Anwendung in der Zellbiologie/ Biochemie:

Isolierung von Rezeptosomen und Organellen aus Zellen

Die Analyse der Struktur und Funktion von intrazellularen Organellen, Rezeptosomen,
Membrankomplexen und l6slichen Proteinkomplexen aus Zellen erfordert die
Isolierung dieser Kompartimente aus den ganzen Zellen. Das HOKImag Magnetkammer-
System stellt eine ideale Technologie zur selektiven immunomagnetischen Isolierung dar.

Vorteile der ,Free-Flow“-Methode mit HOKImag:

Das bis zu 3 Tesla starke inhomogene Magnetfeld erlaubt die Verwendung kleinster
superparamagnetischer magnetischer beads (50nm) zur Markierung von
Membranrezeptoren, Organell-spezifischer Oberflachenproteine sowie |6slicher
Proteine. Die geringe GroRe der Magnetpartikel ist Voraussetzung fiir die ungestorte
Aufnahme von internalisierten Rezeptorkomplexen (Rezeptosomen) und erlaubt so ein
physiologisches Verhalten der Kompartimente im Rahmen des vesikularen Transports
und der Reifungs- und Fusionsprozesse mit anderen intrazellularen Membrankomplexen.
Die isolierten Strukturen sind morphologisch und funktional intakt




Beispiele der Anwendung des HOKImag Magnetkammersystems:

Markierung der TNF Rezeptoren mit Fc-TNF und Protein-G magnetischen
Microbeads (alternativ bio-TNF und Streptavidin-magnetischen Microbeads),
anschlielende Internalisierung des Rezeptorkomplexes, Homogenisation der
Zellen und Isolierung der magnetisierten TNF Rezeptosomen mittels HOKImag

Immunomagnetic Isolation of TNF and CD95 receptosomes
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I. Isolierung und Charakterisierung von TNF Rezeptosomen

Elektronenmikroskopische Darstellung der Internalisierung von mit
Streptavidin-Microbeads markierten TNF Rezeptoren und Isolierung
der Rezeptosomen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
intrazellularen Transports mittels HOKImag, Charakterisierung der
verschiedenen magnetischen Fraktionen anhand der Signatur-
Proteine vesikularen Transports mittels Western-Blot
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aus: Tchikov, V., Fritsch, J., Kabelitz, D., Schiitze, S. (2010)
Immunomagnetic isolation of subcellular compartments. Meth. Microbiol. 37, 21-34




Il. Isolierung von TNF-Rezeptosomen mit Streptavidin-
Magnetpartikeln / biotin-TNF behandelten Zellen
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Western-Blot Analyse mit
HOKImag isolierter TNF-
Rezeptosomen: Assoziation
des TNF Rezeptors mit den
rekrutierten Adaptor-
Proteinen TRADD, FADD und
Caspase-8 sowie des
endosomalen Signatur-
Proteinens rab5, des MVB-
Fusionsproteins Vti-1b und
der lysosomalen Proteine
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lll. Isolierung von Endosomen mit anti-rab5 spezifischen
Antikorperkomplexen aus mit TNF behandelten Zellen
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IV. Isolierung von multivesikularen Kompartimenten mit anti-Vtilb
spezifischen Antikorperkomplexen aus mit TNF behandelten Zellen
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V. Isolierung von Lysosomen mit Lamp1 spezifischen
Antikorperkomplexen aus Zellhomogenaten
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A toolbox for the immunomagnetic purification of signaling organelles. Traffic.
Mar;20(3):246-258.



Einige der Ergebnisse, bei denen das HOKImag-Magnet-
Kammersystem eine wesentliche Verwendung gefunden hat:

Organellen-Isolierung (Rezeptosomen, Endosomen, Lysosomen), Methodik :
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doi: 10.1111/tra. 12631. Epub 2019 Jan 15.

e Schiitze, S., Tchikov, V., Fritsch, J. (2014). Separation of magnetically isolated TNF-
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e Melum, E., Jiang, X., Baker, K.D., Macedo, M.F., Fritsch, J., Dowds, C.M., Wang, J.,
Pharo, A., Kaser, A., Tan, C., Pereira, C.S., Kelly, S.L., Duan, J., Karlsen, T.H., Exley,
M.A., Schutze, S., Zajonc, D.M., Merrill, A.H., Schuchman, E.H., Zeissig, S.,
Blumberg, R.S. (2020) Control of CD1d-restricted antigen presentation and
inflammation by sphingomyelin. Nature Immunol. 2019 Dec;20(12):1644-1655

Losliche Protein-Komplexe:

e Marischen, L., Wesch, D., Oberg, H.H., Rosenstiel, P, Trad, A., Shomali, M.,
Grotzinger, J., Janssen, O., Tchikov, V., Schiitze, S., Kabelitz, D. (2011) Functional

expression of NOD2 in human peripheral blood y&T-cells.Scand. J. Immunol. 74,
126-134

TNF-Rezeptosomen:

e Zingler, P, Sarchen, V., Glatter, T., Caning, L., Saggau, C., Kathayat, R.S., Dickinson,
B.C., Adam, D., Schneider-Brachert, W., Schiitze, S., Fritsch, J. (2019)
Palmitoylation is required for TNF-R1 signaling. Cell Commun. Signal. Aug
5;17(1):90. doi: 10.1186/s12964-019-0405-8.
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potentiates apoptotic cell death. Oncotarget, 2016. doi:
10.18632/oncotarget.12411. [Epub ahead of print]
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TNF-receptor 1. Mol. Cell. Biol. 34 (17), 3214-3228
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UCH-L1 regulate TNF-induced necroptosis. Cell. Signal. Commun., 2013, Oct
3;11:76. doi: 10.1186/1478-811X-11-76
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Edelmann, B., Bertsch, U., Tchikov, V., Winoto-Morbach, S., Jakob, M., Adam-
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EMBO-J. 30. 379-394
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by TNFa. Curr. Biol. 19, R17-R19
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