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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Pemphigus vulgaris

Bei Pemphigus vulgaris handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung (Stanley &
Amagai, 2006). Diese gehort zu den blasenbildenden Erkrankungen, die sich sowohl auf
der duBeren Haut als auch auf den Schleimhiuten manifestieren kdnnen (Bystryn &
Rudolph, 2005). Man unterscheidet prinzipiell zwei Hauptformen: Pemphigus foliaceus
und Pemphigus vulgaris (Joly & Litrowski, 2011). Daneben existieren Sonderformen, wie
zum Beispiel der paraneoplastische Pemphigus (Kim & Kim, 2019).

Beim Pemphigus foliaceus richten sich die Autoantikorper hauptsidchlich gegen das
Desmoglein 1 (Dsgl), eines der Strukturproteine der Desmosomen, die eher in den oberen
Hautschichten zu finden sind (Hashimoto et al., 1990). Bei einem solchen
Autoantikorpernachweis findet die Blasenbildung rein epidermal statt und nicht mukosal,
damit ergibt sich ein bedeutender Unterschied zwischen Pemphigus foliaceus und
vulgaris (Amagai et al., 1999). Damit findet auch die Auflosung des Epithelverbandes
iiberwiegend in den oberen Hautschichten statt. Dagegen sind die Autoantikdrper beim
Pemphigus vulgaris sowohl gegen Desmoglein 1 als auch gegen Desmoglein 3 (Dsg3)
gerichtet (Amagai et al., 1991; Eyre & Stanley, 1988; Koch et al., 1990; Stanley et al.,
1984). Innerhalb dieser Klassifikation wird beim Pemphigus wvulgaris noch ein
sogenannter mukosa-dominanter Typ definiert. Bei diesem Typus kommt es
hauptséchlich zur Bildung von Antikorpern gegen Dsg3, es sind jedoch keine gegen Dsgl
nachweisbar. Da Dsg3 vorwiegend in den basalen Schichten der Haut vorkommt, erfolgt
daher auch die Auflosung der Hautschichten ebenda. Beim mukosal-kutanem Typus
konnen beide Autoantikdrper, sowohl gegen Dsgl als auch Dsg3, nachgewiesen werden
(Amagai et al., 1999).

Pemphigus vulgaris stellt dabei auch den gréeren Anteil der beiden Hauptformen in der
Bevolkerung dar (Bastuji-Garin et al., 1995). Die Inzidenz dieser Erkrankung liegt bei
0,1 bis 0,2 Fillen pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Hahn-Ristic et al., 2002). Damit
gehort Pemphigus vulgaris laut Definition zu den seltenen Erkrankungen in Europa. Eine
genetische Pridisposition kann nicht ausgeschlossen werden, da festgestellt wurde, dass
die Inzidenzrate innerhalb der jiidischen Bevolkerung um das 3,5-fache hoher war als die

Inzidenzrate der arabischen Bevolkerung Israels (Kridin, 2018).



Einleitung 2

Der Pathomechanismus ist in der Autoimmunreaktion durch die jeweiligen Antikdrper zu
erkliren. Sie gehdren hauptsdchlich zum Typ IgG4, auch PV-IgG genannt, die
hauptséchlich an extrazellulire Komponenten von desmosomalen Cadherinen binden
(Amagai et al., 1991). Zu dem genauen Mechanismus, welcher zwischen dem IgG und
dem Cadbherin stattfindet und damit zur Auflosung der Adhésion von Keratinozyten fiihrt,
bestehen zwei Haupthypothesen. In der ersten Hypothese wird angenommen, dass es zu
einer sterischen Hinderung der Cadherin-Cadherin-Verkniipfung durch gebundene PV-
IgG kommt (Futei et al., 2000). Die zweite Hypothese geht stattdessen davon aus, dass
eine Signalkaskade durch die Bindung von PV-IgG an die Cadherine ausgelost wird
(Heupel et al., 2008). In neueren Studien wird davon ausgegangen, dass beide Hypothesen
in einer Kombination zum Krankheitsbild des Pemphigus vulgaris fiihren (Furue &
Kadono, 2017; Saito et al., 2012; Sharma et al., 2007).

Es wurde gezeigt, dass die p38-mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK) und die
Sarkoma-assoziierte Kinase (Src) nach der Bindung von PV-IgG phosphoryliert werden
und damit Teil der Signalkaskade sind, die PV-IgG initiiert. Dies gilt vor allem fiir die
mukosale Form des Pemphigus vulgaris. Hier konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
von Src eine protektive Wirkung auf den durch Autoantikdrper induzierten
Adhasionsverlust von Keratinozyten hat (Kugelmann et al., 2019). Bei der mukosal-
kutanen Form spielen dariiber hinaus noch die extrazelluldre Signal-regulierte Kinase
(Erk) und die durch Calcium aktivierte Proteinkinase C (PKC) eine Rolle (Walter et al.,
2017). Die genaue Bedeutung der einzelnen Signalwege fiir den Pathomechanismus ist
Gegenstand aktueller Forschung. Weitere Signalwege, die moglicherweise eine Rolle
spielen konnen, sind zum einen der Acetylcholin-Rezeptor Signalweg (Chernyavsky et
al., 2008) oder zum anderen die Antikdrper-induzierte Apoptose (Wang et al., 2004).
Beide Signalwege kdnnen zumindest modulierende Eigenschaften auf die Bindung von
PV-IgG an den Cadherinen haben. Im Ergebnis kommt es zur sogenannten Akantholyse,
einer Auflosung des Epithelverbands ausgehend vom Stratum spinosum im Falle der
Epidermis bzw. vom Stratum intermedium im Falle der Mukosa.

Dabei nimmt man an, dass die Dissoziation der Desmosomen in drei Phasen verlduft.
Zunichst bindet der IgG-Antikorper an Dsg3, darauthin ist eine lineare Anordnung von
Dsg3 und anderen desmosomalen Komponenten orthogonal zu den Zellkontakten zu
erkennen. Darauthin kommt es zu einer raschen Internalisierung Dsg3. Der letzte Schritt

beinhaltet die vollstindige Auflosung des Zell-Zell-Kontaktes. Es konnte jedoch auch
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gezeigt werden, dass dieser Vorgang durch eine Uberexpression von Dsg3 nach
Virustransduktion reversibel ist (Jennings et al., 2011).

Neben diesem 3-Phasen-Modell besteht auch die Wahrscheinlichkeit, dass es nach einer
Bindung der IgG-Antikdrper an Dsg3 zu einer einfachen Endozytose des Dsg3 (wie im
3-Phasen-Modell) kommt, und dieses direkt lysosomal abgebaut wird (Calkins et al.,
2006). Diese Endozytose findet Clathrin- und Dynamin-unabhéngig statt, dafiir spielen
hier aber Cholesterin und damit die sogenannten ,,lipid rafts* eine tragende Rolle (Delva
et al., 2008). Die Unabhingigkeit von Dynamin in diesem Zusammenhang ist jedoch
durchaus in Frage zu stellen, da der Nachweis anhand der Dynamin-2 Mutante ,,K44A*
erfolgte, und diese heute nicht mehr als ausreichender Beweis fiir eine Dynamin-
Unabhingigkeit eingestuft wird (Mettlen et al., 2018). Dariiber hinaus wurde sogar
gezeigt, dass eine Inhibierung der Dynamin-abhidngigen Endozytose eine erhdhte Menge
an Dsg3 an der Plasmamembran induziert und dadurch zu einer Verbesserung der
Morphologie von Desmosomen fiihrt (V6llner et al., 2016). Der Vorgang der Endozytose
von Dsg3 wird dartiber hinaus durch die p38 MAP Kinase reguliert, indem sie die Rab5-
Proteine und dessen Effektoren beeinflusst (Jolly et al., 2010). Die Rab5-Proteine spielen

eine tragende Rolle in der Endozytose zahlreicher Rezeptoren (Cavalli et al., 2001).

1.2 Desmosomen

Desmosomen, auch Maculae adhaerentes genannt, gehdren mit der Zonula adhaerens und
der Zonula occludens (auch: tight junction) zu den interzelluldren Haftkontakten, die
einen mechanischen Verbund zwischen Zellen ermoglichen (Liillmann-Rauch, 2019). Sie
selbst haben eine tragende Rolle im Rahmen der Zell-Zell-Adhésion in Geweben, die
hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt sind (Getsios et al., 2004). Die historische
Entdeckung der Desmosomen geht auf den italienischen Pathologen Giulio Bizzozero
(1846-1901) zuriick. Der Terminus ,,Desmosom® wurde allerdings 1920 von Josef
Schaffer geprégt und leitet sich dabei aus dem Griechischen von ,,desmos* fiir Band oder
Fessel und von ,,soma* fiir Korper ab (Culkins & Setzer, 2007).

Im einschichtigen Plattenepithel sind Desmosomen fiir die laterale Verkniipfung
zustindig, wihrend sie im mehrschichtigen Plattenepithel die Zellen in alle Richtungen
untereinander verkniipfen. Abgesehen davon sind sie im Myokard und in

Meningealzellen der weichen Hirnhaut zu finden (Liillmann-Rauch, 2019).
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1.2.1 Struktur der Desmosomen

Desmosomen verfiigen iiber eine besondere strukturelle Aufteilung in drei Zonen, die
morphologisch voneinander zu differenzieren sind: Die extrazelluldre Kernzone sowie
eine innere und eine dullere Verdichtungszone, die sich jeweils intrazelluldr befinden.

(Kowalczyk et al., 1994).

extrazellular intrazellular

extrazelluldre dulBere

. innere Verdichtungszon
Kernzone Verdichtungszone g €

Desmoglein

Desmoplakin

Desmocollin

Plakoglobin

Intermediarfilamente

Plasmamembran

Abbildung 1: Feinstruktur des Desmosoms.

Die desmosomalen Cadherine, Desmogleine und Desmocolline, ragen transmembrandr von der
extrazelluldren Kernzone in die intrazelluldre duBere Verdichtungszone und binden iiber ihre Intracellular
Cadherin-like sequence (ICS) Armadillo-Proteine wie Plakophilin und Plakoglobin. Letztere kniipfen
wiederum an Plakine, wie Desmoplakin, das eine Verbindung zwischen &uflerer und innerer
Verdichtungszone vermittelt. Dieses bindet am N-Terminus die Armadillo-Proteine und am C-Terminus

die Intermediérfilamente, wodurch eine Verbindung zum Zytoskelett geschaffen wird.

Die transmembrandren Glykoproteine bilden dabei die Bestandteile der extrazelluldren
Kernzone und ragen bis in die duBlere Verdichtungszone. Sie interagieren innerhalb der
extrazelluldren Kernzone mit anderen transmembranédren Glykoproteinen. Im Falle des
Desmosoms sind jene Glykoproteine die Desmogleine und die Desmocolline. Sie gehoren
zur Superfamilie der Cadherine, die eine Gruppe von calciumabhdngigen
Adhésionsproteinen bilden (Garrod & Chidgey, 2008).

Es existieren drei verschiedene Gene fiir die Desmocolline (Dsc 1-3), wobei durch

alternatives Spleilen jeweils zwei Isoformen (Dsc a und b) entstehen. Desmoglein
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hingegen hat vier Iso-formen (Dsg 1-4), die auf vier verschiedenen Genen codiert sind
(Collins et al.,, 1991; Green & Simpson, 2007; Parker et al., 1991). Beide
Glykoproteinfamilien verfiigen iiber vier hochkonservierte Cadherin-Dominen, eine
variable extrazellulire Ankerdoméne sowie eine intrazelluldire Ankerdoméne
(Troyanovsky et al., 1994). Manipulationen der Expression von desmosomalen
Cadherinen wie Dsgl fithren zu schwerwiegenden Storungen der Gewebshomoostase
(Merritt et al., 2002; Polivka et al., 2018; Totsuka et al., 2017). Ein klassisches Beispiel
fiir eine solche Storung wurde mit dem Krankheitsbild des Pemphigus vulgaris bereits
erlautert.

Weitergehend haben die Desmocollin a-Isoformen und die Desmogleine eine
intrazelluldre Cadherin-dhnliche Sequenz (ICS) gemeinsam (Troyanovsky et al., 1993).
Diese ICS ist in der Lage Plakoglobin, einen Vertreter der Armadillo-Protein-Familie, zu
binden und spielt damit eine tragende Rolle in der Funktion von Desmosomen (Mathur
et al., 1994). Den Desmocollin b-Isoformen hingegen fehlt diese Doméne. Beide
Desmocollin-Typen werden gleichermallen produziert. Die Funktion des Desmocollin b
ist weitestgehend ungeklart (Goonesinghe et al., 2012).

Neben der bereits erwihnten ICS beinhalten die Desmogleine eine intrazelluldre prolin-
reiche Verbindungsdomine (IPL) und dariiber hinaus noch sogenannte ,repeat unit
domains“ (RUDs). Anhand letzterer lassen sich die Isoformen der Desmogleine
folgendermallen bestimmen: Dsgl beinhaltet fiinf repeats, Dsg2 sechs, Dsg3 zwei und
Dsg4 drei. Am Ende der Proteinsequenz befindet sich bei allen Desmogleinen noch eine

terminale Domédne (DTD) (Garrod & Chidgey, 2008; Holthofer et al., 2007).
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ICS Desmocollin a

7
EA JTMC 1A )
N
@ Desmocollin b

EA IVl IA_)XCTICS Desmoglein
RUD

extrazellular Plasmamembran intrazellular

Abbildung 2: Sequenzstruktur der Desmocolline und der Desmogleine.

Desmocolline und Desmogleine teilen sich die Gemeinsamkeit der vier extrazelluldren Doménen (EZ1 bis
EZ4), sowie einer extrazelluliren Ankerdoméne (EA), einer transmembrandren Doméne (TM) und einer
intrazelluldren Ankerdoméne (IA). Wéahrend Desmocollin a-Isoformen und Desmogleine eine intrazellulire
Cadherin-dhnliche Sequenz (ICS) beinhalten, verfiigen Desmocollin b-Isoformen nicht dariiber.
Desmogleine besitzen eine intrazelluldre Prolin-reiche Sequenz, eine variable Zahl an ,repeat unit
domains“ (RUD) und eine terminale Doméne (DTD). Anhand der RUD lésst sich die Isoform wie folgt
erkennen: Dsgl: 5, Dsg2: 6, Dsg3: 2, Dsg4: 3.

Die duflere Verdichtungszone besteht neben den hereinragenden Enden der Desmocolline
und Desmogleine vor allem aus Proteinen der Armadillo-Familie, die an die genannten
Cadherine binden (Garrod & Chidgey, 2008; Kowalczyk et al., 1994). Zu den Armadillo-
Proteinen, die auch auflerhalb von Desmosomen auftreten gehoren, abgesehen von dem
bereits erwihnten Plakoglobin, auch y-Catenin genannt, das f-Catenin, das p120-Catenin,
p0071, ARVC, d-Catenin und die Plakophiline 1 bis 3 (Hatzfeld, 2005, 2007). Alle
Armadillo-Proteine sind durch das Vorkommen einer zentralen Domine aus 42
Aminoséduren charakterisiert (Peifer et al., 1992). Das Plakoglobin stellt einen besonders
wichtigen Faktor fiir die Funktion von Desmosomen dar, da es direkt an Desmocollin und
Desmoglein bzw. Cadherine im Allgemeinen binden kann (Witcher et al., 1996). Es
kommt am héufigsten in Desmosomen vor, ist jedoch auch in Adhédrenzkontakten zu
finden (Chitaev et al., 1996).

Dariiber hinaus konnen Armadillo-Proteine Bindungsstellen fiir Desmoplakin und
Keratinfilamente darstellen (Kowalczyk et al., 1999). Eine weitere Funktion ist ihre
Beteiligung an der Signaltransduktion, hier seien besonders B-Catenin und y-Catenin
erwdhnt, die als Transkriptionsfaktoren fungieren kénnen (Swope et al., 2013). B-Catenin

und y-Catenin interagieren auch mit Flotillinen und Plakoglobin (Kurrle et al., 2013).
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Die innere Verdichtungszone besteht aus Proteinen der Plakin-Familie, welche die
Bindung zwischen den Intermedidrfilamenten, vor allem Keratin- und
Vimentinfilamenten, des Zytoskeletts und der dufleren Verdichtungszone vermitteln
(Bornslaeger et al., 1996; Green et al., 1992). Der wichtigste Vertreter dieser Familie ist
das Desmoplakin, das in der Lage dazu ist, mit Plakoglobin und anderen Armadillo-
Proteinen zu interagieren (Garrod & Chidgey, 2008; Getsios et al., 2004; Kowalczyk et
al., 1994). Diese Proteine sind fiir die korrekte Funktion von Desmosomen essenziell
(Gallicano et al., 1998). Das Protein verfiigt ebenfalls iiber zwei Isoformen: Desmoplakin
1 und 2 (Green et al., 1992).

Am N-Terminus des Desmoplakins ist die Bindestelle fiir Plakoglobin und Plakophilin
zu finden (Bornslaeger et al., 2001; Cowin & Burke, 1996). Dagegen finden sich am C-
Terminus des Proteins drei Plakin-repeat Doménen (PRD), welche die Bindestelle fiir die
Intermedidrfilamente darstellen (Choi et al., 2002; Getsios et al., 2004; Yin & Green,
2004).

1.2.2 Funktion der Desmosomen

Die Funktionen der Desmosomen sind vielfaltig. So spielen die desmosomalen Cadherine
der Haftkontakte unter anderem wichtige Rollen in der Embryologie, dabei sind sie vor
allem fiir die Implantation unentbehrlich. Dariiber hinaus sind sie fiir das Wachstum der
embryonalen Stammzellen verantwortlich (Eshkind et al., 2002). Eine weitere Funktion
ist wiahrend der Embryogenese der Epidermis zu finden. Hier sind sie fiir die
Differenzierung von Keratinozyten zustindig (Hardman et al., 2005).

Neben den genannten Funktionen stehen die Desmosomen vorrangig fiir die Integritat
von verschiedenen Geweben und sorgen fiir eine entsprechende mechanische
Widerstandsfihigkeit (Getsios et al., 2004). Die Assemblierung und damit deren
Adhédsionsvermdgen ist calciumabhéngig. Der genaue Mechanismus dahinter wurde
bisher jedoch nicht vollstindig verstanden (Nekrasova & Green, 2013).

Fiir die fehlerfreie Funktion von Desmosomen im Rahmen der Zell-Zell-Adhésion ist
man der Meinung, dass sowohl Desmocolline als auch Desmogleine notwendig sind
(Delva et al., 2009; Owen & Stokes, 2010). Die Expression der beiden desmosomalen
Cadherine bzw. derer Isoformen ist jedoch ortsabhingig. So werden Dsg2 und Dsc2
prinzipiell ubiquitér in der Epidermis exprimiert, jedoch ist das Dsg2 zusammen mit dem

Dsg3 vor allem in den unteren Schichten der Epidermis zu finden. Dsgl wird dagegen
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vor allem in den oberen Schichten exprimiert. Dsg4 ist vor allem in Haarfollikeln bzw.
dem Stratum granulosum lokalisiert (Holthofer et al., 2007). Dieser Fakt ldsst die Theorie
zu, dass die unterschiedlichen desmosomalen Cadherine und ihre Kombinationen auch zu

unterschiedlichen Funktionen von Desmosomen in unterschiedlichen Geweben fiihren.

Bei den membranassoziierten desmosomalen Cadherinen werden zwei Pools
unterschieden. Zum einen der desmosomale bzw. junktionale Pool, der einen direkten
Bezug zu Intermedidrfilamenten hat, sowie der nicht-desmosomale Pool, der diesen
Bezug nicht hat. Beide Pools sind voneinander abhingig und befinden sich in stetem
Austausch (Windoffer et al., 2002). Dennoch weisen die Pools unterschiedliche
Eigenschaften bzgl. ihrer Loslichkeit auf. So ist der desmosomale Pool in Detergenzien
wie Triton X-100 nicht 16slich, wahrend der nicht-desmosomale Pool darin 16slich ist.

Dadurch ist auch eine Trennung der beiden Pools moglich (Stahley et al., 2014).

1.3 Flotilline

1.3.1 Aufbau der Flotilline

Die kleine Familie der Flotilline besteht aus dem Flotillin 1 und dem Flotillin 2. Diese
haben eine Ubereinstimmung von etwa 44 % in ihrer Proteinsequenz (Schulte et al.,
1997). Sie werden zu den zytosolischen Proteinen gerechnet, da sie entgegen fritherer
Publikationen keine transmembranidre Domine besitzen (Gkantiragas et al., 2001;
Morrow et al., 2002).

Strukturell sind prinzipiell zwei Dominen zu unterscheiden. Am N-Terminus der
Proteine ist eine sogenannte Prohibitin-Homologie-Domine zu finden. Diese wird auch
als ,,stomatin/prohibitin/flotillin/HfIK/C*“-Domaéne bezeichnet (Tavernarakis et al., 1999).
Dieser Abschnitt der Proteinsequenz besitzt phosphorylierbare Tyrosinreste, iiber dessen
Phosphorylierung eine Modulierung der Funktion der Flotilline erreicht wird (Kurrle et
al., 2012). Beispielsweise wird iiber die Phosphorylierung von Y160 im Flotl bzw. Y163
im Flot2 ein Einfluss auf die Endozytose genommen (Neumann-Giesen et al., 2007;
Riento et al., 2009).

Am C-Terminus findet sich die konservierte Flotillin-Doméne mit vielen Glutamat- und
Alanin-Wiederholungen (Bickel et al., 1997; Schroeder et al., 1994). Die Flotillin-

Doméne enthilt drei Coiled-Coil-Abschnitte mit der das Protein die Moglichkeit einer
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Oligomerisierung bekommt (Neumann-Giesen et al., 2004; Solis et al., 2007). Jene
Oligomerisierung spielt eine wichtige Rolle in der Funktion der Flotilline. So kommt es
zu einer Heterooligomerisierung im Rahmen der Endozytose von Flotillinen nach einer
Stimulation mittels EGF (Babuke et al., 2009). Sie ist jedoch auch eine Voraussetzung
fiir die Verankerung der Flotilline in der Plasmamembran (Solis et al., 2007).

Die Verankerung in der Plasmamembran kommt bei Flotillin 1 auf eine andere Art
zustande als es bei Flotillin 2 der Fall ist. Beide binden mit Fettsduren an die Membran,
diese unterscheiden sich jedoch. Flotillin 1 ist iiber einen Palmitylrest an Cys34 an den
Membrane Rafts verankert (Morrow et al., 2002). Flotillin 2 verfiigt dagegen iiber drei
Palmitylreste an Cys4, Cys19 und Cys20 und einen Myristylrest an Gly2, liber die es an
die Membrane Rafts binden kann (Neumann-Giesen et al., 2004). Neben der Acylierung
verfligen die Flotilline jedoch auch iiber die Mdglichkeit, iiber Cholesterin direkt an
Membrane Rafts zu kniipfen (Meister & Tikkanen, 2014).
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Abbildung 3: Flotilline.

A: Aufbau der Flotilline. Am N-Terminus ,prohibitin homology“-Doméne (PHB) bzw.
,,stomatin/prohibitin/flotillin/HfIK/C”-Domine (SPFH). Am C-Terminus die ,Flotillin“-Doméne.
Hervorgehoben in Griin bzw. Blau sind entsprechend die Myristyl- und Palmitylreste und die wichtigen
Stellen fiir eine modulierende Phosphorylierung (Y160 bzw. Y163).

B: Mikrodomaéne der Flotilline. Membrane Raft in blau dargestellt, der Rest der Plasmamembran in Rot.

Flotl und Flot2 als Oligomer iiber Myristyl- bzw. Palmitylreste an das Membrane Raft gebunden.

1.3.2 Funktion der Flotilline

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass Flotilline vielféltige Funktionen innehaben und
an verschiedenen Prozessen beteiligt sind. In ihrer Funktion sind beide Flotilline oft eng
miteinander verbunden, dennoch konnen sie sich durchaus in ihren individuellen

Funktionsprofilen untereinander unterscheiden.

So konnte nachgewiesen werden, dass Flotl einen wesentlichen Regulator im Signalweg

des Epidermal Growth Factor-Rezeptors (EGFR) darstellt. Es dient hierbei zum einen als
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strukturelles Gerlist und zum anderen als Verstirker des Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Signalwegs, der durch Aktivierung des EGF-Rezeptors induziert wird.
(Amaddii et al., 2012).

Im Rahmen dessen konnte ebenfalls eine Beteiligung von Flot2 nachgewiesen werden.
Dieses iibt einen Einfluss auf das Zytoskelett der Zellen aus, wobei es zu einer
strukturellen Umorganisierung von Aktinfilamenten fiihrt und damit eine Anpassung an
die bevorstehenden Wachstums- und Differenzierungsprozesse hervorruft (Neumann-
Giesen et al., 2004; Neumann-Giesen et al., 2007).

Beide Flotilline werden im Rahmen dieser Funktionen durch Src-Kinasen nach
Stimulation der Zelle mit EGF phosphoryliert. Die direkte Folge ist, dass sie
oligomerisieren und anschlieBend zum spédten Endosom transloziert werden. Die
Phosphorylierung von Tyr163 am Flot2 spielt in dieser Signalkaskade eine tragende Rolle
(Neumann-Giesen et al., 2007).

Im Zusammenhang mit diesen genannten Funktionen sind Flotilline auch an der
Zellmigration, Zell-Zell-Adhésion und an der Zell-Matrix-Adhésion beteiligt (Banning et
al., 2018). In welchem Ausmal} sie daran beteiligt sind, ist Gegenstand aktueller
Forschung und diente auch dieser Arbeit als Anlass.

Des Weiteren spielen Flotilline im Rahmen der Clathrin-vermittelten Endozytose eine
Rolle (Sorkina et al., 2013). Flot1 ist am endosomalen Transport beteiligt und interagiert
dabei mit den Endosomal Sorting Complex Required for Transport-Proteinen (ESCRT)
(Meister et al., 2014). Hierbei werden die Flotilline zwischen der Plasmamembran und
den Endosomen wiederverwertet. Sie sind auch an der Clusterbildung verschiedener
Transportmolekiile vor der eigentlichen Endozytose beteiligt. Hier seien vor allem das
Amyloid Precursor Protein (APP), der Dopamin-Transporter (DAT) und der EGFR
genannt (Amaddii et al., 2012; Schneider et al., 2008).

1.3.3 Lokalisation der Flotilline

Die Lokalisation der Flotilline unterliegt, wie bereits am Beispiel des EGFR-Signalwegs
gezeigt, vielen unterschiedlichen Regulationsmechanismen (Neumann-Giesen et al.,

2007). Dadurch ergeben sich unterschiedliche Lokalisationen von Flotillinen.

Beide Flotilline werden im Rahmen des MAPK-Signalwegs gleichmiBig in ihrer

Expression verstdrkt (Banning et al., 2012). Dieses Verhalten weist jedoch eine gewisse
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Asymmetrie auf. Wahrend die Expression von Flotl eine nachgewiesene Abhdngigkeit
von der Expression von Flot2 aufweist, ist andersherum kaum eine Abhdngigkeit
nachweisbar (Solis et al., 2007). Somit steigt mit der Menge an Flot2 ebenfalls der Gehalt
an Flot1 in der Zelle.

Haufig liegt ein Grofteil der Flotilline, nach Oligomerisierung, rekrutiert an der
Plasmamembran vor (Neumann-Giesen et al., 2004). Grundsitzlich hidngt die
Lokalisation primér vom Zelltypus ab, so sind bspw. die Flotilline in der HaCaT Zelllinie
vor allem endosomal zu finden. Dennoch eignen sich die Flotilline als Marker von
Membrane Rafts in der Plasmamembran.

Ein wichtiger Schritt, der die Flotilline zum Binden an die Plasmamembran befahigt, ist
die bereits erwdhnte Oligomerisierung. Dabei entstehen Cluster aus Flotl und Flot2 durch
Homo- oder auch Heterooligomerisierung (Kokubo et al., 2003; Stuermer et al., 2001).
Ein anderer Teil der Flotilline kann an vesikuldren Kompartimenten der Zelle gefunden
werden. Zu diesen Kompartimenten zdhlen: frithe und spdte Endosomen, Lysosomen,
Exosomen und Phagosomen (Babuke et al., 2009; Dermine et al., 2001; Glebov et al.,
2006; Staubach et al., 2009; Stuermer et al., 2004).

Die Lokalisation der Flotilline ist letztendlich von einiger Variabilitdt geprégt.
Ausschlaggebend ist dabei auch die reversible Palmitylierung der beiden Flotilline,
wodurch beispielsweise die Affinitit zur Plasmamembran reguliert werden kann
(Bijlmakers & Marsh, 2003). Hier sei vor allem der Einfluss auf Flotl erwéhnt, das tiber
keinen Myristylrest verfiigt und somit eine stirkere Abhéngigkeit von seiner

Palmitylierung aufweist (Morrow et al., 2002; Neumann-Giesen et al., 2004).

1.3.4 Die Rolle in Desmosomen

Die ersten Anhaltspunkte, dass Flotilline in der Zell-Zell-Adhédsion eine gewisse Rolle
spielen, lieferte eine Untersuchung zum ,,epidermal surface antigen* (ESA). Bei ESA
handelt es sich um ein Protein, das von einem Antikdrper erkannt wird, welcher zu einer
Zellablosung fiihrt und damit zu einem Hautbild, das dem bei Pemphigus vulgaris dhnelt.
Daraus wurde geschlossen, dass ESA eine Rolle in der Zelladhdsion annimmt. Jedoch
stellte ESA zu dem Zeitpunkt ein falsch interpretiertes Flot2 dar: da das Startcodon falsch
zugeordnet wurde, fehlte am N-Terminus ein Abschnitt. Dementsprechend entsprach die

Struktur in den Grundziigen denen des Flot2. Daher fiihrte das Erkennen einer
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Strukturverwandtschaft der beiden Proteine letztendlich zur Definition des Flotillin 2 und
zum Verwerfen des Begriffs ESA (Schroeder et al., 1991, 1994).

Dies liefl wiederum den Schluss zu, dass Flotillin 1, neben dem bereits bekannten ESA,
ebenfalls eine Funktion im Rahmen der Zell-Zell-Adhédsion erfiillt. Beide Flotilline
spielen also eine Rolle im Rahmen der Zelladhédsion. Der wissenschaftliche Nachweis
zwischen Flotillinen und der Zelladhdsion wurde bereits 2011 durch Chartier et al.
erbracht (Chartier et al., 2011).

In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Mikrodoménen der Flotilline an der
Plasmamembran zelltypabhéngig mit bestimmten Adhédsionsproteinen interagieren.
Zunichst konnten Adhésionsproteine von Adhédrenzkontakten wie p120-Catenin und f3-
Catenin nachgewiesen werden (Chartier et al., 2011; Kurrle et al., 2013; Roitbak et al.,
2005; Solis et al., 2012, 2013). Weitergehend wurde dabei festgestellt, dass die Flotilline
fiir die Integritdt und Stabilitit von Zell-Zell-Kontakten notwendig sind, da sie zu diesem
Zweck Mikrodomdnen mit N- als auch E-Cadherinen ausbilden. Kommt es zu einer
Reduktion von Flotillinen, ist die Folge ein Adhésionsverlust (Guillaume et al., 2013). In
HT-29 Zellen konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von E-Cadherinen und p120-
Cateninen in erster Linie mit Flotl-haltigen Membrane Rafts stattfindet (Chartier et al.,
2011).

Ahnliche Zusammenhinge konnten auch bei Desmosomen nachgewiesen werden. Dabei
hat man hier ebenfalls eine Interaktion von desmosomalen Adhésionsproteinen mit
Flotillinen festgestellt. Man nimmt an, diese Interaktion fiihre letztendlich zu einer
Organisation von Membrane Rafts, die eine Akkumulation von Adhidsionsmolekiilen
induzieren, um so interzellulire Haftkontakte aufzubauen (Resnik et al., 2011). Dazu
gehort unter anderem die Interaktion mit Plakoglobin, auch y-Catenin genannt, und
Desmoglein 3 (Kurrle et al., 2013; Vollner et al., 2016). Im Rahmen des Aufbaus
interzellularer Haftkontakte dienen die Flotilline dabei unter anderem als Gertist fiir die
Adhasionsproteine, konnten aber auch eine Rolle als Signalvermittler einnehmen.

In MCF10A-Zellen konnte festgestellt werden, dass das Fehlen von Flotl keine
Anderungen in der Assoziation von E-Cadherinen und Plakoglobin mit Membrane Rafts
zur Folge hatte. Dagegen wurde bei verminderter Expression von Flot2 eine erhohte
Expression beider Adhédsionsproteine als eine Art der Gegenregulation festgestellt
(Kurrle et al., 2013).

In HaCaT Zellen wurde eine Co-Lokalisation von Flotillinen mit den Desmogleinen 1 bis

3 nachgewiesen. Hier lag eine Folge des Fehlens von Flotillinen darin, dass die
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Expression von Dsg3 abnahm, woraus sich wiederum eine verminderte desmosomale
Adhésion ergab (Vollner et al., 2016). Dariiber hinaus konnte auch eine Interaktion von
Flotillinen mit der Desmocollin-Isoform a festgestellt werden, nicht jedoch mit der
kiirzeren Isoform b (Vdllner et al., 2016). Dies liegt wahrscheinlich dem Fehlen der ICS
in den b-Isoformen zu Grunde. Daher ist davon auszugehen, dass die ICS eine wichtige
Rolle fiir die Bindung von Flotillinen an die genannten desmosomalen Proteine spielt.

Weitergehend konnte festgestellt werden, dass Flotillin 2 im Rahmen der pathologischen
Prozesse des Pemphigus vulgaris Verdnderungen hinsichtlich seiner Lokalisation
durchlduft. Dies konnte im Versuch mit PV-IgG in HaCaT Zellen nachgewiesen werden.
Dabei wurde gezeigt, dass Flotillin 2 sich, dhnlich dem Dsg3, nach Zugabe von PV-IgG
diffus und ungeordnet in der Zelle darstellt und eine geringere Plasmamembran-
assoziierte Fraktion bildet (Vollner et al., 2016). Diese Reaktion l4sst den Schluss zu,
dass Flotilline neben physiologischen Prozessen auch bei pathologischen Prozessen in
der Zelladhidsion eine Rolle spielen. Untermauert wird diese These von Untersuchungen
zu den Disci intercalares (auch: Glanzstreifen, DI) des Herzgewebes, da auch hier
Flotillin 1 und 2 nachgewiesen werden konnten (Kessler et al., 2019). Die Disci
intercalares beinhalten drei verschiedene Zellkontakte: die Fascia adhaerens, das
Desmosom und den Nexus. Damit sind sie sowohl fiir die Erregung als auch fiir die
mechanische Kontraktion der Kardiomyozyten von wichtiger Bedeutung (Liillmann-
Rauch, 2019). Erhohte Konzentrationen von Flotillin 2 in den DI wurden bei Patienten
mit dilatativer oder mit rechtsventrikuldrer arrythmogener Kardiomyopathie beobachtet
(Soni et al., 2016). Des Weiteren konnte ein negativer Einfluss einer Defizienz von

Flotillin 2 auf die Erregungsleitung des Herzens festgestellt werden (Kessler et al., 2019).

1.4 BiolD

Da Desmosomen unloslich sind, sind es auch die junktionalen bzw. desmosomalen Pools
der desmosomalen Proteine. Dies erschwert die Untersuchung von moglichen
Interaktionen zwischen den desmosomalen Proteinen untereinander, aber auch die
Interaktion mit anderen Proteinen. Auch die Interaktion des nicht-desmosomalen Pools
der Proteine ldsst sich nur ungenau untersuchen, da durch die Losung der Membran in
Detergenzien wie Triton X-100 schwache Interaktionen zerstort werden und damit nicht

mehr nachweisbar sind. Damit ist auch die Methode der Co-Immunprézipitation zur
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Darstellung von Interaktionen der desmosomalen Proteine nur bedingt geeignet. Diese
Umstidnde kann man mittels des sogenannten Enzym-Labeling umgehen.

Grundsitzlich dient hierbei eine definierte enzymatische Funktion innerhalb eines
bestimmten Proteins dazu, dessen Interaktionspartner zu markieren, um diesen dann
anhand der Markierung wieder zu identifizieren. Eine solche Methodik findet sich in der
BioID, aus dem Englischen fiir ,,proximity-dependent biotin identification®, wieder
(Roux, 2013). Aus dem Protein, dessen Interaktion untersucht werden soll, werden
zunichst Fusionsproteine generiert, die eine Biotinligase, genannt BirA, beinhalten. Jene
Biotinligase stammt urspriinglich aus E. coli (Roux et al., 2012). Dadurch ist das
Fusionsprotein nun prinzipiell in der Lage, andere Proteine zu biotinylieren. Die
Biotinylierung findet jedoch nur statt, wenn der potenzielle Interaktionspartner eine
Biotinylierungs-Zielsequenz tragt.

Erweitert wird die Methodik durch eine mutierte Variante der Biotinligase. Diese, BirA*
genannt, ist weder zur Oligomerisierung noch zur DNA-Bindung in der Lage (Kwon &
Beckett, 2000). Der entscheidende Unterschied zwischen BirA* und Wildtyp-BirA liegt
jedoch darin, dass BirA* keine spezifische Zielsequenz braucht. BirA* biotinyliert jedes
Protein in unmittelbarer Ndhe des Fusionsproteins (Rhee & Schulman, 2004). Daher
eignet sich BirA* besonders gut fiir die Identifizierung von bisher unbekannten
Interaktionspartnern. Das Enzym-Labeling findet nach Zugabe von entsprechenden
Mengen Biotin ins Medium der Zellen iiber eine Zeit von 24 Stunden statt. Danach
konnen die Proteine durch Streptavidin Kiigelchen isoliert werden. Die Losung der
Proteinkomplexe in entsprechenden Detergenzien hat innerhalb dieses Verfahrens
keinerlei negativen Einfluss auf den Nachweis der Interaktion, da die Proteine zuvor
biotinyliert wurden und nicht wéihrend der Interaktion samt Interaktionspartner isoliert

werden miissen (Roux et al., 2018).
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der BiolD.

Biotinylierung von Proteinen durch BirA* im Umkreis von etwa 10 nm (Roux et al., 2012) findet nach
Zugabe von Biotin statt. Anschliefende Zelllyse und Denaturierung mittels SDS. Durchfiihrung eines
Pulldowns mit Streptavidin Kiigelchen zur Isolierung biotinylierter Proteine. Identifizierung der Proteine

kann anschlieBend mittels eines Immunoassays wie Western Blot oder einer Massenspektrometrie erfolgen.

1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Flotilline haben nachgewiesenermaflen einen Einfluss auf die korrekte Funktion von
desmosomalen Haftkontakten (Vollner et al., 2016). Im Falle des Pemphigus vulgaris ist
die Funktion dieser desmosomalen Haftkontakte gestort (Amagai et al., 1991).

Im Hinblick auf diese Erkrankung und zur weiteren Untersuchung des Ausmafles einer
moglichen Beteiligung von Flotillin 2 am Pathomechanismus des PV bzw. auch an der
physiologischen  Funktion der Desmosomen stellt die Darstellung von
Interaktionspartnern von Flotillin 2 ein vielversprechendes Hilfsmittel dar.

Die Darstellung der Interaktionspartner von Flotillin 2 brachte jedoch die Problematik
mit sich, dass sowohl Desmosomen als auch Flotilline in Detergenzien unléslich sind.
Damit erschwert sich auch der Nachweis von den darin enthaltenen desmosomalen
Proteinen bzw. deren Interaktion mit Flotillin 2. Durch Detergenzien, wie bspw. Triton
X-100, wiirden schwache bzw. dynamische Interaktionen zwischen Flotillinen und
anderen Proteinen zerstort und nicht mehr nachweisbar sein. Daher sollte im Rahmen
dieser Arbeit die Methode der BiolD etabliert werden. Mit Flotillin 2-BirA*
interagierende Proteine werden dadurch vorher mittels Biotin markiert und kdnnen
anhand dessen identifiziert werden.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren zunéchst ein geeignetes Zellmodell fiir die

Untersuchung der Desmosomen mittels BiolD zu generieren und anschlieBend mit der
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BiolD eine Methode zur Untersuchung der Interaktion von Flotillin 2 mit desmosomalen

Proteinen zu etablieren.
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2. Material

2.1 Materialien und Geriite

Die fiir diese Arbeit verwendeten Materialien und Geréte sind mit den jeweiligen

Herstellern und deren Firmensitz in Tabelle 1 aufgefiihrt. Gebrauchsmaterialien wie

Eppendorf-Gefafie wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE), Sarstedt AG &
Co. (Niirnbrecht, DE) sowie BD Bioscience (Heidelberg, DE) bezogen.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerdte und Materialien

Gerite- bzw. Materialbezeichnung

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer

Neolab, Heidelberg (DE)

Bakterien-Schiittler, KS-15

Edmund Biihler GmbH, Hechingen
(DE)

Bio Photometer Plus

Eppendorf, Hamburg (DE)

Cellstar® Plastikrohrchen 15 und 50 ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen (DE)

CO2 Inkubator fiir Zellkulturen

Sanyo, Moriguchi (JP)

Deckgldschen, Durchmesser 15 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe (DE)

Enwickler Maschine, Curix 60

AGFA, Diisseldorf (DE)

Epson Perfection 3200 Photo, Modell 6860B

Seiko Epson Corp., Hirookashiojiri-
Shi (JP)

Filterpapier, Protran BA 83

Whatman, Dassel (DE)

Fluoreszenz Mikroskop, LSM T-PMT 710

Carl Zeiss, Gottingen (DE)

Fotoentwickler Calbe-Chemie, Stadtfeld (DE)
Fotofixierer Calbe-Chemie, Stadtfeld (DE)
Glaskolben Schott, Mainz (DE)

Glas-Pasteurpipetten (230 mm)

VWR International, Darmstadt (DE)

Heizblock

Laborgerite Miinchen, Miinchen (DE)

Lichtmikroskop, AE 31

Motic, Wetzlar (DE)

Nano Quant Plate®

Tecan, Crailsheim (DE)

Nitrocellulose-Transfermembran

Whatman, Dassel (DE)

Objekttrager

Neolab, Heidelberg (DE)
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Parafilm ,M*“®

Pechiney Plastic Packaging, Brampton
(CA)

PCR System 2700

Thermo Scientific, Waltham (US)

Pipettierhilfe accu jet®

Brand, Wertheim (DE)

Pipetten (2, 5, 10, 20, 100, 200, 1000 pl
und 5, 10 ml)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Polystyrolkiivetten

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht (DE)

Rontgenfilm

FUJIFILM, Diisseldorf (DE)

Rontgenfilm-Kassette

Amersham Biosciences, Little

Chalfont (UK)

SDS-PAGE Kammer

Amersham Biosciences, Little

Chalfont (UK)

SDS-Gel-GielBkammer

Amersham Biosciences, Little

Chalfont (UK)

Spannungsquelle (Electrophoresis power

supply, EPS 301)

Amersham Biosciences, Little

Chalfont (UK)

Sterilbank, Herasafe KS

Thermo Scientific, Waltham (US)

Tecan Infinite M 200

Tecan, Crailsheim (DE)

Thermocycler (T-Personal Combi)

Biometra GmbH, Goéttingen (DE)

Ultraviolett-Flachenstrahler Nu-72 ML

Konrad Benda Laborgerite, Wiesloch
(DE)

Vortex Bio Vortex V1

PEQLAB., Erlangen (DE)

Waage Toledo PB602-S

Mettler-Toledo GmbH, Gieen (DE)

Wirmeschrank Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau
(DE)

Western-Blot-System Criterion Blotter Bio Lab Laboratories GmbH,
Miinchen (DE)

Zellkulturflasche T25 Standard

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht (DE)

Zellkulturplatte 6, 12, 24 Well

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht (DE)

Zellkulturschale 60, 100 mm

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht (DE)

Zellschaber

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht (DE)

Zentrifuge, Heraeus Biofuge pico

Thermo Scientific, Waltham (US)

Zentrifuge, Centrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg (DE)
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Zentrifuge, Mikro 200 R

Hettich, Kirchlengern (DE)

Zentrifuge, Universal 32 R

Hettich, Kirchlengern (DE)

Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen (DE)

2.2 Chemikalien und Puffer

Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien und Puffer sind mit den jeweiligen

Herstellern und deren Firmensitz in Tabelle 2 und 3 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Losungen

Bezeichnung Hersteller
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
ethansulfonsdure (HEPES) (DE)

AAVanced™ Concentration Reagent

System Biosciences, Palo Alto (US)

Acrylamid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Agarose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Ammoniumpersulfat (APS)

AppliChem, Darmstadt (DE)

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Biotin AppliChem, Darmstadt (DE)

Bradford Reagenz BioRad, Miinchen (DE)

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Bovine Serum Albumine (BSA)

PAA, Colbe (DE)

CaClz

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Cumarinsiure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

CutSmart Puffer NEB, Frankfurt (DE)
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Desoxycholsédure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt (DE)

Dimethylformamid (DMF) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

DNA-GroéBenmarker (DRAMA)

eigene Herstellung

DNA-Ladepuffer (6x)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham

(DMEM) (US)

Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Dynabeads™ Protein A Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Enhanced Chemiluminescence (ECL)

GE Healthcare, Miinchen (DE)

Essigsédure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt (DE)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

N,N,N',N'-tetraessigsdure (EGTA) (DE)

Fetal calf serum (FCS) Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)
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Luria/Miller Broth-Medium (LB-Medium)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Luminol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

MACSfectin® Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach (DE)

B-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Magnesiumchlorid (MgCly) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

N-Octyl-B-D-Glucopyranosid (NOG)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Natriumpyruvat Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Nicht-essenzielle Aminosduren (NEAA) Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Nonidet P40 (NP-40) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Oligo-Primer (d’T)

NEB, Frankfurt (DE)

Pansorbin Cells®

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Piperazin-N,N'-bis-(2-ethansulfonsdure)

Mononatriumsalz (PIPES)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)
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Ponceau S

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Proteinmarker

BioRad, Miinchen (DE)

Q5 DNA-Polymerase

NEB, Frankfurt (DE)

Q5 Reaktionspuffer (10x)

NEB, Frankfurt (DE)

Random Hexamer-Oligonukleotide (d’NTP)

Agilent Technologies GmbH,

Waldbronn (DE)
ROTI® Mount FluorCare 4',6-Diamidino-2- | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) (DE)

Shrimp-Alkaline-Phosphatase (rSAP)

NEB, Frankfurt (DE)

T4 DNA-Ligase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

T4 10x Ligase-Puffer

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)
Trishydroxymethylaminomethan-HCI sowie | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
-Base (Tris) (DE)
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Tween

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Viromer® RED Transfection Reagent

BioNTech Delivery Technologies
GmbH, Halle (DE)

Wasserstoffperoxid 10% (H20>)

AppliChem, Darmstadt (DE)
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Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung

Bezeichnung

Hersteller

2x HEPES Buffered Saline (HBS)

50 mM HEPES; 280 mM NacCl
1,5 mM Na,HPO4; NaOH; pH 7,1

Biotin-Losung

DMF
1,2 mg/ml Biotin

Blockierungspuffer 1 TBS-T

5% Milchpulver
Blockierungspuffer 2 TBS-T

2% BSA
Blottingpuffer (1x) 192 mM Glycin; 25 mM Tris-Basis;

10% Methanol

Co-IP Puffer

10 mM Tris-Basis; 150 mM NacCl;
5 mM EDTA; 0,5% Triton X-100;
pH 8

ECL-L0osung

IM Tris-HCI; 250 mM Luminol in
DMSO

90 mM Cumarinsiure

Immunomix (IMM)

PBS;
1% Triton X-100; 0,5%

Desoxycholsédure

Immunomix (IMM) + KCl

PBS; 2M K(I;
1% Triton X-100; 0,5%

Desoxycholsédure

Lammli-Gelelektrophorese-Laufpuffer

19 mM Glycin; 25 mM Tris-Basis
0,1% Natriumlaurylsulfat

Neufeld-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 8,5); 0,6 M NaCl;
0,1% SDS; 0,05% NP-40

Phosphate Buffered Saline (PBS)

150 mM NaCl; 20 mM NaH,PO4; pH
7,4

Paraformaldehyd 4% (PFA)

80 mM PIPES (pH 6,8); 2 mM MgCly;
4% PFA; 5 mM EGTA (pH 8)
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SDS Polyacrylamidgel 3M Tris-Basis (pH 6,8); 3M Tris-Basis
Trenngel (10%) (pH 8,8);
Sammelgel (4%) SDS (20%); Acrylamid (30%);
TEMED;
APS (10%)
SDS Probenpuffer (4x) 250 mM Tris-HCI (pH 6,8); 8% SDS;

40% Glycerin; 0,4% Bromphenolblau;
100 mM DTT; 20% Mercaptoethanol

Super optimal broth with catabolite
repression-Medium (SOC-Medium)

40 mM Glucose, LB-Medium

Stripping Buffer

0,1 M NaOH

Lyse-Puffer

50 mM Tris (pH 7,4); 150 mM NaCl
2 mM EDTA; 1% NP-40

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

40 mM Tris; 20 mM Essigséure;
1 mM EDTA (pH 8)

TRIS buffered saline + Tween20 (TBS-T)

10 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM
NaCl;
0,05 % Tween
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2.3 Antikorper

Die fiir diese Arbeit verwendeten Antikorper sind mit den jeweiligen Herstellern und

deren Firmensitz in Tabelle 4 und 5 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Primérantikorper

Antigen Wirt WB IF Co- | Hersteller
1P

GAPDH Maus 1:10.000 |/ / Abcam, Cambridge (UK)
Flotillin-1 Maus 1:1000 / / BD Biosciences,

Heidelberg (DE)
Flotillin- Maus 1:1000 1:100 |/ BD Biosciences,
2/ESA Heidelberg (DE)
Flotillin-2 Kaninchen |/ / 3 ng | Sigma-Aldrich,
(F2C) Taufkirchen (DE)

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Sekundarantikdrper

Bezeichnung Wirt | WB IF Hersteller

Alexa Fluor® 488 | Esel |/ 1:250 | Thermo Fisher Scientific, Waltham
donkey anti- (Us)

mouse

Anti-Maus HRP | Ziege | 1:10.000 | / Dako Denmark A/S, Glostrup (DK)

2.4 Primer

Die in der PCR zur Amplifikation von genetischem Material verwendeten DNA-Primer
samt ihrer Sequenzen sind in Tabelle 6 gelistet. Alle Primer stammen vom Hersteller
Sigma-Aldrich in Taufkirchen (DE).

Die mit * markierten Primer wurden zur Sequenzierung von PCR-Produkten

herangezogen.
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Tabelle 6: DNA-Primer

Bezeichnung Sequenz 5°- 3°
AAV-MCS-fwd* CACAGCTCCTGGGCAACGTGC
AAV-MCS-rev* CTTCCAGGGCCAGGAGAGGC

BamHI-nonstop-R1

CTATAGGATCCCACCTGCGCACCAGTGGC

BirA-linker-BamHI-
fwd

CTATAGGATCCATGGGTTCAGGTTCTACTTCTGG

BirA-rev*

GTCACGCAGTGTCTGAATGTG

R1-EcoRI-fwd

CTATAGAATTCATGGGCAATTGCCACACGG

Xhol-BirA-STOP

CTATACTCGAGTTATTTTTCTGCACTACGCAGG

2.5 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 7 gelistet.

Tabelle 7: Plasmide

Bezeichnung Vektor Insert Referenz
Y 163F-BirA* pcDNA3 Flot 2 (Ratte) mit AG Tikkanen
Biotinligase (E. coli), (bereits vorhanden)
Tyrosin 163 mutiert zu
Phenylalanin
Regl-BirA* pcDNA3 Flot 2 (Ratte) mit AG Tikkanen
Biotinligase (E. coli) (bereits vorhanden)
BirA* pcDNA3 Biotinligase (E. coli) AG Tikkanen
(bereits vorhanden)
Y 163F-BirA* pAAV-MCS | Flot 2 (Ratte) mit AG Tikkanen
Biotinligase (E. coli), (bereits vorhanden)
Tyrosin 163 mutiert zu
Phenylalanin
Regl-BirA* pAAV-MCS | Flot 2 (Ratte) mit AG Tikkanen
Biotinligase (E. coli) (bereits vorhanden)
BirA* pAAV-MCS | Biotinligase (E. coli) Im Rahmen dieser
Arbeit kloniert




Material

2.6 Bakterienkulturen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten bakteriellen Kulturen entsprechen XL-1

Blue. Dabei handelt es sich um einen E. coli-Stamm, hergestellt von Stratagene in La

Jolla (US), der im Rahmen dieser Arbeit zur Plasmidamplifikation genutzt wurde. Alle

Kulturen wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten bei 37°C inkubiert.

2.7 Zelllinien und Niahrmedien

Humane Zelllinien und die Parameter deren Kultivierung, wie sie in dieser Arbeit

verwendet wurden, sind in Tabelle 8 und 9 dargestellt.

Tabelle 8: Zelllinien

Bezeichnung | Beschreibung Parameter
HaCaT humane immortalisierte Keratinozyten | DMEM ++++
(Boukamp et al., 1988) bei 8% CO2 und 37°C
HEK 293T humane embryonale Nierenzellen DMEM ++
(Graham et al., 1977) bei 8% CO2 und 37°C
hTert humane immortalisierte Keratinozyten | KGM +++
aus der Vorhaut (Beckert et al., 2019; bei 5% COz und 37°C
Ramirez et al., 2003)
MCF7 humane Brustkrebszellen DMEM ++
(Soule et al., 1973) bei 8% COz und 37°C
MDA-MB-231 | humane Brustkrebszellen RPMI ++
(Cailleau et al., 1974) bei 5% CO2 und 37°C
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Tabelle 9: Ndhrmedien und deren Zusammensetzung

Bezeichnung

Zusammensetzung

Hersteller

DMEM
e

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

10% FCS,

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

80 ng/ml NEAA

100 ng/ml Natriumpyruvat

Thermo Fisher Scientific,

Waltham (US)

DMEM ++

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

10% FCS

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Thermo Fisher Scientific,

Waltham (US)

KGM2 +++

Keratinocyte Growth Medium 2

mitgeliefertes Supplement (4
ul/ml Boviner Hypophysen
Extrakt; 0,125 ng/ml EGF; 5
pg/ml Insulin; 0,33 pg/ml
Hydrocortison; 0,39 pg/ml
Adrenalin; 10 pg/ml Transferrin)
0,05 mM CacCl,

30 pg/ml Gentamycin Sulfat*

PromoCell, Heidelberg (DE)

RPMI ++

Roswell Park Memorial Institute
10% FCS,

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Thermo Fisher Scientific,

Waltham (US)

*die Konzentrationsangaben gelten fiir das gesamte Medium nach Zugabe des mitgelieferten Supplements

Es wurden sowohl Wildtyp- als auch Flotillin-2-Knockout-Zelllinien verwendet. Die
Flotillin-2-Knockout HaCaT als auch HEK wurden mittels CRISPR/Cas9 in der AG

Tikkanen generiert und standen dadurch zur Verfligung (Kapahnke et al., 2016).
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Klonierung

Zur Amplifizierung aller DNA-Inserts wurde bei der Standard-PCR die Q5-Polymerase
verwendet. Das PCR-Protokoll wurde von der Firma NEB iibernommen und ist in
Tabelle 10 dargestellt. Die Annealing-Temperaturen wurden unter Zuhilfenahme vom

NEB TM-Kalkulator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) errechnet und sind samt

aller anderen Parameter der Tabelle 11 zu entnehmen. Nach der PCR wurde zunichst
eine Kontrolle mittels Agarosegel-Elektrophorese, wie unter Punkt 3.1.3 beschrieben,
durchgefiihrt. Danach erfolgte die Aufreinigung der PCR-Produkte mittels Nucleospin®
Gel and PCR Clean-Up-Kit (Macherey-Nagel, Diiren, DE). Im Anschluss wurde ein
Verdau mit Hilfe von Restriktionsenzymen (NEB, Frankfurt, DE) durchgefiihrt, siche
hierzu Tabelle 12.

Mittels Shrimp-Alkaline-Phosphatase (rSAP, 1U) wurden lineare Plasmide
dephosphoryliert. Die Inkubation erfolgte hierbei fiir drei Stunden bei 37 °C. Darauf
folgte eine erneute Aufreinigung mittels Nucleospin® Gel and PCR Clean-Up-Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, DE).

Die Ligation wurde daraufhin bei Raumtemperatur {iber einen Zeitraum von zwei

Stunden mit der T4 DNA-Ligase (NEB, Frankfurt, DE) durchgefiihrt.

Tabelle 10: PCR Protokoll

Reagenz Volumina

5x QS5 Reaktionspuffer mit MgClz 20 pl

dNTPs (10 mM) 2 ul

Primer forward (100 mM) 1wl

Primer reverse (100 mM) 1wl

Plasmid 5 - 10 ng/ul 1-2ul

Q5 DNA-Polymerase 2000 IU/ml 1wl

dd H>0 erginzend auf 100 pl Gesamtvolumen
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Tabelle 11: PCR Parameter

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 98 °C 2 min
Denaturierung 98 °C 30s
Annealing variabel 30s
Amplifikation 72 °C 2 min
restliche Amplifikation 72 °C 10 min

Die Schritte 2-4 wiederholen sich 34-mal.

Tabelle 12: Protokoll fiir den Restriktionsverdau des PCR Produkts

Reagenz Volumina
gereinigtes PCR-Produkt 30 ul

10x CutSmart Puffer 7 ul
Restriktionsenzym Bam HI 10 U/ul 2 ul

Restriktionsenzym Eco RI/Xhol* 10U/ul 2 ul

dd H20 erginzend auf 70 pl Gesamtvolumen

*Flir pcDNA3-Konstrukte wurde Xhol verwendet, wihrend bei pAAV-Konstrukten

EcoRI verwendet wurde.

3.1.2 Bakterielle Transformation

Zur Transformation wurden chemisch kompetente Bakterien des Stammes E. coli (XL-1
Blue) eingesetzt. Dazu wurden 10 pl einer Ligation hinzugegeben und fiir 30 Minuten
auf Eis gelegt. Danach wurde ein Hitzeschock (45 °C fiir 60 s) durchgefiihrt. Die
Bakterien wuchsen fiir 45 Minuten ohne Selektionsdruck in 1 ml SOC-Medium und
wurden dann auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen. Die LB-Agarplatten
wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Danach wurden einzelne Kolonien gepickt und je eine Kolonie in 5 ml LB-Medium mit
Ampicillin (250 pg/ml) iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Zur Vorbereitung fiir eine
Midi Priparation wurde mit 2 ml aus der vorangegangenen Kultivierung eine Kultur
von 200 ml angesetzt.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte im ersten Schritt mit Hilfe des Nucleospin®
Plasmid-Kit (Macherey-Nagel, Diiren, DE) fiir ein Volumen von 5 ml und ggf. mit dem
Nucleobond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel, Diiren, DE) fiir ein Volumen von 200

ml, jeweils nach den Protokollen des Herstellers.
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3.1.3 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Herstellung eines einprozentigen Agarosegels wurden 1,5 g Agarose-Pulver in 150
ml 0,5x TAE-Puffer gelost. Das Gel wurde anschlieend mit einem Volumen von 20 ml
jener Losung gegossen. Die Konzentration des Ethidiumbromids lag im
Gesamtvolumen bei 0,5 ng/ml. Zu einer 10 pl DNA-Probe wurden 2 pl DNA-
Ladepuffer (6x) hinzugefiigt. Beim verwendeten Marker handelte es sich um einen
eigens hergestellten DNA-GroBenmarker (DRAMA). Das Gel lief liber einen Zeitraum
von 30 bis 60 min, abhédngig von der erwarteten Grofe der DNA, bei einer Spannung
von 80 V.

Die Methode diente zur Auftrennung von DNA nach ihrer GroBe und dem
anschlieBenden Vergleich mit DNA bekannter Gréf3e oder mit genormten DNA-
Markern. Die Beurteilung erfolgte auf einem UV-Fldchenstrahler und wurde

fotografisch dokumentiert.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien

Die Informationen zur Kultivierung der jeweiligen Zelllinien, sowie die
Zusammensetzung der jeweiligen Medien, sind den Tabellen 8 und 9 zu entnehmen.
Zum Passagieren der Zelllinien wurde zunichst das Medium entfernt. AnschlieSend
erfolgte ein Waschschritt mittels 2 ml PBS. Zum Losen interzelluldrer Kontakte ist bei
Epithelzellen, insbesondere Keratinozyten, eine Inkubation mit 3 ml einer PBS/EDTA-
Losung vorangegangen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir drei Minuten in 500 pl
Trypsin/EDTA-Losung inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend mittels FCS-
haltigen Mediums gebremst. Nach Resuspension in Wachstumsmedium erfolgte die

Aussaat der Zelllinien.

3.2.2 Transfektion

Die Transfektion der Zelllinien HEK 293T, sowie deren Flotillin-Knockout-Zelllinien,
wurde mit dem Reagenz MACSfectin® durchgefiihrt. Die Zellen wurden in der Regel
auf einer 12-Well- oder 6-Well-Platte ausgesit und bei einer Konfluenz von mindestens

60% transfiziert. 2 pg (12-Well) bzw. 3 pg (6-Well) DNA wurden zunéchst in 100 pl
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bzw. 200 ul reinem DMEM gelst. AnschlieBend wurden 4 pl bzw. 6 ul MACSfectin®
Reagenz in derselben Menge DMEM gelost. Die beiden Ansédtze wurden
zusammengemischt und resuspendiert. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur 20
Minuten inkubiert und im Anschluss tropfenweise auf die Zellen, die zuvor mit
frischem Medium versetzt wurden, gegeben. Nach vier Stunden wurde in der Regel das
Medium der Zellen gewechselt.

Alternativ wurde auch eine Transfektion mittels Viromer® RED Transfection Reagent
durchgefiihrt. Alle Reagenzien wurden zunédchst auf Raumtemperatur erwdrmt. Die
HaCaT Zellen, die damit transfiziert wurden, wurden zuvor auf einer 12-Well-Platte
ausgesit. Diese hat man dann bis auf eine Konfluenz von etwa 90 % wachsen lassen.
1,4 pg der zu transfizierenden DNA wurden in 90 pl des mitgelieferten Puffers gelost.
In einem zweiten Gefdll wurden 0,56 pl Viromer auf die Wand des Gefal3es appliziert.
Im Anschluss wurden 9,5 pl des mitgelieferten Puffers dazugegeben und alles sofort fiir
drei bis fiinf Sekunden resuspendiert. Die 90 pl aus dem ersten Gefall wurden
anschlieBend zum zweiten dazugegeben und wieder resuspendiert. AnschlieSend
erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur iiber eine Zeit von 15 Minuten. 100 pl des
Transfektionskomplexes wurden nach einem Mediumwechel auf die Zellen gegeben.

Auch hier wurde nach vier Stunden das Medium der Zellen gewechselt.

3.2.3 Transduktion

Bei Zelllinien, bei denen die Transfektion nach 3.2.2 erfolglos war, wurde die Methodik
der Transduktion mittels AAV angewandt. Dazu gehdren vor allem die Zelllinien
HaCaT, hTert, sowiec MCF7.

Zunichst wurden mittels der Calcium-Phosphat-Transfektion AAV-Partikel in HEK
293T auf 10 cm-Schalen hergestellt. Diese Transfektion basiert auf der Bindung von
DNA an ausfallendes Calciumphosphat. Dieses wird anschlieend in die Zelle durch
Endozytose aufgenommen (Graham & van der Eb, 1973).

Die Transfektion der HEK 293T erfolgte mittels folgender Methodik: 7 pg DNA des
jeweiligen Plasmids: Y163F-BirA*, Regl-BirA* oder BirA* auf dem pAAV-MCS-
Vektor wurden zusammen mit je 7 pg pHelper und pAAV-DJ fiir eine 10 cm-Schale in
250 pl H20 und 250 pl 0,5M CaClz-Losung geldst. pHelper dient dabei als
Helferplasmid, das Gene des AAV beinhaltet, um so eine Assemblierung von AAV
innerhalb der Zellen zu ermoglichen, wihrend pAAV-DJ das Kapsid codiert. Im
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Anschluss wurden 500 pl 2x HBS Puffer hinzugegeben und sofort resuspendiert. Die
Inkubation des Ansatzes erfolgte bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Danach wurde
der Ansatz ins Medium der Zellen gegeben. Die Zellen produzierten dann iiber den
Zeitraum von drei Tagen die entsprechenden AAV-Partikel ins Medium.

Das Medium wurde anschlieBend entnommen und bei 3.850 g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert, um Zellen und Zelltriimmer zu entfernen. Darauthin wurde das Medium
mit den AAV-Partikeln im Verhiltnis 4:1 mit AAVanced™ Concentration Reagent
versetzt und 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Das AAVanced™ Concentration Reagent
dient dabei zur Isolation der AAV-Partikel aus dem Medium.

Danach wurden die AAV-Partikel bei 3.850 g fiir 30 Minuten aus dem Reagenz
zentrifugiert und das Pellet insgesamt dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde
es in PBS resuspendiert und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -150 °C.

Zur Transduktion wurden je nach Versuch unterschiedliche Mengen an Viruspartikeln
in das Medium der zu transduzierenden Zellen gegeben. Dabei wird die DNA mit Hilfe
der infektiosen AAV-Partikel in die Zelle eingeschleust und fiihrt so zur transienten
Expression des jeweiligen Proteins. Die Mengen des Transduktions-Reagenz sind beim

entsprechenden Versuch unter dem Punkt Ergebnisse angegeben.

3.2.4 Herstellung von Proteinlysaten

Die Zellen wurden zunédchst mit PBS gewaschen und anschlie8end in PBS abgetragen.
Danach wurden sie fiir fiinf Minuten bei 3.850 g und 4 °C zentrifugiert. Die Zelllyse
wurde je nach anschlieBendem Verfahren entweder mit Lyse-Puffer oder mit Co-IP
Puffer durchgefiihrt. Dabei enthielten beide je 10 mg/ml Proteaseinhibitor-Cocktail. Der
Co-IP Puffer enthielt zusétzlich 100 mg/ml NOG.

Die Lyse fand 30 Minuten unter Eiskiihlung statt. AnschlieBend wurden Zellreste durch
eine zwolfminiitige Zentrifugation bei 21.380 g und 4 °C entfernt und der Uberstand in
ein frisches Gefaf libertragen. Die Gesamtproteinmenge des Lysats wurde mittels Bio

Photometer Plus (Eppendorf, Hamburg, DE) gemessen.

3.2.5 Immunfluoreszenzfirbung

Die entsprechenden Zelllinien wurden zunéchst in einer 12-Well-Platte auf

Deckgléschen ausgesdt und 7 Tage kultiviert. Fiir die Darstellung von GFP wurden die
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Zelllinien zuvor entsprechend 3.2.2 bzw. 3.2.3 mit GFP-pAAV-DIJ transfiziert.
Anschliefend wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte daraufhin
mittels 500 pl vierprozentigem PFA. Die Inkubation fand bei Raumtemperatur fiir 20
Minuten statt. Danach wurde zunédchst mit PBS gewaschen und anschlieSend mit dd

H>0. Zum Eindecken wurden 15 ul ROTI®Mount FluorCare mit DAPI verwendet.

Zur Darstellung von Flot2 in hTert Zellen wurden die Zellen bei einer Konfluenz von
80 % fiir 24 h mit 0,05 mM CaCl; bzw. 2 mM CaCl; inkubiert. Fir die
Immunfluoreszenzfiarbung von Flot2 wurden die Zellen fiir acht Minuten bei -20 °C mit
Methanol fixiert. Daraufhin erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Im Anschluss wurde fiir
zehn Minuten mit 50 uM Glycin in PBS bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen, wurden die Deckglédschen in 50 pl
einprozentigem BSA in PBS fiir 30 Minuten inkubiert. Danach erfolgte wieder ein
Waschschritt mit PBS.

Anschlielend erfolgte die Inkubation der Deckgldschen mit Anti-Flot2/ESA-Antikorper
als Primérantikorper (siehe hierzu Tabelle 4) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Danach erfolgte nach einem Waschschritt mit PBS eine Inkubation mit Alexa Fluor®
488 donkey anti-mouse (siche hierzu Tabelle 5) als Sekundirantikdrper, ebenfalls fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Deckgldschen mit H.O
gewaschen und mit 15 pl ROTI®Mount FluorCare mit DAPI eingedeckt. Die Lagerung
aller Objekttriager fand anschlieBend bei 4 °C statt.

3.2.6 BiolD mit Pulldown

Nach der in 3.2.2 beschriebenen Transfektion wurden die Zellen auf 10 cm-Platten
ausgesit. Bei einer Konfluenz von 60 % wurden die Zellen mit DMEM ++, das 2,4
pg/ml Biotin enthielt, fiir 24 Stunden inkubiert. Die Negativprobe bekam fiir denselben
Zeitraum DMEM ++ mit nur 1% FCS, um den Biotingehalt so gering wie moglich zu
halten.

Die Zelllyse fand wie unter 3.2.4 beschrieben in 2 ml Lyse-Puffer statt. Die reinen
Lysatproben wurden wie in 3.3.1 beschrieben pripariert.

Die Proteinmenge der Lysate wurde gemessen, um eine Gesamtmenge von 1 mg Protein
fiir den Pulldown sicherzustellen. Pro Lysat wurden 25 pl Dynabeads ™ MyOne™

Streptavidin C1 benutzt. Diese wurden zunéchst zweimal mit PBS gewaschen und
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anschlieBend in 500 pl 1% BSA in PBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einem
Rollrad inkubiert. Danach wurden die Beads mit 500 pl Lyse-Puffer gewaschen und
anschlieBend in 20 pl Lyse-Puffer pro Lysat resuspendiert. Je 20 pl der resuspendierten
Beads wurden dann zu 2 ml Lysat hinzugefiigt und fiir vier Stunden bei 4°C inkubiert.
Danach wurden die Beads mit folgenden Reagenzien gewaschen: Einmal mit IMM,
einmal mit IMM + KCI, dreimal mit dem Neufeld-Puffer und zum Schluss einmal mit

PBS. AnschlieBend wurde wie unter Punkt 3.3.1 beschrieben verfahren.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 SDS PAGE und Western Blot

Fiir die SDS PAGE wurden zehnprozentige Polyacrylamid-Laufgele und vierprozentige
Polyacrylamid-Sammelgele benutzt. Die zu ladende Gesamtproteinmenge wurde auf 20
pg in einem Volumen von 30 pl angepasst. Die Lysate wurden dann mit 10 pl SDS
Probenpuffer (4x) versetzt. Nach einer Co-IP oder einem Pulldown wurden die Beads
mit 30 ul SDS Probenpuffer (2x) versetzt. Im Anschluss wurden die Proben bei 95 °C
fiir flinf Minuten gekocht. Die Laufzeit betrug etwa 90 Minuten. Anschlie3end wurden
die Proteine mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die
Dauer betrug zwischen 1,5 und 2 Stunden. Zum Nachweis der Proteiniibertragung
wurde eine Ponceau-Féarbung angewandt. Folgend wurde die Membran mit TBS-T
gewaschen. Um eine unspezifische Bindung von Antikdrpern zu vermeiden, wurde eine
30-miniitige Inkubation mit dem Blockierungspuffer 1 durchgefiihrt. Bei einer
vorangegangenen Biotinylierung wurde der Blockierungspuffer 2 verwendet, da Milch
bereits biotinylierte Proteine beinhaltet.

Die Primérantikorper wurden bei 4 °C {iber Nacht inkubiert. Nach erneutem Waschen
mit TBS-T, wurde der entsprechende Sekundérantikorper iiber eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde die Membran fiir eine Stunde mit TBS-T
gewaschen. Anschliefend wurde eine ECL-Ldsung fiir zwei bis fiinf Minuten appliziert
und das Signal mittels eines Rontgenfilms dargestellt.

Falls notig, wurde die Membran mit Hilfe von 0,1 M NaOH ,,gestrippt*, anschlieBend
gewaschen, wieder mit Blockierungspuffer 1 oder 2 versetzt und dann wieder mit einem

anderen Primérantikdrper iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
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3.3.2 Co-Immunprizipitation

Fiir eine Co-Immunprizipitation (Co-IP) wurden die Zellen zunéchst wie in 3.2.4
beschrieben in einem Volumen von 1 ml Co-IP-Lysepuffer lysiert. Die reinen
Lysatproben wurden wie in 3.3.1 beschrieben pripariert.

Im Folgenden wurde das Lysat dreimal mit Pansorbin aufgereinigt, um klebriges
Material zu entfernen, das unspezifisch an den bei der Co-IP benutzten Kiigelchen
haften konnte. Hierfiir wurde das Pansorbin selbst zundchst zweimal mit PBS
gewaschen. AnschlieSend wurden je 50 pl Pansorbin zum Lysat hinzugegeben und fiir
15 Minuten unter Eiskiihlung inkubiert. Nach Zentrifugation bei 21.380 g fiir zwei
Minuten wurde das Vorgehen noch weitere zweimal wiederholt. Zum Schluss wurde
eine Zentrifugation bei 21.380 g bei 4 °C fiir 10 Minuten durchgefiihrt, um das
Pansorbin vollstindig aus dem Lysat zu entfernen.

Die Proteinmenge der Lysate wurde gemessen, um eine Gesamtmenge von 1 mg Protein
fiir die Co-IP sicherzustellen.

Pro Lysat wurden 30 pl Dynabeads™ Protein A benutzt. Diese wurden zunédchst
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 90 pl Co-IP Puffer (ohne NOG) und
10 ul 10 % BSA pro Ansatz resuspendiert. Daraufhin wurden 3 pg Anti-Flot2
Antikorper (F2C, Sigma) pro Lysat hinzugefiigt. Die Kiigelchen wurden dann fiir zwei
Stunden bei 4 °C in einem Rollrad inkubiert. Danach wurden sie zweimal mit Co-IP
Puffer gewaschen und anschlieend in 50 pl Co-IP Lysepuffer (mit NOG und PI) und
100 pl 10% BSA pro Ansatz resuspendiert.

Die préparierten Beads wurden darauthin mit dem aufgereinigten Lysat versetzt und
erneut fiir 8§ Stunden bei 4 °C im Rollrad inkubiert. Diese wurden dann viermal mit Co-
IP Puffer (ohne NOG) gewaschen.

AnschlieBend wurde wie unter Punkt 3.3.1 beschrieben verfahren.

3.4 Statistische Auswertung und Bildbearbeitung

3.4.1 Statistik

Alle aufgefiihrten Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt.
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3.4.2 Elektronische Manipulation der Abbildungen

Die dargestellten Abbildungen wurden durch Kontrast- oder Helligkeitseinstellungen
angepasst. Alle Manipulationen wurden fiir die gesamte Fldche durchgefiihrt. Andere

Manipulationen wurden nicht durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfluss der Calciumkonzentration auf die Expression von Flot2

und auf seine Interaktion mit Flotl in hTert Keratinozyten

Um Flotilline bei der desmosomalen Adhésion in Keratinozyten zu untersuchen, wurde
zundchst ein Versuch mit der hTert-Zelllinie durchgefiihrt. hTert-Zellen sind
Keratinozyten der menschlichen Vorhaut, welche durch Expression der humanen
Telomerase sowie der Cdk4-Kinase der Maus immortalisiert wurden (Ramirez et al.,
2003). Grundvoraussetzung fiir eine optimale Adhdsion durch Desmosomen zwischen
Zellen ist ein entsprechend hoher Calciumspiegel. Da die Calciumkonzentration
nachweislich einen Einfluss auf die Lokalisation der Desmogleine 1 bis 3 in hTert
Zellen hat (Hennings & Holbrook, 1983), wurde die Auswirkung der Anderung der
Calciumkonzentration nochmals in Bezug auf die Lokalisation des Flot2 untersucht
(Beckert et al., 2019).

Es konnte bestitigt werden, dass bei niedrigen Calciumkonzentrationen (0,05 mM) das
Flot2 perinukledr angeordnet ist, wahrend bei erhdhter Calciumkonzentration (2 mM)
das Flot2 tiberwiegend im Bereich der Zell-Zell-Kontakte angesiedelt ist. Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 5 zu sehen. Dadurch eignet sich die hTert-Zelllinie

besonders als Modell fiir Versuche in Bezug auf Zell-Zell-Kontakte in Keratinozyten.
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0,05 mM CaCl,

2 mM CacCl,

Abbildung 5: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Flotillin 2 in Wildtyp hTert-Zellen
bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen.

HTert-Zellen wurden kultiviert, fixiert und mit Anti-Flot2-Antikérpern und Sekundérantikdrpern
fluoreszierend markiert. Es ist ein positives Signal sowohl fiir DAPI (blau) als auch fiir Flotillin 2
(Alexa488, griin) zu sehen. In der oberen Bildreihe sieht man, dass bei einer CaClx-Konzentration von 0,05
mM das Flotillin hauptsichlich perinukleér in intrazelluldren Vesikeln angeordnet ist. Bei einer CaCle-
Konzentration von 2 mM kommt es zu einer Umverteilung, und das Flotillin 2 ist vermehrt im Bereich der

Zell-Zell-Kontakte zu finden. Die DAPI-Féarbung (blau) markiert den Zellkern bzw. die DNA.

Weitergehend wurde untersucht, ob die Calciumkonzentration einen Einfluss auf die
Expression von Flot2 bzw. auf dessen Interaktion mit Flot1 hat. Die auf 10-cm-Schalen

ausgeséten hTert-Zellen wurden ab einer Konfluenz von 80-90 % mit KGM2 +++
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(siehe hierzu Tabelle 9), das zusitzlich mit 2 mM CaCl, versetzt wurde, fiir 24 Stunden
im Zell-Inkubator inkubiert. Die Kontroll-Zellen behielten fiir diese 24 Stunden ihr
Standardmedium mit 0,05 mM CaClz. Im Anschluss wurde eine Immunprézipitation
mittels Anti-Flot2-Antikorper (siehe hierzu Tabelle 4) durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Calciumkonzentration keinen oder nur einen sehr
geringen Einfluss auf die Expression von Flot2 bzw. Flotl in hTert hat (Abbildung 6).
Nur die Expression von Flotl fillt bei einer Calciumkonzentration von 0,05 mM etwas
geringer aus. Die Interaktion zwischen Flot2 und Flot1 bleibt durch die
Calciumkonzentration unbeeinflusst. Flot1 interagiert bei 0,05 mM CaCl»
gleichermallen mit Flot2 wie bei 2 mM CaCl.. Somit konnten keine quantitativen,
Calcium-abhéngigen Unterschiede in der Expression von Flot2 bzw. dessen Interaktion
mit Flotl in hTert-Zellen nachgewiesen werden. Der Einfluss der Calciumkonzentration

beschrinkt sich somit zunichst nur auf die Lokalisation des Flot2 in den hTert Zellen.

ColP  _ Lysat ColP Lysat
§ § 8¢ S 8§ § &
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Abbildung 6: Western Blot der hTert-Zellen mit Nachweis von Flot2 (A) bzw. Flotl (B) nach ColP
und in Lysaten.

Htert-Zellen wurden kultiviert und lysiert. Es wurde je 1 mg Lysat fiir die Ko-IP verwendet. Es wurde eine
Immunprézipitation mit Anti-Flot2-Antikdrpern durchgefiihrt. Die Immundetektion wurde nach der SDS-
Page und dem Western Blot bei A mit Anti-Flot2-Antikorpern und bei B mit Anti-Flotl-Antikdrpern
durchgefiihrt. Bei 48 kDa sind die Banden fiir Flot2 bzw. Flotl zu sehen. Die Expression von Flot2 bzw.
Flot 1 scheint durch die unterschiedlichen CaCl.-Konzentrationen nicht oder sehr wenig beeinflussbar zu
sein (siehe Lysat). Nur im Lysat (B) ist bei 0,05 mM CaCl: weniger Flotl exprimiert worden. Die
Interaktion von Flot2 und Flotl wurde mittels ColP untersucht (siche ColP). Hier hat sich gezeigt, dass die
CaClz-Konzentration keinen Einfluss auf die Interaktion von Flot2 mit Flotl nimmt. Bei 37 kDa ist der

Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle zu sehen; high = 2 mM CaCly, low = 0,05 mM CaCl..
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4.2 Klonierung und Expression von Flot2-Fusionsproteinen mit
BirA*

Zur Untersuchung der Interaktionspartner von Flot2 in Desmosomen stellt die BiolD
eine geeignete Methode dar. Hierzu werden Interaktionspartner von einer im
Fusionsprotein integrierten, unspezifischen Biotinligase biotinyliert und anhand dieser
Biotinylierung prézipitiert. Die so préizipitierten Interaktionspartner lassen sich dann mit
verschiedenen Methoden identifizieren. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Flot2-
Fusionsproteine mit BirA* in die Plasmide pAAV und pcDNA3 kloniert.

Zum einen sollte eine direkte Transfektion mittels MACSfectin® und zum anderen eine
Transduktion der generierten AAV-Partikel durchgefiihrt werden, um eine hohere
Transfektionsrate zu erreichen. Da hTert-Zellen sehr schwer zu transfizieren sind,
wurde ein Vergleich zwischen der klassischen Transfektion in pCDNA3 und der
Transduktion mit AAV-Partikeln herangezogen.

Bei Regl-BirA* (auch: R1-BirA*) handelt es sich um den Wildtyp des Ratten Flotillin
2, fusioniert mit der unspezifischen Biotinligase BirA*. Dafiir ergibt sich fiir das
Fusionsprotein insgesamt die Molekiilmasse 80 kDa, statt der urspriinglichen 48 kDa,
die das singuldre Flot2 hat. Die Bezeichnung Regl geht auf ,,Reggie 1 zuriick, was auf
einer eigenen Nomenklatur von auf Ratten-cDNA basierenden Proteinen beruht
(Schulte et al., 1997).

Y 136F bezeichnet eine Mutante, bei der die 163. Aminosdure des Flot2, das Tyrosin,
durch Phenylalanin ersetzt wurde, wodurch eine mdgliche Phosphorylierung an dieser
Stelle verhindert wird (Neumann-Giesen et al., 2007). Fusioniert mit der unspezifischen
Biotinligase BirA* bleibt die Grofle des Gesamtkonstrukts dieselbe wie beim

Fusionsprotein des Wildtyps.
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Abbildung 7: Darstellung der klonierten Flot2 Fusionsproteine und der Biotinligase BirA*.

Die Gesamtmasse der beiden Flot2-Fusionsproteine ist gleich und betragt 80 kDa, dabei macht Flotillin 2
selbst 48 kDa und die Biotinligase 32 kDa aus. Dabei liegt die Biotinligase jeweils am C-Terminus des
Proteins. Der Unterschied der beiden Flot2-Fusionsproteine liegt in der 163. Aminosdure, die entweder

Phenylalanin oder Tyrosin ist.

Die erfolgreiche Klonierung wurde zunéchst mittels einer Agarosegel-Elektrophorese
iiberpriift. AnschlieBend erfolgte die Transfektion von Flot2-KO HEK Zellen mittels
MACSfectin® und danach der Nachweis des Fusionsproteins mittels Western Blot und
nachfolgender Immundetektion. Der Nachweis der erfolgreichen Expression ist in
Abbildung 8 dargestellt. Als Negativkontrolle diente die unspezifische Biotinligase
BirA* ohne Flotillin, die im selben Verfahren wie die anderen Konstrukte transfiziert
wurde. Zum Nachweis der gleichmiBigen Beladung der Gele wurde immer eine

Immundetektion mit GAPDH durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Western Blot der HEK 293T-Zellen mit Nachweis der Flot2-Fusionsproteine: Y163F-
BirA*, Regl-BirA* in Lysaten.

HEK 293T-Zellen wurden transfiziert, kultiviert und anschlieBend lysiert. Die Transfektion erfolgte als
Lipofektion mit 6 ul MACSfectin® und 3 pg der jeweiligen DNA jeweils auf pAAV- und pcDNA3-
Vektoren. Die Immundetektion wurde nach der SDS-Page und dem Western Blot mit Anti-Flot2-
Antikorpern durchgefiihrt. Bei 80 kDa sind die Fusionsproteine Y163F-BirA* und Regl-BirA*
nachweisbar, wihrend bei BirA*, der Negativkontrolle, keine Bande zu sechen ist. Bei 37 kDa ist der

Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle zu sehen.

4.3 Etablierung von Transfektions- bzw. Transduktionsbedingungen

Zur Durchfithrung der Transduktion wurden zunidchst AAV-Partikel hergestellt. Diese
wurden mittels Calcium-Phosphat-Transfektion fiir jedes Konstrukt (Y 163F-BirA*,
Regl-BirA* und BirA*) auf pAAV in HEK 293T produziert. Dabei wurden jeweils 7
ug DNA auf pAAV mit je 7 pg pHelper und 7 pg pAAV-DIJ transfiziert. PHelper dient
dabei als Helferplasmid, sodass eine Assemblierung der AAV-Partikel durch virale
Proteine in der Zelle stattfinden kann. Das Kapsid kommt aus dem pAAV-DJ-Vektor.
Bei AAV handelt sich um Partikel, die ein Hybrid-Kapsid aus verschiedenen AAV-
Serotypen (pAAV-DJ) besitzen, damit auch kultivierte Zelllinien infiziert werden.
Anschliefend wurde in dieser Arbeit versucht, zunichst das bestmogliche Zellmodell zu
ermitteln und anschlieBend in diesem die Methodik der BiolD durchzufiihren. Daher
wurden unterschiedliche Zelllinien zur Transfektion als auch Transduktion

herangezogen.
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4.3.1 hTert-Zelllinie

In erster Linie ergab die hTert-Zelllinie fiir die vorgesehenen Zwecke das optimale
Modell. Daher wurden zunédchst Transfektionsversuche mit dieser Zelllinie
unternommen. Aus vorangegangenen Erfahrungen der AG Tikkanen ist diese Zelllinie
jedoch sehr schwer zu transfizieren.

Da eine stabile Transfektion mit den Konstrukten erfolglos blieb, wurde eine
Transduktion mittels AAV und den entsprechenden Konstrukten aus pAAV-Vektoren
erwdgt. Zur Bestimmung der Transduktionseffizienz anhand der Anzahl griiner GFP-
exprimierender Zellen wurde zunéchst das fluoreszierende GFP-pAAYV transduziert.
Das Eindeckeln erfolgte dann mit einem Einbettungsmedium mit DAPI, um die
Zellkerne zu visualisieren. Jedoch war auch diese Art der Transduktion bei hTert-Zellen
erfolglos. Die Anzahl der GFP-positiven Zellen war selbst bei 15 pl Viren sehr gering.
Das Ergebnis ist in Abbildung 9 zu sehen. Daher wurden weitere Zelllinien in

Erwagung gezogen.

hTert WT

10 ul 15 ul

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von GFP in Wildtyp hTert-Zellen nach
Transduktion.

HTert-Zellen wurden mit GFP-AAV-Partikeln transduziert, kultiviert und anschlieend fixiert. Es ist ein
positives Signal sowohl fiir DAPI (blau) als auch fiir GFP ab 15 pl Viruspartikeln (griin) zu sehen. Bei 0
bis 10 pl sind perinukleér auch autofluoreszierende Proteine (griin) erkennbar. Die Menge an Viruspartikeln
zur Transduktion wurde linear um 5 pl erhoht. Zellen, die GFP exprimieren, sind griin markiert. Die DAPI-

Farbung (blau) markiert den Zellkern bzw. die DNA.
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4.3.2 Flot2-Knockout HaCaT-Zelllinie

Als zweite Moglichkeit wurden HaCaT Zellen in Erwdgung gezogen. Diese spontan
immortalisierten Keratinozyten stammen aus der Peripherie eines Hautkarzinoms und
sind durch die Inaktivierung des p53-Proteins immortalisiert (Boukamp et al., 1988).
Ein besonderer Vorteil ergab sich durch das Vorhandensein einer Flot2-Knockout-
Zelllinie der HaCaT Zellen in unserer Arbeitsgruppe.

Die AAV-Transduktion wurde nach demselben Schema wie bei der hTert-Zelllinie
durchgefiihrt (sieche Abbildung 10). Das Ergebnis war aussichtsreicher, denn bereits bei
einer Menge von 5 pl Viruspartikel ergaben sich die ersten GFP-positiven Zellen.

Bei einer Menge von 20 pl Viruspartikel waren 20% GFP-positiv, sodass als
Folgeversuch eine Transduktion mit den Konstrukten: Y163F-BirA*, Regl-BirA* und
BirA* auf pAAV-Vektoren durchgefiihrt wurde.

HaCaT Flot2-KO

5ul 10 pl 20 pl

Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von GFP in Flot2-KO HaCaT-Zellen nach
Transduktion.

Flot2-KO HaCaT-Zellen wurden mit GFP-AAV-Partikeln transduziert, kultiviert und anschlieend fixiert.
Es ist ein positives Signal sowohl fiir DAPI (blau) als auch fiir GFP (griin) zu sehen. Die Menge an
Viruspartikeln zur Transduktion wurde schrittweise auf 20 pl erhoht. Zellen, die GFP exprimieren, sind
griin markiert. Ab einer Menge von 5 pl sind die ersten GFP-positiven Zellen zu sehen. Ein linearer Anstieg
der Transduktionsrate mit steigender Menge an Viruspartikeln war jedoch nicht eindeutig zu erkennen. Die

DAPI-Féarbung (blau) markiert den Zellkern bzw. die DNA.

Zur Kontrolle wurde parallel eine Transduktion mit den Proteinen Y163F-BirA*, Regl-
BirA* und BirA* in Flot2-KO HEK Zellen durchgefiihrt. Die Transduktion erfolgte
ebenfalls mit AAV-Partikeln. Abbildung 11 A zeigt die mit bereits 10 bzw. 20 ul
Viruspartikel erfolgreiche Transduktion in Flot2-KO HEK Zellen.
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Fiir die Transduktion der Proteine Y163F-BirA*, Regl-BirA* und BirA* in Flot2-KO
HaCaT Zellen wurden grof3ere Mengen von AAV-Partikeln verwendet, da
vorangegangene Transduktionsversuche mit Mengen zwischen 10 und 30 pl ineffektiv
waren.

Einzig die Transduktion mit 150 pl Viruspartikel, wie in Abbildung 11 B zu sehen,
brachte einen kaum sichtbaren Nachweis von Regl-BirA* im Western Blot. Insgesamt
ist die Effizienz dieser Art der Transduktion jedoch zu gering, um damit die Methodik

der BiolD anzuwenden. Daher wurde die HaCaT-Zelllinie nicht weiterverwendet.

A B
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Abbildung 11: Western Blot der Flot2-KO HEK-Zellen (A) und Flot2-KO HaCaT-Zellen (B) mit
Nachweis der Flot2-Fusionsproteine: Y163F-BirA*, Regl-BirA* in Lysaten.

Flot2-KO HEK- und Flot2-KO HaCaT-Zellen wurden transduziert, kultiviert und anschlieBend lysiert. Die
Transduktion erfolgte beginnend mit 10 ul AAV-Partikeln. Die Immundetektion wurde nach der SDS-Page
und dem Western Blot mit Flot2-Antikorpern durchgefiihrt. Unter A sind bei 80 kDa die Fusionsproteine
Y163F-BirA* und Regl-BirA* nachweisbar, wiahrend bei BirA*, der Negativkontrolle, keine Bande zu
sehen ist (es existierten keine kommerziellen Antikorper gegen das BirA*-Protein). Unter B ist bei 80 kDa
Regl-BirA* mit 150 pul AAV-Partikeln kaum nachweisbar. Insgesamt konnte somit keine erfolgreiche

Transduktion nachgewiesen werden. Bei 37 kDa ist der Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle zu sehen.

Dariiber hinaus wurde eine Transfektion mittels Viromer® RED durchgefiihrt. Es
handelt sich dabei um eine polymerbasierte Transfektion, die Transfektionskomplexe
mit einem Plasmid ausbildet, die wiederum durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden. Auch hiernach konnte keine erfolgreiche Transfektion in Flot2-

KO HaCaT (siche Abbildung 12) nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Western Blot der Flot2-KO HaCaT-Zellen mit fehlendem Nachweis der Flot2-
Fusionsproteine: Y163F-BirA*, Regl-BirA* in Lysaten.

Flot2-KO HaCaT-Zellen wurden transfiziert, kultiviert und anschlieBend lysiert. Die Transfektion erfolgte
mit 1,4 pg der jeweiligen DNA in insgesamt 100 pl Viromer® RED Transfektionspuffer. Die
Immundetektion wurde nach der SDS-Page und dem Western Blot mit Anti-Flot2-Antikdrpern
durchgefiihrt. Die Expression der Fusionsproteine konnte nicht nachgewiesen werden. Bei 80 kDa sind

entsprechend keine Banden zu sehen. Bei 37 kDa ist der Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle zu sehen.

4.3.3 MDA-MB-231-Zelllinie

MDA-MB-231 Zellen sind humane Brustkrebszellen, die von einer 51-jdhrigen
Patientin gewonnen wurden (Cailleau et al., 1974). Bei dieser Zelllinie fehlen die
Chromosomen 8 und 15, damit sind sie aneuploid (Satya-Prakash et al., 1981). Da diese
Epithelzellen sind, die einen stabilen Zellverband ausbilden, ist man davon
ausgegangen, dass sie sich dadurch auch zur Untersuchung von Zell-Zell-Kontakten
eignen.

Die Zellen wurden mittels MACSfectin® mit GFP-pAAV transfiziert. Dabei wurden 3
bzw. 4 ul MACSfectin® zu 1 pg DNA verwendet. Das Ergebnis der Immunfluoreszenz
weist besonders bei 4 ul MACSfectin® Transfektionsreagenz eine gute Effizienz der

Transfektion auf. Dies ist in Abbildung 13 zu sehen.
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Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von GFP in Wildtyp MDA-MB-231-Zellen
nach Transduktion.

MDA-MB-231-Zellen wurden jeweils mit 3 pl bzw. 4 pl MACSfectin® und je 1 ug GFP-DNA transfiziert,
kultiviert und anschlielend fixiert. Es ist ein positives Signal sowohl fiir DAPI (blau) als auch fiir GFP
(griin) zu sehen. Bei einer Menge von 3 pl sind bereits GFP-positive Zellen zu sehen. Bei 4 pl nimmt die

Transfektionsrate etwas zu. Die DAPI-Farbung (blau) markiert den Zellkern bzw. die DNA.

Des Weiteren wurde eine Transfektion mit den zu untersuchenden Konstrukten
ebenfalls mit 4 ul MACSfectin® Transfektionsreagenz und 1 pg jeweiligen DNA
durchgefiihrt. Die Expression von Y163F-BirA* auf pcDNA3 ist deutlich nachweisbar,
wihrend Regl-BirA* auf pcDNA3 einen schwécheren Nachweis zeigt. Die Expression
der Konstrukte auf pAAV konnte nicht ausreichen nachgewiesen werden. Abbildung 14

zeigt den Western Blot nach entsprechender Immundetektion.
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Abbildung 14: Western Blot der MDA-MB-231-Zellen mit Nachweis der Flot2-Fusionsproteine:
Y163F-BirA*, Regl-BirA* in Lysaten.

MDA-MB-231-Zellen wurden transfiziert, kultiviert und anschlieBend lysiert. Die Transfektion erfolgte als
Lipofektion mit 4 ul MACSfectin® und 1 pg der jeweiligen DNA jeweils auf pAAV- und pcDNA3-
Vektoren. Die Immundetektion wurde nach der SDS-Page und dem Western Blot mit Anti-Flot2-
Antikorpern durchgefiihrt. Bei 80 kDa ist das Fusionsprotein Y163F-BirA* auf pcDNA3 nachweisbar,
wihrend Regl-BirA* nur schwach nachgewiesen werden konnte. Bei BirA*, der Negativkontrolle, ist keine
Bande zu sehen. Der Nachweis der Fusionsproteine auf pAAV konnte nicht ausreichend erbracht werden,
da nur sehr schwache Banden zu sehen sind. Bei 37 kDa ist der Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle

zu sehen.

Auch hier reicht die Transfektionsrate nicht aus, um weitere Experimente mit dieser
Zelllinie durchzufiihren. Dariiber hinaus hat sich im Verlauf dieser Arbeit gezeigt, dass
der Epithelverband sehr weitmaschig ist, was die Anwendung dieser Zelllinie zur

Untersuchung von Zell-Zell-Kontakten weiter einschrinkt.

4.3.4 MCF7-Zelllinie

Auch die MCF7 Zellen sind humane Brustkrebszellen. Sie stammen von einer 69 Jahre
alten Frau (Soule et al., 1973). Die MCF7 Zellen bilden als Epithelzellen einen
kompakten Zellverband und eignen sich damit gut zur Untersuchung von Zell-Zell-
Kontakten.

Eine stabile Transfektion war, wie bei der HaCaT-Zelllinie, auch hier nicht moglich.
Daher wurde auch hier die Methode der Transduktion angewandt. Zunédchst wurde auch
hier das GFP-pAAV transduziert und mittels Immunfluoreszenz analysiert. Die Mengen

der Viruspartikel wurden aus Erfahrung hoher als bei der HaCaT-Zelllinie gewéhlt. Die



Ergebnisse 51

Effizienz der Transduktion ist hoher als bei der HaCaT-Zelllinie, was aber
moglicherweise auf die erhohten Mengen der Viren zuriickzufiihren ist. Das Ergebnis
hierzu ist in Abbildung 15 zu sehen.

Damit eignet sich diese Zelllinie fiir weitere Versuche hinsichtlich der Untersuchung
von Zell-Zell-Kontakten. Hierfiir miisste man jedoch eine Flot2-Knockout Zelllinie

herstellen, die zum Zeitpunkt dieser Untersuchung nicht zur Verfligung stand.

MCF7 WT

10 pl 20 pl 40 pl

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von GFP in MCF7-Zellen nach Transduktion.
MCF7-Zellen wurden mit GFP-AAV-Partikeln transduziert, kultiviert und anschlieSend fixiert. Es ist ein
positives Signal sowohl fiir DAPI (blau) als auch fiir GFP (griin) zu sehen. Die Menge an Viruspartikeln
zur Transduktion wurde linear um 10 pl erhoht. Zellen, die GFP exprimieren, sind griin markiert. Ab einer
Menge von 10 pl sind die ersten GFP-positiven Zellen zu sehen. Ein Anstieg der Transduktionsrate mit
steigender Menge an Virus-Partikeln ist zu erkennen. Die DAPI-Féarbung (blau) markiert den Zellkern bzw.
die DNA.

4.4 Nachweis der Interaktion von Flot2-Fusionsproteinen mit

endogenem Flotl

Ein konventionelles Verfahren zum Nachweis einer Interaktion von Proteinen stellt die
Co-Immunprizipitation (ColP) dar. Mit Hilfe dieser Methode wurde die Interaktion der
Fusionsproteine mit Flotl in Flot2-KO HEK Zellen analysiert. Dabei ging es
insbesondere darum, dass die Fusionsproteine mit Flot1 interagieren. Hierzu wurden
sowohl die Proben der ColP als auch die Proben der entsprechenden Lysate auf einem
Western Blot mittels Immundetektion dargestellt. In den Lysaten wurden so in jeder
Probe die Fusionsproteine als auch endogenes Flotl nachgewiesen. Dadurch ist davon

auszugehen, dass sowohl die Fusionsproteine als auch das endogene Flotl exprimiert
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werden. Nur dann ist auch das Ergebnis der Co-Immunprézipitation zu verwerten.
Transfiziert wurden die Fusionsproteine zuvor auf jeweils unterschiedlichen Vektoren:
pcDNA3 (sieche Abbildung 16 A) und pAAYV (siehe Abbildung 16 B). Bei der Co-
Immunprézipitation wurde Flot2 prézipitiert, und Flotl sollte dabei koprazipitieren. Als
Negativkontrolle wurde auch hier wieder die reine Biotinligase BirA*, die zuvor
transfiziert wurde, verwendet.

Die Koprizipitation von endogenem Flot]l war mit den Fusionsproteinen auf dem
Vektor pPCDNA3 erfolgreich. Wie in Abbildung 16 dargestellt, konnte gezeigt werden,
dass sowohl Y163F-BirA* als auch Regl-BirA* Bindungspartner fiir endogenes Flot1
der Flot2-KO HEK Zelllinie darstellen. Dabei scheint es zu einer etwas ausgepréagteren
Interaktion zwischen Regl-BirA* mit Flotl als mit der Mutante Y163F-BirA* zu
kommen. Dies wurde bereits mit Flot2-EGFP Fusionsproteinen gezeigt (Babuke et al.,
2009). Im Rahmen der ColP wurden dariiber hinaus noch unspezifische Banden bei
etwa 70 kDa sichtbar. Hierbei handelt es sich mdglicherweise um die schweren Ketten

der IgG-Antikorper, die fiir die Immunprézipitation verwendet wurden.
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Abbildung 16: Western Blot der Flot2-KO HEK-Zellen mit Nachweis der Flot2-Fusionsproteine bzw.
von Flotl auf dem pcDNA3-Vektor (A) und dem pAAV-Vektor (B) nach ColP und in Lysaten.

Flot2-KO HEK-Zellen wurden transfiziert, kultiviert und anschlieBend lysiert. Die Transfektion erfolgte
als Lipofektion mit 6 ul MACSfectin® und 3 pg der jeweiligen DNA jeweils auf pAAV- (A) und pcDNA3-
Vektoren (B). Es wurde je 1 mg Lysat fiir die Immunprézipitation verwendet, die mit Anti-Flot2-
Antikorpern durchgefiihrt worden, wobei Flotl koprizipitieren sollte. Zur Kontrolle wurden Lysate
verwendet. Die Immundetektion wurde nach der SDS-Page und dem Western Blot mit Anti-Flot2- und
Anti-Flot1-Antikorpern durchgefiihrt. Bei 80 kDa sind die Fusionsproteine Y 163F-BirA* und Regl-BirA*
jeweils in der ColP als auch in den Lysaten nachweisbar, wahrend bei BirA*, der Negativkontrolle, keine
Bande zu sehen ist. Bei 70 kDa ist eine unspezifische Bande in der ColP zu sehen, bei der es sich
wahrscheinlich um die IgG HC handelt. Die Bande ist bei Y163F-BirA* und Regl-BirA* auf pcDNA3

nachweisbar, wihrend sie bei allen drei Konstrukten auf pAAV zu sehen ist. Bei 48 kDa ist das endogene
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Flotl nachweisbar. Auf pcDNA3 (A) war das Experiment erfolgreich, wihrend es auf pAAV (B) nicht
erfolgreich war, da eine Bande in der Negativkontrolle, bei BirA* zu sehen ist, die dariiber hinaus héher

liegt als die anderen Banden. Bei 37 kDa ist der Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle zu sehen.

4.5 Etablierung der BiolD zur Darstellung des Interaktoms von Flot2
in Flot2-Knockout-HEK

Zur Darstellung des Interaktoms von Flot2 wurde die Methode der BiolD (Roux et al.
2012) gewdhlt. Hierzu wurde nicht die spezifische Biotinligase BirA verwendet,
sondern die unspezifische Biotinligase BirA* (Rhee & Schulman, 2004). Diese
biotinyliert Proteine in der Néhe jener Fusionsproteine und ist nicht von einer
bestimmten Ziel-Sequenz fiir die Biotinylierung seiner Substrate abhéngig. Dabei ist der
Aktivitdtsradius nicht vollstidndig geklért, liegt aber schitzungsweise bei 20-30 nm fiir
mindestens 50% aller biotinylierten Proteine (Roux et al., 2012).

Zur Etablierung der Methodik wurden zunéchst verschiedene Zellmodelle erprobt. Das
priorisierte Modell der hTert musste dabei verworfen werden, da eine stabile
Transfektion sowie eine ausreichende Expression der Fusionsproteine nicht erreicht
werden konnte. Dariiber hinaus standen zum Untersuchungszeitpunkt keine Flot2-KO
hTert-Zellen zur Verfiigung. Auch HaCaT-Zellen mussten aus den bereits genannten
Griinden verworfen werden. Die MDA-MB-231 Zelllinie konnte nicht verwendet
werden, da die Zellverbidnde zu weitmaschig fiir die Untersuchung der Zelladhésion
waren und die Transfektionsrate niedrig blieb. Zuletzt bestand die Moglichkeit die
MCF7 Zelllinie zu verwenden. Allerdings standen hier zum Untersuchungszeitpunkt
keine Flot2-KO Zellen zur Verfligung. Somit wurde zur Etablierung der BiolD die
Flot2-KO HEK?293T-Zelllinie angewandt, da diese im Vergleich mit den anderen
genannten Zelllinien eine gute Transfektionsrate aufwies und damit auch eine
entsprechende Expression der bendtigten Fusionsproteine.

Zunichst wurden die Flot2-Fusionsproteine und das BirA* in die Flot2-KO-HEK Zellen
transfiziert und darin exprimiert. Diese wurden anschliefend tiber 24 Stunden mit 2,4
pg/ml Biotin behandelt, sodass eine ausreichende Biotinylierung stattfinden konnte. Die
nun biotinylierten Proteine lassen sich mittels Streptavidin Kiigelchen isolieren. In
diesem Versuch wurde parallel zum vorangegangenen Versuch versucht, zunéchst die

exprimierten Flot2-Fusionsproteine und das biotinylierte Flotl nachzuweisen. Die
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Negativkontrolle wurde mit Ansdtzen ohne Biotin durchgefiihrt. Parallel wurde auch ein
Proteinnachweis in den Lysaten durchgefiihrt. Hier sollten die Fusionsproteine als auch

endogenes Flotl und GAPDH nachweisbar sein.
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Abbildung 17: Western Blot der Flot2-KO HEK-Zellen mit Nachweis der Flot2-Fusionsproteine bzw.
Flotl im Pulldown (A) und in Lysaten (B) nach BiolD.

Flot2-KO HEK-Zellen wurden transfiziert, kultiviert und anschlieend lysiert. Es wurde je 1 mg Lysat
verwendet. Die Transfektion erfolgte als Lipofektion mit 6 ul MACSfectin® und 3 pg der jeweiligen DNA
auf pcDNA3-Vektoren. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von Biotin (+Biotin) oder nicht (-Biotin). Die
Immundetektion wurde nach der SDS-Page und dem Western Blot mit Flot2- und Flotl-Antikdrpern
durchgefiihrt. Die biotinylierten Fusionsproteine Y163F-BirA* und Regl-BirA* wurden mittels eines
Pulldowns (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, siche A) isoliert und konnten bei 80 kDa
nachgewiesen werden (+Biotin). Bei 48 kDa ist das endogene Flotl nachweisbar. Dieses ist im Pulldown
durch die vorangegangene Biotinylierung bei der Interaktion mit Flot2 nachweisbar (+Biotin), wahrend es
ohne Biotin (-Biotin) nicht nachgewiesen werden konnte. Unter A ist der Nachweis von GAPDH als
Ladekontrolle bei 37 kDa ist negativ ausgefallen. In den Lysaten (B) wurden die Fusionsproteine
nachgewiesen, wihrend bei BirA*, der Negativkontrolle, keine Bande zu sehen ist. Das endogene Flot1 ist

bei 48 kDa, wie auch das GAPDH bei 37 kDa als Ladekontrolle in jedem Fall nachgewiesen.

Im Versuch konnte gezeigt werden, dass Flotl mit den Flot2-Fusionsproteinen
interagiert und somit, sofern Biotin im Medium vorhanden war, biotinyliert wurde
(siche Abbildung 17 A). Ohne Biotin war kein Flotl in den Pulldowns nachweisbar,
wihrend die Fusionsproteine exprimiert und durch das im Nahrmedium in geringer
Menge vorhandene Biotin auch biotinyliert wurden. Es ist also davon auszugehen, dass
sich die Flot 2-Fusionsproteine selbst biotinylieren und damit in den Pulldowns
nachweisbar sind. Dies deckt sich mit der Annahme, dass Flot2-Proteine Oligomere

bilden (Babuke et al., 2009). Es konnte im Versuch mit dem Pulldown auch kein
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GAPDH nachgewiesen werden. Eine Interaktion von GAPDH mit Flot2 ist bisher nicht
bekannt, somit bestitigt mein negatives Ergebnis die korrekte Durchfiihrung der BiolD.
In den Lysaten hingegen (siche Abbildung 17 B) ist endogenes Flotl in allen Fillen
nachgewiesen worden. Gleichermaflen wurde auch hier die Expression der
Fusionsproteine bestdtigt. Als Negativkontrolle wurde im Rahmen beider Ergebnisse

auch wieder BirA* verwendet.
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5. Diskussion

Die Rolle der Flotilline in der Zelladhésion ist bereits langer bekannt (Chartier et al.,
2011; Kurrle et al., 2013). Allerdings beschiftigt sich unsere Arbeitsgruppe mit den
Zusammenhdngen zwischen Desmosomen und Flotillinen, insbesondere geht es dabei
um die Interaktionen von Flotillinen mit desmosomalen Proteinen in Keratinozyten.
Nachdem ein Zusammenhang zwischen Flotillinen und Adhirenzkontakten
nachgewiesen werden konnte, wurde schlielich auch eine Interaktion im Rahmen von
desmosomalen Haftkontakten nachgewiesen (Bodin et al., 2014; Kurrle et al., 2013;
Vollner et al., 2016). Bei Desmosomen konnte sogar ein Adhésionsverlust gezeigt
werden, sobald eine verminderte Expression von Flotillin 2 vorlag (Vdllner et al.,
2016). Der Adhéasionsverlust, der durch das Fehlen von Flotillin 2 in der HaCaT
Zelllinie entstanden ist, war vergleichbar mit dem Adhésionsverlust, der durch die
Wirkung von PV-IgG beim Pemphigus vulgaris entsteht. Zuriickzufiihren ist dies auf
die Interaktion von Flot2 mit Dsgl und Dsg 3 (Vdllner et al., 2016). Da das
Adhisionsvermdgen von Desmosomen calciumabhéngig ist (Beckert et al., 2019;
Nekrasova & Green, 2013), wurde im Rahmen meiner Arbeit untersucht, wie sich
Flotillin 2 bzw. dessen Lokalisation in humanen Keratinozyten (hTert-Zellen) bei
unterschiedlichen Calciumspiegeln verdandert. Dabei konnte ich zeigen, dass Flotillin bei
niedrigen Calciumspiegeln wie 0,05 mM hauptséchlich perinukledr angeordnet ist und
bei erhohten Calciumspiegeln wie 2 mM vermehrt im Bereich der Zell-Zell-Kontakte zu
finden ist. Die Verbindung zwischen der Calciumkonzentration und Flotillin 2
Lokalisation betont damit auch die Bedeutung von Flotillin 2 fiir das
Adhisionsvermdgen von Desmosomen in Keratinozyten. Dennoch sollte beachtet
werden, dass diese Ergebnisse abhéngig vom angewandten Zellmodell sind, da
Untersuchungen der Lokalisation von Flotillinen in unterschiedlichen Zelltypen auch
unterschiedliche Ergebnisse aufwiesen (Kurrle et al., 2013). Es kann also angenommen
werden, dass die Funktion der Flotilline im Rahmen der Zell-Zell-Adhésion vom
Zelltypus abhingt (Guillaume et al., 2013; Kurrle et al., 2013; Solis et al., 2012).
Dieser Fakt liefert einen spezifischen Zusammenhang zwischen Flotillin 2 und
Keratinozyten. Daher lag der Fokus in dieser Arbeit unter anderem darauf, zunéchst ein
geeignetes Zellmodell, bevorzugt eine Keratinozyten-Zelllinie, zu finden. Die gesuchte
Zelllinie sollte ein geeignetes Modell zur Untersuchung von Zell-Zell-Kontakten

darstellen und damit als Zellverband mit der menschlichen Epidermis vergleichbar sein.
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Flotilline spielen auch eine indirekte Rolle in der Clathrin-vermittelten Endozytose
(Babuke et al., 2009; Schneider et al., 2008; Sorkina et al., 2013). Die Anderung der
Lokalisation bei Anderungen der Calciumkonzentration im Rahmen meiner Ergebnisse
deutet ebenfalls auf eine Funktion von Flot2 bei Transportprozessen hin. In diesem
Zusammenhang ist bereits bekannt, dass Flot2 seine Lokalisation durch PV-IgG édndert.
Es ist nicht mehr an der Zellmembran zu finden, sondern liegt ungeordnet in der Zelle
vor (Vollner et al., 2016). Hierbei gilt es zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zu
der von PV-IgG ausgelosten Endozytose von Dsg3 und der gednderten Lokalisation von
Flotillinen im Rahmen des Pemphigus vulgaris gibt, und wenn dem so ist, in welchem
Ausmal Flotilline mdglicherweise daran beteiligt sind. Es ist durchaus moglich, dass
die Abwesenheit von Flotillinen zu einer verstirkten Internalisierung von Dsg3 fiihrt
und somit eine stirkere Akantholyse ausldst. Eine Verdnderung des Flot2 konnte jedoch
auch zu einer milderen Akantholyse fiihren, wenn man dem Flot2 eine tragende Rolle
als Vermittler der Interaktion zwischen den PV-IgG und dem Dsg3 zuspricht. Das in
dieser Untersuchung verwendete Flot2-Fusionsprotein Y 163F-BirA* stellt so ein
verdndertes Flotillin 2 dar, da hier das funktionell wichtige Tyrosin an Stelle 163 durch
Phenylalanin ausgetauscht wurde und somit nicht mehr phosphoryliert werden und nicht
mehr an bestimmten Signalkaskaden (z.B. des EGF-Rezeptors) teilnehmen kann
(Neumann-Giesen et al., 2007). Dieses und weitere Fusionsproteine wiirden sich fiir die
oben genannte Untersuchung mit PV-IgG eignen. So kdnnte man weitere mogliche
Zusammenhidnge von Flotillin 2 mit PV-IgG mittels BiolD darstellen. Die BiolD wurde
in dieser Arbeit als geeignete Methode zur Identifizierung von Interaktionspartnern oder
zum Nachweis von bestimmten Interaktionen etabliert. Zunéchst sollte man
Interaktionspartner unter physiologischen Bedingungen identifizieren, um damit auch
potenzielle pathologische Angriffspunkte zu erkennen. Denn nur durch die Kenntnis der
physiologischen Interaktionspartner definiert sich eine mogliche Liste von
pathologischen Dreh- und Angelpunkten. Diese kdnnen dann im Rahmen von
pathologischen Prozessen untersucht werden, um ihnen eine entsprechende Rolle
zuzuteilen. Dadurch konnte die Rolle von Flotillinen im Rahmen von pathologischen

Prozessen besser verstanden werden.
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5.1 Flot2-Mutanten in verschiedenen Zellmodellen

Da Y163 als eine der Hauptregulationsstellen im Flot2 identifiziert wurde, war es ein
Ziel zundchst die Auswirkungen einer Mutation an dieser Stelle zu untersuchen (Babuke
et al., 2009; Neumann-Giesen et al., 2007). Hierfiir wurde das Tyrosin in der
Proteinsequenz durch ein Phenylalanin ausgetauscht. Damit kann das Y163F nicht
phosphoryliert und das mutierte Flot2-Protein nicht endozytiert werden (Babuke et al.,
2009; Neumann-Giesen et al., 2007).

Die Folgen dieser Mutation kdnnen in Untersuchungen zu Zusammenhéngen mit
Pemphigus vulgaris vielseitig sein. Es ist beispielsweise nicht auszuschlieen, dass es
zu einer Hemmung in der Wirkung von PV-IgG kommt, da eine Endozytose des
mutierten Flot2 entsprechend nicht mehr moglich ist. Anderenfalls ist es jedoch auch
moglich, dass das Desmosom durch die Mutation des Flot2 eine noch groBere
Instabilitdt erfahrt, und die Wirkung der Autoantikorper noch weiter potenziert wird.
Dies gilt es noch zu untersuchen. Im Rahmen meiner Arbeit habe ich einen Vergleich
zwischen dem Fusionsprotein des Wildtyps von Flot2, Regl-BirA*, und der Mutante

Y 163F-BirA* hinsichtlich deren Interaktion mit endogenem Flotl gezogen. Hier deutet
sich bereits an, dass Y163F-BirA* weniger mit Flotl interagiert. Letztendlich wére eine
Weiterfithrung meiner Arbeit herauszufinden mit welchen Proteinen die Y163F-

Mutante im Vergleich zum Wildtyp interagieren kann und mit welchen nicht.

Beckert et al. stellten 2019 die hTert Keratinozyten als eines der am besten geeigneten
Zellmodelle zur Untersuchung von desmosomaler Adhdsion bzw. von Pathologien in
diesem Zusammenhang heraus (Beckert et al., 2019). Meine Versuche im Zellmodell
der hTert waren jedoch erfolglos, da eine stabile Transfektion mit entsprechender
Proteinexpression nicht moglich war. Neben der Methode der Lipofektion wurden
ebenfalls Transduktionen mittels AAV-Partikeln durchgefiihrt. Die Mengen der
hergestellten Viren im Transduktionsreagenz konnten jedoch auf Grund der im Labor
noch nicht etablierten Methodik nicht quantifiziert werden. Daher wurde immer ein
definiertes Volumen der Viruspartikel (AAV) fiir die Experimente verwendet, damit die
Ergebnisse vergleichbar sind.

Um Interaktionen von Flot2 mit endogenem Flotl oder anderen Proteinen darzustellen,
war ein Zellmodell mit einer Flot2-Knockout-Variante notwendig. Nur auf diese Weise

konnte man sicher sein, dass der Nachweis von Flotl oder anderen Proteinen darauf
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beruht, dass zuvor eine Interaktion der Fusionsproteine damit stattfand und nicht mit
endogenem Flot2. Flot2-Knockout Zellen waren damit unabdinglich, um die
Interaktionen der Flot2-Mutanten korrekt zu analysieren. Zum Zeitpunkt meiner
Untersuchungen standen jedoch keine Flot2-Knockout hTert-Zellen zur Verfiigung. Da
aber Flot2-Knockout Zellen der Zelllinie HaCaT vorhanden waren, wurden die
Hauptversuche zunichst in HaCaT-Keratinozyten durchgefiihrt. Die Transfektion war
jedoch auch in diesem Zellmodell nicht effizient genug. Die transiente Transfektion
scheiterte aufgrund einer zu geringen Transfektionsrate. Die stabile Transfektion
hingegen funktionierte anfangs gut, die Expression der Proteine nahm dann aber stetig
ab. Da eine Resistenz aber weiterhin nachweisbar war, muss davon ausgegangen
werden, dass die Expression ausgeschaltet wurde. Da eine ausreichende Expression von
Flot2-GFP mittels Immunfluoreszenz ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte, ist
dies sehr wahrscheinlich auf den CMV Promotor des genutzten Vektors zuriickzufiihren
(Brooks et al., 2004). Dieser muss eine Unterdriickung der Expression hervorrufen, die
wahrscheinlich einer Methylierung der transfizierten DNA zu Grunde liegt (Osterlehner
etal., 2011; Yang et al., 2010). Dennoch war es mdglich, mittels Transduktion durch
AAYV einen Nachweis fiir die Expression von Regl-BirA* zu erbringen. Dadurch
bestitigt sich, dass nicht die Methode der Transfektion die Ursache fiir die geringe
Expression der Proteine in den stabil transfizierten Zellen ist, sondern viel mehr die
Repression durch die Promotorregion des Vektors. Zur Losung dieser Problematik kann
also ein anderer Vektor / Promotor flir die Erstellung der Plasmide verwendet werden.
Nach weiteren Versuchen mit MDA-MB-231 und MCF7 Zellen stellten sich vor allem
MCF7, neben HaCaT und hTert, als weiteres mogliches Zellmodell heraus. Sie stellen
sich im Gegensatz zu MDA-MB-231 als kompakter Zellverband dar und verfiigen damit
iiber ausreichende Adhisionsstrukturen, um die desmosomale Adhésion untersuchen zu
konnen. MDA-MB-231 bilden einen losen Zellverband aus, bei dem die Zell-Zell-
Adhasion entsprechend schwach ausgeprégt ist. Daher eignen sie sich wenig als
Zellmodell.

Fiir weitere Untersuchungen sind zusammenfassend hTert Keratinozyten und MCF7
Epithelzellen, wobei hier noch Flot2-KO Zelllinien generiert werden sollten, und
HaCaT Keratinozyten geeignet. Fiir ergdnzende Versuche in hTert und HaCaT
Keratinozyten muss jedoch zunéchst eine stabile Transfektionsmethode fiir die

dauerhafte Expression von Flot2-Mutanten etabliert werden.
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5.2 Lokalisation von Flot2 in Abhéangigkeit von der

Calciumkonzentration

Neben der Interaktion konnte auch eine Co-Lokalisation von Dsg3 und Flot2 bei einer
entsprechenden Anderung der Calciumkonzentration in zellulirem Medium
nachgewiesen werden (Beckert et al., 2019). Die Umverteilung von Flotillin 2 bei
hoheren Calciumkonzentrationen zu den Zell-Zell-Grenzen hin wurde im Rahmen
dieser Arbeit nochmals durch entsprechende Versuche im hTert Zellmodell besttigt.
Dariiber hinaus wurde auch untersucht, ob die Calciumkonzentration einen Einfluss auf
die Interaktion zwischen Flot1 und Flot2 ausiibt und ob die Expression von Flot2
dadurch beeinflusst wird.

Im Vordergrund stand einen mdglichen Einfluss von Calcium auf die Oligomerisierung
von Flot] und Flot2 zu verifizieren bzw. dies als moglichen Storfaktor bei weiteren
Untersuchungen auszuschlieBen. Hierbei ging es auch um den Grad der
Oligomerisierung. Da Flot2 in Immunfluoreszenzfarbungen bei héheren
Calciumkonzentrationen an der Plasmamembran zu finden ist und Flotl dies nicht ist,
war man in der Annahme, dass die Oligomerisierung sich bei unterschiedlicher
Calciumkonzentration auch entsprechend anders verhilt (Beckert et al., 2019). Eine
Begriindung dafiir konnte darin liegen, dass die verfiigbaren Flot1-Antikdrper nicht in
der Lage sind, die Lokalisierung korrekt anzuzeigen. Eine Calcium-abhéngige
Anderung in der Oligomerisierung ist jedoch nach meinen Ergebnissen nicht
nachweisbar. Hohe Calciumkonzentrationen korrelieren ebenfalls mit der
Differenzierung von Keratinozyten, erhohter Expression von Desmogleinen und damit
der Bildung von Desmosomen (Beckert et al., 2019). In hTert Zellen konnte ich zeigen,
dass Flotl bei 0,05 mM CaCl, gleichermallen mit Flot2 interagiert wie bei 2 mM CaCla.
Parallel dazu konnte im gleichen Zellmodell auch kein oder nur ein sehr geringer
Einfluss der Calciumkonzentration auf die Expression festgestellt werden. Damit
beschrinkt sich der Einfluss der Calciumkonzentration zunichst nur auf die
Lokalisation von Flot2 in hTert Zellen. Es konnte also, bezogen auf die
Calciumkonzentration, weder ein Einfluss auf die Interaktion zwischen den beiden
Flotillinen noch ein Einfluss auf die Expression von Flot2 nachgewiesen werden. In
Bezug auf Pemphigus vulgaris wurde bereits gezeigt, dass durch die Wirkung von PV-
IgG die Endozytose von Flot2 in HaCaT Keratinozyten beobachtet werden kann
(Vollner et al., 2016). Auch die Interaktion zwischen Flot2 und Dsg3 und die diffuse
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Verteilung von sowohl Flot2 als auch Dsg3 nach Zugabe von PV-IgG sollte man weiter
untersuchen. Denkbar wire beispielsweise, dass die Endozytose von Flot2, ausgeldst
durch PV-IgG, verhindert werden konnte, und man damit mdglicherweise auch die
Anderungen der Lokalisation von Dsg verhindert. Eine Untersuchung wire mit Hilfe
der Mutante Y163F gut moglich, da diese nicht endozytierbar ist (Neumann-Giesen et

al., 2007).

5.3 Interaktion von Flot2-Mutanten mit endogenem Flotl

Die Interaktion in Form einer Heterodimerisierung bzw. einer Oligomerisierung
zwischen den endogen exprimierten Varianten von Flotl und Flot 2 ist bereits mehrfach
nachgewiesen worden (Neumann-Giesen et al., 2004; Solis et al., 2007). Diese wird
auch als Voraussetzung fiir eine Bindung an die zelluldre Plasmamembran verstanden.
Daneben spielt die Oligomerisierung auch bei der Endozytose von Flotillinen selbst eine
groBBe Rolle (Babuke et al., 2009; Solis et al., 2007).

Ziel dieser Arbeit war es zunéchst zu iiberpriifen, ob das Fusionsprotein Y163F-BirA*
trotz seiner Mutation mit endogen exprimiertem Flot1 interagiert. Da ggf. eine AAV-
vermittelte Transduktion durchgefiihrt werden sollte, wurden entsprechend Konstrukte
zum einen auf pcDNA3 und zum anderen auf pAAV Vektoren verwendet. Da fiir diesen
Versuch eine hohe Transfektionsrate und eine damit einhergehende hohe
Proteinexpression nétig war, wurde die Transfektion in Flot2-KO HEK Zellen
durchgefiihrt.

Aufgrund des angewandten Verfahrens der Co-Immunprézipitation ist von einer relativ
starken Bindung zwischen Flot2 und Flotl auszugehen. Im Rahmen der Versuche auf
den pcDNA3-Vektoren konnte gezeigt werden, dass auch eine Interaktion der
verdnderten Flot2-Konstrukte mit endogen exprimiertem Flotl stattfindet. Das gilt
sowohl fiir die Y163F-Mutante als auch fiir den Flot2-Wildtyp. Die Menge an Flotl, die
mit Flot2 interagiert hat, war dabei scheinbar etwas grof3er als die Menge, die mit

Y 163F-BirA* interagiert hat. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Babuke et al. aus
dem Jahr 2009 (Babuke et al., 2009). Hinsichtlich der Mutante Y 163F-BirA* ist also
von einer Beeintrachtigung der Interaktion durch die Mutation auszugehen. Durch die
Biotinligase selbst ist aber keine Interferenz in der Heterodimerisierung der Flotilline zu

erwarten. Die Versuche mit den pAAV-Vektoren fiithrten nicht zum selben Erfolg, da in
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der Negativkontrolle ebenfalls ein Signal beim Flotl nachweisbar war. Diese lag jedoch
etwas hoher, daher handelt es sich wahrscheinlich um eine unspezifische Bande, die

aber die Interpretation der Ergebnisse erschwert.

5.4 Etablierung einer Methode zur Interaktomdarstellung von Flot2

Das Interaktom von Flotillin 2 mit desmosomalen Proteinen mittels Co-
Immunprézipitation darzustellen ldsst sich aufgrund der hohen Unloslichkeit der
desmosomalen Proteine nicht durchfithren. Mdgliche Detergenzien, die zur Losung
jener Proteine verwendet werden konnen, wiirden schwache Interaktionen nicht mehr
nachweisbar machen. Daher wurde die Methode des Enzym-Labeling, die sogenannte
BiolD, angewandt (Roux et al., 2012).

Zur Etablierung der Methode der BioID wurde versucht, das zuvor mittels Co-IP
erreichte Ergebnis mittels BiolD zu reproduzieren, um so zu zeigen, dass die BiolD die
Voraussetzungen als Methode zur Darstellung des Flotillin-Interaktoms erfiillt. Es wére
also zu erwarten, dass Regl-BirA* mit dem endogenen Flotl interagiert und dieses
biotinyliert.

Im Rahmen der Versuche konnte ich zeigen, dass Flotl nach Zugabe von Biotin ins
Zellmedium durch die an Flot2 gekoppelte Biotinligase BirA* biotinyliert wurde.
Daneben wurden auch die Flot2-Fusionsproteine selbst biotinyliert. Diese Tatsache
deutet daraufhin, dass Hetero-Oligomere und nicht nur Dimere gebildet wurden. Daher
ist davon auszugehen, dass mehr als ein Flot2 pro Oligomer vorhanden ist. Die
Fusionsproteine Y163F-BirA* und Regl-BirA* konnten anschlieBend mittels
Streptavidin Kiigelchen isoliert und dann mittels Western Blot nachgewiesen werden.
Das Ergebnis ist im Vergleich zur Co-IP nahezu identisch.

Die Flot2-Flotl-Interaktion konnte auch hier im selben Ausmal3 nachgewiesen werden
wie bei der Co-IP. Damit konnte gezeigt werden, dass die Methode der BiolD
entsprechend zur Darstellung des Interaktoms von Flotillin 2 geeignet ist.

Die Darstellung des Interaktoms von Flot2 hilft bei der Aufschliisselung der vielseitigen
Funktionen des Proteins. Bisher ist nicht ausreichend bekannt, inwiefern genau Flotillin
2 an der Homdostase und der Dynamik der Desmosomen beteiligt ist.

Zum einen konnte man in weiteren Versuchen mittels Western Blot bereits in Erwédgung

gezogene Interaktionspartner, wie Desmogleine oder Desmocolline, nach Biotinylierung
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und Pulldown nachweisen, zum anderen ist es aber auch moglich, noch unbekannte und
moglicherweise nicht zu erwartende Interaktionspartner mittels Massenspektrometrie zu
identifizieren (Roux et al., 2012). Es gibt auch die Moglichkeit, die verschiedenen Pools
der desmosomalen Proteine einander gegeniiberstellen, so z.B. den desmosomalen, also
Detergenz-unldslichen Pool gegen den nicht-desmosomalen bzw. Detergenz-16slichen
Pool. Diese befinden sich in stetem Austausch (Windoffer et al., 2002). Desmosomale
Proteine aus dem Detergenz-16slichen Pool sind dabei alle Cadherine, die mit der
Plasmamembran assoziiert sind und noch nicht Bestandteil von Adhésionskontakten
sind. Der Detergenz-unlésliche Pool stellt wiederum die Cadherine dar, die Bestandteile
von Desmosomen sind (Stahley et al., 2014). Eine Untersuchung hierzu gibe einen
Aufschluss iiber die Zusammensetzung von Komplexen zwischen Flotillinen und
Desmosomen, da es momentan ungewiss ist, ob Flotilline bevorzugt an den einen oder
den anderen Pool binden bzw. ob sie gleichermallen mit den desmosomalen Proteinen
beider Pools interagieren.

Weitergehend kann die BioID auch verwendet werden, um den Einfluss von PV-IgG
auf die Interaktionen von Flot2 mit anderen Proteinen zu untersuchen.
Zusammenfassend geht es also darum, die Rolle der Flotilline in der Pathogenese des

Pemphigus vulgaris weiter herauszuarbeiten.

5.5 Ausblick

Nach der Etablierung der Methode zur Untersuchung des Interaktoms von Flotillin 2,
sollte nun der nichste Schritt die eigentliche Untersuchung sein. Aufgrund der
Problematik bzgl. der Transfektion und der Expression der Fusionsproteine im
Zellmodell der HaCaT war es im Rahmen meiner Arbeit nicht mdglich, eine Interaktion
mit Dsg mit BiolD zu tiberpriifen. Sofern die Expression gelingen wiirde, wére dies der
nichste Schritt. Ein Losungsansatz hierfiir wire das Verwenden eines geeigneten
Vektors mit einem anderen Promotor. Weitere Interaktionspartner von Flot2 kénnten
dann, wie bereits beschrieben, entweder durch Immunoassays oder eine
Massenspektrometrie verifiziert oder identifiziert werden.

Des Weiteren wire es sinnvoll, auch das Interaktom von Flotillin 1 darzustellen, und
dieses mit dem von Flotillin 2 zu vergleichen. Unterschiede oder Gemeinsamkeiten

konnen weitere Untersuchungen nach sich ziehen, die dann die differenzierte Funktion
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des jeweiligen Proteins weiter aufschliisseln. Dadurch 14sst sich darstellen, ob eines der
Flotilline hinsichtlich eines moglichen therapeutischen Ansatzes den besseren
Angriffspunkt darstellt als das andere.

In Bezug auf Flotillin 1 sollten ebenfalls Untersuchungen in Flot1-KO Zelllinien,
analog zu den Untersuchungen in Flot2-KO Zellinien, in Erwdgung gezogen werden.
Auch dies hilft ein differenzierteres Bild der beiden Flotillin Proteine zu generieren.
Untersuchungen in Doppel-KO Zelllinien kdnnen im Zusammenhang mit der Zell-Zell-
Adhésion dariiber Aufschluss geben, ob sich nach Zugabe von PV-IgG die
Auswirkungen derer noch weiter potenzieren oder ob die Auswirkungen durch das
Fehlen der Flotilline sogar milder erscheinen.

Weitergehend sollte man auch die Lokalisation der Interaktion von Flotillinen und
desmosomalen Proteinen untersuchen. Hier ist zu differenzieren, ob die
Zusammensetzung zwischen den verschiedenen Proteinpools in Abwesenheit von
Flotillinen unterschiedlich ausfillt. Dazu kann man den desmosomalen Pool mit dem
nicht-desmosomalen vergleichen, oder den Anteil, der an die Plasmamembran gebunden
ist, mit dem, der nicht daran gebunden ist. Diese Vergleiche helfen die Dynamik von
Flotillinen und Desmosomen weiter zu verstehen.

Um die Rolle der regulativen Tyrosinreste in Flotillin-2 weiter zu ergriinden, konnen
weitere Fusionsproteine mit anderen Flot2-Mutanten mit BirA* generiert werden: Zum
einen 6xYF-BirA*, bei dem alle Tyrosinreste in Phenylalanin geidndert wurden auf3er
Tyr 28 und Tyr 163, und zum anderen 7xYF-BirA*, bei dem alle Tyrosinreste auf3er
Tyr 28 in Phenylalanin mutiert wurden. Besonders 6xYF-BirA* kann Aufschliisse
hinsichtlich der Funktion von Tyr 163 im Zusammenhang mit desmosomaler Adhésion

geben.
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6. Zusammenfassung

Pemphigus vulgaris ist eine schwere Autoimmunerkrankung, die durch eine
Blasenbildung in der Haut und in den Schleimhéduten charakterisiert ist. Die
Blasenbildung ist auf eine Akantholyse, d.h. eine Dissoziation des Epithelverbands,
zurlickzufiihren. Diese wird durch Autoantikdrper vom Typ IgG, auch PV-IgG genannt,
ausgelost, die vor allem gegen Desmoglein 3 gerichtet sind. Bei Desmogleinen handelt
es sich um transmembranidre Glykoproteine, die speziell bei Desmosomen vorkommen.
Man unterscheidet hier die Isoformen 1 bis 4. Letztendlich fiihrt die Bindung der PV-
IgG an das Desmoglein 3 zu einer Zerstdrung von Desmosomen. Desmoglein 3
interagiert unter physiologischen Bedingungen im Rahmen der Funktion von
Desmosomen zusammen mit Plakoglobin mit den Flotillinen.

Die Flotillin-Familie besteht aus zwei Proteinen: Flotillin 1 und 2, wobei letzteres in
dieser Arbeit untersucht wurde. Flotilline sind hochkonservierte und ubiquitir
exprimierte Proteine. Durch Oligomerisierung und zusitzliche Palmitoyl- bzw.
Myristoylreste sind sie in der Lage, an die Plasmamembran zu binden. Sie spielen
beispielsweise eine Rolle im Signalweg des EGF-Rezeptors und der Clathrin-
vermittelten Endozytose.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, eine Methode zu etablieren, um das Interaktom
von Flot2 darzustellen, sowie ein geeignetes Zellmodell fiir weitere Untersuchungen zu
identifizieren. Mit Hilfe von Immunassays wurde zundchst die Klonierung und
Expression von Flot2-Fusionsproteinen nachgewiesen; hierzu gehdren Y163F-BirA*
und Regl-BirA*. Bei ersterem wurde ein Tyrosin an der 163. Stelle in der
Aminosduresequenz des Flot2 durch ein Phenylalanin ausgetauscht, letzteres stellt den
Wildtyp von Flot2 dar. Y163 stellt im Flot2 eine wichtige Phosphorylierungstelle dar
und ist damit fiir die Regulation seiner Funktion wichtig. Beide wurden mit einer
bakteriellen Biotinligase fusioniert, wodurch Interaktionspartner von Flot2 anhand ihrer
Biotinylierung identifiziert werden konnen. Unter Zuhilfenahme der Methodik der
BiolD konnte die Interaktion bei der Flot2-Mutanten mit Flotillin 1 in gleichem
Ausmal} nachgewiesen werden wie zuvor mit der Methodik der Co-Immunprizipiation.
Damit eignet sich die BiolD zur Untersuchung des gesamten Interaktoms. Auflerdem
wurde gezeigt, dass die Expression der Flot2 sowie dessen Interaktion mit endogenem
Flotillin 1 in hTert Zellen unabhidngig vom Calciumgehalt ist. Lediglich die

Lokalisation von Flot2 dndert sich, sodass es bei intrazelluldren Calciumspiegeln von 2
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mmol/l vor allem an der Plasmamembran lokalisiert ist, wéhrend es bei Spiegeln von
0,05 mmol/l perinukledr lokalisiert ist. Dariiber hinaus konnten die Zelllinien hTert,
HaCaT sowie MCF7, als Flot2-Knockout Varianten, als die vielversprechendsten

Zellmodelle fiir weitere Untersuchungen identifiziert werden.
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7. Summary

Pemphigus vulgaris is a severe autoimmune disease characterized by blistering of the
skin and the mucosa. The blistering is caused by the process of acantholysis, which
describes the dissociation of the epithelial layer. This is triggered by auto-antibodies of
the type IgG, also known as PV-IgG, which are directed against desmoglein 3.
Desmogleins are transmembrane glycoproteins that are associated with desmosomes.
Four different isotypes of Dsg are known. The binding of PV-IgG results in weakening
of desmosomal adhesion.

Desmoglein 3 interacts under physiological conditions together with plakoglobin with
proteins known as flotillins. The flotillin family consists of two proteins: flotillin 1 and
2, of which the latter was investigated in this study. Flotillins are highly conserved and
ubiquitously expressed proteins that are able to attach to the plasma membrane by
oligomerization and palmitoyl or myristoyl residues. They play a role in the signaling
pathway of the EGF receptor and in clathrin-mediated endocytosis.

The aim of this work was to establish a method to visualize the interactome of Flot2 and
to identify a suitable cell model for further investigations. Immunoassays were first used
to verify cloning and expression of Flot2 fusion proteins, including Y163F-BirA* and
Regl-BirA*. In the former, a tyrosine at the 163rd position in the amino acid sequence
of Flot2 was replaced by a phenylalanine. Y163 represents an important
phosphorylation site in Flot2 and is therefore important for the regulation of its
function. WT and Y 163F mutant were fused with a bacterial biotin ligase, so that
interaction partners of Flot2 can be identified based on their biotinylation. Using the
BioID method, the interaction of both Flot2 protein variants with flotillin 1 could be
detected to the same extent as with the method of the Co-Immunoprecipitation.
Therefore, the BiolD is suitable for the analysis of the entire interactome of Flot2.
Furthermore, it was shown that the expression of Flot2 and its interaction with the
endogenous flotillin 1 in hTert cells is independent of the calcium concentration. Only
the localization of Flot2 changes, so that at intracellular calcium levels of 2 mmol/l, it is
mainly found at the plasma membrane, whereas at levels of 0.05 mmol/l it is
perinuclearly localized. Furthermore, the cell lines hTert, HaCaT and MCF7, as Flot2-
knockout variants, were identified as the most promising cell models for further

investigations of flotillin interactome.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AA engl. amino acid

AAV Adeno-assoziiertes Virus

APS Ammoniumpersulfat

APP Amyloid Vorldufer-Protein

BiolD engl. proximity-dependent biotin
identification

BSA Bovines Serumalbumin

ColP Co-Immunprizipitation

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

Dscl, -2, -3 Desmocollin 1, 2, 3

Dsgl, -2, -3, -4 Desmoglein 1, 2, 3, 4

DTT Dithiothreitol

ECL engl. enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGFR engl. epidermal growth factor receptor

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsdure

Erk engl. extracellular signal-regulated kinase

ESA engl. epidermal surface antigen

ESCRT engl. endosomal sorting complex required
for transport

FCS engl. fetal calf serum

Flotl Flotillin-1

Flot2 Flotillin-2

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

HaCaT engl. human adult high Calcium low
Temperature

HEK engl. human embryonic kidney cells
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HRP engl. horseradish peroxidase

hTert engl. human telomerase reverse
transcriptase

IF Immunfluoreszenz

IMM Immunomix

1P Immunprézipitation

KD engl. knockdown

KO engl. knockout

LB engl. lysogeny broth

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCF engl. ,, Michigan cancer foundation

MeOH Methanol

NEAA engl. non essential amino acids

NOG N-Octyl-B-D-Glucopyranosid

NP-40 Nonidet P40

p38MAPK engl. p38 mitogen-activated protein kinase

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PI Proteaseinhibitor

PIPES Piperazin-N,N'-bis-(2-ethansulfonsdure)
Mononatriumsalz

PKC Proteinkinase C

PV Pemphigus vulgaris

PV-IgG Pemphigus vulgaris Autoantikdrper vom
Typ IgG

RPMI engl. “Roswell Park Memorial Institute”

rSAP rekombinante Shrimp Alkaline Phosphatase

SDS engl. sodium-dodecylsulfate

SDS-PAGE engl. sodium-dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis

Src engl. sarcoma-associated kinase

TBS-T engl. Tris-buffered saline with Tween20)



Abkiirzungsverzeichnis

70

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Trishydroxymethylaminomethan
WB engl. Western Blot

WT engl. Wildtype
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