

Im Anschluss wurden die Proteinbanden entweder mit Coomassie bzw. Silbernitrat

gefarbt oder die Proteine wurden auf Nitrozellulose transferiert.

Elektrophoresepuffer: 25mM Tris
186 mM Glyzin
3,5 mM SDS

2.2.2.12 Coomassiefarbung von Proteingelen

Die Proteinbanden wurden nach der Elektrophorese 30 min bei 65 °C in Coomassie-
l6sung gefarbt. Die Losung wurde gegen den Entfarber ausgetauscht und das Gel
weiterhin bei 65 °C inkubiert. Der Entfarber wurde mehrfach gewechselt bis die Pro-

teinbanden gut sichtbar waren.

Coomassiefarbelésung: 0,1 % Coomassie-Blau R-250
40 % Methanol

10 % Essigsaure

Entfarbeldsung: 40 % Methanol
10 % Essigséaure
0,5 % CuSQO,

2.2.2.13 Silbernitratfarbung von Proteingelen

Die Silbernitratfarbung dient der Sichtbarmachung von Proteinmengen von unter
20 ng in einem SDS-Gel. Das Proteingel wurde mindestens 10 min in 10 %iger TCA
(w/v) fixiert. AnschlieRend wurde das Gel 3 x 10 min in 30 %igem Ethanol (v/v) ge-
waschen. Nach der Vorbehandlung mit 0,02 % Natriumthiosulfat-Pentahydrat (w/v)
fur 1 min wurde das Gel 3 x mit Aqua dest. gespult und danach 10 min mit 0,2 %
AgNO3-Lsg. (w/v) inkubiert. Darauf folgten 2 Waschschritte mit Aqua dest.. Durch die
Zugabe von 6 % Nay,CO3 (w/v) mit 50 pl 37 % Formaldehyd (v/v)/100 ml Lsg. wurde
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das Gel 1-5 min entwickelt. Die Reaktion wurde mit 10 %iger Essigsaure (v/v) ge-
stoppt.

2.2.2.14 Transfer von Proteinen auf eine Tragermembran (Western Blot)

Der Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Tragermembran mit anschlie-
Render Detektion von Proteinen durch Antikbrper wird Western Blot genannt. Hierbei
werden die durch ihre Bindung an SDS-Anionen negativ geladenen Proteine durch
ein elektrisches Feld auf eine Tragermembran mit hoher Proteinaffinitat tbertragen.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel in Kathodenpuffer equilibriert und der Blot
wie folgt aufgebaut (Abb. 8).

Kathodenpuffer: 40 mM Amino-n-Capronsaure
25 mM Tris
20 % Methanol

Anodenpuffer: 30 mM Tris
20 % Methanol

konz. Anodenpuffer: 300 mM Tris
20 % Methanol

Ponceau S Lsg.: 0,2 % (w/v) Ponceau S

3 % (w/v) Trichloressigséure

Anode (+)

Filterpapier in Anodenpuffer (konz.)

Filterpapier in Anodenpuffer

Nitrozellulosemembran

Proteingel in Kathodenpuffer

Filterpapier in Kathodenpuffer
I Kathode ()

Abb. 8: Schematische Darstellung des Blotaufbaus zum Proteintransfer

Dabei wurde besonders auf die Vermeidung von Luftblasen zwischen den einzelnen

Schichten geachtet, so dass ein vollstandiger Transfer der Proteine aus dem Gel auf
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die Membran gewahrleistet war. Die Proteine wurden bei Raumtemperatur fur
1-1,5 h mit 0,8 mA pro cm? Gel geblottet. Im Anschluss daran wurde der Protein-
transfer kontrolliert. Dazu wurde die Membran 2-3 min mit Ponceau S-LOésung inku-
biert und anschlieBend mit Aqua dest. entfarbt. Die Membran wurde in Roti-Block
(Roth) dberfuhrt und 30 min bei RT inkubiert, um unspezifische potentielle Antikor-
perbindungsstellen abzusattigen. Darauf folgte die Inkubation des Blots mit einem
Primarantikrper tiber Nacht in einer feuchten Kammer. Uberschissiger Antikorper
wurde durch dreimaliges Waschen fir jeweils 20 min mit Waschpuffer entfernt. Die
Membran wurde anschliel3end fir 1 h bei RT mit einem POX-gekoppelten Sekundér-
antikorper inkubiert und in Folge nochmals mit Waschpuffer gewaschen (3 x 20 min).
Der Nachweis des Immunkomplexes erfolgte mit dem "enhanced chemilumines-
cence system" (ECL, Amersham-Pharmacia, Braunschweig). Das in der POX-
Reaktion freigesetzte Sauerstoffradikal (022') reagierte dabei mit Luminol. Durch ein
Verstarkersystem kam es am Ort der Immunreaktion zur Emission von Licht, welches
durch Auflage eines Rontgenfilms (Hyperfilm-ECL) fir 20 s bis maximal 60 min de-
tektiert wurde. Tab. 6 gibt Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten priméaren

Antikorper und ihre Gebrauchsverdinnungen.

Waschpuffer: 0,5 M Tris
1,25 M NaCl
14,8 mM EDTA
0,25 % Tween 20

Tab. 6: In der Western Blot-Analyse verwendete Antikdrper und ihre Gebrauchs-
konzentrationen

Western Blot-Analyse

Primar-AK Verdinnung Sekundar-AK Verdiinnung
a-PMCA (Klon 5F10)
monoklonal, Maus 1:1000 o-Maus-POX (Pierce) 1: 7 000
(BioAffinities, USA)
a-PMCA1
polyklonal, Kaninchen 1:1000 a-Kaninchen-POX (Pierce) 1: 7 000
(BioAffinities, USA)
a-PMCA4
polyklonal, Maus 1:1000 o-Maus-POX (Pierce) 1: 7 000
(BioAffinities, USA)
a-Caveolin
polyklonal, Kaninchen 1:5000 a-Kaninchen-POX (Pierce) 1:50 000
(Bd Biosciences, USA)
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2.2.2.15 Transfer von Proteinen auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran

mit anschlieRender N-terminaler Sequenzierung

Zur N-terminalen Sequenzierung wurde die apikale Plasmamembranfraktion nach
der elektrophoretischen Auftrennung auf eine PVDF-Membran transferiert. Dazu
wurde die Membran vor dem Transfer zunachst kurz in reinem Methanol equilibriert.
Der Proteintransfer erfolgte gemafR 2.2.2.14. Nach dem Transfer wurde die Membran
nochmals in reinem Methanol inkubiert und anschlieend fur 1-2 min in Coomassie-
Farbelosung fir PVDF-Membranen gefarbt. Die Entfarbung erfolgte in 50 %igem
Methanol. Anschlieend wurde die Membran Uber Nacht in A dest. gespult, um
Uberschissige Salze zu entfernen. Danach wurden Proteinbanden ausgeschnitten

und von Prof. Lottspeich (MPI, Martinsried) N-terminal ansequenziert.

Coomassie PVDF: 0,1 % Coomassie Blue R-250
7 % Essigsaure (v/v)
50 % Methanol

Entfarber PVDF: 50 % Methanol

2.2.3 Morphologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Semidinnschnitten

Diese Methode wurde fur Semidinnschnitte verwendet. Zunachst wurden KDs wie
unter 2.2.2.1 entnommen. Die Drisen wurden fur 3 h in Ito-Karnovsky-Fixans bzw.
fur die Immunreaktion in Immunfixans fixiert, 3 x 5 min in 0,1 M Cacodylatpuffer ge-
waschen und fur 1-2 h osmiert. Nach Entwasserung in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (Ethanol 50 %, 70 %, 90 %, 96 %, Isopropanol 100 %) wurde das Gewebe 2 x
10 min in Propylenoxid inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Infiltration in Propyleno-
xid/Epongemisch (1:1) fur 2 h und eine Inkubation in Epongemisch tber Nacht. Nach
der Einbettung in Gelatinekapseln mit frischem, entgastem Epon 812-Gemisch er-

folgte die Polymerisation bei 60 °C flur 24 h.

Cacodylatpuffer : 0,1 M Na-Cacodylat; pH 7,3

Immunfixans: 2,0-4,0 % Paraformaldehyd
0,1-0,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer; pH 7,3
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Lésung nach Ito & Karnovsky (1968):
1,25 % Paraformaldehyd
2,5 % Glutaraldehyd
0,05 % Pikrinsaure
0,1 M in Cacodylatpuffer; pH 7,3

Osmierung: 3,0 % Kaliumferrozyanat
2,0 % OsO,
Verhdltnis 1:1 in Aqua dest.

Die Préaparate wurden unter der Stereolupe trapezférmig angetrimmt, 1 um dicke
Schnitte mit einem Glasmessermikrotom angefertigt und auf Objekttrager mit einem
Tropfen Aqua dest. tberfiihrt. Schnitte fir die Ubersichtsfarbung wurden bei —80 °C
getrocknet und 10 s in Toluidinblau-Farblésung auf der Heizplatte (85 °C) inkubiert.
Nach Spilen in Aqua dest. erfolgte eine lichtmikroskopische Kontrolle der Praparate.

Die Schnitte fur die Immunreaktionen wurden bei 37 °C getrocknet.

2.2.3.2  Herstellung von Kryostatschnitten

250-300 g schwere mannliche Wistar Ratten wurden nach CO,-Narkose durch zervi-
kale Dislokation getdtet. Die entnommenen KDs wurden in Trockeneis gekihltem
Isopentan schockgefroren. Die gefrorenen Gewebestiicke wurden mit Tissue Tec
(Miles, USA) auf einem Metalltrager befestigt und in die Klammervorrichtung des
Kryostaten (Jung, Frigocut 2800 E, Heidelberg) eingespannt. 5 um dicke Kry-
ostatschnitte wurden auf beschichtete Objekttrager (Super Frost Plus, Firma Menzel,

Braunschweig) aufgebracht und bei -20 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.2.3.3 Indirekte Immunfluoreszenz an priméaren KDE-Zellen und Kryostatschnit-
ten der KD

Immunfluoreszenz an KDE-Zellen

Primare KDE-Zellen wurden 3-8 Tage auf Collagen beschichteten Glasplattchen kul-
tiviert. Danach wurde das Medium abgenommen und die Zellen 3 x mit PBS gespililt.
Die Zellen wurden 5 min mit 100 % Methanol fixiert und anschliel3end luftgetrocknet.
Durch die nachfolgende 5 minttige Behandlung mit 0,1 % Triton X-100 in PBS wur-

den die Zellen durchlassiger. Daraufhin wurden unspezifische Antikdrperbindungs-
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stellen fur 1 h bei RT mit Roti-Block abgesattigt, gefolgt von einer Inkubation mit dem
Primarantikdrper bei 4 °C tUber Nacht. Danach wurden die Zellen 3 x gewaschen (2 x
mit PBS; 1 x mit PBS/0,1 % Tween 20) und anschlie3end fur 1 h mit einem Cy3-
gekoppeltem Sekundarantikorper im Dunkeln bei RT inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Zellen nochmals gespdlt (s.0.). Die Glasplattchen wurden aus den Ge-
webekulturschalen herausgenommen, kurz mit Aqua dest. gesptilt und mit Propylgal-
lat auf Objekttragern eingedeckt. Es wurden die in Tab. 7 beschriebenen Antikérper

verwendet.

Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten

20 um dicke Kryostatschnitte wurden zunachst luftgetrocknet, danach in eiskaltem
100 %igem Methanol fur 5 min fixiert und wiederum getrocknet. Die weitere Behand-

lung erfolgte wie an den Zellen.

Tab. 7: In der Immunfluoreszenz verwendete Primér- und Sekundar-AK mit den
entsprechenden Verdiinnungen
Immunfluoreszenz

Primar-AK Verdinnung Sekundar-AK Verdinnung
a-PMCA (Klon 5F10) ) i
(monoklonal, Maus) 1:100 a '(\/[I)ijiociyg’ 1: 1000
(BioAffinities)
a-PMCA1l .
(polyklonal, Kaninchen) 1:100 O(-Ka(nlljnACE(e)r)%CyB 1: 1000
(BioAffinities)
a-PMCALl .
(polyklonal, Kaninchen) 1:100 a—Ka?E)rL\CEEr;—CyZ 1:50
(BioAffinities)
a-PMCA4 a-Maus-Cy3
(polyklonal, Kaninchen) 1:100 (DAKO)y 1:1 000
(BioAffinities)
a-Occludin .
(polyklonal, Ziege) 1:200 a—%&;g\g;é;ﬁ 1:1 500
(Santa Cruz)
a-Caveolin .
(polyklonal, Kaninchen) 1:200 O-Kaninchen-Cy3 1:1500
(Bd Biosciences) (DAKO)

2.2.3.4  Doppelfluoreszenz-Markierung von KDE-Zellen

Analog zur indirekten Immunfluoreszenz an Zellen bzw. Gewebeschnitten kénnen
durch die Verwendung von Antikdrpern, die in unterschiedlichen Spezies hergestellt
wurden, auch mehrere Antigene simultan auf demselben Praparat detektiert werden.
Hierzu wurde zuné&chst ein Primarantikdrper A nachfolgend mit dem dazu passenden
z.B. Cy3-markierten Sekundarantikorper inkubiert. Ein weiterer Primarantikbrper B
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aus einer anderen Spezies wurde mit dem passenden z.B. Cy2 markierten Sekun-
darantikorper detektiert. Beide Antigene wurden im Fluoreszenzmikroskop mit der

entsprechenden Wellenlange des jeweiligen Fluorochroms lokalisiert.

224 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 RNA-Isolierung mit TRIZOL

Aus KD-Gewebe und Gehirn der Ratte sowie aus primaren KDE-Zellen wurde Ge-
samt-RNA isoliert. Die Isolierung der Gesamt-RNA folgte dem Prinzip der optimierten
Guanidiniumthiocyanat/Phenol-Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987). Die
Trennung von RNA und DNA beruht auf dem unterschiedlichen Loslichkeitsverhalten
beider Nukleinsauren in organischen Lésungsmitteln bei saurem pH-Wert. Dabei
kommt es zur Auftrennung in drei Phasen, wobei die Gesamt-RNA die Fahigkeit be-
sitzt, sich noch bei relativ saurem pH-Bereich (pH 4 - pH 4,2) in der oberen wassri-
gen Phase aufzuhalten. Die DNA dagegen befindet sich in der unteren Phenol-

Chloroform-Phase. Die Interphase wird von Proteinen gebildet.

Fur die RNA-Isolierung aus Zellen wurde zuerst das Medium entfernt, die Zellen 3 x
mit PBS (Ca®*/Mg**-haltig) gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml TRIZOL
pro 75 cm?-Flasche versetzt, abgeschabt, in ein Reaktionsgefal Gberfihrt und mit
einer Insulinspritze mehrfach aufgezogen. Tiefgefrorenes Gewebe (je 50-100 mg
Rattenhirn bzw. Rattenkoagulationsdriise) wurde mit 1 ml Trizol gemérsert. Die Pro-
ben wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Phasentrennung wurde durch
Zugabe von 250 pl Chloroform bewirkt. Nach 15 s kraftigem Schutteln wurde die
Probe fur 10-15 min bei 12 000 x g, 4 °C, zentrifugiert. Die obere RNA-haltige wass-
rige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. An dieser Stelle wurde
ein DNase I-Verdau integriert, um evtl. Verunreinigungen durch genomische DNA zu

eliminieren.

DNase -Verdau:
Ansatz pro 500 pl wéassrige Phase:
60 pl 10 x DNase I-Puffer
5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul)
20 pl DNase | (10 U/ul, Promega)
15 ul Aqua dest. steril

a7



2 MATERIAL UND METHODEN

Der Ansatz wurde fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Um Salze und Enzymreste aus dem
Reaktionsansatz zu entfernen, wurde die Probe 2 x mit 600 pl Chloroform extrahiert
und 15 min bei 12 000 x g, 4 °C, zentrifugiert. Die obere Phase wurde wiederum in
ein neues Reaktionsgefall tberfuhrt und die RNA mit 0,5 ml Isopropanol 10 bis
15 min bei 4 °C prazipitiert. Die RNA wurde durch eine Zentrifugation bei 12 000 x g,
4 °C, fur 30 min pelletiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und unter Luftstrom
getrocknet. Das Pellet wurde anschlieBend in 50-100 pl sterilem Aqua dest. aufge-

nommen und bei -80 °C gelagert.

2.2.4.2  Spektrometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Reinheit und Menge der erhaltenen RNA lasst sich durch eine photometrische
Messung bestimmen, da Nukleotide substituierte Aromate darstellen, deren mittleres
Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt. Bei einer optischen Dichte von 1 liegen in
einer Kuvette mit einer Schichtdicke von 1 cm 50 pg/ml doppelstrangige DNA vor,
40 pug/ml einzelstrangige DNA oder RNA und 33 pg/ml Oligonukleotid. Die Reinheit
der RNA ist Uber das Verhéltnis von A260 nm/A280 nm bestimmbar. Im Idealfall
(100 % RNA) sollte dieses Verhaltnis 2:1 betragen. Ist der hierbei ermittelte Faktor
> 2, so enthélt die Probe Phenolverunreinigungen, bei Werten < 1,6 kann man von
Proteinverunreinigungen ausgehen. Phenol kann durch eine nochmalige Chloro-
formextraktion entfernt werden. Bei Proteinverunreinigungen sollte die Probe nicht

mehr verwendet werden.

2.2.4.3 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Reverse Transkription

Durch reverse Transkription wird nach Anlagerung spezifischer Primer mit Hilfe einer
RNA-abhéangigen DNA-Polymerase vom 3 'Ende einer mRNA eine cDNA syntheti-
siert. Je 2,5 ug DNAse | behandelte Gesamt-RNA wurde mit 2 pg Oligo dT Primer
(Promega) versetzt, mit Aqua dest. auf ein Reaktionsvolumen von 22 pl aufgefullt
und 10 min bei 70 °C inkubiert und fur 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von u.g.
Reaktionsansatz wurde die Probe 2 min bei 42 °C inkubiert und mit 1 pl reverser
Transkriptase (200 U, M-MLV RNAse H-minus, Promega) versetzt. Anschlie3end
wurde die Probe fiir 50 min bei 42 °C inkubiert.
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Reaktionsansatz: 4 ul 5 x RT-Puffer (Promega)
1 uldNTP Mix (ACGT, je 10 mM; Promega)
1 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul, Promega)

AMOC-Verfahren zur Erh6hung der cDNA-Ausbeute

Das AMOC-Verfahren ("arithmetic multiplication of cDNA") ist eine Methode, um die
cDNA-Ausbeute nach der reversen Transkription deutlich zu erhéhen (Mangan &
Butcher, 1993). Der Gesamtansatz der aus der reversen Transkription erhaltenen
cDNA wurde bei 85 °C fir 10 min und anschlieend bei 95 °C fir 3 min inkubiert.
Dann wurde die Probe fur mindestens 2 min auf Eis gestellt, bevor 100 U einer re-
versen Transkriptase (M-MLV RNAse H-minus, Promega) zugegeben wurden. An-
schlie3end wurde die Probe 30 min bei 42 °C inkubiert.

Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfdltigung von DNA-
Sequenzen. Im Anschluss an einen RT-Schritt wird sie zur Amplifizierung des erhal-

tenen Erststranges genutzt.

Reaktionsansatz: 5 ul 10 x PCR-Puffer (Pan Systems)
1 uldNTP Mix (ACGT, je 10 mM; Promega)
2 ul MgCl, (2 mM, Pan Systems)
1 pul 3" Primer (50 pmol, EUROGENTECH)
1 5" Primer (50 pmol, EUROGENTECH)
0,25 ml Tag-Polymerase (2 U, Pan Systems)

Jeweils 2 pl cDNA wurde in einem Volumen von 50 pl in einem PCR-Thermocycler
(Biozym, Hessisch Oldendorf, Germany) amplifiziert: Nach einer initialen Denaturie-
rung bei 95 °C erfolgte das Annealing (Anlagerung) der Primer bei der primerspezifi-
schen Temperatur und Zeit. Danach erfolgte ein Prolongationsschritt bei 72 °C fur
45 s. Die abschlielRende Endstrangsynthese wurde bei 72 °C fur 5 min durchgefuhrt.
Nach Abschluss der Reaktion wurden 10 - 20 pl des PCR-Produkts in einer Agaro-
segelelektrophorese eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde jeweils eine PCR mit
GAPDH-Primern durchgefihrt; als Negativkontrolle diente jeweils eine Probe ohne

cDNA.
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Oligonukleotidprimer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden jeweils mit dem Pro-

gramm Primer 3 von Rosen & Skaletzky (1998) ausgewéhlt und anschlie3end mit

Hilfe von BLAST (NCBI) auf mégliche homologe Sequenzen Uberpruft. Alle in dieser

Arbeit verwendeten Primer wurden, falls nicht anders angegeben, fur die Spezies

Ratte konzipiert. Tab. 8 gibt eine Ubersicht iber die in dieser Arbeit verwendeten

Oligonukleotidprimer.

Tab. 8: In der PCR verwendete Primerpaare

S Anlage-
Lokalisation rungs- Zvklen-
Gen Oligonukleotidsequenz Fragment- 9 y
.. temperatur zahl
grofe .
und -zeit
('I%ﬁi?; 5'-CAT TGT TGC CAT CAA CGA CC-3° 111-431 55 °C 04
165, |5 -TCA CAC CCA TCA CAA ACA TG-3 320 bp 30s
(PS'\:']S"A; 5-CCG CCA AAT ATC CTG TCC TA -3 | 1783-2081 60 °C 08.35
5'-ATC TCA GAT GCA CCC TTG CT -3° 299 bp 30s
Greeb, 1988)
(Ps'\ﬂﬁuAé 5-GAC AGC CAC TTG GGAAAAGA -3 | 1867-1867 60 °C 20.35
5'-CCC CAA ACC AAT CAA ACA AC -3’ 346 bp 30s
Greeb, 1988)
(F’S'\:']S"Ag 5-CAA TGG ZGA ACT CCG AGG AT -3' | 2498-2816 60 °C 20.35
5'-GAT GCC ACA CTT AGC TGC AA -3° 319 bp 30s
Greeb, 1988)
(lfe'\g%ﬁ“& 5-CGA GGT CGA ACA AGA AAAGC -3 | 2375-2759 60 °C 3135
5-GAT GCA GGC TCC AGA GAA AG -3’ 385 bp 30s
Shull, 1995)
Alkalische
Phosphatase | 5-GCA CAA CAT CAA GGA CAT CG-3’ 629-928 60 °C 33-35
(Noda et al., | 5'-AGG GAA GGG TCA GTC AGG TT-3’ 300bp 30s
1987)
NEP
(Pgh‘ggggou 5 -TGT GGC CAG ATT GAT TCG TC-3’ 764-1174 55 °C -
P 5 _TTG TAG GTT CGG CTG AGG CT-3’ 410 bp 30s
et al., 1998)
A(rl\‘/ldi;%gn?i”é? 5'-GCC AGT GCG TGA GGA TGA G -3’ 236 b 55 °C 20
5-GGT GAG CTG GTA GAA GCG C -3’ P 30s
al., 1988)
Sﬁ]‘;e;’"”t 1‘|" 5 -ATGTCTGGGGGTAAATACGTAGA-3’ 1-537 60 °C 20
( 1‘;92) al. | 5 CTATATCTCTTCCTGCGTGCTG-3’ 537 bp 45s
(Sﬁw‘;gg“gt 2? 5 ATGGCAGACGAGGTGAATG-3’ 1-444 60 °C 20
Logay |5~ CTATATCTCTTCCTGCGTGCTG-3 444 bp 45 s

Semi-quantitative RT-PCR

Die Methode der semi-quantitativen PCR dient der Quantifizierung von Nukleinsau-

ren. In dieser Arbeit wurde sie verwendet, um den Einfluss von Androgenen auf den
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Transkriptionsstatus bestimmter mRNAs (PMCA1, PMCA4, AP) in primaren KDE-
Zellen zu untersuchen.

Zunachst wurde RNA aus mit DHT stimulierten KDE-Zellen isoliert und in cDNA um-
geschrieben. Die einzusetzende cDNA-Menge wurde mit Hilfe eines externen Stan-
dards, des "housekeeping"-Gens GAPDH (Apostolakos et al., 1993), bis auf 15 %
abgeglichen und in der PCR eingesetzt. Die Zyklenzahl wurde fur jedes Primerpaar
jeweils so gewahlt, dass sich der Anstieg der Produktmenge in der exponentiellen
Phase befand. AnschlieRend wurde das PCR-Produkt auf einem Agarosegel aufge-
trennt, fotografiert und die Bandenintensitat nach dem Einscannen mit dem Pro-
gramm Scion Image fur Windows, beta 4.0.2. (Scion Corp., Frederick, Mary-
land/USA) bestimmt.

2.2.4.4  Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Ein erhaltenes PCR-Produkt aus der Rattenkoagulationsdriise von 300 bp wurde in
eine T-overhang pCR®II-TOPO Vektor entsprechend der Herstellerhinweise (Invitro-
gen, de Schelp, Niederlande) einkloniert und in den E. coli Stamm inv-alpha F" trans-
formiert. Die Plasmid-Praparation wurde mit einem Plasmid-Kit (Quiagen, Hilden)
durchgefiihrt. Das Plasmidprodukt wurde anschliel3end von beiden Seiten mit den
Standardprimern M13rev(-29) und M13un(-21) von MWG (Ebersberg) ansequen-

zZiert.

2.2.45 DNA-Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden Nukleinsauren ihrer GréRe nach aufge-
trennt. Sie wandern aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste im elektri-
schen Feld von der Kathode zur Anode, wobei zwischen der Wanderungsgeschwin-
digkeit und dem Molekulargewicht der Nukleinsduren eine lineare Abh&ngigkeit be-
steht (Southern, 1979). Die Porengrof3e des Gels, die durch die Agarosekonzentra-
tion bestimmt wird, ist fir den Grad der Auftrennung verantwortlich. Ethidiumbromid
interkaliert in Nukleinséauren, so dass diese ab einer Menge von etwa 5 ng als violet-
te Banden auf dem UV-Schirm (Transluminator, MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

sichtbar gemacht werden kdnnen.
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Zur Herstellung eines 1,5 %igen Agarosegels wurde 3,75 g Agarose mit 250 ml TBE-
Puffer durch Erhitzung in der Mikrowelle aufgel6st. Die auf ca. 60 °C abgekihlte Lo-
sung wurde mit 20 pl 0,1 %iger Ethidiumbromidlésung versetzt und in den vorberei-
teten Geltrager (Pharmacia, Freiburg bzw. Stratagene, Heidelberg) gegossen. Der
Geltrager mit dem auspolymerisierten Gel wurde in eine Elektrophoresekammer ge-
legt und mit 1 x TBE Puffer Gberschichtet. AnschlieRend wurden die Proben (1:5 mit
Probenpuffer versetzt) aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei 80 V fir ca.
2 h durchgefuhrt. Das Ergebnis der Elektrophorese wurde photografisch dokumen-
tiert (Polaroid MP-4 Lnad Camera; Film Polaroid 667).

TBE-Puffer: 54 g Tris
27,5 g Borsaure
20 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0

Probenpuffer: 0,4 % Bromphenolblau
0,4 % Xylencyanol

50 % (v/v) Glyzerol

EtBr-Stammldsung: 1 g EtBr ad 100 ml Aqua dest.; 1:10 verdinnt einsetzen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung von Proteinen der apikalen Koagulationsdrisen-

epithelzell- und der Aposomenmembran der Ratte

Die humane Prostata sezerniert wie die KD der Ratte Proteine Uber einen alternati-
ven Sekretionsweg. Die von der Prostata synthetisierten Proteine werden Uber so
genannte Prostasomen abgegeben. Bisher konnten zahlreiche Proteine der Prosta-
somenmembran identifiziert werden. Neben einer Neutralen Endopeptidase (Renne-
berg et al., 2001) und einer 5‘-Nukleotidase (Aumdller et al., 1999) wurde auch eine
Mgz+-abhangige Ca”*-ATPase (Ronquist et al., 1978a, b, Ronquist und Brody, 1985)
sowie eine AP (Fabiani und Ronquist, 1995) beschrieben. Ob einige dieser Mem-
branproteine auch Bestandteil der Aposomenmembran bzw. der apikalen Membran
der Koagulationsdriisenepithelzellen sind, sollten nachfolgende Untersuchungen kla-

ren.

3.1.1 Untersuchungen zur Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA)

Die Plasmamembran-Ca®*-ATPase gehort zu den ersten Enzymen, die als Bestand-
teil der Prostasomen identifiziert werden konnten. Daher wurden auch das KD-

Epithel bzw. die Aposomen zunéchst auf ihr Vorhandensein untersucht.

3.1.1.1  Nachweis der Plasmamembran-Ca**-ATPase in Mikrosomen aus der KD
und primaren KDE-Zellen

Aus KD-Gewebe und KDE-Zellen wurden nach der Methode von Sikdar et al. (1991)
Mikrosomen prépariert und in eine Western Blot-Analyse eingesetzt. Dort konnte
PMCA in Mikrosomen aus KD-Gewebe und aus KDE-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 9). In der KD wurde eine Doppelbande mit einer Gr63e von 180 und 140 kDa
detektiert, wahrend die Epithelzellen nur eine schwache Bande in Hohe von etwa
180 kDa zeigten.

Der verwendete monoklonale Antikdrper, a-PMCA (Klon5F10), ist gegen ein hoch-

konserviertes Epitop (Aminosauresequenz 724-783) aus der Hinge-Region der ex-
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trazellularen Schleife der humanen Erythrozyten-Ca2+-ATPase gerichtet (Borke et al.,

1989). Aufgrund dessen zeigt er Kreuzreativitat mit allen 4 PMCA-Isoformen.

a-PMCA (Klon5F10)

180 kDa
140 kDa

1 2

Abb. 9: Western Blot-Analyse der Plasmamembran-Ca®*-ATPase in Mikrosomen aus
KD-Gewebe bzw. primaren KDE-Zellen. Spur 1: Mikrosomen aus KD-Gewebe, Spur
2: Mikrosomen aus KDE-Zellen. Je 25 pg Protein wurden auf einem 7,5 % SDS-Gel
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem monoklonalen
a-PMCA-Antikorper Klon 5F10 (1:1000) detektiert.

3.1.1.2  Expression der PMCA-Isoformen 1 und 4 in primaren KDE-Zellen und in
der KD der Ratte

Nachdem das PMCA Protein in der KD und den KDE-Zellen detektiert werden konn-
te, sollte mit Hilfe der RT-PCR Aufschluss Uber die mRNA-Expression der PMCA-
Isoformen in Zellen und Gewebe gewonnen werden. Dabei konnte die mRNA der
PMCA-Isoformen 1 und 4 sowohl im KD-Gewebe als auch in den priméaren KDE-
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 10). Da im Gehirn alle 4 PMCA-Isoformen expri-
miert werden, wurde Rattenhirn als Positivkontrolle verwendet. Als Negativkontrolle
diente jeweils eine Probe ohne cDNA. Die Integritat der eingesetzten cDNA wurde
mittels GAPDH-PCR Uberprift (ohne Abb.).
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PMCAL: PMCAZ2: PMCAS3: PMCA4:
299bp 346bp 319bp 385bp

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

Abb. 10: Nachweis der Expression der PMCA-Isoformen 1 und 4 in KD-Gewebe und
KDE-Zellen durch RT-PCR. M: 100 bp Marker, Spur 1: Negativkontrolle, Spur 2: KD-
Gewebe, Spur 3: KDE-Zellen, Spur 4: Positivkontrolle (Gehirn)

3.1.2 Identifizierung der PMCA-Isoformen 1 und 4 in Mikrosomen priméarer KDE-

Zellen bzw. KD-Gewebe der Ratte durch Western Blot-Analyse

Inzwischen waren auch isoformspezifische Antikorper verfugbar. Die Western Blot-
Analyse sollte klaren, ob die durch RT-PCR im KD-Gewebe und in den primaren
KDE-Zellen nachgewiesenen PMCA-mRNAs aul3erdem translatiert werden.

Hierzu wurden spezifische Antikérper gegen die PMCA-Isoformen 1 und 4 verwen-
det, die die Splicevarianten PMCAla und b bzw. PMCA4a und b erkennen.
0-PMCAL zeigte prominente Banden in Mikrosomen der KD und der Epithelzellen in
Hohe von etwa 139 kDa. PMCA4 konnte in der KD als deutliche Doppelbande mit
einem MG von 129 bzw. 133 kDa detektiert werden. In den KDE-Zellen war das Pro-

tein nur schwach nachzuweisen (Abb. 11)

a-PMCA1 a-PMCA4

180 kDa . |
139 kDa ' . 133 kDa .
.

1 2 1 2

Abb. 11: Western Blot-Analyse der PMCA-Isoformen 1 und 4 in Mikrosomen aus KD-
Gewebe bzw. primaren KDE-Zellen. Spur 1: Mikrosomen aus KD-Gewebe, Spur 2:
Mikrosomen aus KDE-Zellen. Je 25 pg Protein wurde auf einem 7-12,5 %igen SDS-
Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit den
entsprechenden Primé&rantikdrpern (jeweils 1:1000) detektiert.
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Um zu untersuchen, ob eine der PMCA-Isoformen ebenfalls in der Aposomen-
membran nachzuweisen ist, wurde ausgetropftes aposomenhaltiges KD-Sekret
ebenfalls in einer Western Blot-Analyse mit den drei 0.g. Antikdrpern eingesetzt. Da-
bei konnte jedoch weder das PMCA1 noch das PMCA4 Protein nachgewiesen wer-
den. Auch der isoformunspezifische Antikérper zeigte keine positive Reaktion (Daten

nicht gezeigt).

3.1.3 Lokalisation der Plasmamembran-Ca®*-ATPase in der KD der Ratte und
auf KDE-Zellen

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurde PMCAL bzw. 4 in Mikrosomen der KD so-
wie in Mikrosomen primarer KDE-Zellen nachgewiesen (s. 3.2.2). Da es sich bei den
verwendeten Mikrosomen um keine reine apikale Plasmamembranfraktion handelte,
sollten die nachfolgenden Untersuchungen die subzellulare Lokalisation der Plas-

mamembran-Ca®"-ATPase aufklaren.

Fur die Lokalisation der Plasmamembran-Ca**-ATPase im Organ wurden methanol-
fixierte Kryostatschnitte bzw. mit PFA/Glutaraldehyd fixierte Semidunnschnitte der
KD der Ratte sowie primare KDE-Zellen genutzt. Hier wurden neben dem gegen alle
PMCA-Isoformen gerichteten Antikérper (a-PMCA Klon 5F10) auch die isoformspezi-
fischen Antikorper a-PMCA1 und a-PMCA4 verwendet.

a-PMCA Klon 5F10 a-PMCA1

Abb. 12: Nachweis der PMCA auf Kryostatschnitten von KD-Gewebe der Ratte
mittels indirekter Immunfluoreszenz A: a-PMCA (isoformunspezifischer Antikorper,
Klon 5F10), B: a-PMCA1, C: a-PMCA4; E: Epithel, L: Drusenlumen; Der Balken
entspricht 20 um. Als Sekundéarantikorper wurde jeweils ein Cy3-markierter
Antikdrper verwendet.
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Auf Kryostatschnitten zeigte a-PMCA Klon 5F10 eine schwach positive Farbung des
lateral-apikalen Epithels (Abb. 12). PMCAL1 konnte ebenfalls deutlich in der lateral-
apikalen Epithelzellmembran nachgewiesen werden. (Abb. 12B). PMCA4 dagegen
zeigte im KD-Epithel keine spezifische Reaktion (Abb. 12C). Bemerkenswert ist,
dass alle drei verwendeten Antikdrper eine starke Reaktion mit dem Stroma aufwie-
sen (Abb. 12A-C).

Die Immunreaktion auf Semidinnschnitten entsprach im Wesentlichen der auf den
Kryostatschnitten. Vor allem das apikale Epithel zeigte eine stark positive Reaktion
mit dem gegen alle Isoformen gerichteten Antikdrper bzw. mit PMCAL (Abb. 13). Im
Unterschied zu den Kryostatschnitten waren auf den Semidinnschnitten die Aposo-
men durch beide Antikdrper stark angefarbt. Auf den Kryostatschnitten waren keine
Aposomen vorhanden und konnten daher nicht angefarbt werden. PMCA4 konnte

auf den Semidunnschnitten ebenfalls nicht im Epithel nachgewiesen werden.

n-PMCA (5F10) a-PMCA1 a-PMCA4

Abb. 13: Nachweis der PMCA auf Semidunnschnitten von KD-Gewebe der Ratte
mittels indirekter Immunfluoreszenz A: a-PMCA (isoformunspezifischer Antikorper,
Klon 5F10), B: a-PMCA1l, C:. a-PMCA4; E: Epithel, L: Drusenlumen; Als
Sekundarantikdrper wurde jeweils ein Cy3-markierter Antikorper verwendet. Die
Pfeile zeigen die angefarbten Aposomen. Balken: 20 um

In den primaren KDE-Zellen der Ratte fuhrte a-PMCA-5F10 zu einer schwachen
Farbung der Plasmamembran (Abb. 14A). Auffallig war eine starke Kernfarbung bzw.
eine diffuse granulare Farbung. PMCAl dagegen war deutlich in der Plasma-
membran nachzuweisen (Abb. 14B). Auch hier kam es zuséatzlich zu einer Kernfar-
bung. PMCA4 konnte, wie auch zuvor im KD-Gewebe, nicht in der Plasmamembran
der Epithelzellen lokalisiert werden. Die Antikbrperreaktion mit PMCAA4 fihrte eben-

falls zu einer diffusen Kernfarbung (Abb. 14C).
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a-PMCA (5F10) a-PMCA1 a-PMCA4

A C

Abb. 14: Nachweis der PMCA auf primdren KDE-Zellen mittels indirekter
Immunfluoreszenz A: isoformunspezifischer Antikorper (Klon 5F10), B: a-PMCAL, C:
o-PMCA4. Primare KDE-Zellen wurden 5 Tage auf Collagen IV-beschichteten 24-
Lochplatte kultiviert und nach Methanolfixierung und Blockierung mit Roti-Block mit
einem der o.g. Primarantikorper detektiert. Als Sekundarantikérper wurde jeweils ein
Cy3-markierter Antikbrper verwendet. Der Balken entspricht 15 pum.

3.14 PMCA1 und Occludin sind in den primaren KDE-Zellen der Ratte ko-

lokalisiert

PMCA wird in der Literatur im Allgemeinen als baso-laterales Protein beschrieben.
Lee et al. (1997) postulieren jedoch, dass PMCA in der Speicheldriise und im Pan-
kreas sowohl baso-lateral als auch apikal lokalisiert ist. Eine Doppelfarbung der pola-
ren primaren KDE-Zellen mit Antikdrpern gegen PMCA1 und Occludin sollte aufkla-
ren, ob das Enzym in den priméren KDE-Zellen ebenfalls am luminalen bzw. apika-
len Zellpol zu finden ist. Der Polaritatsmarker Occludin liegt in der Zonula occludens,

welche die Grenze zwischen baso-lateralem und apikalem Zellpol bildet.

Primare KDE-Zellen wurden 5 Tage auf Kollagen-beschichteten 24-Lochplatte kulti-
viert. Nach Methanolfixierung und Blockierung wurden sie nacheinander zuerst mit
o-Occludin/Sekundar-Ak-Cy3 und danach mit a-PMCA1/Sekundar-Ak-Cy2 inkubiert.
Occludin wurde ebenfalls an den Zellgrenzen in der Zonula occludens detektiert
(Abb. 15B). Durch eine aufeinander folgende Belichtung mit einem Cy2/Cy3 Filter
wird in Abb. 15C durch die resultierende Gelbfarbung der Bereich der Ko-
Lokalisation beider Proteine dargestellt (Abb. 15C). Diese Daten lassen vermuten,

dass PMCAL1 als auch Occludin im Bereich der Zonula occludens lokalisiert sind.
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a-PMCA1 a-Occludin a-PMCA1/a-Occludin

-

Abb. 15: Untersuchung der Ko-Lokalisation von PMCAL und Occludin auf primaren
KDE-Zellen. A: PMCA1-Cy2; B: Occludin-Cy3; C: Doppelbelichtung PMCA1-Cy2,
Occludin-Cy3; grin: PMCAZL; rot: Occludin; gelb: Ko-Lokalisation PMCAZ1/Occludin.
Der Balken entspricht 15 um.

Da mit einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop nicht abschlieRend ermittelt
werden konnte, ob sich PMCA und Occludin in einer Ebene befinden, wurde eine
Analyse mit einem Laserscanningmikroskop (Olympus; AG Weihe) angeschlossen.
Abb. 16 zeigt die Lokalisation von PMCAL und Occludin in verschiedenen Bereichen
der KDE-Zellen.

A- B-

Abb. 16: Vergleich der Ko-Lokalisation von PMCAL und Occludin auf priméaren KDE-
Zellen in verschiedenen Bereichen der KDE-Zellen durch Laserscanning-
Mikroskopie. A: Verteilung von PMCA (grin) und Occludin (rot) in der Zonula
occludens B: Verteilung von PMCA-Cy2 (grin) und Occludin-Cy3 (rot) 0,3 um der
Zonula occludens. Balken: 15 pm.

In der Zonula occludens waren PMCA1 und Occludin an den Zellgrenzen ko-
lokalisiert (Abb. 16A und 17A). Neben den Zellgrenzen zeigten die Zellkerne fir bei-
de Proteine ebenfalls ein schwaches positives Signal. Abb. 16B stellt die Verteilung

von PMCAL1 und Occludin um 0,3 pum in Richtung des apikalen Poles von der Zonula
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occludens dar. PMCA1 konnte immer noch in gleichem Ausmald detektiert werden,
wogegen Occludin in dieser Ebene nahezu verschwunden war. Aufgrund der schwa-
chen Fluoreszenz in diesem Bereich war eine Doppelbelichtung ohne ein Nachlas-

sen der Fluoreszenzintensitat nicht moéglich, so dass daher darauf verzichtet wurde.

Die Verteilung PMCAL1 und Occludin basal der Zonula occludens wurde im An-
schluss untersucht (Abb. 17). In Richtung des basalen Zellpols veranderte sich die
Verteilung beider Proteine. Occludin war an den Zellgrenzen nur noch schwach de-
tektierbar, wahrend die starke Reaktion des Occludin-Antikérpers in den Zellkernen
weiterhin bestand (Abb. 17B). PMCA1 war dagegen immer noch in der Plasma-
membran lokalisiert, wobei auch die Zellkerne verstarkt mit dem a-PMCA1-

Antikorper reagierten.

a-Occludin

a-PMCAL ~_ 0-PMCA1/a-Occludin

Abb. 17: Ko-Lokalisation von PMCA1 und Occludin auf primaren KDE-Zellen in
verschiedenen Ebenen der KDE-Zellen. A: Lokalisation von Occludin und PMCAL in
der Zonula occludens. B: Lokalisation von Occludin und PMCA1 basal der Zonula
occludens. grin: PMCAL; rot: Occludin, gelb: Ko-Lokalisation PMCA1/Occludin. Der
Balken entspricht 5 pm.
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Mgz+-abhangige und -unabhangige Ca”*-ATPase-Aktivitat in Mikrosomen
von KDE-Zellen und KD-Gewebe bzw. im KD-Sekret

3.1.5

Zunachst wurde die Aktivitat der Mg”-abhéngigen bzw. -unabhéngigen Ca**-ATPase
in Mikrosomen (prapariert nach Sikdar et al., 1991) aus KDE-Zellen, KD und im KD-
Sekret bestimmt. Anhand einer KH,PO, -Standardkurve wurde das freigesetzte P;
als umol Pi/mg Protein/h aus den gemessenen Extinktionswertengyy nm errechnet.
Durch den Einsatz von 0,1 uM Thapsigargin wurde die Ca”*-ATPase des endoplas-
matischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) gehemmt und die spezifi-
sche PMCA-Aktivitat ermittelt. Sowohl in Mikrosomen der primaren KDE-Zellen als
auch in Mikrosomen des KD-Gewebes konnte eine Mg2+-abhangige und
-unabhangige Ca**-ATPase-Aktivitat detektiert werden (Tab. 9). Die Aktivitat war im
KD-Gewebe starker als in den primaren KDE-Zellen. Obwohl in der Western Blot-
Analyse kein PMCA-Protein im KD-Sekret nachgewiesen werden konnte, zeigte die-
ses eine deutliche, wenn auch im Vergleich zu KD-Gewebe und KDE-Zellen schwa-
che Mgz+-abhangige bzw. -unabhangige Ca”*-ATPase-Aktivitat. Bemerkenswert war
hierbei die fehlende Hemmung bzw. die leichte Steigerung der Aktivitat durch

Thapsigargingabe, die auf ein Fehlen des SERCA-Enzyms schliel3en liel3.

Tab. 9: Mgz+-abhangige bzw. -unabhéngige Ca”"-ATPase-Aktivitat (umol Pi/mg
Protein/h) in Mikrosomenfraktionen primarer KDE-Zellen und KD-Gewebes bzw. in
ausgetropftem KD-Sekret. Die ATPase-Aktivitdt errechnet sich jeweils aus der
Differenz der gemessenen Aktivitat in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von ca®-
lonen.

Mg -abhangige Ca**-ATPase- Mg -unabhangige Ca’*-ATPase-
Aktivitat in umol Pi/mg Protein/h Aktivitat in pumol Pi/mg Protein/h
Gesamt Spezifische Gesamt Spezifische
ATPase-Aktivitat PMCA-AKktivitat* ATPase-Aktivitat PMCA-Aktivitat*
Priméare KDE- # # # #
Zellen 57+ 3 34,244 7014 39,5+1,8
KD- # # # #
Gewebe 69+3 53,8+0,5 128+3,7 11242
KD- # # # #
Sekret 7+1,1 7+0,6 8,6+0,1 8,7+0

*ermittelt durch Zugabe von 0,1 uM Thapsigargin * Mittel+Standardabweichung (N), N = 3

Nachfolgend an die Bestimmung der Aktivitat der Mgz+-abhangigen bzw. -unabhangi-
gen Ca”*-ATPase in Mikrosomen von primaren KDE-Zellen und KD-Gewebe sowie
in ausgetropftem KD-Sekret wurde die Wirkung des Modulators Calmodulin bzw. der
Inhibitoren Nifedipin, Trifluorperazin (TFP) und Verapamil auf die Ca®*-ATPase-
Aktivitat untersucht (Abb. 18).

61



3 ERGEBNISSE

Mg**-unabhangige Ca**-ATPase
S
£ 140
8 120
>
£ 100~ 0 KDE-Zellen
£ 801 N m KD-Sekret
= 60 - - -
5 40 - || o KD-Gewebe
= %o LB s
2
E 0 B T T T Fﬂ_‘ T T
(O]
= & S & N Q> N
S & S 6\Q\° N L& S
0(\ 6\0 & 4@ @ @ «@Q «@Q
£ orz} A \ ®$ A fﬁ”Q R £©
SR -° SN
N \) oV oY
Modulator
A
Mg**-abhangige Ca**-ATPase
X
£ 180
% 160 T
S 140
% 120 0 KDE-Zellen
i I T
e 1 @ KD-Sekret
S 60A — — ;[ ’!— o KD-Gewebe
[nN] 40 - || || T |
(]
il imi I ﬂlbﬁ l i
.‘_% 0 B T T T '=!_| T | T T
(O]
= X & & & O Q Q \ \
6‘@\ ob&\ 06\\ Q&Q\ \eb\Q\ @&Q Q&Q Qéo Qéo
¢ S & & &S E
c SAERNUEEEN A
O D & <& N S S
N © o<? ° Vv Y
o Q" o>
Modulator
B

Abb. 18: Einfluss der Ca®*-Kanal Inhibitoren leedlpln TFP und Verapamil sowie des
Modulators Calmodulin auf die Aktivitat der Mg *-abhangigen bzw. -unabhangigen
Ca”-ATPase in Mikrosomen prlmarer KDE ZeIIen KD- Gewebe und in
ausgetropftem KD-Sekret. A: Mg *-abhangige Ca**-ATPase, B: Mg *_unabhangige
Ca”*-ATPase. Die ATPase-Aktivitat ergab sich jeweils aus der leferenz der
gemessenen Aktivitdt in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Ca**-lonen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichungen wieder. (N = 3)

Calmodulin fuhrte sowohl in Mikrosomen primérer KDE-Zellen und des KD-Gewebes
als auch in KD-Sekret zu einer leichten Erh6hung der Aktivitat. Im Gegensatz dazu
bewirkten die Ca**-Kanalhemmer Nifedipin, Verapamil und Trifluorperazin (TFP) je-
weils eine dosisabhéngige Hemmung der Ca**-ATPase.
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3.1.6 Die Plasmamembran-Ca”*-ATPase-Aktivitat im KD-Sekret liegt membran-

gebunden vor

Um zu Uberprufen, ob die im KD-Sekret gemessene Ca”**-ATPase-Aktivitat mem-
brangebunden vorliegt, wurde das KD-Sekret zunachst einer Ultrazentrifugation
(100.000 x g, 1 h) unterzogen. Im resultierenden Pellet bzw. im Uberstand wurde
anschlieBend die Aktivitat der Mg2+-abhangigen und -unabhangigen Ca**-ATPase
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur im Membranpellet Aktivitat gemessen werden
konnte (Abb. 19).
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Abb. 19: Die Aktivitat der Mg**-abhangigen bzw. -unabhéngigen Ca**-ATPase im KD
Sekret nach Ultrazentrifugation. A: Mg -abhangige Ca®"-ATPase-Aktivitat. B: Mg?'-
unabhangige Ca**-Aktivitat. Das KD-Sekret wurde fiir 1 h bei 100.000 x g pelletiert
und anschlieRend je 50 ug des in Tris-Puffer gelosten Pellets bzw. des Uberstandes
auf Ca®*-ATPase-Aktivitat untersucht. Die Fehlerbalken geben die Standardabwei-
chung wieder. (N = 3)
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3.1.7 Einfluss von Androgenen auf die Plasmamembran-Ca*-ATPase in der KD
der Ratte

Die Bildung von Aposomen in der KD unterliegt dem Einfluss von Testosteron bzw.
DHT. Wird es durch Kastration entzogen, werden keine Aposomen gebildet (Stein-
hoff et al., 1992; Holterhus et al., 1993). Inwieweit ein Androgenentzug durch Kastra-
tion Einfluss auf die Protein-Expression der PMCA hat, wurde mittels Immunfluores-

zenzuntersuchungen an Semidinnschnitten von kastrierten Tieren untersucht.

3.1.7.1 Lokalisation der Plasmamembran-Ca®*-ATPase auf Semidiinnschnitten

der KD der Ratte 14 Tage nach Kastration

Die Lokalisation der PMCA-Isoformen 1 und 4 wurde auf Semidiinnschnitten eines
Tieres, das 14 Tage nach Kastration getdtet wurde, mit Hilfe der o0.g. spezifischen
Antikdrper untersucht. Dabei wurde beim kastrierten Tier neben dem voélligen Fehlen
von Aposomen auch eine stark verminderte Lokalisation von PMCA1 am apikalen
Pol der Epithelzellen beobachtet (Abb. 20). Im Kontrolltier konnte dagegen PMCAL1
sowohl in den Aposomen als auch am apikalen Zellpol nachgewiesen werden.
PMCA4 war sowohl im kastrierten Tier als auch im Kontrolltier ausschlie3lich im

Stroma detektierbar.

Kontrolle 14 Tage nach Kastration

PMCA1l

PMCA4

Abb. 20: Lokalisation von PMCA1 bzw. PMCA4 auf Semidunnschnitten der KD der
Ratte 14 Tage nach Kastration. A: a-PMCAL1 Kontrolltier, B: a-PMCA1 14 Tage nach
Kastration, C: a-PMCA4 Kontrolltier, D: a-PMCA4 14 Tage nach Kastration. E:
Epithel, L: Lumen, Pfeile: Aposomen. Balken: 20 um.
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3.1.7.2  Einfluss von DHT auf die Expression bzw. Aktivitdt der Plasmamembran-
Ca”*-ATPase

Aufgrund der Ergebnisse in 3.1.7.1 wurde im Anschluss der Einfluss von DHT auf die
Expression und Aktivitat der Plasmamembran-Ca®*-ATPase in primaren KDE-Zellen
geprift. Die primaren Epithelzellen wurden fur 48 h mit 10 bis 10° M DHT stimu-
liert. Aus den Zellen wurden Mikrosomen (préapariert nach Sikdar et al., 1991) fir Ak-

tivitatstests bzw. RNA fiir den Einsatz in der semi-quantitativen PCR prapariert.

Molekularbiologischer Nachweis der Expression des Androgenrezeptors in
KDE-Zellen

Voraussetzung fur einen mdglichen Einfluss von DHT auf die Proteinexpression in
primaren KDE-Zellen ist das Vorhandensein eines Androgenrezeptors. Mit Hilfe der
RT-PCR konnte die mRNA des Proteins in den KDE-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 21).

Androgen-Rezeptor:
236 bp

M 1 2
Abb. 21: Nachweis des Androgenrezeptors in primaren KDE-Zellen der Ratte mittels
RT-PCR. M: Marker, Spur 1: Negativkontrolle, Spur 2: KDE-Zellen.

Einfluss von DHT auf die Expression der PMCA1- bzw. PMCA4-mRNA in

priméaren KDE-Zellen der Ratte

Der Einfluss von DHT auf die Expression der mRNA der PMCA-Isoformen 1 und 4
wurde mittels semi-quantitativer PCR untersucht. Hierbei wurde eine konzentrations-
abhangige Induktion der PMCA1-Genexpression durch DHT-Gabe mit einer Steige-
rung bis zu 40 % bei einer DHT-Konzentration von 10°® M beobachtet (Abb. 22).
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Einfluss von DHT auf die Expression der PMCAL1-
MRNA in primaren KDE-Zellen der Ratte

10" M 10°Mm
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Abb. 22: Analyse der Expression der PMCAL1-mRNA in primaren KDE-Zellen der
Ratte nach 48-stundiger Stimulation mit DHT mittels semi-quantitativer-PCR.
A: Beispiel einer PCR. Je 20 ul jedes PCR-Produktes wurden auf einem 1 %igen,
Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel aufgetragen und die Bandenintesitat mit dem
Programm Scion Image bestimmt. B: Relative Bandenintensitat. KDE-Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von DHT stimuliert. Aus den Zellen wurde jeweils
RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Mit GAPDH-Primern wurde die einzusetzende
cDNA-Menge auf eine Schwankungsbreite von etwa 15 % abgeglichen. Der Versuch
wurde in 2 unabhéngigen Experimenten durchgefuhrt. Die PCR mit PMCA1-
spezifischen Primern wurde mit einer Zyklenzahl von 28 Zyklen durchgefiihrt, so
dass die Produktmenge noch im exponentiellen Bereich lag. Fir jede DHT-
Konzentration wurde eine PCR im 3fachen Ansatz durchgefiihrt. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung der unabhangigen Versuche wieder. (N = 2)
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Die Genexpression der PMCA4-mRNA konnte durch DHT nur gering gesteigert wer-
den. Bei DHT-Konzentrationen von 107 bzw. 10° M nahm die Genexpression nur
um ca. 25 % zu. Eine DTH-Konzentration von 102 fiihrte dagegen zur Repression
der PMCA4-mRNA-Expression (Abb. 23).

Einfluss von DHT auf die Expression der PMCA4-
MRNA in primaren KDE-Zellen der Ratte

107 M 10° M

Kontrolle 10° M
[DHT]
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Abb. 23: Analyse der Expression der PMCA4-mRNA in primaren KDE-Zellen der
Ratte nach 48-stindiger Stimulation mit DHT mittels semi-quantitativer-PCR.
A: Beispiel einer PCR. Je 20 pl jedes PCR-Produktes wurden auf einem 1 %igen,
Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel aufgetragen und die Bandenintesitat mit dem
Programm Scion Image bestimmt. B: Relative Bandenintensitat. KDE-Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von DHT stimuliert. Aus den Zellen wurde jeweils
RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Mit GAPDH-Primern wurde die einzusetzende
cDNA-Menge auf eine Schwankungsbreite von etwa 15 % abgeglichen. Der Versuch
wurde in 2 unabh&ngigen Experimenten durchgefuhrt. Die PCR mit PMCAA4-
spezifischen Primern wurde mit einer Zyklenzahl von 31 Zyklen durchgefiuhrt, so
dass die Produktmenge noch im exponentiellen Bereich lag. Fir jede DHT-
Konzentration wurde eine PCR im 3fachen Ansatz durchgefiihrt. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung der unabhangigen Versuche wieder. (N = 2)
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Einfluss von DHT auf die Aktivitat der Mg2+-abhangigen und

-unabhangigen Ca®*-ATPase

Neben der Bestimmung des DHT-Einflusses auf die Transkriptionsrate der PMCA-
MRNAs der Isoformen 1 und 4 wurden zusétzlich Aktivitatstests nach der Methode
nach Sikdar et al. (1991) durchgefthrt. DHT fihrte zu einer Steigerung der Protein-
aktivitat bei der Mgz+-abhangigen Ca”*-ATPase, wobei bei einer Konzentration von
107 M DHT die jeweils hochste Aktivitat gemessen wurde (Abb. 24).

Mg®*-unabhangige Ca®*-ATPase nach 48 h
Stimulation mit 10°-10° M DHT
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Abb. 24: Mg**-abhangige und -unabhéngige Ca**-ATPase-Aktivitat in Mikrosomen
primarer KDE-Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10® bis 10° M DHT. A:
Mg®*-abhangige Ca”*-ATPase B: Mg**-unabhangige Ca**-ATPase. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung wieder. (N = 3)
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3.2 Untersuchungen zur Alkalischen Phosphatase (AP)

Die AP wurde von Fabiani & Ronquist (1995) als Bestandteil der Prostasomen identi-
fiziert. Daher wurde auch in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit dieses En-

zym auch in den KDE-Zellen oder im KD-Sekret von Bedeutung ist.

3.2.1 Messung der AP-Aktivitat in Mikrosomen von KD, primaren KDE-Zellen
und in KD-Sekret

Als Nachweismethode fir das funktionsfahige AP-Enzym wurde ein Aktivitatstest mit
p-Nitrophenyl-Phosphat (pNPP) als Substrat durchgefiihrt. Da pNPP auch fur andere
Enzyme als Substrat dient, wurde jeweils parallel eine Hemmung mit dem spezifi-
schen AP-Hemmer Levamisol vorgenommen. Die AP-Aktivitat entspricht der mit Le-
vamisol gehemmten Aktivitat. Zur Erstellung einer Standardkurve diente die Alkali-
sche Phosphatase der humanen Plazenta.

Die hochste AP-Aktivitat wurde in KD-Mikrosomen gemessen (Tab. 10). Im KD-
Sekret und in Mikrosomen aus KDE-Zellen war diese im Vergleich zu den KD-

Mikrosomen um ein 2-3faches vermindert.

Tab. 10: Spezifische AP-Aktivitat in Mikrosomen aus KD-Gewebe, KD-Zellen und in
KD-Sekret. Die Aktivitat wurde mit pNPP als Substrat ermittelt.

Alkalische Phosphatase-

Aktivitat in pmol Pi/mg Protein/h*

Primare KDE-Zellen 33,3+7,5"
KD-Gewebe 209,7 + 1*
KD-Sekret 66,6 + 9,9"

* ermittelt nach Zugabe von 1 mM Levamisol, “Mittel = Standardabweichung, N = 5

3.2.2 AP als Bestandteil der Aposomenmembran und als l6sliche Form im Se-
kret

Die gewebeunspezifische Isoform der AP kann sowohl tber einen GPI-Anker mem-
brangebunden vorliegen oder als freies Enzym ins Serum abgegeben werden (Har-
ris, 1989). Um zu ermitteln, ob die im KD-Sekret gemessene AP als freies Enzym
oder an die Aposomenmembran gebunden vorliegt, wurde ausgetropftes KD-Sekret

fir 1 h bei 100.000 x g pelletiert und sowohl im Uberstand als auch im gelosten Pel-
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let die AP-Aktivitat bestimmt. Die ermittelte Enzymaktivitat war im Pellet etwa 15 %
starker als im Uberstand (Abb. 25), d.h. die AP liegt sowohl membrangebunden als

auch als freies Enzym vor.

Anteil der AP-Aktivitat im KD-Sekret der Gesamt-AP-Aktivitat
nach Ultrazentrifugation

70
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10

relative Enzymaktivitat in %

Pellet Uberstand

Abb. 25: Messung der AP-Aktivitat in Pellet und Uberstand des KD-Sekretes nach
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g. Je 25 pg Sekretprotein wurde mit 100 pg pNPP
als Substrat fir 60 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend die Freisetzung von
Nitrophenol bei 405 nm im Photometer bestimmt. Durch Zugabe von 1 mM
Levamisol wurde die AP-Aktivitat bestimmt. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar. (N = 3)

3.2.3 Histochemischer Nachweis der AP auf priméaren KDE-Zellen und Kry-

ostatschnitten der KD

Es ist derzeit kein kommerzieller Antikérper verfigbar, der mit der Alkalischen
Phosphatase aus Ratten-KD kreuzreagiert. Daher wurde ein histochemischer Nach-
weis der AP durchgefuhrt. Zur Lokalisierung des aktiven AP-Enzyms wurden primare
KDE-Zellen mit NBT/BCIP inkubiert, das von dem Enzym zu einem prazipitierenden
Farbstoff umgesetzt wird. Hierbei zeigten vor allem Zellen, die am Rande eines Zell-
clusters lokalisiert waren, Enzymaktivitat, wogegen von den zentral gelegenen Zellen

nur einige wenige das Substrat umsetzen konnten (Abb. 26A).
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Liedd

Abb. 26: Histochemischer Nachweis der Alkalischen Phosphatase auf primaren

KDE-Zellen, A: Inkubation mit NBT/BCIP, B: Inkubation mit NBT/BCIP unter Zugabe
von 1mM Levamisol, Balken: 30 pm

Als Negativkontrolle dienten Zellen, die zuséatzlich zu NBT/BCIP mit 1mM Levamisol
als spezifischer Inhibitor der Alkalischen Phosphatase, inkubiert worden waren. Die-

se konnten das Substrat nicht umsetzen, so dass kein Niederschlag zu erkennen
war (Abb. 26B).

Auf Kryostatschnitten der KD prazipitierte das umgesetzte Substrat der AP auf der
basalen Seite der Epithelzellen bzw. im Stroma der KD (Abb. 27). Der apikale Saum

der Epithelzellen zeigt dagegen eine nur schwache Farbung (s. Pfeile).

Abb. 27: Histochemischer Nachweis der Alkalischen Phosphatase auf KD-Kryo-
Gewebeschnitten. E: Epithel; L: Drisenlumen; Pfeil: apikales Epithel, Balken: 20 um
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3.24 Temperaturabhangigkeit der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat aus KD-
Gewebe und KD-Sekret

Die Isoformen der Alkalischen Phosphatase lassen sich anhand ihrer Temperatur-
stabilitdt unterscheiden. Als weitgehend hitzestabil gelten die Isoform aus der Pla-
zenta sowie die intestinale Form der Alkalischen Phosphatase. Die gewebeunspezi-

fische Isoform (Knochen, Leber, Niere) dagegen ist hitzelabil (Harris, 1989).

Durch den Test auf Temperaturabhangigkeit der AP-Aktivitat in KD und KD-Sekret
kann die dort vorliegende Isoform bestimmt werden. Als Postitivkontrolle wurde zu-
satzlich AP aus der humanen Plazenta ebenfalls hitzebehandelt und anschlieRend
die Enzymaktivitat ermittelt. Schon nach 15 minatiger Inkubation bei 56 °C nahm die
Aktivitat der AP in den KD-Mikrosomen drastisch ab. Nach 60 min bestanden nur
noch ca. 15 % der urspringlichen Aktivitat. Die AP-Aktivat im KD-Sekret sank weni-
ger rapide ab und zeigte auch nach 45 mindtiger Inkubation 35-40 % der Ausgangs-
aktivitat. Die AP aus der humanen Plazenta wurde durch die Hitzebehandlung nicht
beeinflusst (Abb. 28).

Temperaturabhangigkeit der Alkalischen Phosphatase
aus KD-Mikrosomen und KD-Sekret
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Abb. 28: Temperaturempfindlichkeit der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat aus KD-
Mikrosomen und KD-Sekret nach Hitzebehandlung. Je 50 ug KD-Mikrosomen bzw.
50 ug KD-Sekretprotein wurden 0-60 min bei 56 °C inkubiert und anschliel3end die
AP-Aktivitat mit p-Nitrophenyl-Phosphat bei 37 °C bestimmt. (N = 5)
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3.25 Nachweis der Expression der AP-mRNA in der KD bzw. in KDE-Zellen der
Ratte

Die Untersuchungen zur Hitzestabilitat der AP in der KD bzw. im KD-Sekret lassen
vermuten, dass es sich dabei um die gewebeunspezifische Form handelt. Mittels RT-
PCR mit spezifischen Primern wurde dieses Ergebnis Uberprift. Hierbei ergab sich
sowohl in der KD als auch in den priméaren KDE-Zellen ein positives Signal fir die
gewebeunspezifische Isoform (Abb. 29). Die Intaktheit der verwendeten Probe wurde
jeweils durch eine PCR mit den Housekeeping-Gen GAPDH uberpruft. Als Negativ-
kontrolle wurde jeweils ein PCR-Ansatz ohne cDNA durchgefuhrt.

Alkalische
GAPDH Phosphatase
320 bp 300 bp

M 1 2 3 M 1 2 3

Abb. 29: Nachweis der AP-mRNA in KD-Gewebe und primaren KDE-Zellen mittels
RT-PCR. M: 100 bp GroRenmarker, Spur 1: Negativkontrolle, Spur 2: priméare KDE-
Zellen, Spur 3: KD-Gewebe. Je 20 ul PCR-Produkt wurde auf einem 1,5 %igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlielend photografisch
dokumentiert.

3.2.6 Sequenzanalyse

Die aus der RT-PCR erhaltene Sequenz wurde mit den bekannten Sequenzen in
den Datenbanken (Blast) verglichen. Der Vergleich ergab eine 99 %ige Identitat mit
der mRNA der Alkalischen Phosphatase der gewebeunspezifischen Isoform der

Spezies Rattus norwegicus (Noda et al., 1987).
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3.2.7 Einfluss von DHT auf die Expression und Aktivitdat der Alkalischen

Phosphatase in primaren KDE-Zellen

Die Inkubation der Zellen mit DHT in Konzentrationen von 107 bzw. 10® M fiihrte zu
einer Repression der AP-mRNA im Vergleich zur Kontrolle um 30-40 % (Abb. 30).
Eine weitere Erh6éhung der DHT-Konzentration zeigte hingegen keinen Einfluss auf

die Transkriptionsrate.

Einfluss von DHT auf die mRNA-Expression der
Alkalischen Phosphatase in primaren KDE-Zellen der Ratte
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Abb. 30: Analyse der Expression der AP-mRNA in primaren KDE-Zellen der Ratte
nach 48stindiger Stimulation mit DHT mittels semi-quantitativer-PCR. A: 1 %iges
Agarosegel mit Ethidiumbromid versetzt. B: Bestimmung der relativen
Bandenintensitdt anhand des Programms Scion Image. Aus mit DHT stimulierten
KDE-Zellen wurde RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Mit GAPDH-Primern wurde
die einzusetzende cDNA-Menge auf eine Schwankungsbreite von etwa 15 %
abgeglichen. Fir jede DHT-Konzentration wurden drei PCR-Ansatze mit einer
Zyklenzahl von 33 Zyklen durchgefiihrt, so dass die Produktmenge noch im
exponentiellen Bereich lag. Je 20 pyl des PCR-Produktes wurden auf ein 1 %iges
Agarosegel aufgetragen und die Bandenintesitat mit dem Programm Scion Image
bestimmt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. (N = 2)

Zusétzlich zum quantitativen Nachweis der AP-mRNA nach Stimulation mit DHT wur-

de die Enzymaktivitdt der Alkalischen Phosphatase durch die Hydrolyse von
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p-Nitrophenyl-Phosphat in Mikrosomen aus KDE-Zellen bestimmt (Abb. 31). Hierbei
konnte kein deutlicher Effekt von DHT auf die Enzymaktivitat der AP in den Mikro-

somen beobachtet werden.

Alkalische Phosphatase-Aktivitat in Mikrosomen von
KDE-Zellen nach Stimulation mit DHT
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Abb. 31: Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in Mikrosomen aus primaren KDE-
Zellen nach Stimulation mit DHT. KDE-Zellen wurden 48 h mit 10°® bis 10°® M DHT
stimuliert und Mikrosomen nach Sikdar et al. (1991) prépariert. Je 50 ug
Mikrosomenprotein wurden bei 37 °C mit je 100 ug pNPP als Substrat inkubiert. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. (N = 3)
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3.3 Untersuchungen zur Neutralen Endopeptidase (NEP)

Renneberg et al. (2001) gelang es, die NEP in den Prostasomen sowie im Epithel
der humanen Prostata zu identifizieren. Ob auch die KD bzw. KDE-Zellen diese En-

dopeptidase exprimieren, wurde im Folgenden untersucht.

Die Expression der NEP-mRNA wurde zunéchst durch RT-PCR Uberprift. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sowohl die KD als auch die KDE-Zellen die NEP—
MRNA transkribieren (Abb. 32).

NEP

Abb. 32: Nachweis der NEP-mRNA in KD und KDE-Zellen der Ratte mittels RT-PCR.
M: 100 bp GréRBenmarker, Spur 1: KD, Spur 2: KDE-Zellen, Spur 3: Negativkontrolle

Die Intaktheit der verwendeten Probe wurde jeweils durch eine PCR mit den House-
keeping-Gen GAPDH Uuberpruft (ohne Abb.). Als Negativkontrolle wurde ein PCR-
Ansatz ohne cDNA durchgefihrt.

Im Weiteren wurde versucht, das NEP-Protein durch Western Blot-Analyse in KD
und KDE-Zellen nachzuweisen. Dies war nicht mdglich. Auch der Nachweis bzw. die
weitere Charakterisierung des Proteins uber die Messung der NEP-Aktivitat nach

einem Aktivitatsassay modifiziert nach Albrecht et al. (2002) gelang nicht.
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3.4 Isolierung apikaler Plasmamembranproteine aus priméren KDE-
Zellen
3.4.1 Anreicherung apikaler Plasmamembranen durch differentielle Zentrifu-

gation mit anschliel3ender Auftrennung Uber einen Saccharosegradienten

Zur Praparation der apikalen Membranen aus primaren KDE-Zellen wurde eine diffe-
rentielle Zentrifugation mit anschlieBendem Saccharosegradienten nach der Metho-
de von Ellis et al. (1992) durchgefiihrt. Die apikalen Membranproteine der priméren
Epithelzellen wurden zuvor mit Sulfo-NHS-Biotin markiert, um ihre Anreicherung
wahrend der Praparation verfolgen zu kénnen.

Die nach der differentiellen Zentrifugation erhaltene Mikrosomenfraktion (100.000 x g
Pellet) enthielt noch verschiedene Organellen wie z.B. baso-laterale Membranen,
raues und glattes ER (Ford & Graham, 1991) u.a. (Abb. 33A). Mittels anschliel3en-
dem dreistufigem Saccharosegradienten (30 %, 35 %, 45 % (w/v) Saccharose) soll-

ten diese Verunreinigungen von den apikalen Plasmamembranen abgetrennt wer-

den.
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Abb. 33: Anreicherung apikaler Plasmamembranproteine primarer KDE-Zellen durch
differentielle Zentrifugation. A: Auftrennung der Membranproteine nach den
verschiedenen Zentrifugationsschritten in der SDS-Page (13 %): Spur 1:
Gesamthomogenat KDE-Zellen (20 pg), Spur 2: 100.000 x g Pellet KDE-Zellen -
Mikrosomenfraktion (10 pg) Spur 3: apikale Plasmamembranproteine nach der
Saccharosegradientenzentrifugation (10 pg). B: Dot Blot aus den gesammelten
Fraktionen (1-2: oberste Phase, 3-5: 30 % Saccharose, 6-8: 35 % Saccharose, 9-10:
45 % Saccharose) wurde jeweils ein Aliquot von 5 pl auf eine Nitrozellulosemembran
getropft. Nach Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden biotinmarkierte
Proteine mit Streptavidin-POX detektiert.
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Im Verlauf der Praparation zeigte sich, dass das Proteinspektrum im Vergleich zum
Ausgangsmaterial (Gesamthomogenat) stark abnahm, wobei gleichzeitig einzelne
Proteinbanden angereichert werden konnten. Die Fraktionen, die die mit Sulfo-NHS-
Biotin markierten, apikalen Plasmamembranproteine enthielten, wurden im An-
schluss an den Saccharosegradienten durch Dot Blot-Analyse (Abb. 33B) identifi-
ziert. Die Fraktionen drei bis sechs zeigten ein deutliches Signal, d.h. die biotinylier-
ten Plasmamembranproteine wurden in der 30 %igen Saccharose angereichert. Die
Interphase zwischen 30 %iger und 35 %iger Saccharose war ebenfalls positiv.

Die resultierende Proteinmenge war jedoch so gering, so dass keine weiteren Versu-
che (Sequenzierung, Aktivitatstest etc.) moglich waren. Daher wurde eine weitere

Methode zur Isolierung apikaler Plasmamembranen versucht.

3.4.2 Praparation apikaler Plasmamembranen bzw. apikaler Plasmamembran-

proteine anhand der MgCl,-Prazipitationsmethode

Eine weitere Methode zur Isolierung apikaler Plasmamembranen beruht auf der un-
terschiedlichen Verteilung von Sialylsduren an den Membranproteinen. Membranen
mit geringem Sialylsduregehalt (z.B. baso-laterale Plasmamembranen) aggregieren
nach Zugabe von Mg2+ und lassen sich durch Zentrifugation bei niedriger Geschwin-
digkeit abtrennen. Apikale Epithelmembranen, die einen hohen Sialylsduregehalt
besitzen, formen dagegen Vesikel und lassen sich erst durch Zentrifugation mit ho-

her Geschwindigkeit abtrennen.

Diese MgCl,-Préaparationsmethode nach Smith & Nothnick (1997) wurde zur Isolie-
rung primarer KDE-Zellen modifiziert. Analog zur ersten Methode erfolgte zuvor eine
Markierung der apikalen Membranproteine der primaren Epithelzellen durch Sulfo-
NHS-Biotin. Dadurch konnte ihre Anreicherung wahrend der Praparation verfolgt
werden, zum anderen war es mdaglich, die erhaltenen apikalen Plasmamembranpro-
teine mit Hilfe von streptavidin-gekoppelten Dynabeads anzureichern und von maogli-

chen, noch vorhandenen basolateralen Plasmamembranproteinen abzutrennen.

Im Verlauf der Aufarbeitung kam es zu einer deutlichen Verminderung des Protein-
spektrums (Abb. 34). Das Gesamthomogenat enthielt neben den Membranen ver-
schiedener Organellen (Plasmamembranen, Golgi, ER), Nuklei und grol3ere Zell-

trimmer. Gemal dem Protokoll nach Smith & Nothnick (1997) sollte sich nach Zu-
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gabe von MgCl, die nicht-apikalen Membranen durch Zentrifugation mit 3.000 x g
entfernen lassen. Der resultierende Uberstand enthielt neben apikalen Membranve-
sikeln noch Reste nicht-apikaler Membranen und zytosolische Proteine. Letztere soll-
ten jedoch durch Zentrifugation bei 27.000 x g im Uberstand verbleiben, wahrend
sich im Pellet die vesikularen Membranen befinden. Durch wiederholte MgCl,-Gabe
sollten auch die restlichen Verunreinigungen entfernt werden. Nach der letzten
Zentrifugation mit 27.000 x g sollten sich im verbleibenden Pellet Proteine der apika-
len Membranfraktion angereichert haben. Im Vergleich zum Gesamthomogenat
konnten einige Proteinbanden aufkonzentriert werden (Pfeile, Abb. 34), wahrend an-

dere vollig wegfielen.
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Abb. 34: Anreicherung apikaler Plasmamembranproteine mittels der MgCl,-Methode.
Spur 1: Gesamthomogenat aus KDE-Zellen (20 pg), Spur 2: Uberstand 3.000 x g
(20 pg), Spur 3: Pellet 27.000 x g (15 ug), Spur 4: Uberstand 3.000 x g (20 pg), Spur
5: Uberstand 27.000 x g (10pug), Spur 6: Pellet 27.000 x g = apikale
Membranfraktion (20 pg), Mi/Ma: Eichproteine. Die Proteine wurden auf einem
13 %igen SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Pfeile:
angereicherte Membranproteine.

Um apikale, Biotin-markierte Membranproteine von moglicherweise noch enthalte-
nen Nicht-Membranproteinen unterscheiden zu kénnen, wurde eine Western Blot-
Analyse mit Streptavidin-POX-Konjugat angeschlossen. Dabei zeigte sich, dass nicht
alle Proteine des 27.000 x g Pellets biotinyliert waren und es sich daher vermutlich
nicht um eine reine apikale Membranfraktion handelt (ohne Abb.). Deshalb wurden
die aus der MgCl,-Praparation erhaltenen apikalen Plasmamembranen durch die
Bindung an streptavidin-gekoppelte Dynabeads weiter angereichert. Im folgenden

Western Blot konnte mit Streptavidin-POX-Konjugat eine grof3e Anzahl biotinylierter
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Proteine detektiert werden (Abb. 35). Sechs dieser Proteinbanden konnten Banden
im SDS-Gel zugeordnet werden. Nach Transfer der Proteine auf eine PVDF-
Membran wurden diese Banden ausgeschnitten und von Prof. Lottspeich (MPI, Mar-

tinsried) N-terminal ansequenziert.

SDS-Gel Western Blot PVDF-
Analyse Membran
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Abb. 35: Affinitdtsreinigung von Biotin-markierten apikalen Membranproteinen
primarer KDE-Zellen mit Dynabeads M-280 Streptavidin. A: 13 %iges SDS-Gel: Spur
1: apikale biotinylierte Plasmamembranfraktion nach Smith & Nothnick (1997)
(15 pg); Spur 2: apikale biotinylierte Membranfraktion nach Bindung an Dynabeads
M-280 Streptavidin (20 ul); M: GroRenmarker. Die Proteine wurden mit Coomassie
angefarbt. B: Western Blot: Detektion der affinitdtsgereinigten biotinylierten apikalen
Membranproteinen mit Streptavidin-POX-Konjugat (1:1000). C: Transfer der
affinitatsgereinigten Membranproteine auf eine PVDF-Membran und anschliel3ende
Farbung mit Coomassie. Die mit Pfeilen markierten Banden wurden fur die
Sequenzierung ausgewahlt.

Von den 6 ansequenzierten Proteinen konnten Hsp-90 (97 kDa), Actin (45 kDa) und
Annexin Il (38,5 kDa) identifiziert werden. Hierbei handelt es sich jedoch um keine
"echten" Membranproteine, sondern um membran-assoziierte Proteine. Bei den an-
deren Proteinen war eine Sequenzierung nicht moglich.

Die Ausbeute der apikalen Membranen war jedoch auch hier insgesamt sehr gering,
so dass nicht Uberprift werden konnte, ob die Membranfraktion Ca”*-ATPase-
Aktivitat bzw. AP-Aktivitat aufwies.
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3.5 Caveolin und apokrine Sekretion

Caveolae sind cholesterin- und sphingolipidreiche Regionen der Plasmamembran
zahlreicher Gewebe. Diese charakteristische Lipidverteilung lasst sich sowohl in der
Prostasomenmembran als auch in der Membran ektozytotischer Vesikel beobachten
(Stein & Luzio, 1991; Carlini et al., 1997; Arienti et al., 1998a). Zusatzlich konnten
Darby et al. (2000) eine Anreicherung der Plasmamembran-Ca**-ATPase in den Ca-
veolae beobachten. Ferner sind GPI-Anker-gekoppelte Proteine dort vermehrt lokali-
siert. Nachfolgende Untersuchungen sollten klaren, ob Caveolae ebenfalls Bestand-

teil der apikalen Plasmamembran der KD bzw. der Aposomenmembran sind.

351 Caveolin-1 wird in der KD und den KDE-Zellen der Ratte transkribiert

Zunachst wurde die mRNA-Transkription der Caveolin-1 Isoformen Caveolin-1a und
Caveolin-1f in der KD und KDE-Zellen untersucht.

Cavoelin-1a-mRNA konnte weder in der KD noch in den KDE-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 36). Die Caveolin Isoform 1 wurde dagegen in der Drise und in den

Zellen transkribiert.

GAPDH Caveolin-1a Caveolin-1
320 bp 537 bp 444 bp

Abb. 36: Untersuchung der Transkription der Caveolin-1 Isoformen a und B in KD-
Gewebe und primaren KDE-Zellen der Ratte mittels RT-PCR. M: 100 bp
GrolRenmarker, Spur 1. KD-Gewebe, Spur 2: primare KDE-Zellen, Spur 3:
Negativkontrolle. Je 20 pl PCR-Produkt wurde auf einem 1,5 %igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und anschliel3end photografisch dokumentiert.

3.5.2 Caveolin-Nachweis in Mikrosomen der KD, in primaren KDE-Zellen sowie
im KD-Sekret der Ratte

Caveolin konnte durch Western Blot-Analyse in Mikrosomen aus der KD, aus KDE-

Zellen und in ausgetropftem KD-Sekret nachgewiesen werden (Abb. 37). Als Positiv-
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kontrolle diente ein Homogenat von Endothelzellen, die Caveolin in hohem Ausmalf

exprimieren.
- lin
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Abb. 37: Nachweis von Caveolin in Mikrosomen aus KD und KDE-Zellen sowie in
KD-Sekret. 1: Positivkontrolle, 2: KD-Mikrosomen; 3: KDE-Mikrosomen, 4: KD-
Sekret. Je 20 pug Protein wurde auf einem 13 %igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit a-Caveolin detektiert.

3.5.3 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Caveolin auf KD-
Gewebe und in KDE-Zellen der Ratte

Das Stroma zeigte auf Kryostatschnitten des KD-Gewebes die grof3ten Vorkommen
an Caveolin. Dabei war das Protein Uber die gesamten Zellen gleichmalig verteilt.
Im KD-Epithel war eine weitaus geringere Menge vorhanden. Doch auch hier er-
schien Caveolin nicht auf die Plasmamembran beschrankt vorzuliegen, sondern

auch innerhalb des Zytoplasmas inhomogen lokalisiert zu sein (Abb. 38).

a-Caveolin

Abb. 38: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Caveolin auf Kryostat-
schnitten von KD-Gewebe. Als Zweitantikbrper diente ein Cy-3 gekoppelter
Antikorper. L: Drasenlumen, E: Epithel, Balken: 50 pm.
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Auch auf mit Glutaraldehyd-PFA fixierten Semidinnschnitten wurde versucht, Ca-
veolin zu lokalisieren (ohne Abb.). Auch hier zeigte vor allem das Stroma eine starke

Reaktion mit dem Antikérper. Im Epithel konnte Caveolin nicht detektiert werden.

Auf KDE-Zellen der Ratte wird das auf den Kryostatschnitten beobachtete Ergebnis
bestétigt. Auch die Zellen zeigen eine starke intrazellulare Farbung, wobei Caveolin
besonders im Bereich um die Nuklei lokalisiert war. Die Zellkerne wie auch die baso-

lateralen Membranen waren ausgespart (Abb. 39).

a-Caveolin

Abb. 39: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Caveolin in den KDE-
Zellen der Ratte. Als Zweitantikorper diente ein Cy-3 gekoppelter Antikorper. Balken:
15 pm. Pfeil: Nuklei
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4 DISKUSSION

Die Epithelzellen der KD sezernieren Proteine wie eingangs beschrieben unter ande-
rem Uber den so genannten apokrinen Sekretionsweg. Dabei werden Proteine aus
dem Zytoplasma mittels so genannter Aposomen exportiert, die aus der apikalen
Plasmamembran entstehen. Wenig ist bisher tber den Aufbau der Aposomen-
membran bekannt. Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit sollten dazu bei-
tragen zu klaren, ob Membranproteine aus der apikalen Plasmamembran in die Apo-

somenmembran integriert werden und mit ihnen exportiert werden.

Ein weiterer alternativer Exportmechanismus, der viele Gemeinsamkeiten mit der
apokrinen Sekretion besitzt, ist die sog. Ektozytose. Untersuchungen von Stein &
Luzio (1991) haben gezeigt, dass die Vesikel bei der Ektozytose eine von der Plas-
mamembran unterschiedliche Protein- und Lipidzusammensetzung aufweisen, d. h.
bei dem Sekretionsmechanismus der Ektozytose werden die Membranbestandteile
offensichtlich neu sortiert. Bislang gab es jedoch noch keine Daten dariiber, welche
Membranproteine in den Ektozytosevesikeln nachzuweisen sind. Wie anfanglich be-
schrieben, werden Proteine der humanen Prostata ebenfalls Gber einen alternativen
Sekretionsweg mittels sog. Prostasomen exportiert. Die Prostasomen zeichnen sich
desgleichen durch eine besondere Lipidzusammensetzung aus (Arvidson et al.,
1989; Arienti et al., 1998a). In der Prostasomenmembran wurden unlangst einige
Proteine identifiziert, wie z. B. die Ca**-ATPase (Ronquist et al., 1978a, b), die AP
(Fabiani & Ronquist, 1995) und die NEP (Renneberg et al., 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zundchst zu untersuchen, ob diese Proteine
auch in den Aposomen der KD und der apikalen Plasmamembran des KD-Epithels
vorhanden sind. Fir die Untersuchungen der Membranen wurde neben KD-Gewebe
auch eine priméare Epithelzelllinie der KD verwendet, die Wiche (2001) im Rahmen
ihrer Promotionsarbeit etabliert hatte. Diese Zellen exprimieren neben den Polari-
tatsmarkern Occludin und E-Cadherin auch die apokrinen Markerproteine TGase
und CAH Il sowie das merokrin sezernierte 115 K Protein. Zur Analyse der Aposo-

men wurde KD-Sekret verwendet.
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4.1 Untersuchungen zur Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA) in der KD
sowie im KD-Sekret und in KDE-Zellen der Ratte

41.1 Die Gen- und Protein-Expression einer Plasmamembran-Ca**-ATPase in
der KD und in KDE-Zellen der Ratte

Die Plasmamembran-Ca**-ATPase wurde erstmals von Schatzmann (1966) in der

Plasmamembran von Erythrozyten beschrieben.

Um zu untersuchen, ob eine Plasmamembran-Ca**-ATPase ebenfalls in der KD
bzw. in KDE-Zellen exprimiert wird, wurden zunéchst Western Blot-Analysen mit
Mikrosomen aus KDE-Zellen und KD-Gewebe unter Verwendung eines gegen alle
PMCA-Isoformen gerichteten Antikdrpers durchgefuhrt. Dieser monoklonale Antikor-
per ist gegen ein Epitop einer hoch konservierten Region der intrazellularen Schleife
der Erythrozyten-Ca2+-ATPase (zwischen AS 724-783), gerichtet. Daher werden alle
bisher bekannten PMCA-Isoformen verschiedener Spezies, darunter die PMCA der
Ratte, erkannt (Borke et al., 1989). In Epithelzellen wurde eine Doppelbande von
etwa 135 und 140 kDa lokalisiert (s. Abb. 9). In der KD wurde neben einer Bande
von 140 kDa eine weitere distinkte Bande von 180 kDa detektiert (s. Abb. 9). Aus
den Primarsequenzen der 4 Isoformen lassen sich die Molekulargewichte kalkulie-
ren: So ergibt sich fur PMCA1 ein MG von 139 kDa, fur PMCA2 ein MG von
137 kDa, fur PMCAS3 ein MG von 138 und fir PMCA4 ein MG von 129 bzw. 133 kDa
(Shull & Greeb, 1988; Caride et al., 1996; Filoteo et al., 1997). Die Doppelbanden
mit 135 und 140 kDa lassen daher die Translation verschiedener Isoformen in den
KDE-Zellen vermuten. Sie kdnnten aber auch auf das Vorkommen verschiedener
post-translationaler Modifikationen der PMCA-Proteine wie Phosphorylierungen oder

Glykosylierungen hinweisen.

Um zu untersuchen, welche PMCA-Isoform Uberhaupt von der KD bzw. den KDE-
Zellen exprimiert wird, wurden RT-PCRs mit spezifischen Primern gegen die PMCA-
Isoformen 1 bis 4 durchgefihrt (s. Abb. 10). Dabei konnten sowohl in den KDE-
Zellen als auch im KD-Gewebe die mRNA der PMCA-Isoformen 1 und 4 nachgewie-
sen werden. Die mRNA der Isoformen 2 und 3 konnte dagegen nicht in Zellen bzw.

Gewebe detektiert werden.
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Mittlerweile waren auch Antikérper gegen die PMCA-Isoformen 1 und 4 erhaltlich.
Die Western Blot-Untersuchungen mit diesen Antikdrpern bestatigten die Ergebnisse
der RT-PCR und zeigten die Translation der Proteine auf. In Mikrosomen aus KDE-
Zellen als auch KD-Gewebe konnte jeweils eine Bande mit einer Gré3e von etwa
139 kDa mit dem Antikorper gegen PMCAL detektiert werden (s. Abb. 11), die sich
auch in Versuchen mit dem gegen alle PMCA-Isoformen gerichteten Antikorper zeig-
te (s. Abb. 10). In der KD wurde zudem mit dem PMCA1-Antikérper eine weitere
Bande von ca. 180 kDa detektiert (s. Abb. 11), die ebenfalls mit dem gegen alle Iso-
formen gerichteten Antikérper beobachtet werden konnte (s. Abb. 10). Um welche
der beiden PMCAL1-Splicevarianten 1a bzw. 1b es sich handelt, konnte durch diese
Untersuchungen nicht geklart werden. Im Rahmen einer Diplomarbeit konnte Gutber-
let (2002, personliche Mitteilung) die PMCA1-cDNA der KD klonieren. Die Sequen-
zierung ergab, dass es sich um die PMCA1-Splicevariante 1b handelte. Aufgrund
dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, dass zumindest die Spliceva-
riante PMCALb in der KD exprimiert wird.

PMCA4 konnte im KD-Gewebe und in den KDE-Zellen jeweils als Doppelbande mit
einer GroRe von etwa 133 kDa nachgewiesen werden, wobei PMCA4 im Gewebe in
weitaus grolierem Umfang vorhanden war (s. Abb. 11). Bei den Doppelbanden han-
delt es sich vermutlich um die Splicevarianten PMCA4a bzw. PMCA4b, die eine Gro-
Be von 133 kDa bzw. 129 kDa aufweisen (Caride et al., 1996; Filoteo et al., 1997).
Die mit dem gegen alle PMCA-Isoformen gerichteten Antikdrper in KD-Gewebe und
KDE-Zellen detektierten PMCA-Isoformen besal3en dagegen ein MG von ca. 135 -
140 kDa. Es ist wahrscheinlich, dass es sich bei der Bande von 135 kDa um eine
PMCAA4-Splicevariante handelt.

Die Isoformen PMCAl1 und PMCA4, die auf mRNA- und Proteinebene in KD und
KDE-Zellen detektiert werden konnten, sind nahezu ubiquitdr vorhanden. PMCA2
und PMCA3 sind dagegen auf wenige Gewebe wie glatte Muskulatur oder Gehirn
begrenzt (Greeb & Shull, 1989; Stahl et al., 1992; Stauffer et al., 1993; Carafoli &
Stauffer, 1994; Keeton & Shull, 1995). Obwohl PMCA4 in nahezu allen Geweben
vorkommt, ist dennoch die Verteilung der Splicevarianten gewebespezifisch. Die Be-
ta-Zellen des Pankreas z.B., deren Sekretion Ca2+-abhangig verlauft, exprimieren

ausschlielilich die Splicevariante 4b. Die Alpha- und Gamma-Zellen dagegen weisen
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beide Splicevarianten auf (Caride et al., 1996; Filoteo et al., 1997). PMCAL scheint in
den KDE-Zellen in gréRerem Umfang vorhanden zu sein als PMCAA4, was die Ergeb-
nisse von Stauffer et al. (1993) unterstitzt, die eine durchschnittliche Transkriptions-
rate von PMCA1 zu PMCA4 von 1: 0,67 postulierten. Carafoli (1994) und Hammes et
al. (1994) beschrieben PMCA1b und PMCA4a als die am weitesten verbreiteten Iso-
formen und bezeichnen sie daher als ubiquitdre Haushaltsgene. Andere Autoren
postulieren PMCA1b als dominante Isoform in Ca2+-transportierenden Geweben wie
Intestinum, Niere und Knochen (Keeton et al., 1993; Meszaros & Karin, 1993). Rein-
hardt et al. (2000) detektierten in der ebenfalls apokrin sezernierenden laktierenden
Milchdrise die Expression der PMCA-Isoformen 1, 2 und 4 mittels Western Blot-
Analyse, wobei die Isoformen 2 und 4 in deutlich héherem Umfang nachgewiesen

werden konnten als die Isoform 1.

Zum Nachweis des funktionsfahigen Ca**-ATPase-Proteins wurden Aktivitatstest
nach Sikdar (1991) angeschlossen. Die verwendeten Mikrosomen aus KD bzw.
KDE-Zellen lagen als inside-out-Vesikel vor (Sikdar et al., 1999), so dass exogenes
ATP, das nicht durch die Plasmamembran diffundieren kann, dennoch an die Sub-
stratbindestelle gelangte. Die meisten Ca**-ATPasen sind Mg**-abhangige Enzyme
(Robinson 1976; Carafoli & Crompton, 1978; Niggli et al., 1979). Auch Ronquist be-
schrieb 1987 in Prostasomen eine Mg”-abhéngige Ca”**-ATPase-Aktivitat, die einige
Charakteristika der PMCA, wie z.B. die Inhibierung durch La®** und Calmidazolium,
aufwies. Zusatzlich schilderten verschiedene Autoren eine Mg”-unabhéngige Ca”'-
ATPase in Mikrosomen aus glatten Muskelzellen, Rattenhoden, Ziegen- und Bul-
lenspermien sowie in der Blaschendrise und der Prostata adulter Affen und in Parti-
keln des bovinen Blaschendrisensekretes (Thorens, 1979; Vijaysarathai al.1980;
Vanithakumari & Govindarajulu, 1985; Agrawal & Vanha-Perttula, 1987; NagDas et
al., 1988; Sikdar et al., 1991;). In Mikrosomen aus der KD und aus KDE-Zellen konn-
ten Mgz+-abhangige und -unabh&ngige Ca”**-ATPase-Aktivitaten detektiert werden (s.
Tab. 9). Bei den praparierten Mikrosomen handelte es sich jedoch um keine reine
Plasmamembranfraktion, sondern um eine Mikrosomenfraktion, die noch durch ER-
Membranen verunreinigt war. Die gemessene Aktivitat setzte sich daher aus PMCA-
und SERCA-Aktivitat zusammen. Die spezifische PMCA-Aktivitat wurde nach Zuga-
be eines spezifischen Inhibitors der sarkoplasmatischen Ca**-ATPase, Thapsigargin,

ermittelt (Kennedy & Mangini, 1996; Guerini, 1998a). Die resultierenden Enzymaktivi-

87



4 DISKUSSION

taten betrugen 80-90 % der Ausgangsaktivitat in den Mikrosomen aus KD-Gewebe
bzw. 60 % der Ausgangsaktivitat in den Mikrosomen aus KDE-Zellen (s. Tab. 9). Die
sarkoplasmatische Ca”*-ATPase wird schon durch eine Thapsigarginkonzentration
von 30 nM um 50 Prozent gehemmt (Furuya et al., 1994). Die Mg”-unabhéngige
Ca’*-ATPase-Aktivitat war fur KDE-Zellen und KD-Gewebe hoher als die Mg?-
abhéangige Ca”*-ATPase-Aktivitat. In den Mikrosomen aus der KD war die spezifi-
sche Aktivitat der Mgz+-abhangigen Ca**-ATPase um etwa 15 % hdoher als in den
Mikrosomen aus KDE-Zellen. Die spezifische Aktivitat der Mg -unabhangigen Ca**-
ATPase des Gewebes lag sogar um 30 % Uber der der Zellen (s. Tab. 9). NagDas et
al. (1988) konnten in Mikrosomen aus Rattenhoden eine sogar um 50 % hohere
Mg®*-unabhangige Ca®*-ATPase-Aktivitat im Vergleich zum Mg -abhangigen Enzym
detektieren.

Durch die Zugabe der verschiedenen Modulatoren Calmodulin, Nifedipin, TFP und
Verapamil wurde versucht, die gemessenen Mgz+-abhéngigen bzw. -unabhangigen
Ca’"-ATPase-Aktivitaten zu charakterisieren (s. Abb. 18).

Calmodulin ist der wichtigste Aktivator der PMCA (Carafoli, 1992). Es Ubt seine Wir-
kung aus, indem es die Affinitat des Enzyms fir ca” steigert. Die hochste
Ca”"-Affinitat weist PMCA2 auf, wogegen PMCAL und 4 eine nur geringe Affinitat far
Ca” besitzen (Guerini, 1998b). In der vorliegenden Arbeit konnte in den Mikrosomen
der KDE-Zellen die Mg**-abhangige und Mg®*-unabhédngige Ca**-ATPase-Aktivitat
durch eine direkte Calmodulingabe um etwa 20 % stimuliert werden. Auch war die
Mg®*-abhangige Ca’*-ATPase-Aktivitat in den Mikrosomen des KD-Gewebes um
20 % induzierbar (s. Abb. 18A), wahrend Calmodulin auf die Mgz+-unabhangige
Ca’"-ATPase des Gewebes keinen bzw. einen eher hemmenden Einfluss hatte (s.
Abb. 18B). Der stimulierende Einfluss von Calmodulin auf die Mgz+-abhangige ca®-
ATPase wird von einer Reihe von Autoren beschrieben. So konnten Bewaji & Baba-
bunmi (1987) in Erythrozytenmembranen vom Schwein eine Steigerung der Enzym-
aktivitat durch Calmodulin um das 5fache des Ausgangswertes beobachteten. Rei-
nach & Holmberg (1987) erzielten in einer Membranfraktion der bovinen Cornea
durch die Gabe von 6 uM Calmodulin ein &hnliches Ergebnis. Hier kam es zu einer
Aktivitatssteigerung der Mgz+-abhéngigen Ca”*-ATPase um 53 %. In der Erythrozy-
tenmembran liegen die PMCA-Isoformen 1 und 4 vor, wobei das Verhdltnis von
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PMCA1 zu PMCA4 1:4 betragt (Stauffer et al., 1995). Dies steht im Gegensatz zu
den meisten Geweben, in denen die Isoform PMCAL1 gegeniber der Isoform PMCA4
Uberwiegt (Stauffer et al., 1993). Auch in den Plasmamembranen anderer Gewebe
wurde der Effekt von Calmodulin auf eine Mg**-abhangige Ca**-ATPase beschrie-
ben. Adeoya-Osiguwa & Fraser (1996) schilderten eine durch Calmodulin stimulier-
bare Ca’*-ATPase-Aktivitat in Membranen muriner Spermienkopfe. Die von Ronquist
(1987) in den Prostasomen beschriebene Mgz+-abhangige Ca**-ATPase war dage-
gen nicht durch direkte Calmodulingabe stimulierbar, sondern erst im Anschluss an
eine vorherige Hemmung mit Calmidazolium. Es ist nicht bekannt, um welche Iso-

form es sich bei den oben beschriebenen Ca**-ATPasen handelt.

Die Gabe des als Calmodulinantagonist bekannten Trifluorperazin (TFP; 0,5 uM,
0,25 uM) und der Ca**-Kanal-Hemmer Nifedipin (0,5 mM; 0,25 mM) sowie Verapamil
(0,2 mM; 0,1 mM) fuhrten sowohl in Mikrosomen aus KDE-Zellen und KD zu einer
konzentrationsabhéngigen Hemmung der Mgz+-abhéngigen und -unabhangigen
Ca”*-ATPase (s. Abb. 18). Gietzen et al. (1982) bzw. Santos et al. (1994) beobachte-
ten ebenfalls in Erythrozyten bzw. in synaptischen Membranen eine Hemmung der
Mg®*-abhangigen Ca®*-ATPase durch TFP. Sikdar et al. (1991) beschreiben die kon-
zentrationsabhangige Hemmung einer Mgz+-abhangigen Ca**-ATPase sowie einer
Mg?*-unabhangigen Ca**-ATPase in der Membran von Ziegenspermien durch TFP in

Konzentrationen von 50-300 puM.

Die Wirkung des Ca**-Kanal Hemmers Verapamil wird dagegen fur verschiedene
Organe unterschiedlich beschrieben. Eine calmodulin-stimulierbare Mg”-abhéngige
Ca”*-ATPase aus Erythrozyten lie3 sich durch Verapamil in einer Konzentration von
0,01 bis 5 mM bzw. 10 mM hemmen (Raess & Gersten, 1987; Kim & Raess, 1988;
Raess & Record, 1990). Juneja et al. (1990) dagegen erzielten eine stimulierende
Wirkung von Verapamil auf die Ca**-ATPase und den Ca2+-Transport in
Meerschweinchenspermien. Der Ca**-Kanal-Hemmer wurde den Tieren in verschie-
denen Dosen uber 4 bzw. 12 Wochen oral verabreicht. Dieser Effekt war auch noch
bis zu 6 Wochen nach Absetzen des Praparates zu beobachten.

Der Effekt von Nifedipin auf die Mgz+-abhangige Ca’"-ATPase wird widersprichlich
auch innerhalb einzelner Organe beschrieben. Olorunsogo et al. (1991; 1992) zeig-

ten eine dosisabhéngige Hemmung auf die basale Mgz+-abhangige Ca”*-ATPase-
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Aktivitat aus Erythrozyten durch Nifedipin in Konzentrationen ab 300 uM. Raess &
Gersten (1987) sowie Kim & Raess (1988) und Raess & Record (1990) konnten je-
doch keinen Effekt von Nifedipin in Konzentrationen von 1-10 nM auf die Mgz+-
abhéangige Ca**-ATPase aus humanen Erythrozyten nachweisen, moglicherweise
aufgrund der geringen Dosierung. Kanwar et al. (1993) zeigten, dass die Behandlung
humaner Spermien mit 0,1-100 uM Nifedipin in einer Hemmung der Ca”*-ATPase
sowie einer verminderten Spermienmotilitdt resultierte. Dagegen konnten Juneja et
al. (1992) nach oraler Gabe von 1-2,5 mg Nifedipin/kg Koérpergewicht eine Steige-
rung der Ca*-ATPase in Spermienmembranvesikeln des Meerschweinchens beo-
bachten. Dieser Effekt war teilweise bis vollstandig reversibel. Ob es sich bei der
oben beschriebenen ATPase um die Mgz+-abhéngige oder -unabhangige Form han-

delt, wurde nicht ausgewiesen.

Die direkte Steigerung der Mgz+-abhangigen Ca”*"-ATPase-Aktivitat durch Calmodulin
sowie die ahnlichen Effekte, die die verwendeten Inhibitoren Verapamil und TFP auf
die Mgz+-abhangige Plasmamembran-Ca”*-ATPase in KDE-Zellen und KD ausiiben
(s. Abb. 18), lassen den Schluss zu, dass es sich um das gleiche Enzym handelt wie
in Erythrozyten. Die unterschiedliche Calmodulinwirkung auf die in der Literatur be-
schriebene PMCA der Erythrozyten und auf die ATPasen aus KD-Gewebe bzw.
KDE-Zellen lasst sich moglicherweise durch die unterschiedliche Verteilung der
PMCAL1- bzw. PMCA4-Isoformen erklaren.

Ob es sich bei der Mg®*-abhangigen und der Mg®*-unabhangigen Ca**-ATPase um
identische Molekile handelt, ist ungewiss. Sikdar et al. (1993) gelang es, in Mikro-
somen aus Ziegenspermien eine Mgz+-abhangige und eine -unabhéngige ca®-
ATPase-Aktivitdt zu detektieren. Sie postulieren das Modell eines Enzyms, das zwei
verschiedene katalytische Seiten besitzt. Die einheitlichen Effekte, die in dieser Ar-
beit durch die verwendeten Inhibitoren auf das Mg**-abhangige bzw. Mg*-
unabhéngige Enzym erzielt werden konnten, wirden diese Theorie unterstitzen, wie
auch die Induzierbarkeit der untersuchten Mg®*-unabhéngigen Ca**-ATPase in KDE-
Zellen durch Calmodulin. Da in der vorliegenden Arbeit Thapsigarginkonzentrationen
von bis zu 200 nM eingesetzt wurden, kann ausgeschlossen werden, dass es sich
bei der gemessenen Mgz+-unabhéngigen Ca**-ATPase-Aktivitat um SERCA handelt.
Die uneinheitliche Wirkung von Calmodulin auf die Mikrosomen aus KD-Gewebe (s.
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Abb. 18A, B) deutet dagegen auf die Anwesenheit zweier verschiedener Enzyme hin.
Kwan et al. (1986) beschreiben neben einer Mgz+-abhangigen Ca**-ATPase eben-
falls ein Mgz+-unabhangiges, jedoch nicht durch Calmodulin stimulierbares Enzym in

der glatten Muskulatur der Aorta.

4.1.2 Die subzellulare Lokalisation der Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA)

Immunfluoreszenzuntersuchungen an Semidinn- und Kryostatschnitten der KD wur-
den angeschlossen, um zu untersuchen, ob die PMCA in der apikalen Membran und
den Aposomen vorhanden ist. Auf mit PFA/Glutaraldehyd fixierten Semidinnschnit-
ten wurde PMCAL neben der apikalen Plasmamembran auch in den Aposomen de-
tektiert, was auf eine Anreicherung und Integration der PMCA in die Aposomen hin-
deutet (s. Abb. 13). Auf methanol-fixierten Kryostatschnitten der KD wurde PMCA1
ebenfalls in der apikalen und lateralen Plasmamembran der KD-Epithelzellen nach-
gewiesen (s. Abb. 12). Auf den Kryostatschnitten der KD konnten jedoch keine Apo-
somen detektiert werden. Mdglicherweise wirkte sich die fehlende Fixierung negativ
auf den Erhalt bzw. die Stabilitat der Aposomen aus. Auf priméaren KDE-Zellen konn-
te PMCAL deutlich in der Plasmamembran lokalisiert werden und bestéatigt die Loka-
lisation auf den Gewebeschnitten (s. Abb. 14). Zusatzlich wurde der Bereich der
Zellkerne durch den Antikdrper angefarbt. Méglicherweise handelt es sich hierbei um
unspezifische Reaktionen. Die Ergebnisse bestéatigen die Resultate der RT-PCR (s.
Abb. 10) und unterstiitzen die Befunde aus der Western Bot Analyse (s. Abb. 9/Abb.
11), in der PMCAL in KDE-Zellen und in KD-Gewebe in gleichem Umfang detektiert
werden konnte. Dies lasst sich durch die Anreicherung des Proteins in der Plasma-

membran erklaren.

0-PMCA4 reagierte auf Kryostat- und Semidinnschnitten der KD sehr stark mit den
Plasmamembranen stromaler Zellen, ohne das KD-Epithel oder die Aposomen zu
farben (s. Abb. 12/Abb. 13). Auf den KDE-Zellen konnte PMCA4 ebenfalls nicht in
der Plasmamembran nachgewiesen werden, sondern es kam auch hier zu einer un-
spezifischen Farbung der Zellkerne (s. Abb. 14). Die Ergebnisse zur Lokalisation von
PMCA4 in KD-Gewebe und auf KDE-Zellen lassen eine eher untergeordnete Rolle
des Proteins im KD-Epithel vermuten. Dies wird auch durch die Western Blot-

Ergebnisse unterstitzt, wobei PMCA4 in Mikrosomen aus KDE-Zellen nur in gerin-
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gem Umfang vorhanden war (s. Abb. 11). Die Mikrosomen aus KD-Gewebe wiesen
dagegen einen hohen Anteil an PMCA4 auf. Da es sich bei den Mikrosomen des KD-
Gewebes um ein Gemisch von Plasmamembranen verschiedener Zelltypen handel-
te, resultierte dieses Ergebnis wahrscheinlich aus dem hohen Anteil an Plasma-

membranen stromaler Zellen.

Unter Verwendung eines gegen alle PMCA-Isoformen gerichteten Antikorpers (a-
5F10) wurden PMCA1 und 4 sowohl im KD-Gewebe (Epithel und Stroma) als auch
auf den KDE-Zellen nachgewiesen und damit die Ergebnisse mit den spezifischen
Antikorpern bestatigt (vgl. Abb. 12/13/14). Die Intensitat der Farbung fiel jeweils ge-
ringer aus. Die ubiquitare Verteilung, die Stauffer et al. (1993) fur PMCA1b und
PMCAA4 postulierte, erklart die deutliche Anwesenheit beider Proteine im Stroma der
KD.

Da die Ergebnisse aus den immunhistochemischen Untersuchungen keine Aussage
dariiber zulieBen, ob PMCA apikal oder baso-lateral lokalisiert ist, wurden Ko-
Lokalisationsstudien mit Occludin, dem Markerprotein der Zonula occludens, ange-
schlossen. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wiesen zunéchst auf
eine Ko-Lokalisation beider Proteine an den Zellgrenzen der KDE-Zellen hin (s. Abb.
15). Um PMCAL genauer lokalisieren zu kénnen, wurde eine Analyse mittels Laser-
scanningmikroskopie angeschlossen. Diese ergab, dass PMCA in geringem Umfang
im apikalen Bereich der KDE-Zellen detektiert werden konnten (s. Abb. 16). In weit-
aus grolRerem Umfang jedoch liegt das Protein ko-lokalisiert mit Occludin im Bereich
der Zonula occludens bzw. im basalen Bereich der KDE-Zelle vor (s. Abb. 15/ Abb.
17).

Analog zur Lokalisation der PMCAL in Aposomen und dem KD-Epithel postulierten
Reinhardt et al. (2000) fur die apokrin laktierende Milchdrise die apikale Lokalisation
und die Abgabe der PMCA-Isoform 2b mittels membrandser Vesikel in die Milch.
PMCA2b wird mit Beginn der Laktation am apikalen Pol des milchproduzierenden
Epithels exprimiert und an die globularen Membranen des Milchfettes gebunden in
die Milch abgegeben. Zusatzlich werden PMCA1 und PMCA4 in geringem Umfang in

der laktierenden Milchdrise exprimiert, wobei die Isoform 4 deutlich Uberwiegt. Keine
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der beiden letztgenannten Isoformen ist apikal lokalisiert, noch werden sie in die
Milch abgegeben.

Stauffer et al. (1993) beschrieben die PMCA urspriinglich als baso-laterales Protein.
Dennoch dokumentierten weitere Autoren ebenfalls eine sowohl basale als auch api-
kale Verteilung der PMCA. In MDCK-Zellen ist die PMCA Isoform 4b, die hauptsach-
lich in der basalen Plasmamembran lokalisiert ist, dominierend. Dennoch konnte
PMCA4b neben der PMCA-Isoform 1b in geringem Umfang in der apikalen Plasma-
membran detektiert werden (Kip & Strehler, 2003). Auch Lee et al. (1997) wiesen die
Expression einer nicht spezifizierten PMCA-Isoform im baso-lateralen und im lumi-
nal-apikalen Bereich der Epithelzellen von Pankreas und Speicheldrisen nach.
Street et al. (1998) und Dumont et al. (2001) lokalisierten PMCAZ2b in den Haarzellen

des Innenohres am apikalen Zellpol.

4.1.3 PMCA im KD-Sekret

Aumdller & Adler (1979) postulieren, dass die Aposomen ihren Ursprung in der api-
kalen Plasmamembran der KD-Epithelzellen haben. Entsprechend dieser Theorie
mussten Proteine der apikalen Plasmamembran in die Aposomen integriert werden.
Die starken Reaktionen des PMCAL-Antikdrpers bzw. des gegen alle PMCA-
Isoformen gerichteten Antikorpers mit den Aposomen weisen darauf hin, dass PMCA

in die  Aposomen integriert und mit den Aposomen sekretiert wird.

Durch Western Blot-Analyse konnte keine der PMCA-Isoformen im KD-Sekret detek-
tiert werden (ohne Abb.). Das KD-Sekret besteht allerdings hauptsachlich aus sekre-
torischen Proteinen. Nur ein geringer Teil der Proteine liegt membrangebunden vor.
Daher ist es durchaus denkbar, dass der geringe im KD-Sekret enthaltene Anteil an
PMCA-Protein unter der Nachweisgrenze der in dieser Arbeit verwendeten Western
Blot-Methode liegt.

Der Nachweis von Mgz+-abhéngiger bzw. -unabhéangiger Ca**-ATPase-Aktiviat in
ausgetropftem KD-Sekret unterstreicht dieses Ergebnis. Die im KD-Sekret gemesse-
ne spezifische Mgz+-abhéngige bzw. -unabhéangige Ca**-ATPase-Aktiviat war um ein
Vielfaches geringer als in Mikrosomen aus KD-Gewebe bzw. KDE-Zellen (s. Abb.
18). Dies konnte ebenfalls in dem vergleichsweise geringen Anteil membrangebun-

dener Proteine innerhalb der Gesamtsekretproteine begriindet liegen. Aposomen
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schniren sich von der apikalen Plasmamembran ab, so dass das aktive Zentrum der
PMCA in vivo im Inneren der Aposomen liegen wirde. Somit wirde kein ATP hydro-
lysiert, d.h. es kdnnte keine Aktivitat gemessen werden. In vitro weisen die Aposo-
men jedoch eine nur geringe Stabilitat auf, wodurch die Isolierung intakter Aposomen
aus ausgetropftem KD-Sekret unmdglich ist (persoénliche Mitteilung B. Wilhelm). Da-
her ist davon auszugehen, dass die Vesikelstruktur in vitro nicht erhalten bleibt und
ATP an das aktive Zentrum der PMCA gelangen und somit PMCA-Aktivitat detektiert

werden kann.

Um zu Uberprufen, ob die Ca”*-ATPase-Aktivitat tatsachlich an die Aposomen ge-
bunden vorliegt, wurde KD-Sekret durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g in
membrandse und losliche Bestandteile aufgetrennt. Hierbei zeigte nur die pelletierte
Membranfraktion Mg®*-abhangige und -unabhangige Ca®‘-ATPase-Aktivititen (s.
Abb. 19A, B). Im Uberstand konnte dagegen keine Aktivitat detektiert werden. Die-
ses Resultat unterstiutzt die Annahme, dass PMCA als aktives Enzym in die Aposo-
menmembran integriert wird und unterstreicht die Lokalisation von PMCA in Aposo-

men der KD-Gewebeschnitte.

Ronquist (1987) kam zu &hnlichen Ergebnissen, nachdem er prostasomenhaltige
Seminalflissigkeit einer Ultrazentrifugation bei 105.000 x g unterzog und ausschlief3-
lich in dem erhaltenen Pellet Mgz+-abhangige Ca”*"-ATPase-Aktivitat messen konnte.
Im Gegensatz zur Mgz+-abhéngigen bzw. -unabhangigen Ca”**-ATPase-Aktivitat in
KD-Gewebe und in KDE-Zellen zeigte Thapsigargin auf die Mg”-abhéngige bzw.
-unabhéngige Ca**-ATPase-Aktivitat im KD-Sekret keinen Einfluss. Dies beweist,
dass die gemessene Aktivitat nicht aus dem ER mdglicherweise lysierter Zellen
stammte. Zudem belegten Wilhelm et al. bereits 1999, dass keine LDH und damit

keine Bestandteile des Zytosols in die Aposomen abgegeben werden.

Der PMCA-Aktivator Calmodulin fuhrte im KD-Sekret zu einer bis zu 45 %igen Stei-
gerung der Mgz+-abhéngigen Ca”**-ATPase-Aktivitat und wies damit einen um etwa
20 % hoheren Effekt auf als in den Mikrosomen (s. Abb. 18A). Moglicherweise war
die in den Mikrosomen aus KD-Gewebe und KDE-Zellen vorliegende Enzymaktivitat

der PMCA durch bereits endogen vorliegendes Calmodulin weniger stark stimulier-
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bar. Die Mgz+-unabhangige Ca**-ATPase-Aktivitat im KD-Sekret wurde dagegen nur
um maximal 11 % gesteigert (s. Abb. 18B).

Die Inhibitoren TFP, Nifedipin und Verapamil zeigten wie schon zuvor bei den Mikro-
somen aus KDE-Zellen und KD eine konzentrationsabhéangige Hemmung der Mg'-
abhéangigen und -unabhangigen Ca”**-ATPase-Aktivitat (s. Abb. 18A, B).

4.1.4 Einfluss von Androgenen/Androgenentzug auf die PMCA in der KD der
Ratte und der KDE-Zellen

In der Literatur gibt es Hinweise, dass die PMCA im Genitaltrakt androgenabhéngig
reguliert wird. Arunakaran et al. (1990) belegten, dass die Mg2+-abhangige ca®-
ATPase-Aktivitat in der Prostata und der Blaschendrise des Haubenaffen durch
Kastration vermindert wird. Dieser Effekt war durch die Gabe von DHT, Testosteron-
Propionat bzw. Prolaktin reversibel. Die Bildung der Aposomen in der KD ist, wie
auch die Synthese der apokrin sezernierten Proteine, ein androgenabhangiger Pro-
zess (Holterhus et al., 1993). Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass
PMCA mit den Aposomen aus der KD-Epithelzelle exportiert wird. Somit ist ein An-

drogeneinfluss auf die PMCA-Expression nahe liegend.

Immunhistochemische Untersuchungen an der KD von Ratten, 14 Tage nach Kastra-
tion, zeigten, dass sich die Lokalisation von PMCA1 im Vergleich zum Kontrolltier
stark veranderte. Wahrend im Kontrolltier PMCA1 sowohl im apikalen KD-Epithel als
auch in den Aposomen lokalisiert war, konnte das Enzym bei Androgenentzug nur
noch im Stroma der KD detektiert werden (s. Abb. 20A, B). Die Expression von
PMCA1 im KD-Epithel ist demzufolge abhéngig von Androgenen. Im Stroma dage-

gen hatte der Androgenentzug keinen Einfluss auf die Verteilung des Enzyms.

PMCA4 konnte in vorhergehenden immunhistochemischen Untersuchungen aus-
schlieBlich im Stroma der KD detektiert werden (s. Abb. 20C). Auch im kastrierten
Tier war PMCA4 ausschliel3lich im Stroma lokalisiert (s. Abb. 20D), so dass auch
eine mogliche hemmende Wirkung von Androgenen auf die PMCA4-Expression im

KD-Epithel ausgeschlossen werden kann.

Da diese Ergebnisse auf eine Beteiligung von Androgenen an der Expression der

PMCA1 im KD-Epithel hinwiesen, wurden Untersuchungen zur direkten Wirkung von
95



4 DISKUSSION

DHT auf die PMCA1- bzw. PMCA4-mRNA-Expression und Ca”*-ATPase-Aktivitat
angeschlossen. KDE-Zellen wurden tber 48 h mit DHT in Konzentrationen von 10°
bis 10® M inkubiert. Mittels einer semi-quantitativen RT-PCR wurde die mRNA-
Expression und durch Aktivitatstests die Menge des funktionsfahigen Enzyms detek-
tiert. Eine DHT-Konzentration von 10% M zeigte einen nur geringen Effekt auf die
PMCA1-mRNA-Spiegel der KDE-Zellen, wogegen DHT-Konzentrationen von 107
bzw. 10° M eine signifikante Steigerung der PMCAL-Transkriptionsrate um 25 bzw.
42 % bewirkten (s. Abb. 22).

In KDE-Zellen wurde die PMCA4-mRNA-Expression durch die Stimulation mit 10° M
DHT auf etwa 85 % des Ausgangswertes vermindert. DHT-Konzentrationen von 107
bzw. 10°® M fiithrten zu einem Anstieg der PMCA4-mRNA-Spiegel um 20 bzw. 26 %
(s. Abb. 23). Da der Abgleich des internen Standards, der GAPDH-mRNA, auf 15 %
erfolgte, kann nicht von einem stimulierenden Effekt auf die PMCA4-mRNA
Transkription in KDE-Zellen ausgegangen werden. Zusammen mit den immunhisto-
chemischen Untersuchungen ergaben sich keine deutlichen Hinweise auf einen

maoglichen Einfluss von Androgenen auf die PMCA4-Expression im KD-Epithel.

Zur genaueren Quantifizierung der Verdnderung der PMCAL1- bzw. PMCA4-mRNA
ware der Einsatz der sog. Real-Time-PCR von Nutzen, um bereits geringe Verande-
rungen zu detektieren und um die Fehlerrate, die schon beim Abgleich des bei der
semi-quantitativen PCRs verwendeten Standards auftritt, zu vermindern bzw. auszu-
schlieBen (Bustin, 2000).

Untersuchungen zur Enzymaktivitat zeigten, dass im Gegensatz zur Transkriptions-
rate der PMCA1-mRNA bei einer DHT-Konzentration von 107 M die Aktivitat der
Mgz+-abhéngigen Ca”*-ATPase am starksten, d.h. um 54 %, gesteigert wurde (s.
Abb. 24B). Eine DHT-Gabe von 10°® bzw. 10°® M erhéhte die Aktivitat des Enzyms
dagegen nur um 16 % bzw. 30 %. Die Enzymaktivitat scheint bei einer DHT-
Konzentration von 107 M im Sattigungsbereich zu liegen.

Die Mgz+-unabhangige Ca**-ATPase wurde durch DHT-Konzentrationen von 107°
und 10® M um etwa 30 % gesteigert (s. Abb. 24A). Die hdchste Aktivitatssteigerung

um 46 % wurde auch hier bei einer DHT-Konzentration von 107 M beobachtet. Die
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Ergebnisse zum Einfluss von DHT auf die Aktivitat der PMCA in KDE-Zellen belegen
die steigernde Wirkung des Steroidhormons.

4.1.5 Mogliche Funktion von PMCA in der apikalen KD-Membran und den Apo-

somen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur subzellularen Lokalisation von PMCAL
lassen die Schlussfolgerungen zu, dass die Plasmamembran-Ca”*-ATPase (1) ne-
ben der baso-lateralen auch in der apikalen Plasmamembran der KD-Epithelzellen
lokalisiert ist, (2) in den Aposomen angereichert vorliegt und (3) mit ihnen aus den
Epithelzellen transportiert wird. Diese Schlussfolgerungen unterstiitzen die Theorie
von Aumtller & Adler (1979), die besagt, dass sich die Aposomenmembran aus der

apikalen Plasmamembran des KD-Epithels rekrutiert.

Wie bereits geschildert, ist die Ca**-Konzentration in der Zelle mit 107 M bei Eukary-
oten weitaus geringer als im Extrazellularraum, wo sie 10° M betragt. Im Rahmen
zellularer Ereignisse, z.B. einer Signalkaskade, kommt es zum Ca**-Einstrom uber
Ca”**-Kanale. Schon eine geringe Imbalance der Ca*-Homoostase kann weitrei-
chende Schaden des Zellstoffwechsels nach sich ziehen. Die Funktion der PMCA
liegt hierbei in der Wiederherstellung der urspringlichen intrazellularen ca*-

Konzentration.

Auch flr die in der apikalen Membran des KD-Epithels detektierte PMCA ware die
Beteiligung des Enzyms an der Aufrechterhaltung der intrazellularen Ca®'-
Konzentration denkbar. Diese Theorie wird unterstitzt von Lee et al. (1997), die
ebenfalls die Expression der PMCA im baso-lateralen und im luminal-apikalen Be-
reich der Epithelzellen von Pankreas und Speicheldriisen beschrieben und die
Hauptfunktion der PMCA in der Kontrolle der Ca”*"-Konzentration im luminalen Be-
reich der Epithelzellen vermuteten. Zusatzlich postulierten sie eine Rolle der PMCA
im Ca**-Signalgebungskomplex. In der Parotis konnten Bruce et al. (2002) ebenfalls
eine PMCA in der apikalen Epithelzellmembran detektieren und wiesen dem Enzym
ebenfalls eine Rolle in der Ca**-Homdostase zu. Hierbei betonten sie die besondere
Bedeutung der PMCA im Bereich der Mikrovilli. Dort fehlt aufgrund der starken Aus-
stulpungen der apikalen Plasmamembran das ER und damit die sarkoplasmatische
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Ca”*-ATPase (SERCA), die ebenfalls als wichtiger Regulator der intrazellularen

Ca’*-Konzentration fungiert.

Die Beteiligung der PMCA an der Regulation der intrazellularen Ca”*-Konzentration
in der KD wird durch Untersuchungen an der Harderdrlise unterstitzt. In der Har-
derdrise, der apokrin sezernierenden Tranendrise des Hamsters, ist wahrend des
apokrinen Sekretionsvorgangs der intrazellulare Ca2+-SpiegeI erhoht (Gesase & Sa-
toh, 2001). Geht man davon aus, dass auch in der KD wéahrend der apokrinen Sekre-
tion der intrazellulare Ca2+-SpiegeI ansteigt, konnte die Rolle der PMCA in der Nivel-
lierung der lokal erhdhten Ca®*-Konzentration im Anschluss an den apokrinen Sekre-
tionsvorgang liegen. In den Aposomen kann eine &hnliche Funktion diskutiert wer-
den. Falls wahrend der apokrinen Sekretion die intrazellulare Ca**-Konzentration
tatsachlich erhoht ware, so wirde auch in den Aposomen eine hohe ca®-
Konzentration vorherrschen. Da die Aposomen aus der apikalen Plasmamembran
entstehen, ist die PMCA so orientiert, dass sie Ca** aus den Aposomen exportiert.
Als aktives Enzym der Aposomenmembran unterstutzt die PMCA moglicherweise
ebenfalls die Wiederherstellung bzw. die Aufrechterhaltung der urspringlichen ca®-
Konzentration in den Aposomen. Dies wére besonders wichtig, da die Aposomen
eine sekretorische TGase enthalten, ein Ca2+-abhéngiges Enzym, dass schon ab
einer Ca**-Konzentration von 3 mM aktiviert wird und Proteine quervernetzt (Wil-
liams-Ashman, 1984). Durch die PMCA-Aktivitat und der damit einhergehenden Ver-
minderung der intra-aposomalen Ca**-Konzentration wiirde auf diese Weise das

Verklumpen von Proteinen innerhalb der Aposomen verhindert.

Die Ergebnisse zum Einfluss von DHT auf die Expression der PMCA1 im KD-Epithel
und zur Lokalisation von PMCAL in der KD unter Androgenentzug belegen, dass die
PMCA1-Expression im KD-Epithel androgenabhangig reguliert wird. Es gibt Indizien,
dass der Ca®*-ATPase im mannlichen Genitaltrakt eine Rolle in der Fertilitat zu-
kommt. Brody et al. (1981) konnten in Personen mit vermindertem Serum-
Testosteronspiegel eine verminderte Mgz+-abhangige Ca”*-ATPase-Aktivitat in
Prostasomen bzw. in sekretorischen Vesikeln feststellen. AuRerdem sind die fur die
Befruchtung einer Eizelle obligatorischen Spermienfunktionen (Motilitat, Kapazitation
und Akrosomreaktion) abhangig von der intrazellularen spermalen ca®-

Konzentration (Yanagimachi & Usui, 1974; Babcock et al., 1979; Breitbart et al.,
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1985). Kirchhoff & Hale (1996) beschrieben den Zell-zu-Zell-Transfer eines GPI-
verankerten Proteins durch die Fusion von Vesikeln des Nebenhodens mit Sper-
mien. Es ist denkbar, dass die Aposomen ebenfalls mit Spermien fusionieren und
auf diese Weise, die PMCAL oder weitere fertilitatsférdernde Komponenten auf
Spermien Ubertragen werden. PMCA1 konnte zur Aufrechterhaltung bzw. Wieder-
herstellung der intrazellularen Ca”*-Konzentration der Spermien beitragen und somit

indirekt an der Fertilitat beteiligt sein.

Wie oben beschrieben, ist die Spermienmotilitdt gleichermal3en abhangig von der
intrazellularen Ca**-Konzentration. Untersuchungen von Breitbart et al. (1985) an
Widderspermien unterstitzen diese Vermutung. Nach Hemmung der der ca®-

ATPase zeigten die Spermien eine verminderte Motilitiat.

4.2 Die Alkalische Phosphatase (AP) in der KD

42.1 Nachweis der AP in KD und KDE-Zellen

Ronquist (1993) beschrieb in humanem Prostatasekret neben einer Mgz+-
abhéngigen Ca”*-ATPase-Aktivitat auch eine AP-Aktivitat. Im Sekret der dorsalen
und ventralen Prostata der Ratte konnten Fischer et al. (1955) ebenfalls eine AP-
Aktivitat detektieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die AP in KDE-Zellen und KD bzw. in KD-Sekret
zunachst durch Bestimmung der Enzymaktivitat mittels pNPP als Substrat nachge-
wiesen. Dabei war die spezifische AP-Aktivitat in Mikrosomen aus der KD um das

7fache grofer als in KDE-Mikrosomen (s. Tab. 10).

Ein derzeit kommerzieller Antikorper, der mit der AP aus der Ratten-KD kreuzrea-
giert, war nicht verfugbar. Daher wurde ein histochemischer Nachweis der AP-
Aktivitat auf Kryostatschnitten der KD durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass im KD-
Gewebe der starkste Substratumsatz am basalen Pol der Epithelzellen sowie im
Stroma stattfand (s. Abb. 27). Nur vereinzelt zeigten auch die Epithelzellen eine ge-
ringe Enzymaktivitat. Die hohe Aktivitdt der AP am basalen Zellpol erstaunt, da die
AP, z.B. bei Zellfraktionierungen, haufig als apikaler Marker des Birstensaums
herangezogen wird (Ellis et al., 1992). Die Untersuchungen von Saga & Morimoto

(1995) unterstutzen jedoch diese Daten. Sie detektierten durch histochemische Un-
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tersuchungen an apokrinen Schweil3drisen AP-Aktivitat an der Basalmembran
sekretorischer Zellen sowie an den Zellmembranen von Myoepithelzellen. Merokrine
Schweil3drisen wiesen dagegen keine AP-Aktivitat auf. Dort war die AP-Aktivitat auf
die Membranen der interzellularen Canaliculi beschrankt. Auch auf KDE-Zellen setz-
ten nicht alle Zellen das Substrat gleichmaRig um. Der Substratumsatz fand hier vor

allem in den peripheren Bereichen der Zellcluster statt (s. Abb. 26).

4.2.2 Bestimmung der Isoform der AP in KD und KDE-Zellen

Im Anschluss an den Nachweis der AP in KD-Gewebe und auf KD-Zellen wurde ver-
sucht, die Isoform zu bestimmen. Wie bereits beschrieben, sind 4 Isoformen der AP
bekannt (Kam et al., 1985; Weiss et al., 1986; Henthorn et al., 1987; Millan & Manes,
1988). Diese lassen sich anhand ihrer Hitzestabilitdt bei 56 °C unterscheiden. Die
gewebeunspezifische AP wird schon nach einer Inkubation von 7 min, die intestinale
AP-Form erst nach mehr als 1 h um 50 % gehemmt. Die Plazenta-Form sowie die
plazentadhnliche Form der AP sind nahezu unbegrenzt bei 56 °C inkubierbar, ehe
eine 50 %ige Hemmung eintritt (Harris, 1989). Die in dieser Arbeit gemessene AP-
Aktivitat in Mikrosomen aus der KD verminderte sich in Abhangigkeit von der Dauer
der Hitzeeinwirkung bei 56 °C (s. Abb. 28). Die AP-Aktivitat in KD-Mikrosomen fiel
schon nach etwa 15 min auf einen Endwert von 20 % der Ausgangsaktivitat. Der
schnelle Abfall der AP-Aktivitat lasst die Vermutung zu, dass es sich hier um die hit-
zelabile gewebeunspezifische AP handelt. Durch RT-PCR mit spezifischen Primern
konnte die mMRNA des gewebeunspezifischen Typs sowohl in der KD als auch in den
KDE-Zellen nachgewiesen werden (s. Abb. 29). Die Sequenzierung des PCR-
Produktes bestétigte das Ergebnis.

Durch Hitzestabilitatsuntersuchungen identifizierte Fabiani (1994) ebenfalls die ge-
webeunspezifische AP in Prostasomen. In Spermien und Seminalflissigkeit wurde
gleichfalls eine AP des gewebeunspezifischen Typs beschrieben (Singer et al.,
1980). McLaughlin et al. (1986) wiesen zusatzlich zur gewebeunspezifischen Isoform
die keimzellspezifische bzw. plazentaahnliche AP-Isoform in humanem Semi-
nalplasma und Hoden nach. lhre Menge war an die Spermienzahl gekoppelt und fiel

bei Vasektomie auf nicht mehr detektierbare Werte ab.
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423 Die AP im KD-Sekret

Die im KD-Sekret gemessene AP-Aktivitat war etwa doppelt so hoch wie in den KDE-
Zellen, und um mehr als das 3fache geringer als in KD-Mikrosomen (s. Tab. 10).

Durch Hitzestabilitdtsuntersuchungen wurde die gewebespezifische AP auch im KD-
Sekret identifiziert. Die AP-Aktivitdt im KD-Sekret fiel dabei auf einen Endwert von
40 % der Ausgangsaktivitat ab (s. Abb. 28). Da erst nach 30 min bei 56 °C die resul-
tierende Basisaktivitat erreicht wurde, liegt im KD-Sekret moglicherweise eine weite-
re AP-Isoform vor. In humanem Seminalplasma ist neben der gewebeunspezifischen
Isoform die keimzellspezifische bzw. plazentadhnliche AP-Isoform detektiert worden
(McLaughlin et al., 1986). Um zu uUberprufen, ob dies auch fur das KD-Sekret zutrifft,
mussten jedoch weitere Untersuchungen wie z.B. RT-PCR mit den spezifischen Pri-
mern weiterer Isoformen, Aktividitsmessungen unter dem Einsatz verschiedener Inhi-

bitoren bzw. die Detektion mittels spezifischer Antikérper durchgefihrt werden.

Die AP kann in freier Form aber auch als durch einen GPI-Anker mit der Plasma-
membran verbundenes Protein vorliegen (Cross, 1987; Davitz et al., 1987; Low,
1987). Daher wurde das Sekret einer Ultrazentrifugation unterzogen und die AP-
Aktivitat jeweils in dem resultierenden Uberstand und der erhaltenen Membranfrakti-
on bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass im Gegensatz zur Ca**-ATPase im Pellet und
im Uberstand AP-Aktivitait gemessen werden konnte (s. Abb. 25). Die Aktivitat im
Uberstand war im Vergleich zur Membranfraktion um 20 % vermindert. Dieses Er-
gebnis lasst vermuten, dass die AP im KD-Sekret jeweils in etwa zur Halfte mem-

brangebunden und zur Halfte als freies Enzym vorliegt.

4.2.4 Einfluss von DHT auf die mRNA-Transkription und die Enzymaktivitat der
AP

Verschiedene Autoren beobachteten bisher einen regulierenden Einfluss von Ste-
roidhormonen auf die Expressionsrate der AP in unterschiedlichsten Zelllinien. Albert
et al. (1990) belegten, dass Estradiol eine regulierende Wirkung auf die Plazenta-AP
in einer Adenokarzinomzelllinie des Endometriums ausibte. Di Lorenzo et al. (1991)
postulierten einen regulatorischen Effekt von Progesteron auf eine AP der humanen
Brustkrebszelllinie T47D. Gianni et al. (1993) zeigten, dass Retinsaure, ein Retinol-

derivat mit steroidhormoneller Wirkung, die Expression der gewebeunspezifischen
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AP in L929-Fibroblasten induzierte. Zusatzlich berichteten Vaslenko & Sergienko
(1985) von einem Absinken der AP-Aktivitat in der Rattenprostata nach Gonadekto-
mie. Durch anschlieBende Androgensubstitution konnte dieser Effekt aufgehoben

werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiuihrten Stimulationsversuche an KDE-Zellen mit DHT-
Konzentrationen von 10 bis 10°® M fiihrten bei einer DHT-Konzentration von 10 M
zu einer Verminderung der AP-mRNA-Transkriptionsrate um etwa 40 % (s. Abb. 30).
Eine hohere DHT-Konzentration von 10 M verringerte die AP-mRNA um etwa 30 %.
Bei 10°® M DHT erreichte die Transkriptionsrate den Ausgangswert. Erstaunlich ist,
dass die AP-mRNA bei der geringsten DHT-Konzentration am meisten reprimiert
wird. Gleichzeitig ist mit steigender DHT-Konzentration eine Steigerung der AP-
MRNA-Menge bis zum Kontrolllevel zu beobachten. Die vorliegenden Daten lassen
keine eindeutige Aussage zum Einfluss von DHT auf die Expressionsrate der gewe-

beunspezifischen AP in KDE-Zellen zu.

Die anschlieBenden Aktivitdtsbestimmungen zeigten, dass die AP-Aktivitat in Mikro-
somen der KDE-Zellen durch DHT-Gabe nicht wesentlich beeinflusst wurde (s. Abb.
31). Diese Ergebnisse werden von Rastogi et al. (1979) unterstitzt, die postulierten,
dass in der Blaschendrise von Mausen die AP-Aktivitat weder durch Kastration noch
durch anschlieRende DHT-Gabe beeinflusst werden konnte. Mohanty & Chainy
(1989) dagegen beobachteten im Hoden der Moschusmaus eine Zunahme der AP-
Aktivitat nach Supplementation mit Testosteron. Auch Goyal & Vig (1984) zeigten
eine stimulierende Wirkung von Androgenen auf die AP. Nach Orchidektomie sank
die epitheliale AP-Aktivitat im Nebenhoden zunadchst ab, durch Testosterongabe
konnte diese jedoch wieder hergestellt werden.

Maglicherweise ist auch die AP-Aktivitat in der KD erst im Anschluss an einen kiinst-
lich erzeugten DHT-Mangel durch DHT-Gabe wieder herstellbar bzw. stimulierbar.
Gleichzeitig ware eine DHT-Menge, die im oder tber der physiologischen Konzentra-

tion liegt, ohne stimulierenden Einfluss.
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4.2.5 Mogliche Funktion der AP in der apikalen KD-Membran bzw. in den Apo-

somen

Uber eine mdgliche Funktion der AP in den Aposomen bzw. im KD-Sekret gibt es
bisher keine Daten. Generell wird die Aufgabe der AP mit dem Transport von Phos-
phaten in Verbindung gebracht (Hirano et al., 1984).

Die membrangebundene Form kdnnte, wie es Kirchhoff & Hale (1996) fur ein GPI-
gekoppeltes Protein des Nebenhodens beschrieben, auf Spermien Ubertragen wer-
den. Diese Theorie wirde von verschiedenen Autoren unterstitzt werden, die eine
AP neben der Seminalflissigkeit auch in der Spermienmembran nachweisen konn-
ten (Soucek & Vary, 1984; Parks et al., 1987). Der hohe Anteil freier AP im KD-
Sekret lasst die Vermutung zu, dass die Bindung an die Aposomen keine Vorraus-
setzung fur die Funktionsfahigkeit des Enzyms im KD-Sekret darstellt. Da sich das
aktive Zentrum der AP dagegen extrazellular befindet, ist davon auszugehen, dass
beide Formen, die membrangebundene und freie Form, wahrscheinlich die gleichen
Aufgaben besitzen.

Tang (1998) vermutete, dass die AP die Glykosylierung der Spermienoberflache
durch die Hydrolyse von Nukleotidzuckern verhindert. Zusatzlich weisen verschiede-
ne Autoren der AP in Spermien bzw. im Seminalplasma eine ganze Reihe mdglicher
Substrate zu wie: Phosphatester verschiedener Mononukleotide, Zucker, Glyze-
rophosphat und Pyridoxal-5-Phosphat, ATP oder AMP (Glogowski, 1988; Ciereszko
et al., 1994; Minelli et al., 1995). Als Enzym mit einer grof3en Substratbreite kommen
der AP in Aposomen bzw. im KD-Sekret méglicherweise unspezifische Aufgaben zu.
Trotz der Substratvielfalt scheint die AP ebenfalls eine Rolle bei der Fertilitat zu be-
sitzen. McLaughlin et al. (1986) gelang es, eine signifikante Korrelation zwischen
mannlicher Fertilitat und der plazentadhnlichen AP-Menge im Seminalplasma herzu-
stellen. Sie schlossen daraus, dass die AP-Spiegel mdglicherweise die Keimzellfunk-
tion widerspiegeln. Falls auch in der KD die plazentadhnliche AP exprimiert wird, wa-
re eine ahnliche Funktion denkbar.

Auch in nicht-reproduktiven Geweben, wie dem Pankreas, wird der AP eine Rolle in
der Regulation von Chloridkanadlen zugesprochen (Becq et al., 1993). Diese Kanale
sind auch in Spermien zu finden und sind maoglicherweise an der Akrosomreaktion
beteiligt (Meizel, 1997), die eine Vorraussetzung fur die Fertilitdtsfunktion des Sper-

miums darstellt.
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4.3 Die Neutrale Endopeptidase (NEP) in der KD

Die NEP wird in zahlreichen Geweben exprimiert. lhre Funktion ist abhangig von ih-
rer Lokalisation. Neben verschiedenen Neuropeptiden wie Bombesin, Calzitonin,
Bradykinin oder Neurotensin zahlt auch der vasokonstriktive Faktor Endothelinl zu
den Substraten der NEP. Endothelinl gehort zu den Proteinen des humanen Semi-
nalplasmas und wird von einigen Prostatakarzinomzelllinien erzeugt. Zudem ist die
NEP Bestandteil humaner Prostasomen bzw. des humanen Prostatasekretes (Ren-
neberg et al., 2001). Eine besondere Bedeutung kommt der NEP in Prostatakarzi-
nomzelllinien zu. Papandreou et al. (1998) untersuchten die Expression der NEP in
androgenabhangigen sowie androgenunabhéngigen Prostatakarzinomzelllinien. Da-
bei zeigte sich, dass ausschlief3lich die androgenabhangigen Zelllinien hohe NEP-
MRNA-Spiegel aufwiesen, woraus die Theorie abgeleitet wurde, dass hochmaligne
Zelllinien moglicherweise eine verminderte NEP-Expression bzw. Aktivitat aufweisen.
Diese Ergebnisse werden von neueren Untersuchungen von Sumitomo et al.
(2000a) unterstutzt, die zeigen konnten, dass eine fehlende NEP-Expression mit ei-
ner gesteigerten Migration der Prostatakarzinomzellen einhergeht. Zudem wird die

phorbolester-induzierte Apoptose durch die NEP gefdrdert (Sumitomo et al., 2000b).

Durch RT-PCR konnte die mRNA-Expression der NEP in KD und KDE-Zellen nach-
gewiesen werden (s. Abb. 32). Der Nachweis des NEP-Proteins durch Western Blot-
Analyse bzw. durch Enzymaktivitatsassays gelang dagegen nicht (ohne Abb.). M6g-
licherweise wurde das Protein in so geringer Menge translatiert, dass beide verwen-
deten Methoden nicht sensitiv genug waren. Denkbar wéare auch, dass Uberhaupt
keine Translation der vorhandenen mRNA stattfand. Ronco et al. (1988) dagegen
beschrieben eine ubiquitare Verteilung der NEP durch immunhistochemische Unter-
suchungen in verschiedenen Organen der Ratte, darunter in Prostata sowie in Blas-

chendrise.

Wie Shipp et al. (1991) vermuteten, liegt die Funktion der NEP in benignen Prosta-
taepithelzellen vermutlich in der Reduktion der lokalen Konzentration von Neuropep-
tiden. Neuropeptide in der Prostata werden von den neuroendokrinen Zellen des
Prostataepithels synthetisiert und besitzen dem Anschein nach eine Funktion in der

Signaltransduktion.
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4.4 Identifizierung weiterer apikaler Proteine

Zusatzlich zum Nachweis von Plasmamembranproteinen, die schon fur die Prosta-
somenmembran beschrieben worden waren, sollte versucht werden, weitere apikale
Membranproteine zu isolieren.

Die fur die oben beschriebenen Untersuchungen verwendeten Mikrosomen enthiel-
ten ein Gemisch von apikalen und baso-lateralen Plasmamembranen sowie Memb-
ranen des ERs. Um weitere Membranproteine in der apikalen Plasmamembran zu
identifizieren, sollte daher versucht werden, apikale Membranen von baso-lateralen
bzw. Membranen des ERs zu trennen.

Zur Isolierung apikaler Plasmamembranen aus primaren KDE-Zellen wurden zwei
Methoden durchgefuhrt. Die apikalen Membranproteine wurden zuvor mit Biotin mar-
kiert, um sie wahrend der Aufarbeitung verfolgen zu kénnen.

Mit Methode A (modifiziert nach Ellis et al., 1992) wurde zunachst ein Zellge-
samthomogenat durch differentielle Zentrifugation vorgereinigt. Die daraus resultie-
rende Membranfraktion enthielt neben der erwinschten Plasmamembranfraktion
auch Membranen der Zellorganellen (Ford & Graham, 1991), die durch einen drei-
stufigen Saccharosegradienten (30 %, 35 %, 45 % Saccharose w/w) voneinander
getrennt wurden (s. Abb. 33A). Die anschieRende Dot Blot-Analyse zeigte, dass die
biotinylierten Plasmamembranproteine in der 30 %igen Saccharosefraktion angerei-
chert worden waren (s. Abb. 33B). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu Ellis et
al. (1992), die apikale Plasmamembranen aus Caco-2-Zellen in der Interphase zwi-
schen 35 %iger und 45 %iger Saccharose nachwiesen. Dies ist mdglicherweise in
der unterschiedlichen Verteilung von Proteinen in den Plasmamembranen begrin-
det, die durch die unterschiedliche Funktion beider Membranen bedingt wird (KD-
Epithel: Sekretion; Kolonepithel: Aufnahme von Substanzen). Tietz et al. (1995) da-
gegen identifizierten bei einer Praparation apikaler und baso-lateraler Plasma-
membranen aus Cholangiozyten die apikale Fraktion in der Interphase zwischen
31 %iger und 34 %iger Saccharose, wogegen die baso-laterale Fraktion in der Inter-
phase zwischen 34 %iger und 38 %iger Saccharose zu finden war.

Die Auftrennung der fraktionierten Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese ergab,
dass die Anzahl der Proteinbanden im Vergleich zum Gesamthomogenat stark ver-
mindert war, was auf eine hohe Reinheit der isolierten Membranen hinweist. Die
Ausbeute war jedoch auch bei vergro3erten Ausgangsmengen sehr gering, so dass

sich diese Methode als unpraktikabel erwies.
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Methode B, eine MgCl,-Prazipitationsmethode nach Smith & Nothnick (1997), basiert
auf der unterschiedlichen Glykosylierung von Membranproteinen apikaler und basa-
ler Membranen mit Sialylsdure. Durch Zugabe von MgCl, wurden sialylsaurereiche
Membranen von solchen mit geringem Sialylsauregehalt separiert, da letztere aggre-
gierten und durch Zentrifugation abgetrennt werden konnten. Mit dieser Methode
wurde das Bandenspektrum der isolierten Membranproteine im SDS-Gel im Ver-
gleich zum Gesamthomogenat weniger stark reduziert als mit Methode A, d.h. die
gewonnenen Membranproteine enthielten vermutlich noch Verunreinigungen durch
Nicht-Membranproteine (s. Abb. 34). Da die apikalen Membranproteine mit Biotin
markiert waren, wurde die erhaltene Membranfraktion zur weiteren Aufreinigung an
streptavidin-gekoppelte Dynabeads gebunden. Im Anschluss konnte im Western Blot
mit Streptavidin-POX-Konjugat Proteinbanden detektiert werden (s. Abb. 35B), von
denen sechs Proteinbanden von 200, 116, 97, 95, 50 und 40 kDa nach Auftrennung
auf einem SDS-Gel und Transfer auf eine PVDF-Membran N-terminal ansequenziert
wurden (s. Abb. 35C). Von den sechs Proteinen wurden drei Proteine identifiziert:
Hsp-90 (97 kDa), Aktin (45 kDa) sowie Annexin Il (38,5 kDa). Keines dieser drei
identifizierten Proteine ist ein charakteristisches Membranprotein, sondern es han-
delt sich um membran-assoziierte Proteine. Da es sich bei der SDS-
Gelelektrophorese um ein eindimensionales Verfahren handelt, ist es denkbar, dass
biotinylierte Membranproteine von den o0.g. membran-assoziierten nicht-biotin-
markierten Proteinen mit identischen MG Uberlagert wurden. Auch haben Membran-
proteine im Gegensatz zu z. B. den Strukturproteinen einen relativ geringen Anteil
am Gesamtprotein einer Zelle, z.B. PMCA (0,1-0,2 % am Gesamtprotein), so dass
die Sequenzierung des im Uberschuss vorliegenden Proteins wahrscheinlich ist. Zur
weiteren Trennung von Proteinen mit identischem MG misste daher eine zwei-D-
Gelelektrophorese durchgefuhrt werden.

Ein weiteres Problem liegt darin begriindet, dass 70 % aller Proteine N-terminal blo-
ckiert vorliegen, so dass keine Sequenzierung des N-Terminus mdoglich ist

(Lottspeich, 1998). Dies konnte auch auf die hier ausgewéhlten Proteine zutreffen.
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4.5 Caveolin-1 und die apokrine Sekretion/Ektozytose

Die an alternativen Exportwegen beteiligten Prostasomen sowie Ektozytosevesikel
besitzen ein besonderes Lipidspektrum mit hohem Cholesterol- und Phospholipidan-
teil (Arvidson et al., 1989; Stein & Luzio, 1991; Carlini et al., 1997; Arienti et al.,
1998a). Es ist denkbar, dass dies auch auf die apokrin sezernierten Aposomen zu-
trifft. Eine besondere Lipidzusammensetzung ist abgesehen von Caveolin ein weite-
res Charakteristikum der Caveolae. Schnitzer et al. (1995) konnten aul3erdem eine
Anreicherung von PMCA in Caveolae aufzeigen. Aufgrund dessen wurde untersucht,

ob auch Caveolin mit den Aposomen aus der KDE-Zelle geschleust wird.

45.1 Lokalisation von Caveolin-1 in KDE-Zellen und in KD-Gewebe

Caveolin-1a ist das in den Caveolae hauptséchlich vorhandene Caveolin. Mittels RT-
PCR wurde die mRNA-Expression von Caveolin-1a zunachst in KDE-Zellen und der
KD belegt (s. Abb. 36). Eine weitere Splicevariante ist Caveolin-1f, die sich am N-
Terminus von Caveolin-1la unterscheidet. Neuere Untersuchungen weisen jedoch
darauf hin, dass es sich um verschiedene mRNAs handelt (Kogo & Fujimoto, 2000).
Die anschlieRende Western Blot-Analyse bestétigte diese Ergebnisse, indem Caveo-
lin in Mikrosomen von KDE-Zellen, KD und auch im KD-Sekret detektiert werden
konnte (s. Abb. 37). Im KD-Sekret war dabei neben der erwarteten Bande in Hohe
von 22 kDa (Conrad et al., 1995) eine weitere Bande in Hohe von etwa 45 kDa zu
erkennen. Vermutlich handelte es sich hierbei um ein Aggregat Caveolins. Eine weli-
tere Moglichkeit wére, dass es sich um ein detergenzienresistentes Homo-Oligomer
Caveolins handelt, wie es Monier et al. (1995) und Sargiacomo et al. (1995) bereits
beschrieben. AnschieRende Immunfluoreszenzuntersuchungen sollten tber die Lo-
kalisation von Caveolin in KDE-Zellen und in KD-Gewebe Aufschluss geben. Dabei
konnte gezeigt werden, dass Caveolin besonders im Stroma nachzuweisen war (s.
Abb. 38). Die Epithelzellen wiesen dagegen ein nur schwaches inhomogenes Caveo-
linsignal auf.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen verschiedener Autoren, die
beschreiben, dass Caveolin in einigen Zelltypen in besonders hohem Ausmal vor-
kommt. Dazu gehoéren neben Fibroblasten, Adipozyten, glatte Muskelzellen, gestreif-

te Muskulatur, Endothelzellen und Typl-Pneumozyten (Palade, 1953; Napolitano,
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1963; Mobley & Eisenberg, 1975; Gabella, 1976; Gil, 1983). Epithelzellen dagegen
werden nicht als caveolin-reich beschrieben.

Auch Untersuchungen an KDE-Zellen zeigten die inhomogene Verteilung Caveolins.
Das Protein war besonders im Bereich um die Nuklei granular zu finden (s. Abb. 39).
Im Fluoreszenzmikroskop ist nicht zu erkennen, ob es sich dabei um das Trans-Golgi
Netzwerk oder die apikalen Membranen handelt. Eine deutliche Farbung der latera-
len Plasmamembran war ebenfalls nicht zu erkennen. Um prézisere Aussagen zu
der Lokalisation von Caveolin in der Plasmamembran der KDE-Zellen zu ermdgli-
chen, musste ein immunologischer Nachweis des Proteins durch Immunelektronen-

mikroskopie oder Laserscanningmikroskopie erfolgen.

45.2 Mogliche Funktionen Caveolins

Caveolae werden eine Reihe von Funktionen zugeschrieben. Darunter die Beteili-
gung an zahlreichen vesikularen Transportprozessen wie Endozytose, Transzytose
und Pinozytose (Razani et al., 2002). Diese Funktion ware auch in KD-Epithelzellen
denkbar.

Da Caveolin zusatzlich in ausgetropftem KD-Sekret nachgewiesen werden konnte,
konnte dies auf eine zusatzliche Beteiligung von Caveolae an der apokrinen Sekre-
tion hinweisen.

Wie zuvor bereits erwahnt, verfiigen Ektozytosevesikel wie auch Prostasomen Uber
ein besonderes Lipidspektrum mit hohen Cholesterin- und Sphingolipidanteilen. Die
Anwesenheit dieses Lipidmusters in den Aposomen wirde eine Beteiligung von Ca-
veolae an diesem Transportprozess ebenfalls unterstitzen. Verschiedene Autoren
postulierten aul3erdem die Bindung von Caveolin-1 an die Hauptbestandteile der Ca-
veolae, namlich an Cholesterin und Sphingolipiden (Fra et al., 1995; Murata et al.,
1995; Thiele et al., 2000). Gleichzeitig wird eine hohe Affinitdt von Cholesterin zu
Caveolin-1 beschrieben, so dass sogar in Anwesenheit starker Detergenzien die

Bindung an Caveolin erhalten bleibt (Murata et al., 1995).

Aufgrund der Anwesenheit von PMCA und IPs-regulierten Ca**-Kanalen in diesen
Strukturen vermutete Anderson (1993) eine Rolle der Caveolae als intrazelluléare
Ca”"-Speicher. Die apikale Verteilung der PMCAs in den Epithelzellen der KD lassen

eine ahnliche Funktion der Caveolae im KD-Epithel vermuten.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

In der Koagulationsdriise (KD) der Ratte findet ein alternativer Exportmechanismus
zur merokrinen Sekretion statt, die apokrine Sekretion. Proteine, die kein N-
terminales Signalpeptid fur die Translokation in das endoplasmatische Retikulum
(ER) besitzen, werden von den KD-Epithelzellen (KDE-Zellen) an zytoplasmatischen
Polyribosomen translatiert und in sog. Aposomen, die aus der apikalen Plasma-
membran entstehen, aus der Zelle ausgeschleust. Bislang ist nicht bekannt, welche
Proteine Bestandteil der apikalen Plasmamembran sind und ob diese in die Aposo-
men integriert werden. Die humane Prostata exportiert tber einen ebenfalls alterna-
tiven Exportmechanismus Proteine mittels sog. Prostasomen. Einige dieser Prosta-
somenproteine, darunter eine Ca”*-ATPase (PMCA), eine Alkalische Phosphatase
(AP) und eine Neutrale Endopeptidase (NEP), sind bereits bekannt. Das zentrale
Anliegen dieser Arbeit bestand in der Identifizierung von Proteinen der apikalen KD-
Epithel- bzw. der Aposomenmembran. Dazu sollten (1) Proteine, die bereits in den
Prostasomen nachgewiesen wurden, auf ihr Vorkommen im apikalen KD-Epithel und
den Aposomen Uberprift werden und (2) apikale Plasmamembranen aus KDE-
Zellen isoliert und weitere apikale Proteine identifiziert werden.

Im KD-Epithel und in den Aposomen konnten eine Mgz+-abhéngige und eine Mgz+-
unabhangige Ca’*-ATPase sowie einer AP identifiziert werden. Die Expression der
NEP konnte durch Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) nur
auf der Ebene der messenger Ribonukleinsdure (MRNA) gezeigt werden. Im Einzel-
nen wurden folgende Ergebnisse erzielt: Die mRNA der Plasmamembran-Ca**-
ATPase (PMCA) der Isoformen 1 und 4 konnte in KDE-Zellen und KD detektiert wer-
den. In Mikrosomenfraktionen aus KDE-Zellen und KD liel3en sich im Western Blot
die Proteine PMCA1l und PMCA4 nachweisen. PMCA1 konnte durch immunhisto-
chemische Methoden im apikalen und basalen Bereich der KDE-Zellen, in der apika-
len Membran des KD-Epithels und in Aposomen nachgewiesen werden. PMCA4
konnte nur schwach in den KDE-Zellen und vorwiegend im Stroma des KD-Gewebes
lokalisiert werden. Zusatzlich wurde die Mg”*-abhangige und Mg**-unabhéngige
Ca”"-ATPase-Aktivitat in Mikrosomen von KDE-Zellen, KD und in KD-Sekret, das die
Aposomen enthélt, bestimmt. Die Aktivitat war durch Calmodulin stimulierbar und
durch Trifluorperazin, Nifedipin und Verapamil konzentrationsabhangig hemmbar.
Nach Ultrazentrifugation des KD-Sekretes war die Enzymaktivitat auf das Pellet be-

schrankt, was auf die Membranstandigkeit (Aposomen) des Enzyms schlie3en lasst.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Gen- und Proteinexpression der PMCA andro-
genabhangig reguliert wird. Auf Gewebeschnitten der KD von kastrierten Tieren liel3
sich PMCAL im Gegensatz zum Kontrolltier nicht in der apikalen Plasmamembran
bzw. den Aposomen detektieren. Versuche zur Stimulation von KDE-Zellen mit Di-
hydrotestosteron (DHT) in Konzentrationen von 10°® bis 10° M fiihrten tendenziell zu
einer erhdhten Transkriptionsrate der PMCA1-mRNA, wogegen DHT auf die
PMCA4-mRNA-Menge keinen sichtbaren Effekt zeigte. Die Aktivitat der Mg2+-
abhéangigen und Mgz+-unabhangigen Ca”*-ATPase wurde bei einer mittleren DHT-
Konzentration von 10”7 M am starksten gesteigert.

In Mikrosomen aus KDE-Zellen, KD und in KD-Sekret wurde ebenfalls eine AP-
Aktivitat detektiert. Nach Ultrazentrifugation des KD-Sekretes war die AP-Aktivitat
nicht auf die Membranfraktion beschrankt, sondern die AP lag zu 50 % gel6st und zu
50 % membrangebunden im Sekret vor. Histochemische Untersuchungen lokalisier-
ten die AP-Aktivitat auf KDE-Zellen und an Gewebeschnitten hauptsachlich auf der
basalen und vereinzelt auf der apikalen Seite des KD-Epithels. Durch Untersuchun-
gen der Hitzestabilitdt des Enzyms und durch anschlieRende RT-PCR wurde die ge-
webeunspezifische Isoform der AP identifiziert und bestétigt. Stimulationsversuche
mit DHT lieRen keine eindeutige Aussage Uber die Androgenabhéngigkeit der AP in
den KDE-Zellen zu.

Um weitere apikale Membranproteine des KD-Epithels zu identifizieren und aus
KDE-Zellen zu isolieren, wurden zwei Methoden angewandt: Methode A, eine diffe-
rentielle Zentrifugation mit anschliel3ender Aufreinigung Uber eine Saccharosegra-
dienten und Methode B, einer MgCl,-Praparationsmethode. Die durch Methode A
erhaltene Plasmamembranfraktion wies einen hohen Reinheitsgrad auf, besal} je-
doch eine aulierst geringe Ausbeute. Methode B dagegen fuhrte zu einer héheren
Ausbeute an Plasmamembranen, mit verminderter Reinheit. Diese Membranproteine
wurden dennoch in einem praparativen Gel aufgetrennt, Proteinbanden in der GroR3e
von 40 bis 200 kDa ausgeschnitten und N-terminal ansequenziert. Hierbei konnten
drei Polypeptide (Aktin, Annexin Il und Hsp 90) identifiziert werden. Bei keinem die-
ser drei Proteine handelte es sich jedoch um ein klassisches membranintegriertes
Protein, vielmehr sind sie nur assoziiert.

Aufgrund der Anreicherung von PMCA in Caveolae und deren besonderer Lipidzu-
sammensetzung, die u.a. auch Prostasomen aufweisen, wurde die Expression von

Caveolin, einem Markerprotein fur Caveolae, in KDE-Zellen und KD-Gewebe unter-
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sucht. Die mMRNA-Expression von Caveolin-13 wurde in KDE-Zellen und in der KD
nachgewiesen. Zusatzlich konnte Caveolin-1 in Mikrosomen aus KDE-Zellen, KD
und in KD-Sekret im Western Blot detektiert werden.

Das zentrale Anliegen dieser Arbeit, Proteine zu identifizieren, die sowohl Bestandteil
des apikalen KD-Epithels als auch der Aposomenmembran sind, konnte teilweise
erreicht werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass PMCA1 sowohl im apika-
len KD-Epithel als auch in den Aposomen nachzuweisen ist. Die Untersuchungen zur
AP weisen auf einen Export des Enzyms aus den KDE-Zellen sowohl an Aposomen
gebunden als auch in freier Form hin. Eine endgiltige Aussage zur Lokalisation des
Enzyms in den KDE-Zellen bzw. den Aposomen war jedoch mangels eines spezifi-
schen Antikérpers nicht mdglich. Caveolin-1 konnte weder im apikalen KD-Epithel

noch in den Aposomenmembranen identifiziert werden.
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