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I11.1. Zusammenfassung

Die Biogenese eines Drittels der Proteine eukaryotischer Zellen erfordert den Transport (iber oder die
Integration in die Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER). Dieser Vorgang wird generell
mit Hilfe einer ER-Translokase mit dem heterotrimeren Sec61-Komplex als Kernkomponente
bewerkstelligt. Gleichzeitig fungiert das ER in Saugetierzellen als Hauptspeicherorganell fiir Calcium
(Ca"), einem wichtigen Bestandteil der zellularen Signaltransduktion. Diverse Studien haben gezeigt,
dass das Translokon einen hydrophilen, ionenpermeablen Kanal darstellt und auf zelluldrer Ebene,
insbesondere nach Termination der Translokation, transient die Passage von Ca®* erlaubt. Bislang war
nicht bekannt, wie die Zelle trotz der hohen Translokationsrate eine adédquate Permeabilitatsbarriere
zwischen Zytosol (50-100 nM Ca”") und ER-Lumen (100-800 uM Ca”") aufrechterhélt. Der Sec61-
Komplex weist jedoch eine hochdynamische Struktur auf, die sowohl hinsichtlich ihrer Funktion beim
Proteintransport wie auch als Ca®*-Leckkanal durch eine Vielzahl akzessorischer Proteine moduliert
wird. Basierend auf in vitro Experimenten, die eine limitierende Wirkung des zytosolischen Ca**-
Sensorproteins Calmodulin (CaM) und des ER-luminalen Hsp70-Chaperons BiP auf die lonen- bzw.
Ca®*-Permeabilitit der Translokase zeigen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die regulatorischen
Funktionen beider Proteine beim Proteintransport und bei der Ca*-Homdostase auf Ebene humaner
Zellen funktional charakterisiert. Zur Untersuchung der Rolle von CaM beim ER-Import erfolgten
zundchst invitro Transportstudien mit diversen CaM-Antagonisten in rauen Hundepankreas-
mikrosomen. Hierbei zeigte sich nicht nur eine unspezifische Inhibition des Importes verschiedener
Modellsubstrate durch einige der Antagonisten, sondern auch eine Ca”**-CaM-abhéngige Inhibition
der Membranintegration des Sec6l-unabhidngigen ,tail-anchored“-Membranproteins (TA-MP)
Cytochrom b5. CaM kann daher Ca** abhéngig die Insertion von TA-MP in die ER-Membran steuern.
Beziiglich der Aufrechterhaltung der Ca®*-Homdostase bewirkte die CaM-Inhibition in Ca*'-
~imaging“-Experimenten eine signifikante Erhéhung des Ca**-Leckstroms aus dem ER, welcher durch
Thapsigargin-Behandlung in Ca®*-freiem Puffer demaskiert und somit gemessen werden kann. Dieser
Effekt wurde wiederum durch SsiRNA-vermittelte Sec6la-Depletion unterdriickt. Die
Komplementation mit Sec61a-R24A/K29A, einer Sec61a-Mutante mit einem defekten, zytosolischen
IQ-Motiv fir die Ca**-abhangige CaM-Bindung, konnte diesen Phénotyp im Gegensatz zur Wildtyp-
Kopie nicht aufheben, war jedoch in der Lage sowohl die Viabilitét als auch die Transportkompetenz
der humanen Zellen zu retten. Ferner weist diese Mutante eine generell erhéhte Ca?*-Permeabilitét auf.
CaM reguliert somit auf zellularer Ebene den passiven Ca”*-Ausstrom aus dem ER (iber den Sec61-
Komplex durch Ca®*-abhingige Interaktion mit dem Sec61a-1Q-Motiv. Mit Hilfe des bakteriellen
Exotoxin A wurde ferner bestatigt, dass der Export von Proteinen aus dem ER ebenfalls einen Einfluss

auf den Ca**-Leckstrom ausiibt. Zur Untersuchung des Einflusses von BiP auf den passiven Ca’*-
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Efflux aus dem ER humaner Zellen wurde das Protein mittels siRNA depletiert. Abhéangig von der
BiP-Konzentration wurde ein signifikanter Anstieg des Ca®*-Leckstroms auf Ebene des Sec61-
Komplexes nachgewiesen. Zudem konnte dieser Phanotyp durch gleichzeitige Expression der BIP-
cDNA wieder gerettet werden. Diese Spezifitdt der BIP siRNA wurde ferner in analogen
Rettungsansétzen zur Untersuchung der Viabilitdt und der ER-Stress-Induktion verifiziert, da eine
prolongierte BiP-Depletion sowohl zur UPR-Aktivierung als auch zur Inhibition der Zellproliferation
fihrt, beide Effekte jedoch durch BIP-Expression aufgehoben wurden. Weder das Hefe-Ortholog
KAR2 noch zwei BIP-Mutanten (R197E bzw. -H), die defizient in der Assoziation mit Hsp40-
Cochaperonen und in der Freisetzung von Substraten sind, waren in der Lage die genannten
Phanotypen zu retten. Auch (bt die Depletion weiterer Ca**-bindender Chaperone des ER (Grp94, Pdi
und Calretikulin) keinen Einfluss auf den Ca”'-Leckstrom aus dem ER aus. Nicht zuletzt wurden
Hinweise auf eine direkte Interaktion von BiP mit Sec6la geliefert. BiP fungiert somit in hoheren
Eukaryoten als ER-luminaler Regulator des Sec61-Komplexes und limitiert den Ca®*-Ausstrom aus
dem ER im Ruhezustand, indem es offensichtlich in Form einer typischen Substratbindung direkt mit
der porenbildenden Sec61a-Untereinheit interagiert. Erste Hinweise deuten darauf hin, dass diese

Bindung ER-Stress-labil ist und bei der Induktion der Ca?*-vermittelten Apoptose von Bedeutung ist.
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I11.2. Summary

About one third of the proteins in eukaryotic cells have to be translocated across or inserted into the
endoplasmic reticulum (ER) membrane as a crucial step during their synthesis. This process is
typically facilitated by a protein translocase with the heterotrimeric Sec61 complex as core
component. In addition, the ER serves as a major storage organelle for Calcium (Ca®"), which is
important for cell signaling. Studies from different laboratories provide evidence, that the translocon
forms a hydrophilic, ion permeable channel which transiently allows the passage of Ca?* in vivo,
especially after termination of protein translocation. But so far it is unclear, how the cell can manage
the frequent opening of those pores and keep up an adequate permeability barrier between cytosol
(50-100 nM Ca?*) and ER lumen (100-800 pM Ca®") at the same time. It is known however, that the
Sec61 complex has a highly dynamic structure modulated by several accessory proteins for proper
gating between the open and closed state. Based on available in vitro experiments, showing a limiting
influence of the cytosolic Ca** sensor protein Calmodulin (CaM) and the ER luminal hsp70 chaperone
BiP on the ion/Ca*" permeability of the translocase, in the present work the regulatory functions of
both proteins were characterized at the cellular level. To investigate the role of CaM during ER-import
first in vitro translocation assays in rough microsomes from canine pancreas were carried out in the
presence of different CaM antagonists, showing an unspecific inhibitory effect on the import of
various model substrates for some of these antagonists. Moreover membrane integration of the Sec61-
independent tail-anchored protein (TA-MP) cytochrome b5 was specifically inhibited by Ca**-CaM,
implicating a Ca**-dependent regulatory role for CaM in the TA-MP-insertion into the ER membrane.
Concerning Ca**-homeostasis inhibiting CaM-function by antagonists significantly increased the Ca®*
leakage from the ER measured by Ca®*-imaging, whereas siRNA mediated gene silencing directed
against SEC61A1 suppressed this effect. Unlike the Sec61a wildtype, complementation with a Sec61a-
R24A/K29A mutant, carrying a defective, cytosolic 1Q-motif for Ca®*-dependent CaM-binding, did
not restore the wildtype phenotype, but is able to rescue viability and transport competence. Moreover,
this mutant had an increased Ca®*-permeability in general. Thus, CaM regulates the passive Ca** efflux
from the ER across the Sec61 complex by interacting with the N-terminally located 1Q-motif of
Sec61a. Furthermore, by using the bacterial exotoxin A it was demonstrated that export of proteins
from the ER also interferes with the Ca®* leakage at the cellular level. To characterize the influence of
BiP on the passive Ca”" release from the ER of human cells the protein was depleted by siRNA
treatment. Dependent on the cellular BiP concentration a significant increase in Ca*" leakage at the
level of the Sec61 complex was detected. Moreover, simultaneous expression of a BIP cDNA copy
rescued this phenotype. This specificity was also proven in analogous rescue approaches monitoring
cell viability as well as ER stress induction, because long time BiP depletion affects cell proliferation
and leads to UPR-activation. Whereas BIP-expression could restore the wildtype conditions, neither
the yeast ortholog KAR2 nor two BIP mutants (R197E or -H), unable to associate with hsp40

cochaperones and to release bound substrates, could rescue the mentioned phenotypes. As another
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proof of specificity three further major Ca®*-binding proteins (Grp94, Pdi and Calreticulin) of the ER
were also depleted, but did not increase Ca®* leakage from the ER. Finally, a direct interaction
between BiP and Sec61a was shown by cross linking and Ni**-pulldown experiments. Thus, BiP acts
as an ER-luminal regulator for gating the Sec61 complex in higher eukaryotes by limiting Ca®* efflux
from the ER under resting conditions and seems to bind directly to the pore forming subunit Sec61a in
a manner similar to a typical BiP-substrate-interaction. In the context of available data, this
mechanism of Sec61-gating by BiP appears to be susceptible to ER-stress and obviously plays a role
in the induction of Ca?*-release mediated apoptosis.
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V. Einleitung

Die Zelle bildet die kleinstmdgliche lebende Einheit eines Organismus. Bereits im 17. Jahrhundert
machte der englische Physiker Robert Hooke mikroskopische Beobachtungen an Dinnschnitten von
Kork, dessen gleichartige, porenartige Strukturen er mit dem Begriff der ,,Zelle” (lat. cellula, kleiner
Raum) pragte (Mazzarello, 1999). Der Botaniker Matthias Jakob Schleiden (1804-1881) und der
Zoologe Theodor Schwann (1810-1882) formulierten schlielich hundert Jahre spater die
»Zelltheorie®, welche besagt, dass die grundlegenden Elemente aller Gewebe aus Zellen bestehen und
dies als universales Prinzip aller elementaren Bestandteile eines Organismus gilt (Schwann, 1993;
Wolpert, 1995). Ende des 19.Jahrhunderts wurden neben den bereits bekannten zelluldren
Kompartimenten wie dem Zytoplasma und dem Nukleus mit Verbesserung der Mikroskopie- und
Farbetechniken nach und nach alle bekannten Organellen identifiziert. Hierzu gehoren die
Mitochondrien, der Golgi-Apparat und nicht zuletzt das endoplasmatische Retikulum, dessen
vielseitige Eigenschaften wie die Beteiligung an der Proteinsynthese oder an der zelluldren Ca**-
Homdbostase Thema dieser Dissertation sind (Mazzarello, 1999; Mazzarello et al., 2003; Mazzarello et
al., 2009).

IVV.1. Das endoplasmatische Retikulum

Als einem der wichtigsten Organellen der eukaryotischen Zelle kommen dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) bedeutende Aufgaben, wie die Synthese und Translokation von Proteinen ins Lumen
bzw. deren Insertion in die ER-Membran, zu (Gilmore et al., 1982a; Wilkinson et al., 1997,
Zimmermann et al., 2011). Innerhalb des ER-Lumens werden die Polypeptide mit Hilfe einer Reihe
von Chaperonen korrekt gefaltet sowie posttranslational modifiziert (Braakman und Bulleid, 2011;
Kleizen und Braakman, 2004; Ma und Hendershot, 2001). Diesen Syntheseweg verfolgen etwa 30 %
der Proteine die im humanen Genom kodiert sind, was die Proteine des ER, des Golgi-Apparates, der
Lyso- und Endosomen, der Plasmamembran und alle zu sezernierenden Proteine miteinschliet (Chen
et al., 2010; High und Stirling, 1993). Das ER stellt neben dem Eintrittspunkt fiir Proteine in den
Sekretionsweg ferner den Ort der Steroid-, Fettsdure- und Phospholipidsynthese sowie der
Detoxifikation (Baumann und Walz, 2001; McMaster, 2001) dar und reprasentiert ein Hauptspeicher-
organell fir zellulares Ca® (Baumann und Walz, 2001; Brostrom und Brostrom, 2003), einem
sekundarem Botenstoff fir die intrazelluldre Signalweiterleitung (Clapham, 2007). Der luminale
Bereich des peripheren ER ist mit der Kernhiille (,,nuclear envelope®“, NE) verbunden und bildet mit
dieser ein Kontinuum. Abhdngig vom Zelltyp nehmen diese intrazelluldren Membranen ca. 10 % des
Zellvolumens (Prinz et al., 2000b; Voeltz, 2002) und sogar bis zu 50 % der gesamten Membran-

fraktion ein (Chevet et al., 2001). Die deutlichsten, strukturellen wie auch funktionalen Unterschiede
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innerhalb des ER bestehen zwischen dem glatten, in der Regel tubuldren ER (,,smooth* ER) und dem
Ribosomen-besetzten, rauen ER (,,rough® ER), welches gestreckte, abgeflachtere Formen (,,sheets®)
aufweist (Shibata et al., 2006). Im rauen ER sind insbesondere Proteine vorzufinden, die an der
Translokation oder Prozessierung neu synthetisierter Polypeptide beteiligt sind (Baumann und Walz,
2001; Shibata et al., 2010). Es wird angenommen, dass sogar die alleinige Assoziation von Ribosomen
mit der ER-Membran direkt fiir eine Bildung von ,,sheets* verantwortlich ist (Puhka et al., 2007). Das
Verhaltnis von rauem zu glattem ER héngt stark vom Zelltyp ab. Zellen die grolRe Proteinmengen
sezernieren besitzen dabei auch einen hohen Anteil an rauem ER (Amar-Costesec et al., 1989;
Kreibich et al., 1978). Das ER ist dartber hinaus neben dem Zytosol und dem Nukleus mit nahezu
allen anderen Zellorganellen assoziiert und bildet an entsprechenden Kontaktregionen funktional
spezialisierte Doménen. Mitochondrien sind beispielsweise in der Lage aus dem ER freigesetztes Ca**
aufzunehmen (Csordas et al., 2006; Csordas et al., 2010; Lebiedzinska et al., 2009). Neben dem
Proteinimport kénnen terminal fehlgefaltete Polypeptide iber den Mechanismus der ER-assoziierten
Protein-Degradation (ERAD) wieder Uber die ER-Membran ins Zytosol disloziert werden, wo sie
letztendlich proteasomal degradiert werden (Meusser et al., 2005; Sitia und Braakman, 2003; van
Anken und Braakman, 2005).

IV.1.1. Proteintransport ins endoplasmatische Retikulum

Der Proteintransport tUber die ER-Membran oder die Integration in diese stellt einen unerl&sslichen
Schritt wahrend der Biogenese der meisten Proteine dar, die entweder in den extrazelluldren Raum
sezerniert, in zelluldare Organellen (ER, ER-Golgi-Intermediar-Kompartiment, Golgi-Apparat, Endo-
bzw. Lysosomen oder Membranen des Nukleus und der Peroxisomen) importiert oder in die
Plasmamembran integriert werden (Blobel und Dobberstein, 19753, b; Palade, 1975; Zimmermann et
al., 2011). Generell erfordert dieser Vorgang ein charakteristisches, abspaltbares Signalpeptid am
N-Terminus des Vorldauferproteins zur spezifischen Direktion an die ER-Membran sowie einen
komplexen Translokationsapparat (Blobel und Dobberstein, 1975a, b; von Heijne, 1983; von Heijne,
1984). Integrale Membranproteine kénnen ferner sogenannte Signalankersequenzen besitzen, welche
nicht entfernt werden, sondern als spétere Transmembrandomanen (TMD) fungieren (High und Laird,
1997). Signalpeptide weisen keine einheitliche Konsensussequenz auf, sind jedoch evolutionédr hoch
konserviert, weswegen es sich bei dieser Diversitat nicht um eine funktionelle Degeneration handelt,
sondern vielmehr um eine Spezialisierung auf das reife Protein, um eine optimale Translokation zu
gewahrleisten (Kim et al., 2002; von Heijne, 1985; Williams et al., 2000). Dennoch sind
Signalsequenzen hinsichtlich ihrer grundsétzlichen Funktion gegeniiber einer Reihe von
Punktmutationen unempfindlich und sogar zwischen evolutiondr weit entfernten Organismen
austauschbar (Gierasch, 1989; Talmadge et al., 1980). Diese Redundanz rihrt daher, dass alle

Signalsequenzen trotzdem (Ubereinstimmende Merkmale aufweisen. Hierzu zdhlen eine generelle
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Lange von 15-30 Aminosauren (von Heijne, 1984; Zimmermann et al., 2011) sowie eine Unterteil-
barkeit in drei distinkte Doménen: Eine basische, N-terminale Region (n) sowie eine moderat polare,
C-terminale Region (c), welche durch eine 7-13 Aminoséurereste lange hydrophobe Domaéne (h)
getrennt werden. Die Spaltstelle liegt generell an Position -1 relativ zu einem kleinen Aminosdaurerest
bzw. an Position -3 zu einem aliphatischen Aminosaurerest. Die Signalpeptidspaltung kann ferner
durch die L&nge der hydrophoben Domane sowie Eigenschaften der N-terminalen Region beeinflusst
werden (Perlman und Halvorson, 1983; von Heijne, 1983; von Heijne, 1985, 1986b). Signalpeptide
konnen nach der Abspaltung weitere Funktionen besitzen und &hnlich einer TMD in die Lipid-
doppelschicht integriert werden oder vollstandig bzw. nach Intramembranproteolyse ins Zytosol
freigesetzt werden, wo sie mit weiteren Proteinen interagieren (Kapp, 2009; Lemberg et al., 2001;
Lyko et al., 1995; Martoglio und Dobberstein, 1998). Letzeres wurde auch fur das gespaltene
Signalpeptid des eukaryotischen Hormons Prolaktin beobachtet, welches mit dem Ca®*-Sensorprotein
Calmodulin interagieren kann (Babu et al., 1985; Lyko et al., 1995; Martoglio et al., 1997). Der
Importprozess kann in drei Phasen untergliedert werden: (1) Der initiale Schritt stellt die Ubergabe
und die spezifische Assoziation des Transportsubstrates mit der ER-Membran, in einer translokations-
kompetenten Konformation, dar (,,targeting®). (2) AnschlieBend erfolgt die Insertion des Vorldufers in
die Membran (,,insertion) und schlie3lich (3) der unidirektionale Transport sowie die Freisetzung des
Polypeptides ins ER-Lumen bzw. die ER-Membran (,,completion) (Corsi und Schekman, 1996;
Walter et al., 1984; Zimmermann et al., 2006). Hierbei kdnnen zwei Modi unterschieden werden, der
co- und der posttranslationale Transport. Der cotranslationale Transport ist abhdngig vom sogenannten
Signalerkennungspartikel (,,signal recognition particle; SRP), welcher das naszierende Polypeptid am
Ribosom bindet und den Ribosom-naszierende-Kette-Komplex (RNC) an den Membran-stdndigen
SRP-Rezeptor (SR) rekrutiert, wo er letztlich an das Translokon transferiert wird (Bui und Strub,
1999; Conolly und Gilmore, 1989; Lakkaraju et al., 2008). Der posttranslationale oder SRP-
unabhéngige Transport erfolgt nach vollstdndiger Synthese des Polypeptids im Zytosol und unter
Mithilfe zytosolischer Hsc70-Chaperone (Zimmermann, 2009). Dabei dient die Bindung von SRP
oder Chaperonen nicht nur dem ,targeting zur ER-Membran, sondern auch der Abschirmung der
hydrophoben, N-terminalen Doméne gegeniiber Aggregation oder unspezifischen Interaktionen im
Zytosol. Somit wird das Protein in einer ungefalteten und translokationskompetenten Form gehalten
(High und Stirling, 1993; Zimmermann et al., 2011; Zimmermann und Meyer, 1986). Welche
Transportoute eingeschlagen wird, hangt letztlich sowohl von der GroRe des Proteins als auch von der
Hydrophobizitat der Signalsequenz ab. Generell wird der cotranslationale Weg von groRen Proteinen
mit hydrophoberen Signalpeptiden bevorzugt (Hatsuzawa et al., 1997; Lakkaraju et al., 2008; Ng et
al., 1996; Okun und Shields, 1992; Schlenstedt et al., 1990). Der eigentliche Transport (iber die ER-
Membran wird jedoch unabhéngig vom Zielsteuerungsmechanismus durch eine Proteintranslokase mit
dem heterotrimeren Sec61-Komplex als Kernkomponente bewerkstelligt (Hegde und Lingappa, 1999;

Kim et al., 2002). Die Effizienz des Importes wird ferner durch eine Reihe akzessorischer Proteine,
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wie u.a. dem ER-luminalen BiP sowie dessen Co-Chaperone und Nukleotidaustauschfaktoren
(,,nucleotide exchange factor*; NEF) beeinflusst (Dierks et al., 1996; Lang et al., 2012; Ngosuwan et
al., 2003; Schéuble et al., 2012; Zimmermann, 1998). Nach dem Eintritt der Polypeptidkette ins ER-
Lumen wird diese meist durch verschiedene Enzymkomplexe prozessiert bzw. modifiziert, was
entweder nach abgeschlossener oder noch wéhrend der eigentlichen Translokation erfolgen kann. Der
Signalpeptidasekomplex (SPC) spaltet die N-Terminale Signalsequenz des Vorlauferproteins ab
(Jackson und Blobel, 1977; Paetzel et al., 2002) wahrend die Oligosacharyltransferase (OST)
spezifische Asparaginreste glykosyliert (Chen et al., 2001; Dempski und Imperiali, 2002). Solche
posttranslationale Modifikationen sind zwar nicht essentiell fur den Importprozess, allerdings von
grolRer Bedeutung fiir die anschlieBende, korrekte Faltung und Assemblierung der Proteine durch ER-
luminale Chaperone (Bies et al., 1999; Bole et al., 1986; Haas und Wabl, 1983; Weitzmann et al.,
2007). Zuletzt existiert auch eine besondere Klasse von Membranproteinen, deren Integration in die
ER-Membran génzlich Sec6l-unabhingig erfolgen kann. Diese sogenannten ,tail-anchored-
Membranproteine werden nach Exposition eines hydrophoben, C-terminalen Signalankers post-
translational in die Membran inseriert (Borgese und Fasana, 2011; Denic, 2012; HaRdenteufel et al.,

2011; Kutay et al., 1993). Nachfolgend wird auf die beiden Transportmodi detaillierter eingegangen.

IV.1.1.1. Cotranslationaler Proteintransport ins ER (SRP-abhangig)

Der cotranslationale Proteintransport, der die bevorzugte Importroute in S&ugetierzellen darstellt
(Blobel und Dobberstein, 1975a; Zimmermann et al., 2011; Zimmermann et al., 1990), wird durch den
SRP vermittelt, einem zytosolischen 11S Ribonukleoproteinkomplex, bestehend aus sechs
Polypeptiduntereinheiten (9, 14, 19, 54, 68 und 72 kDa) sowie einer 7 S rRNA (Walter und Blobel,
1980, 1983b). Dieses spezialisierte Chaperon interagiert mit der hydrophoben Kernregion von
Signalsequenzen naszierender Polypeptidketten nach deren Exposition am Ribosom und dirigiert den
RNC spezifisch zum SRP-Rezeptor (SR) an der ER-Membran (Egea et al., 2005; Gilmore et al.,
1982a; Gilmore et al., 1982b; Meyer und Dobberstein, 1980; Schwartz und Blobel, 2003; Shan und
Walter, 2005). Neben der Abschirmung des hydrophoben Signalpeptids halt der SRP das entstehende
Protein in einem translokationskompetenten Zustand, indem er mit der ,,M-site“ des Ribosoms
(Membran-Bindungsstelle) interagiert und einen Translationsarrest bewirkt, der erst durch Bindung an
den SR aufgehoben wird (Halic et al., 2004; Halic und Beckmann, 2005; Lakkaraju et al., 2008;
Moller et al., 1998a; Walter und Johnson, 1994). Der SRP weist dabei zwei funktionale Doménen auf,
die Alu- und S-Doméne (Halic und Beckmann, 2005). Die S-Doméne (SRP68/72 und SRP19/54)
interagiert Uber eine methioninreiche Bindungsfurche von SRP54 mit dem Signalpeptid (Janda et al.,
2010; Keenan et al., 1998; Siegel und Walter, 1988; Zopf et al., 1990) wéhrend die Alu-Domane
(SRP9/14) nach Bindung des SRP an das Ribosom zwischen der groen und kleinen ribosomalen

Untereinheit den Zugang fir Aminoacyl-tRNAs und Elongationsfaktoren in die ,,A-site des
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Ribosoms blockiert und somit den Translationsarrest bewirkt (Gomez-Lorenzo et al., 2000; Halic et
al., 2004; Lakkaraju et al., 2008; Mary et al., 2010; Terzi et al., 2003; Thomas et al., 1997). Sowohl
die SR-Untereinheiten SRa (membranassoziiert) und SRP (Transmembranprotein) (Lauffer et al.,
1985; Miller et al., 1995; Tajima et al., 1986) als auch SRP54 besitzen eine GTPase-Aktivitat
(Freymann et al., 1997; Ogg et al., 1998) und kénnen dabei nur in GTP-gebundener Form miteinander
interagieren (Miller et al., 1995; Schwartz und Blobel, 2003). Die Interaktion des SR mit dem RNC-
beladenen SRP fuhrt zur Neuorientierung der S-Doméne von SRP, wodurch die in der N&he des
ribosomalen Tunnelausgangs befindlichen Proteine L23a und L35 der groRen ribosomalen
Untereinheit exponiert werden. Uber diese Proteine sowie die 28 S rRNA erfolgt die Interaktion des
Ribosoms mit dem Translokon (Halic et al., 2006; Kalies et al., 1994; Levy et al., 2001; Prinz et al.,
2000a). Durch die simultane GTP-Hydrolyse der drei GTPasen wird die Dissoziation des Komplexes
und damit die vollstandige Ubergabe des RNC an die Translokase bewirkt (Connolly und Gilmore,
1993; Connolly et al., 1991; Conolly und Gilmore, 1989; Legate et al., 2000; Mdller et al., 1998b;
Powers und Walter, 1995). Die Interaktion zwischen RNC und Translokon wird zusatzlich durch die
Bindung der hydrophoben Signalsequenz des naszierenden Polypeptids stabilisiert, welches generell in
einer schleifenformigen Orientierung, mit dem N-Terminus zum Zytosol gerichtet, in die
Translokationspore inseriert wird (Goder und Spiess, 2003; Hegde und Kang, 2008; McCormick et al.,
2003; Shao und Hegde, 2011b). Durch die Positionierung des Ribosoms auf dem Translokon wird so
der reife Anteil der Polypeptidkette in die Translokationspore synthetisiert (Becker et al., 2009;
Beckmann et al., 1997; Johnson und van Waes, 1999; Ménétret et al., 2008). Da nach Termination der
Synthese am Ribosom die treibende Kraft fir den endgiltigen Transport des Polypeptids (ca. 70 AS)
ins ER aus dem Zytosol fehlt, wird angenommen, dass das molekulare Chaperon BiP im ER bereits
wahrend dem Import den exponierten Teil des Translokationsintermediates bindet und durch die
beginnende Faltung fur einen unidirektionalen Transport sorgt (Matlack et al., 1999; Tyedmers et al.,
2003; Zimmermann et al., 2011). Wie gezeigt werden konnte, verbleibt die grole 60 S Untereinheit
von Ribosomen in einigen Fallen auch nach Termination der Proteinsynthese am Sec61-Komplex. Die
Neusynthese von Proteinen kann daher auch an Ribosomen initiiert werden, die kontinuierlich an der
ER-Membran gebunden vorliegen. Die Effizienz der eigentlichen Translokation wird neben BiP
zudem durch eine Reihe weiterer akzessorischer Proteine (IV.1.3), wie beispielsweise TRAM, dem
TRAP-Komplex oder Sec63 beeinflusst (Lang et al., 2012; Ménétret et al., 2008; Tyedmers et al.,
2000; Tyedmers et al., 2003; Voigt et al., 1996). In Abbildung 1 ist eine schematische Darstellung des

cotranslationalen Transportmodus gezeigt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des cotranslationalen (SRP-abhéngigen) Proteintransportes ins
endoplasmatische Retikulum eukaryotischer Zellen (Signalpeptide mit hoher Hydrophobizitit). 1) Nach
Exposition der hydrophoben Signalsequenz des naszierenden Polypeptids am aktiven Ribosom interagiert der
Signalerkennungspartikel (SRP) mit dieser sowie mit der M-,site (Interaktionsstelle mit dem ER-
Membranrezeptor) des Ribosoms. 2) Durch die Bildung des RNC-Komplexes erfolgt ein Elongationsarrest, der
bis zur Interaktion mit dem SRP-Rezeptor (SR) an der ER-Membran besteht. Die Bindung an den Rezeptor
erfordert den GTP-Zustand aller drei GTPase-Untereinheiten von SRP, SRa und SRp. 3) Der RNC wird
anschlieBend auf den Sec61-Komplex, die zentrale Komponente der Proteintranslokase in der ER-Membran,
Ubertragen. Durch die konzertierte GTP-Hydrolyse von SRP- und SRP-Rezeptor-Untereinheiten dissoziiert der
SRP/SR-Komplex und kann in einen neuen ,targeting“-Zyklus eintreten. Das Signalpeptid bindet in einer
schlaufenférmigen Orientierung im Bereich der Pore des Sec61-Komplexes und das Polypeptid wird durch die
fortgesetzte Translation direkt ins ER-Lumen synthetisiert 4) Das Signalpeptid wird durch die Aktivitat der
Signalpeptidase abgespalten 5) Das Polypeptid wird unter Mithilfe des ER-luminalen molekularen Hsp70-
Chaperons BiP vollstandig importiert und in die korrekt gefaltete, reife Konformation tberfihrt. Zur besseren
Ubersicht wurden weitere akzessorische Faktoren des SRP-abhéngigen ER-Importes (1V.1.3) nicht dargestellt.

IVV.1.1.2. Posttranslationaler Proteintransport ins ER (SRP-unabhéngig)

Beim posttranslationalen Transport werden die Vorlauferproteine vollstandig im Zytosol synthetisiert
und durch zytosolische Hsp70-Chaperone (Hsc70/Ssal) sowie deren Hsp40-Cochaperone (Hdj2/Ydj1
und Hsp40) gebunden und zur ER-Membran geleitet. Durch die Interaktionen mit hydrophoben
Regionen des Polypeptids wird (berdies eine Aggregation verhindert und eine translokations-
kompetente Konformation erhalten (Chirico et al., 1988; Deshaies et al., 1988; Ngosuwan et al., 2003;
Waters und Blobel, 1986; Wiech et al., 1987; Zimmermann, 2009; Zimmermann et al., 1988). Die
Signalsequenzen SRP-unabhéngiger Transportsubstrate weisen generell eine geringere Hydro-
phobizitat auf, wodurch vermutlich die Affinitdt zum SRP erniedrigt ist. Zudem liegt die GroRe der

Vorlaufer generell unter 75 Aminosdureresten und damit unterhalb der Grenze, bei der das Signal-
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peptid noch wahrend der Proteinsynthese vollstandig aus dem ribosomalen Tunnelausgang
(L&nge 2 ca. 60 AS) ragt, bevor der C-Terminus des Proteins vom Peptidyltransferasezentrum
freigesetzt wird (Ng et al., 1996; Voss et al., 2006; Zimmermann et al., 2011). In der Hefe, in welcher
der posttranslationale Transport eine groRere Rolle spielt (Zimmermann und Blatch, 2009) wurde
bereits friih gezeigt, dass sowohl ATP als auch das ER-luminale, molekulare Chaperon Kar2 (2 BiP)
fiir initiale Schritte sowie die Termination der Proteintranslokation ins ER benétigt werden (Brodsky
et al., 1995; Lyman und Schekman, 1995, 1997; Rapoport et al., 1999). Eine derartige Funktion ist
plausibel, da Chaperone der Hsp70-Familie hydrophobe Bereiche von ungefalteten Polypeptiden, wie
sie auch Signalpeptide aufweisen, binden konnen (Flynn et al., 1991; Martoglio und Dobberstein,
1998; Mayer et al., 2000). BiP (Kar2) kann demnach Uber die J-Doméane des Membran-standigen,
Translokon-assoziierten Hsp40-Cochaperons Sec63 zum Sec61-Komplex rekrutiert werden und
interagiert mit Translokationsintermediaten, um deren passive Rickbewegung ins Zytosol zu ver-
hindern (Corsi und Schekman, 1997; Matlack et al., 1999; Tyedmers et al., 2000). Der SRP-
unabhéngige Transport erfordert in Hefen generell die Mitwirkung des tetrameren Sec62/Sec63-
Komplexes, bestehend aus den Membranproteinen Sec62, Sec63, Sec71 (Sec66) sowie Sec72, welcher
vermutlich in Form eines Signalsequenzrezeptors fungiert, wobei die Proteine Sec62 und Sec63
essentielle Untereinheiten darstellen (Deshaies et al., 1991; Deshaies und Schekman, 1989; Feldheim
und Schekman, 1994; Misch et al., 1992; Panzner et al., 1995; Rothblatt et al., 1989). Zusammen mit
dem Sec61-Komplex wird der Sec62/Sec63-Komplex auch als SEC-Komplex bezeichnet (Dunnwald
et al., 1999; Plath et al., 2004). In Sdugetierzellen interagieren Sec62 und Sec63 ebenfalls miteinander
und liegen im Komplex mit Sec61 vor (Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000). Obwohl fiir Sec62
auch in Sdugetieren bislang nur ein Einfluss auf den posttranslationalen ER-Import zeigt wurde, weist
es gegenuber dem Hefe-Homolog die zusatzliche Fahigkeit auf Ribosomen in der Nahe des
Tunnelausgangs zu binden (Lang et al., 2012; Muller et al., 2010). Sec62 und Sec63 scheinen uberdies
in hoheren Eukaryoten nicht essentiell zu sein (Fedeles et al., 2011; Greiner et al., 2011a; Lang et al.,
2012). Neben der Dominanz des cotranslationalen Imports in hdheren Eukaryoten verfligen
Séugetierzellen Uber ein weiteres Hsp40-Cochaperon, ERj1, welches &hnlich wie der Sec62/Sec63-
Komplex eine ER-luminale J-Doméne sowie eine zytosolische Ribosomenbindungsstelle besitzt,
womit BiP zu translatierenden Ribosomen dirigiert werden kann (Benedix et al., 2010; Blau et al.,
2005; Dudek et al., 2005; Dudek et al., 2002). Da die Expression von ERJ1 in Hefen den Verlust von
SEC63 komplementieren kann, sind beide Proteine in Saugetierzellen offensichtlich redundant
(Kroczynska et al., 2004; Muller et al., 2010). Neben dem urspriinglich entdeckten ,targeting"-
Mechanismus Uber das zytosolische Hsc70-Chaperon wurde in Sdugetierzellen derweil die Beteiligung
zweier weiterer Proteine charakterisiert. Dabei handelt es sich um die zytosolische ATPase TRC40,
welche auch am ,targeting” von ,,tail-anchored*“-Membranproteinen beteiligt ist (Favaloro et al., 2010;
Johnson et al., 2012) sowie das Ca2+-Sensorprotein Calmodulin, welches die Signalsequenz Kleiner

Vorlduferproteine wie ppcecA zu binden vermag (unter physiologischen Ca**-Konzentrationen) und
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das Polypeptid translokationskompetent halt. (Shao und Hegde, 2011c). Ein schematischer Uberblick
zum posttranslationalen ER-Import in Sdugetierzellen ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des posttranslationalen (SRP-unabhangigen) Proteintransportes ins
endoplasmatische Retikulum von Sé&ugetierzellen. Dieser Transportmodus betrifft insbesondere Substrate
unterhalb einer GréRe von ca. 75 Aminosduren und mit Signalpeptiden mit relativ geringer Hydrophobizitat
1) Nachdem das Protein vollstdndig im Zytosol synthetisiert wurde interagieren zytosolische molekulare
Chaperone (Hsc70; auch TRC40 und Calmodulin) mit der Signalsequenz und weiteren hydrophoben Regionen
des Polypeptids und verhindern eine Aggregation 2) Der Hsc70-Substrat-Komplex wird zur ER-Membran
rekrutiert wo die Bindung von Hsc70 an einen bislang noch unbekannten Rezeptor erfolgt (eventuell die
J-Doméne von DnalB12). Das Signalpeptid interagiert mit dem Sec62/Sec63-Komplex sowie dem Sec61-
Komplex (beide zusammen auch als SEC-Komplex bezeichnet). 3) Nach der Insertion des Polypeptides in die
Pore des Sec61-Komplexes in schleifenférmiger Orientierung werden die Hsc70-Chaperone wieder freigesetzt
und das Protein auf der ER-luminalen durch das molekulare Hsp70-Chaperon BiP gebunden, welches Uber die
J-Doméne des Sec62/Sec63-Komplexes zum Sec61-Komplex rekrutiert wird. 4) Durch Bindung von BiP an das
Polypeptid wird das Zurtickgleiten der ins Zytosol verhindert. Die SPase spaltet des Signalpeptid nach dessen
Exposition im ER-Lumen ab 5) Nach ausreichender Inwértshewegung der Polypeptidkette binden sukzessive
weitere BiP-Molekiile bis der Import abgeschlossen ist. Danach wird das Protein korrekt gefaltet freigesetzt.

IV.1.1.3. Zielsteuerung und Insertion von ,tail-anchored“-Membranproteinen

Die sogenannten ,tail-anchored“ Membranproteine (TA-MP) repréasentieren eine Klasse wvon
Proteinen, die anstelle der (blichen N-terminalen Signalsequenz eine C-terminal lokalisierte,
hydrophobe Signalankerregion aufweist, (ber welche die Integration in die ER-Membran erfolgt
(Borgese und Fasana, 2011; Kutay et al., 1995; Kutay et al., 1993). Der bedeutend gréRere
N-Terminus dieser Proteine befindet sich im Zytosol und beherbergt die funktionale Doméane des

Proteine, wahrend der polare C-Terminus im ER-Lumen maximal 30 Aminosdurereste aufweist
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(Borgese, 2009; Borgese et al., 2003b). Diese evolutiondr hochkonservierte Gruppe von
Transmembranproteinen ist an einer Reihe wichtiger zellulérer Prozesse, wie dem vesikularen
Transport, dem Proteintransport und der Apoptose beteiligt (Beilharz et al., 2003; Borgese und Righi,
2010; Kalbfleisch et al., 2007). Basierend auf bioinformatischen Daten kodiert ca. 1-2 % des humanen
Genoms potentielle TA-MP (Kalbfleisch et al., 2007). Aufgrund der strukturellen Eigenheit weisen sie
einen obligat posttranslationalen Transportmodus auf, da die TMD erst nach der Termination der
Translation aus dem Ribosom austritt, und unterscheiden sich somit klar von Transmembranproteinen
mit N-terminaler Signalsequenz, welche stets cotranslational integriert werden (Shan und Walter,
2005). Als weiteres Charakteristikum werden TA-MP unabhangig vom Sec61-Komplex in die ER-
Membran inseriert (Borgese und Fasana, 2011; Hegde und Keenan, 2011; Kutay et al., 1995; Lang,
2012). Es wird angenommen, auch wenn die Rekrutierung zur ER-Membran diverse Chaperone
erfordert, dass die eigentliche Integration von TA-MP in die ER-Membran spontan erfolgt
(Brambillasca et al., 2006). Die Spezifitat fur die Integration in die ER-Membran ist vermutlich durch
deren niedrigen Cholesterolgehalt gegenuiber den restlichen zelluléren Lipiddoppelschichten gegeben
(Borgese und Fasana, 2011; Brambillasca et al., 2005). Eine grundlegende Eigenschaft, die TA-MP
mit typischen Vorlauferproteinen teilen, ist der Besitz einer hydrophoben Polypeptidregion fiir das
Hargeting” zur Zielmembran, welche auch einer Abschirmung gegenuber Aggregation und
unspezifischen Interaktionen bedarf. Bislang wurden drei verschiedene Zielsteuerungsmechanismen
beschrieben. Zum einen existiert der urspringlich in Hefe beschriebene Weg (ber die ATPase TRC40
(Asnal; Get3 in Hefe) (Favaloro et al., 2010; Stefanovic und Hegde, 2007), welche zusammen mit
dem vorgeschalteten BAG6-Komplex, einem Sortierkomplex, (Mariappan et al., 2010) sowie dem
Protein SGTA (2 Sgt2) agiert (Winnefeld et al., 2006). Als ER-Membran-standiger Rezeptor fiir
TRC40 wurde das tryptophanreiche, basische Protein WRB (CHD5) identifiziert. Es wird
angenommen, dass WRB die ATPase-Aktivitdit von TRC40 stimuliert und damit die
Substratfreisetzung in unmittelbarer Nahe der ER-Membran bewirkt (Vilardi et al., 2011). Als weitere
Zielsteuerungsmechanismen fiir TA-MP wurden ferner auch klassische Faktoren wie SRP (allerdings
posttranslational) sowie zytosolische Hsc70-Chaperone beschrieben (Abell et al., 2004; Abell et al.,
2007).

IVV.1.2. Die Proteintranslokase des endoplasmatischen Retikulums

Unabhéngig vom Zielsteuerungsmodus (co- oder posttranslational) erfolgt der ER-Import von
Vorlauferproteinen mit N-terminalem Signalpeptid oder deren Insertion in die ER-Membran mit Hilfe
der Proteintranslokase des ER (du Plessis et al., 2011; Park und Rapoport, 2012; Zimmermann et al.,
2011). Dieser Multiproteinkomplex weist als zentrale Komponente den heterotrimeren Sec61-
Komplex auf, welcher in Sdugetieren aus den Untereinheiten Sec6la, Sec61p und Sec61y besteht

(Gorlich et al., 1992; Gorlich und Rapoport, 1993). Insbesondere die a- und y-Untereinheit weisen
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einen hohen evolutiondren Konservierungsgrad auf (Deshaies und Schekman, 1987; Hartmann et al.,
1994) und sind im Gegensatz zu Sec61p essentiell fiir das Uberleben der Zelle (du Plessis et al., 2011;
Hartmann et al., 1994; Matlack et al., 1998; Nishiyama et al., 1994; Park und Rapoport, 2012).
Elektrophysiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass das Innere der Pore ein wassriges, fir
lonen und kleine Molekiile passierbares Milieu aufweist (Crowley et al., 1994; Crowley et al., 1993;
Simon und Blobel, 1991). Basierend auf réntgenkristallographischen Daten (Auflosung: 3,2 A) des
Sec61YEB-Komplexes aus Methanococcus jannaschii (Archaea) wurden entscheidende strukturelle
Informationen gewonnen (Van den Berg et al., 2004), welche aufgrund der Sequenzhomologie
(ca. 50 %) und dem Vergleich mit elektronenmikroskopischen Strukturen auch auf eukaryotische
Systeme Ubertragbar sind (Becker et al., 2009; Ménétret et al., 2008). Sec61a (53 kDa) reprisentiert
mit 10 TMD (beide Termini im Zytosol lokalisiert) die porenbildende Untereinheit des Sec61-Kanals
und damit die zentrale Komponente fur die Passage von Polypeptiden tber die ER-Membran (High et
al., 1993; Mothes et al., 1994). Sec61p (11 kDa) und Sec61y (8 kDa) besitzen beide lediglich eine
einzige Membran-durchspannende Region und gehdren zur Klasse der genannten ,tail-anchored*-
Menbranproteine (Abell et al., 2004; Becker et al., 2009; Lang et al., 2012). Aus zytosolischer
Perspektive kann Sec61a in zwei Doménen untergliedert werden, welche aus TMD 1-5 sowie TMD 6-
10 bestehen und Uber die ER-luminale Schleife 5, vergleichbar mit einem Scharnier, miteinander
verbunden sind (Van den Berg et al., 2004). Dadurch ist die Struktur flexibel und dynamisch und kann
sich auf der gegeniberliegend Seite zur Membran hin 6ffnen. Dieser Bereich wird auch als ,,lateral
gate* (Laterales Tor) bezeichnet (Martoglio et al., 1995). Sec61y bindet auf der Riickseite und
verkniipft beide Hélften der a-Untereinheit mit einer diagonal angeordneten Membrandoméne
(Zimmermann et al., 2011). Somit wird der Komplex, &hnlich einer Klammer, stabilisiert (Abbildung
3, A). Sec61p geht weniger Kontakte mit Sec61a ein, was auch mit der Tatsache konform geht, dass
Sec61B weder essentiell noch evolutiondr so stark konserviert ist wie die beiden anderen
Untereinheiten (Park und Rapoport, 2012). Aus seitlicher Sicht betrachtet weist der Kanal eine
Verengung auf, die als ,,pore ring™ (Porenring) bezeichnet wird und aus sechs Aminosédureresten mit
grolRen, hydrophoben Seitenketten besteht (sechs Isoleucine in E. coli). Unterhalb dieser Konstriktion
befindet sich eine kurze Polypeptidhelix, der sogenannte ,,plug® (Stopfen), welcher durch die TMD 2a
gebildet wird (Van den Berg et al., 2004; Zimmermann et al., 2011) und dem Verschluss der Pore
dient (Abbildung 3, B). Die Offnung des Kanals wird vermutlich zuerst durch die Bindung des
Ribosoms (SRP-abhangig) oder des Sec62/Sec63-Komplexes (SRP-abhangig) partiell induziert
(,,priming™), wobei auch die ,plug“-Domane teilweise verlagert wird (in Bakterien durch SecA
vermittelt) (Gumbart et al., 2009; Wilkinson und Stirling, 2009; Zimmer et al., 2008). Anhand von
Quervernetzungsexperimenten wurde gezeigt, dass die hydrophobe Signalsequenz zwischen TMD 2b
und 7 interkaliert und auch Interaktionen mit Phospholipiden eingeht. Der restliche Teil des
naszierenden Polypeptids wird schlaufenférmig in die Translokationspore inseriert (Gumbart und
Schulten, 2007; Hizlan et al., 2012).
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A - B
Ribosomen-

bindung

lateral gate

Abbildung 3: Homologiemodell des humanen Sec61-Komplexes (aus Sec6la, - und -y) basierend auf der
Kristallstruktur des Sec61YEB-Komplexes aus Methanococcus jannaschii (Zimmermann et al., 2011).
A) Seitenansicht B) Ansicht von zytosolischer Seite. Die Transmembrandoméanen (TMD) TM2b, TM3, TM7 und
TMS bilden den vorderen Bereich des ,,lateral gates“. Der ,,plug® ist in griin dargestellt und liegt unterhalb der
Verengung im Zentrum des Kanals, dem sogenannten ,pore ring*“ (gebildet aus sechs hydrophoben
Aminosauren).

Durch die Bindung des Signalpeptides werden die TMDs des ,,lateral gates* getrennt und der ,,plug*
weiter vom ,,pore ring* wegbewegt, wodurch der Kanal fur die Passage gedffnet wird. Die Insertion
des vollstandigen Polypeptides halt diesen offenen Zustand vermutlich stabil (Gouridis et al., 2009;
Park und Rapoport, 2012). Durch diese Konstellation kénnen Proteinvorlaufer sowohl ins ER-Lumen
als auch, im Fall von Transmembranproteinen, seitlich in die Doppellipidschicht entlassen werden
(Breyton et al., 2002; Van den Berg et al., 2004). Basierend auf Kristallstrukturen und 3D-Rekon-
struktionen nach Kryoelektronentomographie wird davon ausgegangen, dass die Translokationspore
durch einen einzelnen Sec61-Komplex gebildet wird. Im Fall des cotranslationalen Transportes ist
daher ein einzelnes Ribosom derart Uber der Translokationspore angeordnet, dass diese mit dem
ribosomalen Tunnelausgang eine Linie bildet und ein naszierendes Polypeptid direkt in den Kanal
hineintransportiert wird (Becker et al., 2009; Beckmann et al., 1997). Eine vergleichbare Anordnung
kann auch bei nicht-translatierenden Ribosomen beobachtet werden (Ménétret et al., 2008; Ménétret et
al., 2007). Sowohl die strukturellen als auch biochemische Daten zeigen, dass auf ribosomaler Seite
die Proteine L23a und L35 als Kontaktstellen zum Sec61-Komplex fungieren (Becker et al., 2009).
Als Interaktionsbereiche des Sec61-Komplexes zum Ribosom wurden die zytosolischen Schleifen-
regionen 6 und 8 von Sec61a (gebildet durch TMD6/7 und TMD 8/9) identifiziert (Kalies et al., 1994,
Raden et al., 2000; Song et al., 2000). Die Translokationspore ist zwar aufgrund der gegebenen

Voraussetzungen duRerst flexibel und kann sich dynamisch an das jeweilige Substrat anpassen, was
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auch bioinformatisch sowie elektrophysiologisch gezeigt wurde, jedoch ist der Durchmesser des ,,pore
rings“ basierend auf den Strukturdaten relativ eng. Bei einem theoretischen Porendurchmesser von
maximal 15-20 A (Gumbart und Schulten, 2006) kann eine Polypeptidkette folglich nur im entfalteten
Zustand hindurchtreten und allenfalls o-helikale Strukturen (ca. 12 A) annehmen (Bonardi et al., 2011;
Kowarik et al.,, 2002). Anderseits deuten Untersuchungen zur lonenpermeabilitdt des Sec61-
Komplexes auf eine dynamische Weite zwischen 6 und 60 A hin (Hamman et al., 1997; Wirth et al.,
2003), ein Durchmesser der jedoch oberhalb des eigentlichen Gesamtdurchmessers des Kanals (40 A)
liegt (Zimmermann et al., 2011). FRET-Analysen (,,fluorescence resonance energy transfer™) lassen
jedoch auch auf eine Oligomerisierung von Sec61-Komplexen schlieBen (Snapp et al., 2004), was den
hohen Durchmesser erkléren wirde. Unabhéngig davon wurde jedoch bereits mehrfach gezeigt, dass
der Sec61-Komplex generell einen flr lonen und kleine Molekile permeablen, durch Signalpeptide
aktivierbaren Kanal darstellt (Heritage und Wonderlin, 2001; Roy und Wonderlin, 2003; Saparov et
al., 2007; Simon und Blobel, 1991; Wirth et al., 2003). Wahrend zundchst davon ausgegangen wurde,
dass die alleinige Assoziation des Ribosoms ausreicht, um die Translokationspore zu verschliel3en
(Crowley et al., 1994) zeigen neuere Strukturdaten, dass sich zwischen Ribosom und Sec61-Komplex
eine ausreichend groRe Licke in der Nahe des ribosomalen Tunnelausgangs befindet, um einen
lonenfluss zu erlauben (Becker et al., 2009; Ménétret et al., 2008). Entsprechend dieser Vermutung ist
der Sec6l-Komplex auch auf zelluldrer Ebene, nach Freisetzung der Polypeptidkette mit dem
Proteinsyntheseinhibitor Puromycin, unabhéngig von einer Ribosomenbindung, transient permeabel
fur Ca®* (Amer et al., 2009; Flourakis et al., 2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong et al.,
2007). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass der Offnungszustand des Kanals durch eine Reihe
weiterer Faktoren moduliert werden kann. So bernimmt das ER-luminale Chaperon BiP nicht nur
Aufgaben beim co- und posttranslationalen Import von Polypeptiden ins ER (Dierks et al., 1996;
Matlack et al., 1999; Nicchitta und Blobel, 1993; Tyedmers et al., 2003), sondern vermag auch die
lonenpermeabilitat des Translokons in vitro zu reduzieren (Alder et al., 2005; Haigh und Johnson,
2002; Hamman et al., 1998; Wirth et al., 2003). Das Translokon besteht somit aus dem heterotrimeren
Sec61-Komplex sowie einer Reihe akzessorischer Proteine, die je nach Bedarf rekrutiert werden

kénnen. Im Folgenden wird auf einige wichtige Modulatoren eingegangen.

1VV.1.3. Akzessorische Proteine der ER-Translokase

1V.1.3.1. Sec62

Das Sec62-Protein ist sowohl in Hefe als auch in S&ugetieren Bestandteil des SEC-Komplexes,
welcher am posttranslationalen Proteinimport ins ER beteiligt ist (Deshaies und Schekman, 1989;
Lakkaraju et al., 2012; Lang et al., 2012; Plath et al., 2004; Rapoport et al., 1999; Wittke et al., 2000).

Anhand von Co-Immunoprézipitationsstudien mit rauen Mikrosomen befindet sich Sec62 im Komplex
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mit Sec61a, Sec61p sowie dem Membran-standigen Hsp40-Cochaperon Sec63 und liegt mit 2 uM in
einer Suspension von Pankreasmikrosomen in einer &quimolaren Konzentration zu Sec61a vor (Meyer
et al., 2000; Tyedmers et al., 2000; Zimmermann, 2009). Aktuelle Studien postulieren eine
Proteinkinase CK2-abhangige Phosphorylierung, welche die Interaktion von Sec63 mit Sec62
stimuliert (Ampofo et al., 2013). Sec62 (46 kDa) weist zwei Membran-durchspannende Doménen und
eine ER-luminale Schleifenregion ohne ER-Retentionsmotiv auf (Dudek et al., 2009). Beide Termini
sind zytosolisch lokalisiert und vermutlich bei der Erkennung von hydrophoben Signalpeptiden
beteiligt (Dinnwald et al., 1999; Ng et al., 1996). Das S&ugetierortholog besitzt gegeniiber der
Hefevariante zusétzlich die Eigenschaft (ber eine N-terminale, basische Region hochaffin mit
Ribosomen zu interagieren, was zumindest in vitro die Translationsinitiation zu inhibieren vermag
(Mdller et al., 2010). In Hefen ist SEC62 essentiell (Deshaies und Schekman, 1989), dieser Phénotyp
kann allerdings durch heterologe Expression der cDNA des ebenfalls Ribosomen-bindenden,
saugerspezifischen Hsp40-Cochaperons ER]j1 gerettet werden, was auch die Tatsache erklart, warum
eine Depletion des Proteins in Sdugetieren nicht letal zu sein scheint (Benedix et al., 2010; Dudek et
al., 2005; Greiner et al., 2011a; Muller et al., 2010). Basierend auf vergleichenden Sequenzanalysen
besitzt Sec62 Homologien zu diversen Kationenkanalen (Dudek et al., 2009) sowie zwei zytosolisch
lokalisierte EF-Handmotive zur Bindung von Ca® (Greiner et al., 2011b; Stefan Schorr, personliche
Mitteilung). Neueste Untersuchungen sprechen fur eine Rolle von Sec62 bei der Onkogenese von
Lungenkarzinomen und anderen malignen Karzinomen. In diesen Zellen wurde eine signifikante
Erhohung des Sec62-Proteinlevels und eine damit verbundene Steigerung der Migrationsféhigkeit
festgestellt. Zudem zeigen Sec62-depletierte Tumorzellen eine Sensibilisierung gegenuber
Thapsigargin-vermitteltem ER-Stress sowie einen gesteigerten Ca**-Leckstrom aus dem ER (Greiner
et al., 2011a; Greiner et al., 2011b; Jung et al., 2006; Linxweiler et al., 2012).

IVV.1.3.2. Posttranslational modifizierende Enzyme des ER

Nach dem Eintritt einer Polypeptidkette ins ER-Lumen durchlauft diese meist eine Reihe enzymatisch
katalysierter Prozesse, die mit einer Sequenzabspaltung oder einer kovalenten Verknlpfung diverser
Molekiile einhergehen. Diese Modifikationen sind die Voraussetzung fir eine korrekte Faltung und
Assemblierung neu synthetisierter Proteine im ER (Zapun et al., 1999). Der ER-Membran-residente
Signalpeptidasekomplex (SPC), dessen aktives Zentrum luminal lokalisiert ist, dient der Abspaltung
des N-terminalen Signalpeptids. Im Fall des cotranslationalen Transportes erfolgt dieser Vorgang noch
wéhrend des ER-Importes (Blobel und Dobberstein, 1975a; Jackson und Blobel, 1977). In
Saugetierzellen setzt sich der Komplex aus den Untereinheiten SPC12, -18, -21, -22/23 sowie -25
zusammen (Evans et al., 1986; Shelness et al., 1988). SPC12 und -18 reprasentieren dabei vermutlich
die Peptidase-aktiven Untereinheiten (Dalbey et al., 1997; Dalbey und von Heijne, 1992). Basierend

auf Quervernetzungsexperimenten bindet der Komplex in Anwesenheit von Ribosomen (iber SPC25
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an Sec61p (Kalies et al., 1998). Ein ebenso cotranslational méglicher Vorgang ist die Kopplung von
Oligosacchariden an die y-Aminogruppe definierter Asparaginseitenketten von Proteinen, die sich
innerhalb der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr (X =beliebige AS auller Prolin oder Aspartat)
befinden (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Katalysiert wird diese Reaktion von der Oligosaccharyl-
transferase (OST), einem heptameren Transmembranproteinkomplex, der sich ebenfalls ER-luminal
lokalisiert, in unmittelbarer Nahe Ribosomen-gebundener Sec61-Komplexe befindet (Burda und Aebi,
1999; Dempski und Imperiali, 2002; Kelleher und Gilmore, 2006; Pfeffer et al., 2012; Zimmermann,
2009). Weitere nennenswerte modifizierende Enzymkomplexe sind das Presenilin-artige Enzym
Signalpeptidpeptidase, welches die hydrophobe Doméne von abgespaltenen Signalpeptiden innerhalb
der Lipiddoppelschicht der ER-Membran spaltet (Lemberg et al., 2001; Lemberg und Martoglio,
2002; Weihofen et al., 2002) sowie die Glykosylphosphatidyl-Transamidase, welche bestimmte
Proteine mit einem GPI-Anker flr die Assoziation an der ER-Membran versieht (Kamariah et al.,
2011; Ohishi et al., 2003; Vidugiriene und Menon, 1995).

IV.1.3.3. Molekulare Chaperone des ER

Das ER besitzt neben posttranslational modifizierenden Enzymen eine Reihe verschiedener Faltungs-
katalysatoren, um eine korrekte Konformation und Assemblierung neu synthetisierter Proteine zu
gewahrleisten. Die Information furr den nativen Faltungszustand von Polypeptiden steckt zwar in deren
Primérstruktur, um diese jedoch effizient zu erreichen bedarf es der Hilfe molekularer Chaperone
(Chevet et al., 2001). Im ER-Lumen herrschen durch das oxidative Milieu sowie die hohe Konzen-
tration an Chaperonen optimierte Bedingungen fiir die Proteinfaltung. Einige der Enzyme spielen eine
wichtige Rolle bei der Qualitatskontrolle neu synthetisierter Proteine, da diese nur in korrekt gefalteter
Form zu ihrem Destinationsort gelangen. Vertreter dieser Kontrollmaschinerie sind sowohl BiP
(1V.1.3.3.1) als auch Calnexin und Calretikulin (1V.1.3.3.7). Irreversibel fehlgefaltete Proteine, welche
die Kontrolle nicht bestehen, werden Uber das ERAD-System (ER-assoziierte Degradation) ins
Zytosol disloziert und proteasomal degradiert (Ellgard et al., 1999; Hoseki et al., 2009; Kleizen und
Braakman, 2004; Sitia und Braakman, 2003; van Anken und Braakman, 2005). Neben den Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-lsomerasen (PPlasen) stellen Protein-Disulfid-lIsomerasen (PDIs), Lektin-Chaperone
sowie klassische Hitzeschockproteine (Hsp) die bekannten ER-Chaperonklassen dar (Ellgaard und
Ruddock, 2005; Rutkevich und Williams, 2010; Schrag et al., 2003; Young, 2010; Zapun et al., 1999).

IVV.1.3.3.1. Das Hsp70-Chaperon BiP (Grp78)

Das ER-luminale, molekulare Chaperon BiP (,,immunoglobulin heavy chain binding protein“) oder
auch Grp78 (Glukose-reguliertes Protein, 78 kDa) ist ein Mitglied der evolutiondr hochkonservierten

Hsp70-Familie (70 kDa ,,heat shock protein®). Entsprechend der Bezeichnung wurde es erstmals in
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Assoziation mit schweren Antikorperketten gefunden (Haas, 1994; Haas und Wabl, 1983; Hendershot
und Kearney, 1988; Knittler und Haas, 1992) und wird ferner infolge von ER-Stress oder Glukose-
Deprivation im Rahmen der UPR (,,unfolded protein response®) verstarkt synthetisiert (Gething und
Sambrook, 1992; Hartl und Hayer-Hartl, 2009; Hendrick und Hartl, 1993; Munro und Pelham, 1986).
Mit einer Konzentration von 5 puM in Suspensionen von rauen Mikrosomen ist BiP eines der
abundantesten ER-luminalen Proteine (Mayer und Bukau, 1998; Weitzmann et al., 2007). Wie alle
Hsp70-Chaperone bindet es transient an hydrophobe Regionen neu synthetisierter oder fehlgefalteter
Proteine, wodurch eine Aggregation oder unspezifische Bindungen verhindert und die Faltung bzw.
Assemblierung in eine native Konformation untersttitzt wird (Blond-Elguindi et al., 1993; Blount und
Merlie, 1991; Bukau et al., 2000; Ellis, 1997; Flynn et al., 1991). Generell besitzen Hsp70-Chaperone
eine 44 kDa grofle N-terminale Nukleotidbindedomane (NBD), eine 15 kDa grof’e Substratbinde-
domane (SBD) sowie eine variable C-terminale Region (10 kDa), welche die Substratspezifitat
bestimmt. Letztere weist einen flexiblen, a-helikalen Deckel auf, der die Peptidbindetasche der SBD
verschlielen kann (Abbildung 4). Zudem tragt diese ein KDEL-Motiv fiir die ER-Retention (Boorstein
et al., 1993; Bukau und Horwich, 1998; Flaherty et al., 1990; Szyperski et al., 1994). Die Bindung von
Substraten wird allosterisch durch den zyklischen Austausch und die Hydrolyse von ATP in der NBD
gesteuert, wodurch die Offnung bzw. das SchlieRen des Deckels und die Affinitét fiir Peptide reguliert
wird. (McKay et al., 1994; Zhu et al., 1996). Die ATP-gebundene Form stellt dabei die niedrigaffine
Konformation dar, bei der Substrate innerhalb kurzer Zeit haufig gebunden und freigesetzt werden.
Die Bindung von ADP bewirkt eine Konversion in den hochaffinen Zustand, in welchem eine stabile
Substratassoziation erfolgt (Jiang et al., 2005). Hsp70-Chaperone besitzen selbst eine sehr geringe
intrinsische ATPase-Aktivitdt. Diese kann jedoch durch Interaktion der NBD mit einem Hsp40-
Cochaperon uber dessen konservierte J-Domane stimuliert werden (ca. 70 AS) (Jiang et al., 2007;
Szabo et al., 1994). Hsp40-Cochaperone tragen dabei auch zur Substratspezifitdt bei (Marcinowski et
al., 2011). Der Austausch von ADP zu ATP erfolgt durch sogenannte Nukleotidaustauschfaktoren
(NEF), wodurch wiederum die Substratfreisetzung begunstigt wird (Chung et al., 2002; Weitzmann et
al., 2006). Die Strukturdaten zeigen dabei, dass der Bereich der direkten Peptidbindung lediglich
durch funf Aminosdurereste représentiert wird, wovon die mittleren drei Aminosauren hydrophobe
Seitenketten aufweisen (Rudiger et al., 1997). BiP wurde bereits in mehreren Studien als eine wichtige
Komponente beim Proteintransport ins ER beschrieben (Klappa et al., 1991; Nicchitta und Blobel,
1993). Wahrend das Chaperon im posttranslationalen Transportmodus in Form einer molekularen
Ratsche fungiert und das Polypeptid durch sukzessive Assoziation mehrerer BiP-Proteine ins ER-
Lumen befordert (Liebermeister et al., 2001; Matlack et al., 1999), spielt diese Funktion beim
cotranslationalen Transport vermutlich eine eher untergeordnete Rolle, da das naszierende Polypeptid,
bis auf die restlichen 70 Aminosduren, durch die Synthese am Ribosom aktiv in die Translokations-
pore hineingeschoben wird, wodurch ein gerichteter Import gewahrleistet wird (Beckmann et al.,
1997; Ooi und Weiss, 1992).
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Hydrophobe
Verbindungsregion Peptidbindespalt

ATPase-Domane Substratbindedomane

Abbildung 4: Struktur eines Hsp70-Chaperons (DnaK aus E. coli) mit gebundenem ADP in der ATPase-
Domaéne (Nukleotidbindedoméne; NBD; 44 kDa). Die NBD ist mit der Substratbindedoméne (SBD; 15 kDa)
durch eine kurze, flexible und hydrophobe Verbindungsregion verknipft. Infolge einer ATP-Hydrolyse zu ADP
(durch Hsp40-Cochaperone stimuliert) entfernen sich die beiden Doménen voneinander. Dabei wird der Deckel
in der SBD geschlossen und ein Substrat mit hoher Affinitat gebunden. Durch den Austausch von ADP zu ATP
(durch Nukleotidaustauschfaktoren; NEF) wird der Deckel wieder gedffnet und die beiden Domanen wieder
zusammengelagert. Dadurch wird ein niedrigaffiner Bindungsstatus eingenommen, wodurch eine erleichterte
Freisetzung und erneute Bindung von Substraten ermdéglicht wird (Kampinga und Craig, 2010).

Dennoch wurde gezeigt, dass die simultane Interaktion und Faltung des naszierenden Polypeptids
durch BiP offensichtlich ebenfalls positive Auswirkungen auf die Importeffizienz hat (Tyedmers et al.,
2003). Aktuelle Untersuchungen mit dem BiP-inaktivierenden Subtilase Zytotoxin zeigen eine
Substrat-spezifische Inhibition des cotranslationalen Transportes ins ER semi-permeabilisierter HelLa-
Zellen und lassen dabei auf eine direkte Interaktion mit dem Sec61-Komplex schlieRen, da dieser
Vorldufer-abh&ngige Transportdefekt in Zellen mit einer Sec61a-Y344H-Mutante (Mutation in ER-
luminaler Schleife 7) phénokopiert wird (Lang, 2012). Fir die Funktion beim ER-Import scheint
jedoch die Mithilfe des Translokon-assoziierten Hsp40-Cochaperons Sec63 erforderlich zu sein, Uber
das BiP zum Sec61-Komplex rekrutiert wird (Brodsky et al., 1995; Lang et al., 2012; Lyman und
Schekman, 1995; Meyer et al., 2000). Auf der Grundlage von invitro Fluoreszenzquenching-
Experimenten und Einzelkanalmessungen mit rekonstituierten Proteoliposomen besitzt BiP die
Fahigkeit die Translokationspore vor und in der friihen Phase der Translokation gegenuber lonen zu
verschlieBen (Haigh und Johnson, 2002; Hamman et al., 1998; Wirth et al., 2003). Neuere
Untersuchungen deuten dabei auf eine typische Hsp70-Substratinteraktion hin, da der Mechanismus
einerseits ATP-abhédngig ist und zudem die Beteiligung eines bislang unbekannten Hsp40-
Cochaperones erfordert (Alder et al., 2005). Mégliche Kandidaten stellen hierbei Sec63 und ERj1 dar,
welche beide funktional Uber ihre J-Doméne mit BIiP interagieren kdnnen und in Nahe des
Translokons lokalisiert sind (Benedix et al., 2010; Corsi und Schekman, 1997; Dudek et al., 2005;
Dudek et al., 2002; Tyedmers et al., 2000). BiP besitzt ferner eine generelle Funktion bei der

Aufrechterhaltung der ER-luminalen Ca®*-Homdostase, da es als niedrigaffin Ca**-bindendes Protein
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(ca. 10 Ca**-lonen pro Molekiil) einen Grofteil des freien Ca®* im ER zu binden vermag (Coe, 2009;
Lievremont et al., 1997; Liu et al., 1997; Michalak et al., 2002). Zudem ist BiP ein Hauptregulator der
UPR (,,unfolded protein resonse*) und interagiert mit den drei UPR-Mediatoren PERK, Irel und
ATF6. Im Umkehrschluss wird durch die Aktivierung der UPR die BIP-Expression induziert und
somit der Aggregation von Proteinen entgegengewirkt (Bertolotti et al., 2000; Li und Lee, 2006; Sitia
und Braakman, 2003). Nicht zuletzt konnte fur das molekulare Chaperon auch eine Beteiligung an der
ER-assoziierten Protein-Degradation (ERAD) gezeigt werden, wobei es vermutlich die Ubergabe
fehlgefalteter Polypeptide an den Dislokationsapparat vermittelt (Beggah et al., 1996; Brodsky et al.,
1999; Chillaron und Haas, 2000; Jin et al., 2000). In diesem Zusammenhang unterstiitzt BiP auch die
Dislokation bakterieller Exotoxine ins Zytosol (Schmitz et al., 2000; Simpson et al., 1999). Zu dieser
Toxinklasse wird auch das Exotoxin A aus Pseudomonas aeroginosa gezahlt, welches nach
endozytotischer Aufnahme mittels eines C-terminalen KDEL-Motivs bis ins ER-Lumen gelangt
(Jackson et al., 1999), um von dort aus tber den Sec61-Komplex ins Zytosol transportiert zu werden
(Koopmann et al., 2000). Dort inhibiert es den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 durch eine
Adenosindiphosphat-Ribosylierung (Pavlovskis et al., 1978). Ein weiteres bakterielles Zytotoxin, das
oben erwahnte Subtilase Zytotoxin, wird in dhnlicher Weise internalisiert. Dieses durch pathogene
E. coli-Stimme gebildete Toxin hat die besondere Eigenschaft, als Serinprotease BiP spezifisch an
seiner hydrophoben Verbindungsregion zu spalten und damit zu inaktivieren (Chong et al., 2008;
Paton et al., 2006). Die Tatsache, dass dieses Toxin das lebensbedrohliche, hdmolytisch-urdmische
Syndrom (HUS) auslosen kann, welches durch eine Thrombozytenpenie, eine Zerstérung feiner
BlutgefaRe sowie akutes Nierenversagen gekennzeichnet ist, unterstreicht nochmals die zellulére
Bedeutung von BiP (Montecucco und Molinari, 2006; Wang et al., 2007).

IVV.1.3.3.2. Das Hefeortholog Kar?2

Das in S. cerevisiae vorzufindende Protein Kar2 wurde urspriinglich im Zusammenhang mit
Karyogamie (Fusion zweier Nuklei unterschiedlicher Genera zum Zygotenkern) isoliert und stellt mit
einer Sequenzhomologie von 67 % das Hefeortholog zu BiP dar (Latterich und Schekman, 1994; Rose
et al., 1989). Es ist ebenfalls essentiell fir die Zellviabilitdt (Normington et al., 1989), fungiert als
molekulares Hsp70-Chaperon bei der Qualitdtskontrolle sekretorischer Proteine (Machamer et al.,
1990; Scidmore et al., 1993) und ist wesentlich am co- sowie posttranslationalen Proteintransport ins
ER beteiligt (Boisramé et al., 1998; Brodsky et al., 1995; Matlack et al., 1999; Pilon et al., 1998;
Simons et al., 1995; Vogel et al., 1990; Young et al., 2001). Im Gegensatz zu BiP, welches basierend
auf lonenpermeabilitits-Untersuchungen in der Lage ist den lonenfluss tber die Translokationspore zu
minimieren, vermag Kar2, unabh&ngig von ATP oder ADP, diese Funktion nicht zu erfillen.
Stattdessen verursacht es sogar in Gegenwart von BiP eine Offnung des Kanals und weist damit einen
dominant-negativen Effekt auf (Alder et al., 2005).
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IVV.1.3.3.3. Hsp40-Cochaperone des ER (ERj-Proteine)

Hsp40-Cochaperone, sind Homologe der bakteriellen Dnal-Proteine und zeichnen sich durch eine
charakteristische, aus vier a-Helices bestehende, J-Doméne mit einer Lange von ca. 70 Aminosauren
aus, Uber die sie mit der NBD von Hsp70-Chaperonen interagieren (Greene et al., 1998; Hennessy et
al., 2000; Suh et al., 1999). Ein hochkonserviertes Sequenzmotiv, bestehend aus den drei Aminosaure-
resten Histidin, Prolin und Aspartat (HPD-Motiv), welches zwischen Helix 2 und 3 lokalisiert ist,
stimuliert dabei die ATP-Hydrolyse der Chaperone (Cheetham und Caplan, 1998; Cheetham et al.,
1994). Vertreter dieser Proteine, die im ER-Lumen lokalisiert sind, werden als ERj-Proteine
bezeichnet. In S&ugetierzellen wurden bislang sieben verschiedene dieser ER-luminalen Hsp40-
Proteine identifiziert, wovon ERj1, ERj2, ERj4 und ER]j7 integrale Membranproteine darstellen (Bies
et al., 2004; Dudek et al., 2002; Tyedmers et al., 2000; Weitzmann et al., 2007; Zahedi et al., 2009).

ERj1 (Mtjl1)

Das ausschlieBlich in Saugetierzellen vorkommende ERj1 (Mtjl) besitzt neben der ER-luminalen
J-Domadne, Uber die es mit BiP interagieren kann, ein basisches, zytosolisch lokalisiertes Nonapeptid,
dhnlich wie Sec62. Uber dieses kann es mit der 28 S rRNA der ribosomalen 60 S Untereinheit in der
Néhe des Tunnelausgangs assoziieren und einen Translationsarrest hervorrufen. Diese Inhibition wird
durch eine Rekrutierung von BiP (ber die J-Doméne wieder aufgehoben, was auch mit der Rolle von
BiP wahrend des cotranslationalen Proteinimports ins ER konform geht (Benedix et al., 2010; Dudek
et al., 2005; Miiller et al., 2010; Schauble et al., 2012).

ERj2 (Sec63)

Das Hsp40-Chaperon ERj2 (Sec63) wurde urspringlich in der Hefe als essentielle Komponente beim
Proteintransport ins ER identifiziert (Brodsky et al., 1995; Brodsky und Scheckman, 1993; Corsi und
Schekman, 1997; Young et al., 2001). Auch im Saugetiersystem wurde das mit 2 uM (in RM-
Suspensionen) in dquimolarem Verhéltnis zu Sec61a und Sec62 vorliegende Protein als Translokon-
assoziiertes Protein mit einer substratspezifischen Funktion beim ER-Import charakterisiert (Lang et
al., 2012; Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000). Sec63 ist in der Lage das ebenfalls an der Trans-
lokation beteiligte BiP Uber seine J-Doméne zum Sec61-Komplex zu rekrutieren (Misselwitz, 1999;
Vembar et al., 2010; Young et al., 2001). Es besitzt drei Transmembrandomanen (TMD), einen
zytosolischen C-Terminus und einen ER-luminalen N-Terminus. Die J-Domadne befindet sich in der
ER-luminalen Schleife zwischen TMD 2 und TMD 3. Mit einer negativ geladenen Region in der
zytosolischen Doméne ist Sec63 in der Lage mit dem basischen Nonapeptid von Sec62 zu interagieren
(Feldheim et al., 1992; Skowronek et al., 1999). Diese Bindung wird zusatzlich Gber eine CK2-
abhangige Phosphorylierung verstarkt (Ampofo et al., 2013). SEC63"-Mausfibroblasten zeigen einen
substratspezifischen Transportdefekt, erwachsene Mause mit einem gewebsspezifischen ,,knock-out®

entwickeln eine polyzystische Lebererkrankung, was unter anderem mit einer Unterreprésentation der
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relevanten Proteine Polycystin 1 und 2 in Hepatozyten einhergeht. Ein vollstiandiger ,.knock-out ist

daruber hinaus embryonal letal (Davila et al., 2004; Fedeles et al., 2011; Lang et al., 2012).

ERj3 (DNAJB11)

Das Hsp40-Cochaperon ERj3 (DNAJB11) stellt im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen
ERj-Proteinen ein l6sliches J-Domanen-Protein dar und représentiert das konservierte Saugetier-
homolog zu Scjl (Hefe). Neben seiner Interaktion mit BiP tber die J-Doméne (Bies et al., 2004; Bies
et al., 1999; Yu et al., 2000) ist ER]j3 in der Lage selbst an neu synthetisierte, ungefaltete sowie auch
fir den ERAD-Weg bestimmte, fehlgefaltete Proteine zu binden, da auch nach Zerstérung des fur die
Hsp70/Hsp40-Komplex-Bildung essentiellen HPD-Motivs eine BiP-unabhéngige Assoziation mit
Substraten beobachtet wurde (Jin et al., 2009; Meunier et al., 2002; Yu und Haslam, 2005). ER}j3 wird
glykosyliert und liegt in der Zelle als Dimer vor, was in vitro flr die Substratbindung von Bedeutung
ist (Jin et al., 2009; Wu et al., 2005). Zudem wird die ERJ3-Expression, wie Fall vieler ER-
Chaperone, durch ER-Stress induziert (Lee, 1992; Shen und Hendershot, 2005).

1VV.1.3.3.4. Nukleotidaustauschfaktoren des ER

Um einen erneuten Substratbindungszyklus eingehen zu kénnen, ist es erforderlich, dass das durch
Hsp70-Chaperone gebundene ADP durch ATP ersetzt wird (Dudek et al., 2009; Zahedi et al., 2009).
Dieser Vorgang wird durch sogenannte Nukleotidaustauschfaktoren (NEF) katalysiert. Fur BiP
wurden die beiden NEFs BAP (BiP-assoziiertes Protein; auch Sill) sowie auch das Hsp70-verwandte
Grpl70 beschrieben (Andreasson et al., 2010; Chung et al., 2002; Senderek et al., 2005; Weitzmann et
al., 2006). In der Hefe ist die Deletion beider Gene (LSH1, SIL1) synthetisch letal, was zum einen
deren Redundanz zeigt und zum anderen, dass es offensichtlich keine weiteren NEFs gibt, die deren

Funktion ubernehmen kénnen (Tyson und Stirling, 2000).

IVV.1.3.3.5. Das Hsp70-verwandte Chaperon Grpl170

Grpl70 (auch ATP-bindendes Protein, ABP150 oder ,,oxygen-regulated protein®, Orp150) ist ein
evolutiondr konserviertes, konstitutiv exprimiertes Chaperon des ER und kann aufgrund seiner
Charakteristika sowohl den Hsp70-Chaperonen als auch der Familie der Hsp110/SSE-Chaperone,
einer Untergruppe groflRer Stressproteine, zugeordnet werden (Dierks et al., 1996; Easton et al., 2000;
Ikeda et al., 1997; Lee-Yoon et al., 1995; Park et al., 2003). Grp170 interagiert, wie BiP (Hsp70) und
Grp94 (Hsp90), mit neu synthetisierten Antikérperketten (Lin et al., 1993). Es besitzt eine N-terminale
ATP-Bindedomane, die ATP-Hydrolyse kann jedoch nicht Uber eine Assoziation mit J-Doménen

stimuliert werden, sondern erfordert die Anwesenheit eines Hsp70/Hsp40-Komplexes. Dabei kann
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Grpl70 zudem als Nukleotidaustauschfaktor fur BiP fungieren (Weitzmann et al., 2006). Die
Expression von GRP170 wird ferner durch UPR-Aktivierung induziert (Craven et al., 1996).

1VV.1.3.3.6. Das Hsp90-Chaperon Grp94

Ein ebenso abundantes, ER-luminales Chaperon ist das Grp94, welches zur evolutionar konservierten
Familie der Hsp90-Proteine gezahlt wird. Dieses konstitutiv exprimierte Hitzeschockprotein (Buchner,
1996; Lindquist und Craig, 1988) bindet wie Hsp70-Chaperone fehlgefaltete Polypeptide und wird
durch UPR-Aktivierung induziert (Argon und Simen, 1999; Eletto et al., 2010; Nathan et al., 1997).
Die N-terminale Doméne von Hsp90-Proteinen (25 kDa) ist in der Lage ATP und zugleich ungefaltete
Proteine zu binden, was moglicherweise durch die 12 kDa grof3e C-terminale Doméne stimuliert
werden kann. Diese vermittelt zudem die Dimerisierung des Hsp90 (Prodromou et al., 1999; Scheibel
et al., 1998; Stebbins et al., 1997; Young et al., 1998; Young et al., 1997).

IVV.1.3.3.7. Die Lektin-Chaperone Calnexin und Calretikulin

Die Lektin-Chaperone Calnexin und Caretikulin sind an der Qualitatskontrolle neu synthetisierter
Glykoproteine im ER beteiligt und katalysieren deren Faltung durch Bindung spezifischer
Glykosidreste (High et al., 2000; Kleizen und Braakman, 2004; Zapun et al., 1999). Beide wurden
zudem als Ca®*-bindende und Ca*'-regulierte ER-Proteine beschrieben (Coe, 2009; Corbett et al.,
1999; Wada et al., 1991).

1VV.1.3.3.8. Die Protein-Disulfid-1somerase

Die Protein-Disulfid-Isomerase (Pdi) ist eine abundante, ER-luminale Oxidoreduktase und katalysiert
Ditioloxidationen und Disulfidreduktionen von Sulfhydroylgruppen neu synthetisierter Polypeptide
(Laboissiere et al., 1995; Tu et al.,, 2000). Durch Isomerisierung bewirkt das Enzym eine
Umstrukturierung nicht-nativer Disulfidbindungen, unterstiitzt dabei die Faltung naszierender Proteine
in deren korrekte Konformation und weist dabei ferner eine von der Isomerase-unabhéngige
intrinsische Chaperonaktivitdt auf (Wang, 1998). Es wurde gezeigt, dass Pdi mit naszierenden
Polypeptiden in der spaten Phase der Translokation interagiert (Klappa et al., 1995; Volkmer et al.,
1997). Der Promotor von PDI enthélt, wie die meisten ER-Faltungsenzyme, ein ,,ER stress response
element“ (ERSE), wodurch Pdi in Gegenwart fehlgefalteter Proteine infolge der UPR verstarkt
synthetisiert wird (Roy und Lee, 1999; Shamu et al., 1994; Yoshida et al., 1998).
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IVV.1.4. Die ,,unfolded protein response* (UPR)

Die Akkumulation ungefalteter und fehlgefalteter Proteine im ER fiihrt zur Aktivierung der ,,unfolded
protein response* (UPR), einem koordinierten, adaptiven Prozess als Reaktion auf ER-Stress
(Schroder und Kaufman, 2005). Diese zelluldre Antwort zeichnet sich durch Inhibition der generellen
Proteinsynthese, einer gleichzeitig verstérkten Synthese faltungskatalysierender Enzyme sowie einer
Aktivierung der ER-assoziierten Proteindegradation (ERAD) aus. Abhdangig vom AusmaR des ER-
Stresses bewirkt die UPR entweder eine Regeneration des ER-Milieus oder fiihrt bei Uberlastung des
Systems zum programmierten Zelltod, der Apoptose (Harding et al., 2002; Harding et al., 2000; Kim
et al., 2006). Die Induktion der UPR erfolgt lber drei integrale ER-Membranproteine, die als ER-
Stresssensoren fungieren: Die Kinase und Endoribonuklease Irel (,,inositol requiring element), die
Kinase PERK (,,PKR-like ER kinase*) sowie der Transkriptionsfaktor ATF6 (,,activating transcription
factor 6“) (Harding et al., 1999; Wang et al., 1998; Yoshida et al., 2000). Die Aktivierung dieser
Rezeptoren erfolgt durch Dissoziation des molekularen Chaperons BiP, welches unter normalen
Bedingungen mit diesen assoziiert und infolge einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine im ER in
Form eines vorgeschalteten Sensors rekrutiert wird. (Bertolotti et al., 2000; Oikawa et al., 2009; Shen
et al., 2002a). Dieser Zustand kann artifiziell herbeigefuihrt werden, indem mittels RNA-Interferenz
die MRNA von BIP degradiert und somit die BiP-Synthese inhibiert oder das Chaperon direkt durch
das Subtilase Zytotoxin gespalten wird (Suzuki et al., 2007; Wolfson et al., 2008). PERK
phosphoryliert nach Dimerisierung den eukaryotischen Initiationsfaktor 2o (elF2a), was zu einem
globalen Translationsarrest flhrt. Gleichzeitig wird die selektive Expression UPR-induzierter Gene
aktiviert, wozu u.a. der Transkriptionsfaktor ATF4 sowie das dadurch regulierte proapoptotische
Protein CHOP z&hit. Irel, welches ebenfalls dimerisiert, aktiviert durch Autophosphorylierung seine
im Nukleus lokalisierte Endonuklease, welche die mRNA von XBP1 spaltet (,,X-box binding
protein 1°). Dadurch wird der Transkriptionsfaktor Xbpl-spl (,,splice variant 1°) synthetisiert, der
weitere UPR-regulierte Gene aktiviert. ATF6 wiederum wird nach fehlender Retention, infolge der
BiP-Dissoziation, in den Golgi-Apparat transferiert, wo es mittels Intramembranproteolyse durch S1P
und S2P als loslicher Transkriptionsfaktor freigesetzt wird und an ERSE (,,ER-stress elements®) in
Promotoren UPR-induzierter Gene binden kann (Chakrabarti et al., 2011; Malhi und Kaufman, 2010;
Oyadomari und Mori, 2004; Ye et al.,, 2000; Yoshida et al., 2000). Eine weiterer, direkterer
Mechanismus zur Steuerung des selektiven ER-Proteinimports nach UPR-AKktivierung ist vermutlich
bereits in der Signalsequenz von Proteinvorlaufern verankert. Durch Austausch verschiedener
Signalsequenzen wurde gezeigt, dass sowohl L&nge, Hydrophobizitdt wie auch die generelle
Aminosdurezusammensetzung von Signalpeptiden zumindest teilweise den Transport von Proteinen

unter ER-Stress beeinflussen (Kang et al., 2006).
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IVV.1.5. Die ER-assoziierte Proteindegradation (ERAD)

Die Qualitat neu synthetisierter Proteine wird nach deren Import ins ER sorgféltig tberwacht. Dabei
wird nur korrekt gefalteten Proteinen die weitere Passage im Sekretionsweg gewéhrt, wahrend jene,
die diese Qualitatskontrolle aufgrund von Fehlfaltung oder fehlender Assemblierung nicht bestehen,
dem Prozess der sogenannten ER-assoziierten Proteindegradation (ERAD) zugefuhrt werden (Hoseki
et al., 2009). Dieser konservierte Mechanismus spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrecht-
erhaltung der ER-HomOostase und verhindert die Akkumulation fehlgefalteter Proteine. Ent-
sprechende Proteine werden hierfur nach Erkennung uber die ER-Membran disloziert und durch den
zytosolischen 26 S Proteasomkomplex degradiert (Kostova und Wolf, 2003; Sitia und Braakman,
2003). Trotz der Beschreibung weiterer potentieller Kandidaten wie Derlinl und Hrd1l wird davon
ausgegangen, dass die Retrotranslokation generell lber den Sec61-Komplex erfolgt (Bernardi et al.,
2008; Carvalho et al., 2010; Katiyar et al., 2005; Pilon et al., 1997; R6misch, 1999; Schafer und Wolf,
2009; Scott und Schekman, 2008; Ye et al., 2004; Zhou und Schekman, 1999). Weitere Hinweise, die
dafiir sprechen zeigen Untersuchungen diverser pflanzlicher und bakterieller Toxine, welche nach
endozytotischer Aufnahme Uber den Sekretionsweg ins Zytosol gelangen und dabei ebenfalls den
Sec61-Komplex, vermutlich maskiert als ERAD-Substrat, zur Retrotranslokation nutzen (Jackson et
al., 1999; Koopmann et al., 2000; Schmitz et al., 2000; Simpson et al., 1999). Fir den Dislokations-
prozess spielen Uberdies verschiedene molekulare Chaperone eine Rolle bei der Identifikation und

Ubergabe fehlgefalteter Chaperone zur Exportmaschinerie (Eletto et al., 2010; Kabani et al., 2003).

1VV.2. Zellulares Calcium

Calcium (Ca”*) spielt eine bedeutende Rolle als sekunddrer Botenstoff und ist an einer Vielzahl
zelluldrer Prozesse beteiligt, die von der Zellproliferation (ber den Steroid- und Glykosid-
metabolismus, die Muskelkontraktion, neuronale Aktivitaten, die Exozytose bis hin zu apoptotischen
Vorgéngen reichen (Berridge et al., 2000). Durch die positive Ladung vermag Ca®* an verschiedene
Proteine zu binden und deren Konformation und Interaktionspotential zu verandern. Da eine erhohte
zytosolische Ca®* Konzentration eine zytotoxische Phosphatprézipitation sowie Proteinaggregationen
verursacht ist eine Kompartimentierung des bivalenten lons erforderlich. Das ER in Saugetierzellen
stellt dabei ein Hauptspeicherorganell fiir zelluldres Ca®* dar. Mit einer freien Ca®*-Konzentration von
100-800 uM besteht im Vergleich zum Zytosol mit 50-100 nM ein 1.000-10.000-facher Konzen-
trationsunterschied (Michalak et al., 2009; Robert et al., 1998; Ziman et al., 2010). Die Speicherung
von Ca?* im ER erfillt mindestens zwei weitere Funktionen. Zum einen unterstiitzt sie die
Faltungskapazitat einer Reihe molekularer Chaperone und bietet ein Milieu vergleichbar zur extra-
zelluldren Umgebung (ca. 2 mM Ca®"), was vermutlich auch dabei hilft, dass sekretorische Proteine

eine stabile Konformation erreichen. Zum anderen dient das ER als Reservoir fir die kontrollierte,
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transiente Freisetzung von Ca?" ins Zytosol iiber spezialisierte lonenkanéle, wie Inositol-3-Phosphat-
(IP3R) oder Ryanodin-Rezeptoren (RyR), welche im Rahmen der Signaltransduktion aktiviert werden
kénnen (Berridge, 2002; Chen et al., 2010). Da hydratisiertes Ca®* in Lésung mit bis zu 40 um/s
diffundieren kann (wenn auch derart hohe Geschwindigkeiten innerhalb des dichtgepackten Zytosols
nicht moglich sind), bietet dieser sekundéare Botenstoff eine duRerst schnelle und unmittelbare
Reaktionsféhigkeit auf zelluldre Gegebenheiten, wie beispielsweise bei der Transmitterfreisetzung an
postsynaptischen Membranen von Neuronen (Clapham, 2007). Zudem besitzt Ca®* eine hohe Affinitat
fiir Carboxyl- und Carbonylreste, zwei der h&ufigsten funktionalen Gruppen von Polypeptiden (Case
et al., 2007). Grundsétzlich ist durch die heterogene Verteilung von Ca®*-Pumpen und Ca**-bindenden
Proteinen im ER auch die Ca®*-Verteilung im ER nicht homogen (Papp et al., 2003). Entsprechende

Proteine werden im folgenden eingéngiger beschrieben.

IV.2.1. Ca?*-bindende Proteine des ER

Das ER-Lumen stellt eine spezialisierte Umgebung mit einer auRerordentlich hohen Ca?-
Konzentration von insgesamt 1-3 mM dar, wovon jedoch ein GroRteil in gebundener Form vorliegt.
Da das ER ferner eine Vielzahl an Ca®*-bindenden Proteinen aufweist, beeinflussen diese sowohl die
Speicherkapazitat, die Ca?'-Freisetzung als auch die Funktionalitat diverser Faltungs- und Modi-
fikationsenzyme (Michalak et al., 2002; Schréder, 2008). Viele dieser Ca?*-bindenden Proteine haben
weitere Funktionen bei der Qualitatskontrolle und Faltung von Polypeptiden und sind dabei von einer
adaquaten Ca®*-Konzentration abhangig (Ashby und Tepikin, 2001). Calretikulin stellt hierbei den
Prototyp eines solchen Ca**-bindenden und -puffernden Chaperons dar (Michalak et al., 2009). Neben
einer Domédne mit hoher Affinitdt (Kyq=1puM), jedoch niedriger Bindungskapazitdt (1 mol
Ca”*/Molekiil) besitzt Calretikulin eine weitere C-terminale Doméne, bestehend aus Clustern mit
Aspartat- und Glutamatresten, die zwar eine deutlich niedrigere Affinitdt (Kq=2 M) aufweist,
allerdings eine auBerst hohe Kapazitit zur Ca®*-Bindung besitzt (25 mol Ca*/Molekiil) und fiir die
Bindung von iber 50 % des ER-luminalen Ca®* verantwortlich ist (Baksh und Michalak, 1991; Breier
und Michalak, 1994; Nakamura et al., 2001). Dieser Beitrag zur Ca**-Homdostase wird auch daran
deutlich, dass eine Uberexpression von CALRETIKULIN Einfluss auf die Speicherung und Freisetzung
von Ca”" aus dem ER hat (Li et al., 2002; Mesaeli et al., 1999). Neben Calretikulin existieren eine
Reihe weiterer Ca**-bindender Proteine im ER, wozu das Hsp70-Chaperon BiP, das Hsp90-Protein
Grp94, die Oxidoreduktasen Pdi und ERp72 sowie das Membran-gebundene Homolog von
Calretikulin, Calnexin z&hlen. Die meisten dieser Proteine besitzen eine relativ niedrige Affinitat bei
gleichzeitig hohen Bindungskapazititen (Argon und Simen, 1999; Coe, 2009; Lucero et al., 1998).
BiP représentiert hierbei ebenfalls einen der wichtigsten Ca**-Puffer und bindet etwa 25 % des ER-
luminalen Ca** (Lievremont et al., 1997). Grundsatzlich besitzt die Zelle zwar hunderte von Proteinen,

die das Potential besitzen Ca** zu binden, jedoch erfolgt die Speicherung von Ca** im ER von nicht-
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muskuldren Zellen insbesondere durch die vier Faltungsenzyme Calretikulin, BiP, Grp94 und Pdi
(Carafoli et al., 2001; Milner et al., 1991). Demnach werden ca. 90 % des ER-luminalen Ca*" durch
Proteine gepuffert (Ashby und Tepikin, 2001).

1V.2.2. Ca®*-Pumpen und -Austauscher

Um den niedrigen Ca**-Level im Zytosol beizubehalten investiert die Zelle viel Energie. Neben der
Differenz zur hohen ER-luminalen Ca**-Konzentration besteht insbesondere iiber die Plasmamembran
ein enormer Ca’*-Gradient. Zur Aufrechtzuhaltung dieses Zustandes agieren spezifische Ca®*-
ATPasen der SERCA- (,sarco-/endoplasmic reticular Ca** ATPases*) oder der PMCA-Familie
(,,plasma membrane Ca®* ATPases“). Diese Pumpen befordern Ca?* ins ER bzw. lber die Plasma-
membran aus der Zelle heraus. Pro hydrolysiertem ATP tauschen SERCAs dabei zwei Ca®*-lonen,
PMCAs ein Ca*" gegen jeweils ein Proton aus. Beide Pumpen sind P-Typ ATPasen, welche als
Charakteristikum wéhrend der Katalyse eines Transportvorgangs die y-Phosphatgruppe von ATP auf
einen konservierten Aspartatrest innerhalb des Enzyms (bertragen und dabei ein obligatorisches
Aspartyl-Phosphat-Intermediat bilden (Kuhlbrandt, 2004; Strehler und Treiman, 2004). Das humane
Genom kodiert drei SERCA-Gene (Hefen besitzen keine SERCA) die wiederum gewebs- und
entwicklungsspezifisch unterschiedliche ,,splice*-Varianten aufweisen (Guerini et al., 1998; Lytton et
al., 1992). Die Isoformen SERCA2a und b werden in den meisten Zellen konstitutiv synthetisiert,
wenn auch SERCA2a vermehrt in Muskelzellen und Neuronen vorgefunden wird (Vandecaetsbeek et
al., 2009; Wuytack et al., 1994). Die Aktivitdit von SERCAs werden u.a. durch Proteine wie
Phospholamban, Sarcolipin oder die Ca®*-bindenden Chaperone Calnexin und Calretikulin, zum Teil
phosphorylierungsabhangig gesteuert (Berridge, 2002; John et al., 1998; Periasamy und
Kalyanasundaram, 2007; Roderick et al., 2000). Die humanen PMCAs werden durch vier Gene
kodiert und insgesamt durch 30 alternative ,,splice“-Varianten repréasentiert (Carafoli und Brini, 2000;
Strehler und Treiman, 2004; Strehler und Zacharias, 2001). Diese ATPasen besitzen einen
zytosolischen N- und C-Terminus, wovon letzterer eine Lange von 70-200 Aminosauren aufweist und
der Autoinhibition dient (Strehler und Zacharias, 2001). Durch Bindung von Ca®*-Calmodulin wird
diese Hemmung aufgehoben und die PMCA aktiviert. Dabei koénnen bis zu zwei Calmodulin-
Molekiile assoziieren und somit die Aktivitit abhdngig von der Ca”**-Konzentration steuern.
Calmodulin steigert zudem die Affinitat der PMCA fir Ca** um das ca. 20-30-fache (Burette und
Weinberg, 2007; Clapham, 2007; Monesterolo et al., 2008; Tidow et al., 2012). Als weiterer
Mechanismus zur Elimination von Ca®* aus dem Zytosol dienen Plasmamembran-standige lonen-
transporter wie die Na‘'/Ca®*-Austauscher (NCX; 1Ca* gegen 3Na“ ) oder die Na'/Ca®*-K*-
Austauscher (NCKX; 1 Ca®* und 1 K* gegen 4 Na*). Wahrend die PMCAs eine duRerst hohe Affinitét
fur Ca® (Kq=~100nM) aufweisen ist deren Pumpleistung verhaltnisméRig niedrig. Austauscher

hingegen haben eine relativ geringe Affinitat (NCX = ca. 1 uM), jedoch eine hohe Transportkapazitat

-39-



IV. Einleitung

(Blaustein et al., 2002). PMCA dient somit der Aufrechterhaltung niedriger zytosolischer Ca®*-
Konzentrationen im Ruhezustand, wéhrend die NCX und NCKX infolge der Signaltransduktion den
hohen Ca**-Level schnell (wenige ms) riickgangig machen kénnen, um toxische Auswirkungen zu
verhindern (Carafoli und Brini, 2000; Clapham, 2007; Hilgemann et al., 2006). Um die Ca**-
Konzentration méglichst niedrig zu halten enthalt das Zytosol ferner eine Reihe Ca**-bindender
Proteine, wie u.a. Calmodulin, Calbindin D-28k und Parvalbumin (Berridge et al., 2000; Celio, 1990).
Dadurch werden Ca**-Anderung infolge einer Offnung von Kanélen lokal begrenzt, wobei die Ca*'-
Konzentration von ausgehend ca. 10 uM an der Porentffnung innerhalb eines Radius von wenigen
100 A auf 50-100 nM herabfallt. Dieser Bereich ist ausreichend um mindestens 10 Calmodulin-

Molekiile (40 A Durchmesser) zu beherbergen und diese zu aktivieren (Naraghi und Neher, 1997).

IV.2.3. Ca®"-Leckkanale

Wie bereits aus den vorherigen Kapiteln hervorgegangen ist, stellt das Zytosol den Ort mit der
vermutlich niedrigsten Ca?*-Konzentration innerhalb einer Saugetierzelle dar. Insbesondere das ER,
als einer der Hauptspeicherorte und Quelle fiir freisetzbares Ca?", steht hierzu in starkem Kontrast.
Wihrend die Ca**-ATPasen der SERCA-Familie kontinuierlich Ca?* in das Organell beférdern wirkt
diesem Import ein stetiger, passiver Ca?*-Verlust entgehen, welcher unabhéngig von einer physio-
logischen Stimulation (z.B. Uber IP;- und Ryanodin-Rezeptoren) ist. Durch diesen ,,Wettstreit®
zwischen Zytosol und ER-Lumen besteht ein dynamisches Gleichgewicht, welches sich auch infolge
einer Agonisten-induzierten Ca”**-Freisetzung anschlieBend wieder einstellt (Camello et al., 2002;
Hofer et al., 1996). Dieser sogenannte Ca**-Leckstrom kann auf elegante Weise demaskiert werden,
indem entsprechende ATPasen geblockt werden, was sehr effektiv sowie spezifisch mit dem
irreversiblen SERCA-Inhibitor Thapsigargin (aus der Pflanze Thapsia garganica) durchfuhrbar ist.
Demzufolge ist der Ca**-Ausstrom in der Lage das ER binnen kiirzester Zeit zu depletieren (Hofer et
al., 1996). Trotz dieses enormen Einflusses ist bis heute die physiologische Bedeutung dieses
Phanomens nicht genau geklart. Dennoch wurden innerhalb der letzten Jahre einige Erkenntnisse (iber
die Identitét der diverser Ca®*-Leckkanale gewonnen. Zu den bisher beschriebenen Kandidaten gehort
das kleine antiapoptotische Protein Bcl-2, welches infolge einer Uberexpression eine annihernde
Verdopplung des Ca?*-Leckstroms bewirkt (Foyouzi-Youssefi et al., 2000; Pinton et al., 2000; Pinton
und Rizzuto, 2006). Eine Reihe von Studien beschreiben ebenfalls Presenilin 1 und 2, Untereinheiten
des y-Sekretase-Komplexes, als Leckkanéle (Cheung et al., 2008; Tu et al., 2006). Weiterhin wurde
u.a. ein Einfluss durch Pannexin, TRPC1 oder einer trunkierten SERCAL-Isoform beobachtet (Berbey
et al., 2009; Chami et al., 2001; Chami et al., 2008; Vanden Abeele et al., 2006). Nicht zuletzt wurde
auch der Sec61-Komplex, die zentrale Komponente der ER-residenten Proteintranslokase, als ein
bedeutender Faktor des passiven Ca**-Ausstroms aus dem ER charakterisiert. Elektrophysiologische

Untersuchungen zeigen, dass das Translokon einen aktivierbaren, unspezifischen lonenkanal mit
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einem Durchmesser zwischen 6 A im geschlossenen, und 60 A im offenen Zustand reprasentiert
(Hamman et al., 1997; Roy und Wonderlin, 2003; Simon et al., 1989; Wirth et al., 2003). Zunachst
wurde vermutet, dass die alleinige Assoziation mit Ribosomen wéhrend der Proteintranslokation eine
Permeabilitatsbarriere bietet (Crowley et al., 1994), jedoch widerlegen aktuelle Strukturdaten des
aktiven und inaktiven Sec61-Komplexes mit gebundenem Ribosom diese These, da zwischen
Ribosom und Sec61-Komplex ein offener Spalt verbleibt, der eine Passage von lonen und kleinen
Molekilen ermdglichen kann (Becker et al., 2009; Ménétret et al., 2008). Diese Auffassung geht auch
mit Ergebnissen neuerer Studien auf zelluldrer Ebene konform, nach denen der Sec61-Komplex
infolge der Inhibition der Proteinsynthese, unabhéngig von einer Ribosomenbindung, transient
permeabel fir Ca*" ist (Amer et al., 2009; Flourakis et al., 2006; Lomax et al., 2002; Ong et al., 2007).
Sec61a-Depletionsstudien in HelLa-Zellen deuten dabei auf einen Beitrag von mindestens 50 % zum
Ca”*-Leckstrom aus dem ER hin (Lang et al., 2011). Somit scheint der Sec61-Komplex nach
Termination der Proteintranslokation zumindest in Saugetierzellen fiir Ca**-lonen permeabel zu sein
(Harsman et al., 2011c).

IV.2.4. Das Ca**-Sensorprotein Calmodulin

Calmodulin (CaM; ,.calcium-modulated protein) ist ein kleines (17 kDa), ubiquitéres, regulatorisches
Protein, das in Eukaryoten hochkonserviert ist und gleichzeitig flr die evolutiondre Bedeutung von
Ca”* als sekundarem Botenstoff steht (Babu et al., 1985; Cheung, 1980). Homologe Proteine kénnen
sogar in Bakterien gefunden werden (Onek und Smith, 1992). Das sensorische Protein besitzt vier EF-
Hand-Motive (Ca**-Bindungsmotive; benannt nach der E- und F-Region von Parvalbumin), zwei
davon mit niedriger Ca**-Affinitdt (Kq = 10-100 uM; N-Terminus) und zwei mit hoher Ca**-Affinitat
(Kg <10 uM; C-Terminus) und gehort damit zur Superfamilie der EF-Hand-Helix-Schleife-Helix-
Proteine, welche mit 39 Subfamilien und bislang lber 250 identifizierten Proteinen, die grofite Klasse
Ca”*-bindender Proteine reprasentiert (Kawasaki und Kretsinger, 1994; Nakayama und Kretsinger,
1994; Weinstein und Mehler, 1994). CaM wird im humanen Genom auf den Chromosomen 2, 14 und
19 kodiert und in Form dreier identischer Genprodukte exprimiert (Berchtold et al., 1993). Unter
physiologischen Bedingungen liegt die zellulare CaM-Konzentration bei ca. 10 uM (Black et al.,
2004). Als primdrer Sensor von zytosolischen Ca**-Anderungen erfahrt CaM nach Ca®*-Bindung eine
Konformationsanderung von einer globuldren zu einer hantelférmigen Struktur und kann infolge-
dessen Uber seine exponierte, hydrophobe und flexible Interaktionsdoméne mit einer Vielzahl von
Zielproteinen interagieren und diese aktivieren, indem es an basische, amphiphile Helices dieser
Proteine bindet. CaM vermag dabei eine Reihe zellulrer Funktionen, wie die Sekretion, die
Zellproliferation und -bewegung und nicht zuletzt die Signaltransduktion zu regulieren (Gnegy, 1993;
Hinrichsen, 1993; Lu und Means, 1993; Means und Dedman, 1980). Hierbei bilden insbesondere

lonenkanile, die in die Ca?*-Homoostase involviert sind, eine Hauptklasse CaM-regulierter Proteine
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(Dick et al., 2008; Yamada et al., 1995; Zuhlke et al., 1999). Auf der Grundlage elektro-
physiologischer Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Wagner (Biophysik, Universitat Osnabrick) ist
Ca”*-CaM in der Lage die lonenpermeabilitdt des Sec61-Komplexes in rauen Mikrosomen zu
reduzieren. Zusammen mit der Arbeitsgruppe Zimmermann wurde mittels Sequenzanalyse
(,,Calmodulin Target Database* und ,,Eucaryotic Linear Motif (ELM) resource®) ein sogenanntes 1Q-
Motiv, ein hochkonserviertes CaM-Bindungsmotiv im zytosolischen N-Terminus der a-Untereinheit
des Sec61-Komplexes in S&ugetieren identifiziert, welches dem 1Q-Motiv unkonventioneller Myosine
entspricht (Abbildung 5, A-C) (Puntervoll et al., 2003; Rhoads und Friedberg, 1997; Yap et al., 2000).
Durch invitro Interaktionsstudien mittels Coflotation in Saccharose-Gradienten, proteolytischer
Spaltung nach FeBABE-Markierung (Fe(l11)(s)-1-(p-Bromoacet-amidobenzyl)-Ethylendiamin-tetra-
essigsaure) und Peptidbindungs-Experimenten durch Martin Jung wurde eine Ca®*-abhangige CaM-

Bindung zu Sec61a verifiziert (Erdmann et al., 2011).

A B

1Q-Motiv: Sec6lo; 1Q-Motiv:
-(FILV) QxxX(RK) Gxxx(RK)xx(FILVWY)- -1l QKPERKIQFKEKV3,-
[

L

1Q-like Motiv:
-(FILV) QXXX (RK)XXXXXXXX-
[

L

Abbildung 5: A) Konsensussequenz des 1Q-Motivs und des 1Q-like Motivs (Calmodulin Target Database)
B) 1Q-Motiv, identifiziert im N-Terminus der Sec61a-Untereinheit von Canis lupus familiaris und Homo sapiens
(Gen-ID: P61619). C) Vorhergesagte Membrantopologie von Sec61a in Sdugetieren. Das IQ-Motiv ist in gelb
dargestellt. Die grunen, zytosolischen Schleifen bilden die potentiellen Bindungsregionen fir das Ribosom
(Becker et al., 2009; Ménétret et al., 2008); C = C-Terminus; N = N-Terminus.

IV.2.5. Der ,,store-operated Ca**-entry“ (SOCE)

Der ,,store-operated Ca**-entry* (SOCE; Speicher-vermittelter Ca®*-Einstrom) oder auch ,,capacitative
Ca”* entry* (CCE; kapazitiver Ca**-Einstrom) ist ein ubiquitérer Signalmechanismus, der als Reaktion
auf eine Reduktion der ER-luminalen Ca?*-Konzentration aktiviert wird (Parekh und Putney, 2005;
Putney, 1986; Wu et al., 2007). Unter physiologischen Bedingungen erfolgt der SOCE meist infolge
einer Rezeptorstimulation an der Plasmamembran, welcher nach Signaltransduktion eine Offnung von
IPs- oder Ryanodin-Rezeptoren und damit eine Ca®*-Freisetzung aus dem ER bewirkt. Durch die
Speicherdepletion werden wiederum sogenannte SOCs (,,store-operated Ca?* channels®) in der
Plasmamembran aktiviert. Dieser Einstrom hat zwei wichtige Konsequenzen. Zum Einen wird

extrazellulares Ca®* zur Wiederbefiillung des ER bereitgestellt, wodurch auch prolongierte
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Stimulationen méglich sind. Und zum Anderen erfolgt durch den Ca®*-Influx eine Signal-
amplifikation, was zur langer anhaltenden Erhéhung des zytosolischen Ca®*-Levels fihrt, ein Vorgang
der u.a. in T-Lymphozyten erforderlich ist, um die Expression von Genen nach einer
T-Zellaktivierung voranzutreiben (Lewis, 2001; Parekh und Putney, 2005). Als Ca**-Sensor im ER-
Lumen dient das 77 kDa groRe Typ I-Membranprotein STIM1 (,,stromal interaction molecule),
welches neben einer Reihe weiterer funktionaler Doménen eine SAM- (,sterile-a-motif*) zur
Oligomerisierung eine ER-luminale EF-Hand besitzt (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005; Stathopulos
et al., 2006; Zhang et al., 2005). Als zweite Komponente des SOCE-Mechanismus wurde das 33 kDa
Plasmamembranprotein Orail (CRACML) identifiziert, welches die porenbildende Untereinheit der
SOCs darstellt. Nach ER-luminaler Ca®*-Reduktion oligomerisieren STIM1-Molekille und
interagieren mit Hilfe der exponierten Lysin-reichen-Doméne mit Oral-Molikulen in der
Plasmamembran. Durch deren Oligomerisierung wiederum werden schlieBlich die Ca**-Kanale in der
Plasmamembran generiert. (Feske et al., 2006; Hewavitharana et al., 2008; Hogan et al., 2010; Luik
und Lewis, 2007; Vig et al., 2006; Zhang et al., 2006). In Abbildung 6 sind alle unter V.2

beschriebenen Vorgénge in einer schematischen Ubersicht zusammengefasst.

pynamischeg @ Q@ ()

Zytosol 9 ol )

[Ca2*] = 50-100 nM C- )
> o X ¢

Abbildung 6: Ubersicht der relevanten Faktoren der zellularen Ca®*-Homdostase. Genauere Erlauterungen sind
dem Text zu entnehmen. CaBP =Ca*-bindendes Protein; CaM = Calmodulin; SERCA = glattes
endoplasmatisches Retikulum Ca®*-ATPase; STIM1 = stromal interaction molecule 1; ORAI = store-operated
Ca®*-channel; PMCA = Plasmamembran Ca’*-ATPase; PMCA = Plasmamembran Ca®*-ATPase; NC(K)X =
Natrium-Calcium-(Kalium)-Austauscher; TG = Thapsigargin; Na* = Natriumion; Ca?* = Calciumion.
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1V.3. Ziele der Arbeit

Der Sec61-Komplex hat als essentielles Zentrum der ER-Proteintranslokase eine hochdynamische
Struktur, welche entfalteten Polypeptidketten mit Aminosdureresten unterschiedlicher GroRe den
Import in das ER ermdglicht und sogar lediglich partiell gefalteten Proteinen den Export Gber das
ERAD-System erlaubt. Gleichzeitig bietet der Translokationskanal durch seine Polypeptid-leitende
Funktion und dem damit einhergehenden waéssrigen Interieur eine optimale Passage fur kleine,
ungeladene Molekiile sowie lonen. Da der Sec61-Komplex zumindest kurz nach der Offnung der
Translokationspore sowie nach Termination der Translokation permeabel fur lonen ist, stellte sich die
Frage nach regulatorischen Mechanismen, welche unter physiologischen Bedingungen einen
adaquaten Transport von Proteinen erlauben, ohne die erforderliche Permeabilitatsbarriere der ER-
Membran gegeniiber Ca?* zu beeintrachtigen. Hinweise auf eine derartige Regulation konnten bereits
durch in vitro-Experimente erhoben werden. Daher war das Ziel dieser Dissertation entsprechende,
potentielle Kandidaten, d.h. das zytosolische Calmodulin sowie das ER-luminale, molekulare
Chaperon BiP, auf zellularer Ebene hinsichtlich einer Funktion bei der Regulation des Sec61-
Komplexes zu untersuchen und genauer zu charakterisieren.

Um diese Fragestellung anzugehen wurden zur Reduktion bzw. Inhibition von Calmodulin diverse,
etablierte Calmodulin-Antagonisten verwendet oder zur Uberexpression in HeLa-Zellen ein Plasmid
transfiziert, welches die cDNA von CaM-GFP kodiert. Zur zellularen Depletion von BiP wurde eine
geeignete RNAI-Strategie angewandt. Um einen potentiellen Bezug zur Proteintranslokase herstellen
zu kdnnen wurde in bestimmten Fallen eine zusétzliche siRNA-vermittelte Depletion des Sec61a-
Proteins durchgefiihrt. Die Verifizierung resultierender Effekte durch die siRNA-Behandlungen
erfolgte durch eine Rettung des Phanotyps mit einer Plasmid-kodierten cDNA von BIP bzw.
SEC61A1. Nach erfolgreicher Rettung wurden anschlielfend gezielt Punktmutationen in die jeweilige
cDNA eingefihrt (SEC61A1-R24A/K29A, BIP-R197E, BIP-R197H) und diese in gleicher Weise
exprimiert, um spezifisch funktionale Doménen der Proteine zu analysieren, welche potentiell mit der
Interaktion zwischen Calmodulin bzw. BiP und dem Sec61-Komplex assoziiert sind. In analoger
Weise wurde zudem ein Rettungsansatz mit dem BiP-Ortholog Kar2 aus der Hefe S. cerevisiae
durchgefuhrt, um dessen mdgliche Komplementation des humanen Proteins zu untersuchen. Als
funktionale Assays wurden neben der Untersuchung der Zellviabilitat, der UPR-Induktion und der ER-
Morphologie als wichtigste Methoden zum einen der in vitro Proteintransport ins ER von siRNA-
vorbehandelten semi-permeabilisierten HeLa-Zellen angewandt und zum anderen fiir die Analyse der
Ca”*-Homéostase auf die Methode des Ca”'-,.imagings“ (mit zytosolischen und ER-luminalen,

fluoreszenzbasierten Ca®*-Indikatoren) zuriickgegriffen.
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V.1. Material

V.1.1. Gerate

Hersteller:

Abimed, Dusseldorf

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
Beckmann, Miinchen

Biorad, Miinchen

Duran, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Frobel Labortechnik, Wasserburg

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim
GFL®, Burgwedel

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen

Heraeus, Hanau

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Invitrogen, Darmstadt

Infors, Bottmingen, CH

Artikel:

Gilson-Pipetten

HT7900 System qRT-PCR Cycler

GS-6KR Zentrifuge (Bactifuge), J2 MC-
Zentrifuge mit JA-10 und JA-20 Rotor
Trans-Blot™ Electrophoretic Transfer Cell
(Nass-Blot-Apparatur fir SDS-Gele)
Laborglasflaschen 100 ml, 250 ml, 500 ml und
1.000 ml

Kihlzentrifuge 5415 R, Thermostat 5320,
Tischzentrifuge 5412 bzw. 5415 C/R,
Thermomixer 5320, 2 ml Reaktionsgeféle
Geltrockner, Wipptisch ROCKY®, Sterilbank,
Speed-Vac (evaporator centrifuge CON-1000)
ImageQuant Software TL 1D Version 5.1, Image
Scanner 11, Storage Phosphor Screen
Exponierplatten 20 x 25 cm, Electrophoresis
Power Supply EPS 601, Typhoon Trio™ (9410)
Fluoreszenz-Laserscanner

Sterilbank

Rotationsschittler 3019

Zellkulturschalen @ 3,5 cm, 6 cm und 10 cm,
Gewebe- und Suspensionskultur-Flaschen

250 ml (75 cm?), 6 well-, 12 well-Zellkultur-
Multiwellplatten

Rotationsschuttler

Trockenschrank T12, Inkubationsschrank
Brutschrank Hera cell 150

Pipetus®-akku Pipettierhilfe

,,Countess® Automated Cell Counter*

Inkubationsschuttler
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Isotherm KGW, Karlsruhe

Janke & Kunkel KG, Staufen i. Breisgau
Julabo, Seelbach

Konrad Benda, Wiesloch

Liebherr, Ochsenhausen

Memmert und Co. KG, Schwabach
Millipore Co., Bedford, USA

Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA

Nikon Instruments, Dusseldorf

Neolab, Heidelberg

New Brunswick, Edison,USA
Optik-Labor, Gorlitz
Peqglab, Erlangen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Rapp OptoElectronic GmbH, Hamburg
Roche, Mannheim
Sarstedt, NUrnbrecht

Sartorius, Gottingen

Schleicher & Schull, Dassel

Schatt, Goéttingen

Scientific Industries, Bohemia , USA
Sigma, Steinheim

Systec GmbH, Wettenberg

Flussigstickstoff-Behalter

Magnetriihrer IKA-COMBIMAG RCO
Wasserbad

UV-Tisch N90 LW 366 nm

Premium No Frost Gefrierschrank
Brutschrank BE500, Trockenschrank UL50
Immobilon-P Transfermembran

(PVDF, Porengrofie: 0,45 um),

Wasseranlage Milli-Q Plus 185

Storage Phosphor Screen 20 x 25 cm
(Exponierplatten), Image Eraser SF
(Exponierplatten-Ldscher)

Filterset (DAPI, FITC, TRITC, TexR), Nikon
Eclipse TE 2000-S, Nikon Plan Fluor 10x/0,3
Obijektiv, Nikon Plan Fluor ELWD 20x/0,45
Obijektiv, Nikon Plan Fluor 60x oil/1,25
Obijektiv, NIS Elements F 2.30 Software, NIS
Elements AR 3.0 Software

Deckglas (& 25 mm), Eisbad 1-6031

Galaxy 14 S CO, Inkubator

Neubauer Zahlkammer

NanoDrop®ND-1000 UV/Vis,

PCR-Cycler Primus 96

ImageMaster ® VDS Geldokumentationssystem,
MultiTemp Il Durchlaufkuhlgerat fur Western-
Blot, Spannungsgerate EPS 3500, EPS 600, EPS
500/400 und EPS 200

UVICO Longlife UV/Vis lamp system
FUGENE HD, Lumi Imager F1

1,5 ml Reaktionsgefale, 15 ml und 50 ml
Zentrifugenrdhrchen, Pipettenspitzen
Feinwaagen BP61, BP4100, LA420, ED5201
Filterpapiere, Sterilfilter (0,2 um)

BIOCLAYV (Autoklav)

Vortex-Mixer (Genie 2™)

Glasbeads

Autoklav DX-65
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Thermo Scientific, Dreieich

TILL photonics, Grafeling

VWR, Darmstadt
Waters-Millipore, Milford, USA
Werkstatt Biochemie 1, Gottingen
Whatman GmbH, Dassel

WTW, Weilheim

Zeiss, Jena

Ziegra, Isernhagen

V.1.2. Chemikalien

Hersteller:

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg:

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
Biochrom AG, Berlin

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Calbiochem® (Merck, Darmstadt)

Carl Roth, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit, USA

Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz

Fermentas, St.Leon-Rot

Genomed, L6hne
GibcoBRL, Heidelberg
GE Healthcare Uppsala, Schweden

Invitrogen, Karlsruhe

Sterilbank MSC Advantage,

Gefriertruhe - 80 °C, HERACcell 150 i CO,-
Inkubator, Nalgene® Bottle-Top Filtereinheit
(500 ml), Menzelglaser (geschliffen)

iMIC Mikroskop, Polychromator V,
TILLViSION Software

Pasteuer-Pipetten Glas 150 mm
Milliporewasseranlage Milli-Q
Elektrophoresekammern (Eigenbau)
Whatman FP30/0,2 CA-S rotrand (0,2 um)
pH-Meter pH 537

Binokulares Mikroskop Axiolab fur Hellfeld
Fluar 20x/0,75 M27 Objektiv (iMIC)

Eismaschine

Artikel:

Nukleosidtriphosphate

(ATP, UTP, GTP, CTP)

TagMan® Gene Expression Assays

Fetal Bovine Serum (FCS)

Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard
Digitonin, Tunicamycin, CHAPS

LB- Medium (Lennox), Mowiol 4-88,
TB-Medium

Bacto Agar

,Nuclear-ID™ Blue/Green cell viability
reagent, Ophiobolin A

Pure Extrem Rapid DNA Ligation Kit,
O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Jetstar Plasmid Purification MIDI-Kit/50 2.0
Agarose

ECL-Western Blot Detektionssystem
ER-Tracker™ Blue-White DPX, Fura-2 AM,
Fluo-5N AM, lonomycin, Gibco® DMEM,
Gibco® DMEM + GlutaMAX™-1, 10 x HBSS,
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Merck, Darmstadt

Millipore Co., Bedford, USA
Molecular Probes, Leiden, Niederlande

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich
New England Biolabs

PAA, Pasching, Osterreich

Perkin-Elmer, Rodgau-Jigesheim

Promega Biotec, Madison, USA

Qiagen, Hilden

Riedel de Haén, Hannover
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

OptiMEM®, 1 x PBS, Pluronic F-127,
Thapsigargin

DMSO, Dinatriumhydrogenphosphat, EDTA,
Essigséure, Glycerin, Ethanol, Glycin,
Kaliumchlorid, Magnesiumacetat, Methanol,
Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat,
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Nonidet P40

Fura-2 Calcium ,,imaging® Calibration Kit
(F-6774)

Trypsininhibitor (aus Sojabohne)

Bovine serum albumine (BSA)
Penicillin/Streptomycin 100 X,

Trypsin (0,05 %)/EDTA (0,02 %) in PBS 1 X
[**S]-Methionin (1.000 Ci/mmol)

Rabbit Reticulocyte Lysate System Nuclease
Treated L416A, RNasin®-Ribonukleaseinhibitor
AllStars negative control siRNA, siRNA
(Zielgene: SEC61A1, BIP, PDI, GRP94,
GRP170, CALRETIKULIN), HiPerFect
Transfektionsreagenz, Ni-NTA Magnetic
Agarose Beads, Plasmid Mega Kit

Aceton, Essigsdure, Kaliumacetat

ADP, 1,4-Dithiothreitol (DTT), RNAse A,
WST-1-Reagenz

Acrylamid, Ammoniumpersulfat, Bisacrylamid,
Bromphenolblau, Calciumchlorid, Ethanol,
Ethidiumbromid, Harnstoff, HEPES,
Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesiumchlorid,
Natriumchlorid, Saccharose, SDS, TEMED,
Triton X-100,

Ampicillin, Antipain, ATP-CB-Agarose,
B-Mercaptoethanol, Bovines Serumalbumin
(BSA), Calmidazolium-Chlorid, Calmodulin
(aus Rinderhoden) Calmodulin-dependent
Protein Kinase 1l (CaMKII), Chymostatin,

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI),
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Tecan, Mannedorf (CH)
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

TSI GmbH, Zeven

Alle weitere Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) oder der Firma Roth (Karlsruhe)

bezogen.

Kanamycin, Leupeptin, PepstatinA,
Phenoxybenzamin-Hydrochlorid,
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF),
Poly-L-Lysin, Propylgallat, Puroymcin-
Dihydrochlorid, Trifluoperazin-Dihydrochlorid,
Tween-20

Microplate Reader Infinite M200

DMEM-LM (ohne Leucin und Methionin),
PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
L-Photo-Leucin, L-Photo-Methionin,

SMCC (Succinimidyl-4-(N-Maleimidomethyl)
Cyclohexan-1-Carboxylat)

Sucofin Magermilchpulver

V.1.3. Enzyme und sekundéare Antikorper

Hersteller:
AG, Schlenstedt (UdS)
Calbiochem

Fermentas

GE Healthcare Uppsala, Schweden

Promega
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Promega Biotec, Madison, USA
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Artikel:

Pfu-DNA-Polymerase (mit Hexa-His-,,tag)
Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa)
T4-Ligase, Restriktionsenonukleasen

Bglll, Eco91l, EcoRV, Nhel, Sacl, Xbal
ECL™-Plex Ziege-anti-Maus-1gG-Cy3 und
Ziege-anti-Kaninchen-1gG-Cy5
T7-RNA-Polymerase

Superscript® I Reverse Transkriptase
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Maus-anti-
Penta-His-1gG

SP6 RNA-Polymerase, T7 RNA-Polymerase
Nuklease S7, Proteinase K, Trypsin
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-
Kaninchen-1gG, Meerrettich-Peroxidase-

gekoppelter Esel-anti-Schaf-1gG
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V.1.4. Primare Antikorper

Ein Grofteil der verwendeten Antikorper wurde direkt am Institut fir Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie an der Universitdt des Saarlandes hergestellt. Es handelt sich (berwiegend um
Antikorper gegen Peptidkonjugate, welche aus dem Serum von Kaninchen gewonnen wurden. Die
Immunisierung, Blutentnahme und Gewinnung der Seren erfolgte im Labor von Martin Jung. Alle in
dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind nachfolgend in Tabelle 1 aufgefiihrt. Als Sekundérantikorper
wurden die unter Punkt 1.3. aufgefiihrten Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Esel-anti-Schaf-, Ziege-
anti-Kaninchen- und Ziege-anti-Maus-Antikorper sowie die Cy-Fluoreszenzfarbstoff-markierten ECL™
Plex Ziege-anti-Maus-1gG-Cy3 und ECL™ Plex Ziege-anti-Kaninchen 1gG-Cy5 jeweils in einer Ver-
dinnung von 1:1.000 eingesetzt. Als interner Standard fur die Gesamtzellproteinmenge der Proben fiir
die Western-Blot-Analyse wurde das Struktur- und Haushaltsprotein f-Aktin mit Hilfe des Maus-anti-
B-Aktin-Antikorpers detektiert.

Tabelle 1: Auflistung aller in der Arbeit verwendeten priméren Antikdrper (UdS = Universitét des Saarlandes).

Antikorper

Bezeichnung

Beschreibung

Ursprung

Hersteller

Verdinnung

anti-p-Aktin

B-Aktin

Monoklonaler Antikorper gegen
B-Aktin
(,,Haushaltsprotein* im Zytosol)

Maus

Sigma,
Steinheim

1:5.000

anti-BiP

950/950*

Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen den N-Terminus von BiP
(Hsp70 Chaperon im ER-Lumen)
(* = mit verstérkendem Adjuvanz)

Kaninchen

Uds

1:500

anti-
Calretikulin

Calret

Polyklonaler Antikdrper gegen
Calretikulin (Lektin-Chaperon im
ER-Lumen)

Kaninchen

uds

1.500

anti-Ces

Ces

Polyklonaler Antikorper gegen
Leber-Caboxylesterase 1

Kaninchen

Abcam,
Cambridge

1:1.000

anti-ERj3

ERj3

Polyklonaler Peptidantikorper
gegen den N-Terminus von ERj3
(I6sliches Hsp40 Co-Chaperon im
ER-Lumen)

Kaninchen

uds

1:200

anti-GFP

GFP

Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen GFP (grun fluoreszierendes
Protein)

Kaninchen

Uds

1:1.000

anti-Grp170

ABP-150

Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen den N-Terminus von Grp170
(Hsp70-like Chaperon im ER-
Lumen)

Kaninchen

uds

1:500

anti-Grp94

Grp9%4

Polyklonaler Antikdrper gegen
Grp94 (Hsp90 Chaperon im ER-
Lumen)

Kaninchen

uds

1:500
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Polyklonaler Peptidantikdrper

egen den C-Terminus von Kar2 Mancheste
anti-Kar2 Kar2 geg - Schaf r 1:10.000
(Hsp70 Chaperon im ER-Lumen Universitit
der Hefe)
anti-Penta- - Antikdrper gegen N-terminale, C- Qiagen, i
His-HRP His-POD terminale und interne 6xHis-, tags* Maus Hilden 1:1.000
Polyklonaler Antikdrper gegen Pdi
anti-Pdi PDI (Protein-Disulfid-Isomerase im ER- | Kaninchen uds 1:1.000

Lumen)

Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen den C-Terminus der
anti-Sec61a Sec6la a -Untereinheit des Sec61- Kaninchen uds 1:200
Komplexes (Proteintranslokase in
der ER-Membran)

V.1.5. Oligonukleotide

V.1.5.1. PCR-,,primer*

Bei PCR-,,primern“ handelt es sich um kurze DNA-Oligonukleotide, welche als Startpunkt fur DNA-
replizierende Enzyme in einer PCR eingesetzt werden. Die in Tabelle 2 aufgelisteten PCR-,,primer*
wurden entweder zur DNA-Sequenzierung eingesetzt (Eurofins MWG Operon Sequencing Department,
Ebersberg) oder fir die PCR-Amplifikation von cDNA verwendet. Letzteren wurden zudem Restrik-
tionsschnittstellen angefugt, welche eine anschlieBende Klonierung ermdglichen (V.2.2.2; V.2.2.3).

Tabelle 2: Auffiihrung aller in dieser Arbeit verwendeten PCR-,,primer” zur in vitro Amplifikation von DNA
(GroBbuchstaben = Sequenzen der ,template“-DNA; Kleinbuchstaben = heterologe Nukleinsauresequenzen;
unterstrichen = Restriktionsschnittstellen; fett gedruckt = Start- oder Stopcodon).

Bezeichnung | Strang Sequenz 5°—3" Beschreibung
RZ 139 + AGTGGTGGCCACTAATGGAG Sequenzierungsprimer fir BIP
RZ 140 - GGGGACAAACATCAAGCAGT Sequenzierungsprimer fur BIP

Sequenzierungsprimer fir

RZ 202 + CCATGTTCATGCCTTC DACGGSM2-IRES/GFP
i Sequenzierungsprimer fir
RZ 203 GACAAACGCACACCG DACGGSM2-IRES/GFP
PCR-Primer zur
RZ 236 + | gcoagctcATGATGAAGTTCACTGTGGTGGCG | Amplifikation von BIP-CDNA

mit Sacl-
Restriktionsschnittstelle

PCR-Primer zur

RZ 318 i cgcggctagcCTACAACTCATCTT Tatggtgatggtggtg Amﬂ&%ﬁgﬁg:ﬁ;i:;gﬁIS
atgTTCTGATGTATCCTCTTCACCAGTTGGG schnittstelle und

Hexa-His-Sequenz
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V.1.5.2. ,,small interfering® RNA (siRNA)

Die folgende Tabelle 3 beinhaltet die in der Arbeit eingesetzten siRNA-Oligonukleotide. Eine genauere
Beschreibung und Anwendung dieser Nukleinsaureklasse ist unter Punkt V.2.4.6.1 angegeben. Die
gelieferten siRNA-Lyophilisate wurden in RNase-freiem H;Opigest. auf eine Konzentration von 20 uM

eingestellt, zu 50 oder 100 pl aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Tabelle 3: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten siRNA-Oligonukleotide (UTR = untranslatierte Region).

Name Zielgen (Organismus) Sequenz (,,sense“-Strang) Konzentration

BIP BIP . CCUUCGAUGUGUCUCUUCUL 35 M
(Homo sapiens, Mus musculus)

BIP-UTR #1 UTR-Region von BIP GCGGCUGUUUACUGCUUUULt | 10-35nM
(Homo sapiens)

BIP-UTR #2 UTR-Region von BIP GGGUGUGUGUUCACCUUCALt 10 nM
(Homo sapiens)
CALRETICULIN

CALR #1 (Home sapiom) GUAUCUAUGCCUAUGAUAALt 35nM

GRP94#2 GRP94 (Homo sapiens) GUUGAUGUGGAUGGUACAGt 35 nM

GRP170 #2 GRP170 (Homo sapiens) GGAAAACACCGGUGAUCGUL 35 nM

Kontroll siRNA AII_Star Negative Control - 10-35 nM
(Qiagen)

PDI #1 PDI (Homo sapiens) GGACGGUCAUUGAUUACAALt 35nM

SEC61AL #4 SEC61A1 (Homo sapiens) GGAAUUUGCCUGCUAAUCALt 20 M

SEC61A1-UTR #5 | UTR-Region von SEC61AL CACUGAAAUGUCUACGUUUL 20 "M
(Homo sapiens)

V.1.6. Plasmide

Diese ringférmige und autonom replizierende DNA dient in der Molekularbiologie der Uberexpression

gewunschter cDNA-Kopien von Genen und damit der gezielten Synthese bestimmter Proteine.

V.1.6.1. Plasmide zur Genuberexpression in Saugetierzellen

Fur Zellkulturzwecke enthalten diese Plasmide sowohl S&ugetier-spezifische Promotoren (z.B. der
virale CMV-Promotor) als auch eukaryotische Replikationsurspriinge. Zur Amplifikation der Plasmide
in E.coli-Zellen (Punkt V.1.8) sind solche Plasmide zusétzlich mit einem bakteriellen Replikations-
ursprung (,,origin of replication*) sowie einem Resistenzgen zur Selektion ausgestattet. Uber eine MCS

(Multiple Klonierungstelle), die hinter dem Sdaugetierpromotor liegend aus einer beliebigen Anzahl
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gangiger Restriktionsschnittstellen aufgebaut ist, konnen PCR-Amplifikate, wie unter V.1.5.1 be-

schrieben einkloniert werden. Die verwendeten Zellkulturplasmide sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 4: Plasmide zur Uberexpression verschiedener cDNA-Kopien diverser eukaryotischer Gene in
Sdugetierzellen (Amp = Ampicillin-Resistenzgen; CMV = Zytomegalie-Virus; IRES = interne ribosomale Ein-
trittsstelle; GFP = griin fluoreszierendes Protein; Kan = Kanamycin; * = Klonierung in den pcAGGSM2-BIP-
IRES-GFP-Vektor, da Eco91l im kodierenden Bereich von BIP spaltet).

Name Beschreibung Sequenzursprung | Resistenz | Promotor Herkunft
pcAGGSM2- Vektor mit IRES- . .
IRES-GFP GFP-Sequenz Aequorea victoria Amp CmMV Flockerzi, UdS
PCAGGSM2- BIP (iber Sacl und
BIP Nhel gerichtet Mus musculus Amp CMV S. Cappel, UdS
IRES-GFP kloniert
pcAGGSM2- Hexa-His-Sequenz
BIP-His wurde mittels PCR Mus musculus Amp CMV Diese Arbeit
IRES-GFP (RZ 318) angeflgt
BIP-R197E Uber
pcAGGSM2- Eco91l und
BIP-R197E Xbal/Nhel Mus musculus Amp CMV Diese Arbeit
IRES-GFP (kompatible Enden)
gerichtet kloniert*
BIP-R197H Uber
pcAGGSM2- Eco91l und
BIP-R197H Xbal/Nhel Mus musculus Amp CmMVv Diese Arbeit
IRES-GFP (kompatible Enden)
gerichtet kloniert*
pcAGGSM2- KAR2 Uber Sacl
KAR2-IRES- und Nhel gerichtet S. Cerevisiae Amp CMV S. Cappel, UdS
GFP kloniert
pcDNA3-Neo- Vektor mit IRES- N .
IRES-GEP GFP-Sequenz Aequorea victoria Amp CmMVv U. Wissenbach, UdS
pcDNA3- SEC61A1 iber 3 Benedix
SEC61A1-Neo- EcoRV und Xhol Homo Sapiens Amp CMV ' Uds '
IRES-GFP gerichtet kloniert
) pcDNA3-
Livons SEC61A1-Neo- ). Dudek &
IRES-GFP Uber Homo Sapiens Amp CMV M. Lerner,
R24AIK29A- quick change”- uds
Neo-IRES-GFP PCR mutiert
Calmodulin Gber Betz, H., Max Planck
pEGFP-C3- Sacl und . Institut fur
CaM Kpnl gerichtet Rattus norvegicus Kan CMV Hirnforschung,
kloniert Frankfurt
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V.1.6.2. Plasmide und PCR-Produkte zur in vitro Synthese

Plasmide fur die invitro Synthese von Transportsubstraten (V.2.3) sind nicht obligatorisch mit
Séugetierpromotoren und -replikationsurspriingen ausgestattet, enthalten aber die bakterienspezifische
,»ori“-Sequenz, ein entsprechendes Resistenzgen sowie einen hochaktiven Promotor, Ublicherweise
viralen Ursprungs (z.B. SP6 und T7), um groBe Mengen an mRNA zu synthetisieren. Die fur eine

in vitro Transkription verwendeten Plasmide und PCR-Produkte sind nachfolgend in Tabelle 5 gelistet.

Tabelle 5: Plasmide und PCR-Produkte zur in vitro Synthese diverser Transportsubstrate (AS = Aminosauren;
Amp = Ampicillin; CNR = Consiglio Nazionale delle Ricerche, Italien; UCSF = University of California, San
Francisco; UdS = Universitat des Saarlandes; ! = PCR-Produkt).

Name Beschreibung Sequenzursprung [Resistenz| Promotor Herkunft
pB4 Préprolaktin Bos taurus Amp SP6 Petfj CV\éa;\:lter,
pB4-Pvull Trunkul ertes, 8.6 AS langes Bos taurus Amp SP6 uds
Préprolaktin (pplgs)
) Mutante von PréprocecropinA .
PCAL-MUL 1\ station von le4 und lle45 Hzg‘é‘r’ghio;a Amp T7 Gg@gﬁ'f:ﬁ'eﬁéesdt*
jeweils zu Met) (ppcecA mut) P 9
pcDNA3- ER-Assoziiertes DnaJ Protein Homo sapiens Am T7 Johanna Dudek,
ER}3 (PER}j3) P P uds
Modifiziertes ER-standiges
Cytochrom b5 .
PGEM4BS- (C-terminaler Opsin-Anhang Homo sapiens Amp SP6 Nica Borgese,
op3 . . CNR
mit N-Glykosylierungsstelle)
(Cytbs)
o Stephen High,
Syb2-OPG* Synaptobrevin2 (= VAMP2) | -, sapiens - T7 University of
(Syb2)
Manchester
x . Toshi Endo,
ppoF Prépro-a-Faktor (ppaF) S. cerevisiae Amp SP6 Nagoya
V.1.7. Zelllinien

Zur Durchfiihrung von Experimenten auf zellulirer Ebene (z.B. ,,Ca**-Imaging®) oder solche, die
zumindest vorab lebende Zellen erforderten (wie die Manipulation der Genexpression gefolgt von der
anschlieBenden Herstellung semi-permeabilisierter Zellen fiir eine invitro Synthese von Proteinen),
wurde die etablierte, humane Zelllinie HeLa (ATCC, Nr.CCL-2™) verwendet. Bei diesen
immortalisierten, adhdrenten Zellen epithelialen Ursprungs handelt es sich um die ersten und damit
altesten Zellen, die erfolgreich ex vivo langfristig kultiviert werden konnten. Sie entstammen einer

Gewebebiopsie des Gebdrmutterhalses (Cervix uteri) einer 31-jahrigen Afroamerikanerin, namens
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Henrietta Lacks aus dem Jahre 1951, die an einem Adenokarzinom (einem malignem Tumor des
Drusengewebes) erkrankt war. HelLa-Zellen weisen zudem genomische Fragmente des humanen
Papilloma Virus 18 (HPV-18) auf, welche uber horizontalen Gentransfer (ibertragen wurden, sowie eine
erhéhte Anzahl von Chromosomen, verglichen mit den Ausgangszellen. Diese Zahl belduft sich auf
durchschnittlich 82, wovon u.a. vier Kopien auf Chromosom 12 und jeweils drei auf Chromosom 6, 8
und 17 fallen (Macville et al., 1999; Masters, 2002). Um Anderungen des Ca**-Gehaltes des ER zu
bestimmen wurde die viral transfizierte, stabile Zelllinie HeLa-CES2 verwendet, welche die cDNA
einer ER-luminal dirigierten Carboxylesterase uberexprimiert, um die Anreicherung von Acetoxy-
methylester-gekoppelten Substanzen in das Organell zu verbessern (Rehberg et al., 2008). Eine
detailliertere Erlauterung der Anwendung dieser Zellen wird unter V.2.6.3 beschrieben. Zur
Kultivierung der HeLa-Zellen wurde DMEM + GlutaMAX™-I verwendet. Das Medium wurde
zusétzlich mit 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin versetzt. Die Zellen wurden in
75 cm? Gewebekulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

V.1.8. Bakterienstamme

Zur Klonierung der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide wurden die transformationskompetenten
Escherichia coli-Zellen der Stamme JM 101 (pE thi-1A(lac-proAB) [F'traD36 proAB laclgZAM15])
oder XL1-Blue (recAlendAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac [F" proAB laclqZ4M15 Tnl0
(Tetr)]; Hersteller: Agilent Technologies) verwendet. Zur Amplifikation von Plasmiden fiir die
Zellkultur wurde der Stamm DHS5a (F ¢80dlacZAMI15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17(rk” mk*) phoA, supE44 ) thi-1 gyrA96 relAl) benutzt. Die E. coli-Zellen wurden, wenn nicht
gesondert angegeben, der Stammsammlung des Institutes fiir Medizinische Biochemie und Molekular-

biologie der Universitat des Saarlandes entnommen.

V.1.9. Raue Mikrosomen

Raue Mikrosomen (RM) sind durch Préparation von bevorzugt sekretorischem Gewebe gewonnene,
vesikulare Fragmente des rauen ER, welche alle Bestandteile und Funktionen des Ausgangsorganells
besitzen. Die in dieser Arbeit verwendeten RM wurden nach einer etablierten Methode aus Hunde-
pankreas prapariert (Walter und Blobel, 1983a; Watts et al., 1983). Die Konzentration der RM wird in
eq (Aquivalent) angegeben. 1 eq ist dabei definiert als 1 pl einer RM-Suspension mit einer OD,gonm VON
50. Die RM wurden vorwiegend fir in vitro Experimente verwendet, um unter isolierten Bedingungen
die Effizienz des Importes von Modellsubstraten ins ER zu testen (V.2.3.3). Aullerdem wurden sie
aufgrund der geringeren Vielfalt an Proteinen im Vergleich zu kompletten Zelllysaten und der damit
reduzierten, potentiellen Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern, als Positivkontrolle bei der immuno-

logischen Detektion von ER-Proteinen in der Western-Blot-Analyse verwendet (V.2.1.4; V.2.1.5).
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V.2. Methoden

V.2.1. Biochemische Analysemethoden

V.2.1.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen in Abhangigkeit des Molekulargewichtes der einzelnen
Proteine/Polypeptide wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet, eine
analytische Methode, welche auf einem von Ulrich K. Lammli 1970 entwickelten Verfahren basiert
(Laemmli, 1970). Die zu untersuchenden Proteine werden hierbei zundchst in La&mmli-Probenpuffer
aufgenommen, welcher unter anderem das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) enthélt.
Mit seiner langkettigen Alkylgruppe (Cy) ist es in der Lage die hydrophophen Aminosaurereste von
Proteinen/Polypeptiden zu binden, welche zuvor durch Hitzedenaturierung (entweder 15 min bei 56 °C
oder 5 min bei 95 °C) exponiert wurden. Ein Molekil SDS kann dabei pro zwei Aminosdurereste mit
einem Protein/Polypeptid assoziieren. Zudem enthélt der Probenpuffer ein starkes Reduktionsmittel wie
B-Mercaptoethanol, wodurch sowohl intra- als auch intermolekulare Disulfidbriicken der Proteine
getrennt werden, was eine weitere Denaturierung bewirkt. Durch die Sulfatgruppe des SDS wird allen
Proteinen/Polypeptiden eine negative Ladung verliehen, wobei letztlich die Anzahl angelagerter SDS-
Molekiile im Verhaltnis zur Masse der Proteine/Polypeptide steht. Folglich wird die Auftrennung dieser
Komplexe im elektrischen Gleichspannungsfeld, und somit deren Laufgeschwindigkeit im
Polyacrylamidgel, lediglich durch deren Masse bestimmt (Weber und Osborn, 1969). Aufgrund der
porenartigen Struktur des Gels ist die Beweglichkeit dieser Analyten umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihres Molekulargewichtes, wodurch Proteinen/Polypeptide geringer Masse in einem be-
stimmten Zeitintervall schneller wandern als jene mit einem héheren Molekulargewicht (Andrews,
1986; Dwyer, 1993).

Fir die SDS-PAGE wurden stets diskontinuierliche Polyacrylamidgele verwendet, bestehend aus einem
kurzen Sammelgel mit niedriger Acrylamidkonzentration und geringerem pH-Wert, welches auf ein
langes, hdher prozentiges Trenngel mit hoherem pH-Wert gegossen wurde. In dem weitporigeren
Sammelgel werden die SDS-Protein-Komplexe zuerst am Ubergang zum Trenngel konzentriert, in
welchem sie dann entsprechend ihres Molekulargewichtes getrennt werden. Die Kombination dieser
beiden Geltypen erhoht somit die Trennschéarfe des Gels. Je nach Molekulargewicht der zu unter-
suchenden Proteine wurde der Anteil an Polyacrylamid im Trenngel zwischen 10 und 17,5 % variiert.
Die stets vertikalen Polyacrylamidgele, mit einer Gesamtgrofe von 14 x 11 x 0,1 (Breite x HOohe x
Dicke in cm), wurden entsprechend dem Schema in Tabelle 6 zwischen zwei durch Platzhalter getrennte
Glasplatten pipettiert. Zum Abdichten der Platten wurde zuvor ein etwa 1 cm hohes 2 %-iges Agarose-
Bodengel gegossen. Nach Einspannen in eine entsprechende Elektrophoresekammer, wurden die
Kathoden- und die Anodenkammer jeweils mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Alle aufzutrennenden

Proben wurden in dafiir vorgegossene Aussparungen im Sammelgel pipettiert. Zur Bestimmung der
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GroBe von Proteinen wurde als Standard entweder ,,Page Ruler™ Prestained Protein Ladder oder
,Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard“ verwendet. Die eigentliche Elektrophorese erfolgte
schlieBlich bei einer konstanten Stromstarke von 45 mA (ber ca. 3 h oder bei 6 mA Uber Nacht.

Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen mit verschiedenen Trenngel-
konzentrationen (10-17,5 %)

Ldsungen Trenngel Sammelgel
Acrylamidkonzentration 10 % 125 % 15% 175 % 5%
40 % (w/v) Acrylamid (ml) | 3,75 4,69 5,63 6,56 0,9
2 % (w/v) Bisacrylamid (ml) 1,00 1,25 1,50 1,76 0,24
H,0pigest. (M) 4,05 2,86 1,67 0,48 5,01
1,875 M Tris/HCI pH 8,8 (ml) 6 -
1 M Tris/HCI pH 6,8 (ml) - 0,9
10 % (wi/v) SDS (pl) 150 72
TEMED (pl) 5 10,5
20 % (w/v) AMPS (ul) 45 67,5
Gesamtvolumen (ml) 15 4.8
L&mmli-Probenpuffer: Elektrophoresepuffer:
Tris/HCI, pH 6,8 60 mM Tris/HCI 50 mM
Glycerin 10 % (v/v) Glycin 384 mM
SDS 2 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v)
B-Mercaptoethanol 5% (viv)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)

V.2.1.1.1. Harnstoff-SDS-PAGE

Zur Auftrennung sehr kleiner Proteine unter einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa wurden
sogenannte Harnstoff-Polyacrylamidgele verwendet. Sie zeichnen sich durch eine besonders hohe
Acrylamidkonzentration von 19,4 % sowie den Zusatz von Harnstoff aus. Hierbei wird sich die
besonders hohe Hygroskopizitdt des Harnstoffs zu Nutze gemacht, welche die Gelstabilitat erhoht.
Dariiber hinaus besitzt der Harnstoff als chaotrope Substanz die Eigenschaft Wasserstoffbriicken-
bindungen innerhalb des proteinumgebenden Wassers zu stéren. Durch diese Entropieerhéhung wird

die, das Protein stabilisierende, K&figstruktur des Wassers gestort, was letztlich zu einer, von der SDS-
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Wirkung unabhéngigen, weiteren Denaturierung der Makromolekdile fuhrt (Ito et al., 1980). Die Gele
wurden nach dem in Tabelle 7 angegebenen Pipettierschema hergestellt, entsprechen aber im Ubrigen,
was Aufbau und GroRe betrifft, den unter Punkt V.2.1.1 beschriebenen Kriterien. Als Laufpuffer wurde
der unten aufgefiihrte Elektrophoresepuffer (Urea) verwendet, der im Gegensatz zum oben genannten
Puffer weniger Glycin enthalt. Aufgrund des erhdhten Widerstandes, den der Harnstoff auf das System
auslibt, wurde diese Form der Elektrophorese zudem lediglich bei einer Stromstarke von 20 mA fir
6-8 h durchgefiihrt, um eine Uberhitzung der Apparatur zu vermeiden. Ferner wurden die Gele auch
wahlweise wie unter V.2.1.1 iber Nacht bei 6 mA laufen gelassen.

Tabelle 7: Pipettierschema zur Herstellung von Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgelen.

Losungen Trenngel Sammelgel
Acrylamidkonzentration 19,4 % 5%
Harnstoff (g) 5,88 1,80
5 -

08 % Gl Bisachtamid () | 525 042

1,875 M Tris/HCI; pH 8,8 (ml) 6,50 -
1 M Tris/HCI; pH 6,8 (ml) - 0,63
H2Oigest. (M) - 2,60

10 % (w/v) SDS (ul) 160 50

TEMED (ul) 6 5

10 % (w/v) AMPS (ul) 55 25
Gesamtvolumen (ml) 11,97 3,73

Elektrophoresepuffer (Urea)

Tris/HCI 50 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

V.2.1.2. Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung von Proteinen

Um die Proteine sichtbar zu machen, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden (V.2.1.1), wurde eine
Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung (CCB) durchgefiihrt (Bennett und Scott, 1971). Hierbei lagern sich
die Coomassie-Farbstoffe an basische Aminosaurereste der Proteine (Lysin, Arginin).

Zu farbende Polyacrylamidgele wurden zunéchst fir 20-30 min in der CCB-Férbeldsung inkubiert.
Danach wurden die Gelbereiche ohne Proteine wieder entfarbt, indem zuerst mit Entfarber 1 dreimal fir

10 min und anschlieBend mit Entfarber 2 fur mehrere Stunden inkubiert wurde. Zur quantitativen
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Bestimmung der Intensitdt der Proteinfarbung wurde bei Bedarf eine Densitometrie (V.2.1.7)
durchgefuhrt. Eine Konservierung des geféarbten Gels erfolgte durch 30-mindtiges Einlegen in einer
5 %-igen Glycerinlésung und nachfolgendem Trocknen zwischen Zellophanfolie.

CCB -Férbeldsung

Coomassie-Brillant-Blue R 250 0,2 % (wiv)
Coomassie-Brillant-Blue G 250 0,005 % (w/v)
Methanol (techn.) 50 % (v/v)
Eisessig (techn.) 10 % (v/Iv)
Entfarber 1

Methanol (techn.) 50 % (v/v)
Eisessig (techn.) 10 % (v/v)

Entférber 2
Methanol (techn.) 10 % (viv)
Eisessig (techn.) 5% (vIv)

V.2.1.3. Sensitive Farbung von Proteinen mit kolloidalem Coomassie (G-250)

Zur Farbung gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine, die anschliefend fur eine massenspektro-
metrische Analyse isoliert werden sollten, wurde eine Farbung mit kolloidalem Coomassie
(G-250) durchgefuhrt. Im Wesentlichen unterscheidet sich diese Farbung von der konventionellen CCB-
Farbung insbesondere durch die héhere Sensitivitat. Das Féarbeprotokoll basiert auf einer von Candiano
und Mitarbeitern beschriebenen Methode, die sie selbst als ,blue silver“-Farbung bezeichneten
(in Anlehnung an die typischerweise sensitivere Silberfarbung). Mit einer Detektionsgrenze von 1-5 ng
Protein liegt die Empfindlichkeit dieser Variante deutlich héher als die der Ublichen CBB-Féarbung
(ca. 100 ng). Somit kdénnen auch sehr geringe Proteinmengen, wie etwa das Produkt einer Proteinquer-
vernetzung, nachgewiesen werden (V.2.1.11). Zudem ist der CCB-Farbstoff G-250, der im Vergleich
zur konventionellen CCB-Farbelésung hoher konzentriert vorliegt, geeignet fir eine nachfolgende
Massenspektrometrie-Analyse, da er reversibel bindet. Der Hauptbestandteil der Standard-CCB-
Farbeldsung, die CBB-Form R-250, bindet hingegen kovalent an Proteine und verhindert somit die
erforderliche Elution der Proteine aus dem Polyacrylamidgel (Candiano et al., 2004). Alle Materialen
fur die Durchfiihrung der Gelelektrophorese (V.2.1.1) und die nachfolgende Farbung mit kolloidalem

Coomassie, die in direktem Kontakt mit dem Polyacrylamidgel standen, wurden zuvor mit 1 M
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Natriumhydroxid (NaOH) gereinigt um potentielle Proteinkontaminationen fir die anschlielende
massenspektrometrische Analyse zu minimieren. Aul’erdem wurden zu diesem Zweck das Trenn- sowie
das Sammelgel zuvor filtriert. Im Gegensatz zur Ublichen Prozedur, wurde anstelle von Agarose
ebenfalls zuvor filtriertes Polyacrylamid zum Giel3en des Bodengels verwendet (Tabelle 8). Nach der
SDS-PAGE wurde das Polyacrylamidgel mit der Coomassie-L6sung Uberschichtet, welche zuvor
nochmals sorgfaltig durchmischt wurde, und dann auf einem Rotationsschdttler gefarbt. Die Farbung
erfolgte je nach Bedarf 1-7 Tage. Falls erforderlich, wurde das Gel nach der Farbung mit HyOpiges:. fUr
10-60 min entfarbt.

Tabelle 8: Pipettierschema zur Herstellung eines Acrylamid-Bodengels.

Ldsungen Bodengel
30 % (yv/v) Acry]amid/ 26.7
0,2 % (w/v) Bisacrylamid (ml) '
H,0 pigest. (MI) 12,6
10 % (w/v) SDS (ul) 400
TEMED (pl) 100
10 % (w/v) AMPS (ul) 200
Gesamtvolumen (ml) 40
Férbel6sung
Coomassie-Brillant-Blue G-250 0,02 % (w/v)
Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat 2 % (Wiv)
ortho-Phosphorséure 2 % (w/v)
Ethanol (techn.) 10 % (v/v)

Es ist wichtig, dass bei der Herstellung der Férbelgsung die folgende Reihenfolge eingehalten wird.
Zuerst wird das Aluminiumsulfat in HyOuigesr. geldst. Danach wird der Ethanol hinzugegeben und
anschlieend das CBB G-250. Zum Schluss wird die Phosphorsaure hinzugefugt und mit H,Opgest.
aufgefillt.

V.2.1.4. Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (Western-Blot)

Um Proteine nach einer Auftrennung mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) fir weitere Methoden wie eine
immunologische Detektion (V.2.1.5) zugénglich zu machen wurden diese auf eine Membran aus

Polyvinylidendifluorid (PVDF) transferiert, ein Verfahren das auch als Western-Blot bezeichnet wird.
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Im Gegensatz zur PAGE verlauft der Stromfluss beim Western-Blot senkrecht zum Polyacrylamidgel,
wodurch die Proteine aufgrund des direkten Kontaktes zur PVDF-Membran auf diese transferiert
werden und letztlich tUber hydrophobe Assoziationen und polare Wechselwirkungen immobilisiert
werden. Somit bleibt die Verteilung der Proteine durch die elektrophoretische Auftrennung stabil
erhalten (Renart et al., 1979; Southern, 1975).

Der Elektrotransfer wurde stets als sogenannter Nass-Blot durchgefiihrt, wofiir das Tank-Blot-System
,Trans-Blot™ Cell“ (Bio-Rad) verwendet wurde. Hierfiir wurde vorbereitend eine PVDF-Membran mit
einer standardmafigen Porengrdf3e von 0,45 pm in Methanol eingelegt, um das hydrophobe Material fir
wassrige Losungen zugéanglich zu machen. Nach zweimaligem Spilen in destilliertem Wasser wurde die
Membran in Transferpuffer dquilibriert. Das System wurde wie folgt zusammengebaut. In eine
entsprechende Plastikhalterung wurde die PVDF-Membran luftblasenfrei auf das ebenfalls etwa 5 min
aquilibrierte Polyacrylamidgel aufgelegt. Diese wurden wiederum erst zwischen zwei puffergetrénkte
Filterpapiere und dann in zwei Schwdmme gepackt. Die geschlossene Plastikhaltung wurde
anschlieend in die bereits mit Transferpuffer gefiillte Blot-Kammer eingesetzt, so dass das Gel zur
Kathode (positiver Pol) und die PVDF-Membran zur Anode (negativer Pol) zeigten. Der Transfer der
SDS-Proteinkomplexe aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei 15 °C fur 3 h oder tber Nacht mit

einer konstanten Stromstéarke von 400 mA.

Transferpuffer
Glycin 96,0 mM
Tris/HCI 12,4 mM

V.2.1.5. Immunologische Detektion von Proteinen

Das Verfahren der immunologischen Proteindetektion beruht auf der Verwendung spezifischer
Antikdrper, welche Uber ihre Antigenbindungsregion (Paratop) komplementédre Epitope hochaffin
binden kénnen. Durch Injektion eines gewiinschten Antigens (Antikdrpererzeugende Substanz) in ein
geeignetes Tier (z.B. Maus, Kaninchen), also durch eine sogenannte Immunisierung, kdénnen gezielt
polyklonale Antiseren gegen bestimmte Proteine produziert werden, die je nach Bedarf noch zusétzlich
affinitatsgereinigt oder sogar zur Herstellung monoklonaler Antikorper verwendet werden kénnen. Die
Detektion einer solchen Antikdrperbindung erfolgt in der Regel mit einem Immunkonjugat, einem an
die Fc-Region (,.fragment crystallizable*) des Priméarantikorpers bindenden sekundéren Antikorper, der
an ein Reportermolekil, wie beispielsweise ein Enzym oder ein Fluoreszenzfarbstoff, gekoppelt ist. In
gesonderten Fallen kann das Reportermolekil auch direkt an den priméren Antikorper gebunden sein
(Tabelle 1). Durch diese Methode ist es mdglich sowohl quantitativ (Vergleich der Proteinmengen
verschiedener Proben; siehe hierzu V.2.1.7) als auch qualitativ (Veréndertes Molekulargewicht durch

Modifikationen wie Spaltung oder Glykosylierung) eine Aussage lber Proteine von Interesse zu treffen.
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Nach dem Elektrotransfer (V.2.1.4) wurde die PVDF-Membran zunéchst in einer Blockierlosung
ca. 30 min inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Danach wurde der gewiinschte
primare Antikorper, welcher zuvor in Blockierlosung verdinnt wurde (V.1.4, Tabelle 1), entweder fir
90 min bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C hinzugegeben. Die Membran wurde daraufhin kurz mit
Waschpuffer abgespult und dann zweimal 5 min in Waschpuffer mit Triton X-100 sowie einmal 5 min
mit Waschpuffer geschwenkt. Zur Detektion des primaren Antikorpers wurde ein Sekundarantikorper
mit kovalent gekoppelter Meerrettich-Peroxidase oder einem entsprechend gebundenen Fluorophor
eingesetzt, welcher ebenfalls in Blockierlosung verdinnt wurde (V.1.3). Im Fall von Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelten Antikérpern wurde die PVDF-Membran direkt nach Beendigung des letzten
Waschschrittes mit 4 ml eines Gemisches aus zwei Losungen zu je 50 % des ECL-Detektionskits
(,,Juminol/enhancer* und ,,stable peroxide buffer) der Firma Pierce Uberschichtet und in eine durch-
sichtige Folie gepackt. Die durch die enzymatisch katalysierte Umsetzung des ECL-Substrates
freigesetzten Photonen (Chemilumineszenz) wurden mit Hilfe des Lumi Imager F1 detektiert. Der
Nachweis von Proteinen (ber Fluorophor-gekoppelte sekundére Antikorper erfolgte direkt durch
Einscannen der getrockneten PVDF-Membran mit Hilfe des Typhoon Trio™ Scanners. Wahrend fiir die
meisten Schritte Tris-gepufferte Lésungen verwendet wurden, erfolgten bei einem fluoreszenzbasierten
Nachweis des Primdrantikorpers alle Schritte nach dem ersten Antikorper analog auf der Basis von

Phosphat-Puffer sowie BSA in der Blockierldsung anstelle von Magermilchpulver.

Waschpuffer (TBS) Waschpuffer (TBS) + Triton X
Tris/HCI, pH 7,4 10 mM TBS + 0,05 % (v/v) Triton X-100
NaCl 150 mM

Waschpuffer (PBS) Waschpuffer (PBS) + Triton X
Na,HPO, 10 mM PBS + 0,05 % (v/v) Triton X-100
NaH,PO, 2,3 mM

NaCl 155 mM

pH 7,4 mit NaOH einstellen

Blockierldsung (PBS) Antikorperldsung

BSA in PBS 3 % (w/v) Blockierlosung mit Antikorper

(Verdlnnung: siehe Tabelle 1)

Blockierldsung (TBS)

Magermilchpulver in TBS 3 % (w/v)
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V.2.1.6. Autoradiographie mittels ,,phosphorimaging*

Zum Nachweis radioaktiv markierter Proben wurde das sogenannte ,,phosphorimaging* (Radiolumino-
grafie) durchgefiihrt, eine moderne Variante der Autoradiographie. Die hierbei verwendeten
Exponierplatten bieten nicht nur eine deutlich erhohte Sensitivitdt im Vergleich zu konventionellen
Rontgenfilmen, sondern liefern darlber hinaus eine besonders gute Signallinearitat (ber einen weiten
Detektionsbereich (Kanekal et al., 1995), was die Quantifizierbarkeit verbessert. Das Kunststoffmaterial
der Exponierplatten ist mit kleinen Kristallen besetzt, welche aus BaFBr:Eu?* (Bariumfluorobromid mit
einem Strang bivalentem Europium als Lumineszenz-Zentrum) bestehen. Durch Emission der
radioaktiven Probe wird das bivalente Europium (Eu?") zu trivalentem Eu®" oxidiert, welches sich damit
in einem metastabilen Anregungszustand befindet. Zum Auslesen dieser gespeicherten Energie wird die
Platte erneut mit Hilfe eines Lasers (630 nm) angeregt, wodurch Eu®" wieder zu Eu®* reduziert und die
freiwerdende Energie in Form von Photonen (390 nm) freigesetzt wird, welche letztlich in ein digitales
Signal umgewandelt werden kann. Das ,,phosphorimaging™ wurde in dieser Arbeit verwendet, um
in vitro synthetisierte, radioaktiv markierte Proteine vor oder nach deren Import in raue Hundepankreas-
mikrosomen oder das ER semi-permeabilisierter HeLa-Zellen (V.2.3.2) nachzuweisen, die zuvor gel-
elektrophoretisch aufgetrennt wurden (V.2.1.1). Hierzu wurde das SDS-Polyacrylamidgel mit den
aufgetrennten [*°S]-Methionin-markierten Proteinen zunachst 15 min in Entfarber 1 fixiert (V.2.1.2) und
dann zur Neutralisation 30 min in Neutralisationslosung inkubiert. Danach wurde das Gel auf ein Filter-
papier gelegt, mit einer Folie abgedeckt und auf einem Geltrockner bei 90 °C unter Vakuum ca. 1 h
getrocknet. Zur Detektion der Radioaktivitdt wurde das getrocknete Gel zunéchst auf eine Exponier-
platte (,,storage phosphor screen, Molecular Dynamics) gelegt und in Abhéngigkeit der Starke der
emittierten B-Strahlung zwischen 2 h und 3 Wochen gelagert. Nach entsprechender Expositionsdauer
wurde die Platte anschlieBend mittels Typhoon Trio™ Scanner ausgelesen und die erhaltenen digitalen

Signale mittels Densitometrie ausgewertet (V.2.1.7).

Neutralisationsldsung

Methanol (techn.) 50 % (v/v)
Glycerin 1% (viv)

V.2.1.7. Densitometrie

Als Densitometrie wird die quantitative Bestimmung der Farbdichte, also der Farbmenge pro
Flacheneinheit, bezeichnet. Zur Quantifizierung der Signalintensitdt Fluoreszenz- oder Chemi-
lumineszenz-basierender Sekundarantikorper (V.2.1.5), der Radiolumineszenz (V.2.1.6) oder
Coomassie-Brilliant-Blue gefarbter Proteinbanden (V.2.1.2) wurde die ImageQuant Software TL 1D
(Version 5.1) verwendet. Die Signalstarken wurden je nach Methode und Fragestellung mit Hilfe der

Software Excel 2007 (Microsoft) entsprechend untereinander verglichen und graphisch dargestelit.

-63-



V. Material und Methoden

V.2.1.8. Proteinkonzentrationsbestimmungen

V.2.1.8.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur einfachen und schnellen Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde das NanoDrop®ND-1000
UV/Vis-Spektralphotometer verwendet. Das Gerdt ermdglicht neben Absorptionsmessungen von
Losungen verschiedener Stoff- und Molekiilklassen die Konzentrationsbestimmung sehr geringer
Flussigkeitsvolumina im Mikroliterbereich. Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinldsungen
wurde die optische Dichte bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt, was insbesondere dem
Absorptionsbereich aromatischer Aminoséuren wie Tyrosin und Tryptophan entspricht. Die Proteine
wurden flr eine reproduzierbare Quantifizierbarkeit 1:20 in 2 % SDS verdinnt, um diese zu

denaturieren und somit die Aminoséuren aller Proteine gleichermalien zu exponieren.

V.2.1.8.2. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BSA-Reihe

Zur praziseren Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen wurde eine Verdunnungsreihe einer
BSA-L6sung bekannter Konzentration sowie eine Verdiinnungsreihe einer Proteinlésung von Interesse
zusammen mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt. Das Polyacrylamidgel wurde anschliefend mit
Coomassie-Brilliant-Blue gefarbt (V.2.1.2) und densitometrisch ausgewertet (V.2.1.7). Die Signal-
intensitaten der Proteinbanden der BSA-Reihe wurden jeweils gegen die zugehérigen Proteinmassen in
ein Diagramm aufgetragen und eine Regressionsgerade sowie deren Steigung ermittelt. Durch Einsetzen
der Signalintensitaten der Proteinldsung mit unbekannter Konzentration in diese Steigungsformel wurde
die Proteinmasse der jeweiligen Volumina und daraus die Konzentration der korrespondierenden
Stocklésung berechnet. Analog wurde zur Bestimmung der Konzentration eines Proteins in einem
Proteingemisch (z.B. Zelllysat) eine Proteinlésung mit dem entsprechenden, gereinigten Protein mit
bekannter Konzentration als Standard mit sowie das Proteingemisch jeweils in Form einer
Verdinnungsreihe mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert
(V.2.1.4) und immunologisch analysiert (V.2.1.5). Wie oben beschrieben wurde auch hier eine Steigung
aus den Intensitatssignalen und den entsprechenden Massen berechnet und damit die unbekannte

Konzentration des Proteins im Proteingemisch ermittelt.

V.2.1.9. Prazipitation His-,,getaggter Proteine mittels Ni**-Magnet-Agarose

Zur biochemischen Untersuchung von in vitro Interaktionen zwischen Proteinen wird haufig die als
,pulldown* bezeichnete Form der Co-Prazipitation angewendet, welche eine Abwandlung der Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) ist. Beide Methoden beruhen auf dem Prinzip der hochaffinen Bindung
eines an einer Matrix (z.B. quervernetzte Agarose oder Dextran) immobilisierten Molekils an einen
spezifischen Teil eines Proteins bzw. Fusionsproteins. Wird angenommen, dass ein Protein innerhalb

der Zelle mit einem oder mehreren bestimmten Proteinen interagiert, kénnen unter geeigneten
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Bedingungen ebenfalls solche Interaktionspartner mit gebunden und letztlich prazipitiert werden.
Waéhrend bei der Co-IP Antikorper gegen native Epitope des Zielproteins an der Matrix immobilisiert
werden bedient sich der ,,pulldown® im allgemeinen Fusionsproteine, die mit einem N- oder C-
terminalen ,,tag* versehen wurden. Dabei handelt es sich um meist um relativ kleine Proteinsequenzen
(z.B. Hexa-Histidin oder Glutathion-S-Transferase), welche spezifisch an bestimmte Substanzen
(Nickelionen oder Glutathion) mit hoher Affinitat binden. Dies erklart zugleich einen weiteren, noch
entscheidenderen Unterschied zur Co-IP, und zwar den Verzicht auf Antikorper. Denn eine der grofiten
Herausforderungen einer Co-IP ist die Herstellung geeigneter, prazipitierender Antikorper. Die
Verwendung von ,tags”“ umgeht diese Problematik, da der selbe effiziente ,tag™ flr eine Vielzahl
verschiedener Proteine benutzt werden. Der Nachteil ist, dass das native Protein durch die Fusion
verandert wird, was die Aussagekraft der Methode mindert, da so mdglichweise auch unnatrliche,
falschpositive Interaktionen resultieren (Gilead et al., 1976; Phizicky und Fields, 1995). Als Matrix flr
Prazipitationen wurde in dieser Arbeit Ni?*-NTA Magnetagarose verwendet. Diese hat gegentiber nicht-
magnetischer Agarose den Vorteil, dass auf Zentrifugationsschritte verzichtet werden kann und daher,
durch die verminderte physikalische Belastung, die Integritat insbesondere fragiler Proteinkomplexe
erhalten bleibt. Die Metall-chelatierenden Nitrilotriessigsauregruppen (NTA), die kovalent an der
Oberflache der Agarose-Kiigelchen immobilisiert sind binden mehrwertige Metallionen wie Ca*, Cu?*,
Ni?* oder Fe**. Die Ni**-NTA Magnetagarose-Kiigelchen (Quiagen) sind bereits mit Ni** beladen was
eine Reinigung Hexa-Histidin-,,getaggter” Proteine erlaubt (Abbildung 7, A).

Fiir ein ,,pulldown“-Experiment wurden Hela-Zellen (V.1.7) 1:2 in einer 75 cm? Zellkulturflasche
passagiert. Zellen einer Konfluenz von etwa 70-80 % (exponentielle Wachstumsphase) wurden mittels
Trypsin/EDTA abgelost, in frischem Medium resuspendiert und ausgezéhlt. Fir einen Ansatz wurden
mehrere 6 cm Zellkulturschalen verwendet, in welche jeweils 6,4 x 10° HeLa-Zellen (V.1.7) ausgesét
wurden. Die Zellzahl wurde hierfiir auf 1,6 x 10° Zellen/ml eingestellt und 4 ml dieser Suspension in
jeweils eine Zellkulturschale pipettiert. Danach erfolgte eine Inkubation von 24 h bei 37 °C und
5% CO,. Am ndchsten Tag wurden die Zellen mit dem Plasmid pcAGGSM2-BIP-His-IRES-GFP
transfiziert (V.2.4.6.2) und weitere 48 h kultiviert. Die Zellen wurden nach erfolgter Plasmidexpression
geerntet und in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen vereint. Nachdem diese ausgezéhlt wurden folgte eine
Zentrifugation (5 min bei 1.000 rpm und 4 °C). Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und die
Zellen in ,,pulldown“-Lysepuffer (Tabelle 9) aufgenommen (10.000 Zellen/ul) worauf diese fiir 30 min
auf Eis lysiert wurden. Das Zelllysat wurde zur Entfernung von Debris nochmals 10 min bei 10.000 rpm
und 4 °C zentrifugiert und 100 pl des Uberstandes fiir die spatere SDS-PAGE entnommen. Pro 1 x 10’
Zellen wurde 100 pl Ni**-NTA Magnetagarose-Suspension verwendet. Zur Immobilisierung der Ni**-
NTA Magnetagarose-Kiigelchen und die Entnahme des Uberstandes wurde das verwendete Reaktions-
gefall im Folgenden immer in einen Magnetstander eingesetzt. Um die Magnetagarose zu dquilibrieren,
wurde der Lagerungspuffer entfernt und die Kuigelchen zweimal 5 min in 1 ml ,,pulldown®-Lysepuffer

gewaschen. Das vorbereitete Zelllysat wurde auf die Ni**-NTA Magnetagarose-Kiigelchen gegeben und
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das ReaktionsgefaR tiber Nacht bei 4 °C gerollt. Am folgenden Tag wurde der Uberstand entnommen
und 200 ul davon fir die Elektrophorese gesammelt. Die Ni*-NTA Magnetagarose wurde zweimal
5min bei RT mit 100 pl ,,pulldown“-Lysepuffer gewaschen und die Waschschritte ebenfalls fir die
spatere Analyse gesammelt. Zur Elution von gebundenem BiP-His wurden die Kiigelchen zweimal mit
30 pl Elutionspuffer (Tabelle 9) fur jeweils 5 min bei RT uberschichtet und zwischendurch mehrfach
geschuttelt. Durch die im Elutionspuffer enthaltene hohe Konzentration an Imidazol, welches mit den
Histidinresten des Protein-,,tags* um die Bindung an die Nickelionen kompetiert, werden die Hexa-His-
Fusionsproteine wieder von der Matrix abgewaschen. Die Uberstinde aller Schritte wurden letztlich mit
Lammli-Probenpuffer versetzt (V.2.1.1) und bei 56 °C flir 15 min erhitzt. Zum Nachweis des
préazipitierten Proteins wurde entweder eine Coomassie-Farbung des Polyacrylamidgels oder eine
Immundetektion nach Elektrotransfer der Proteine auf eine PVDF-Membran durchgefiihrt (Abbildung 7,
B und C). Dabei wurden im Fall des Zelllysats, des Uberstandes und des Waschschrittes stets Volumina
aufgetragen die einer ausgehenden Zellzahl von 5 x 10° entsprachen. Das Eluat hingegen wurde immer
vollstandig eingesetzt (5-15 x 10° Zellen). Um potentielle Interaktionspartner des prazipitierten Proteins
zu identifizieren erfolgte eine Immundetektion mit Hilfe von Antikdrpern gegen das Protein von

Interesse, wobei auf das VVorhandensein entsprechender Banden in der Eluatspur geachtet wurde.

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir den ,,pulldown® His-,,getaggter” Proteine.

Bestandteile ,»pulldown*-Lysepuffer Elutionspuffer

HEPES, pH 7,5 20 mM 20 mM
KCI 150 mM 150 mM
MgCl, 1,5mM 1,5mM
ADP 1 mM 1 mM
EDTA, pH 7,0 1mM 1 mM
CHAPS 0,65 % (wiv) 0,65 % (w/v)
PMSF 1:1.000 1:1.000
PLAC 1:10.000 1:10.000
Imidazol 10 mM 250 mM
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Abbildung 7: Prinzip des ,,pulldowns* mittels Ni?* NTA Magnetagarose. A) Schematische Darstellung des
Aufbaus der NTA Magnetagarose mit chelatiertem Nickelion, gebunden an zwei Histidinreste eines Proteins.
B) ,pulldown” des C-terminal 6xHis-,getaggten“ BiP-Proteins und anschlieBende SDS-PAGE und
Farbung mittels kolloidalem Coomassie (V.2.1.3) (Zelllysat = 500.000 Zellen; Prézipitat 2 5.000.000 Zellen)
C) Vergleichbarer Versuchsaufbau wie in (B) jedoch mit anschlieRendem Western-Blot und Immundetektion
mittels anti-Penta-His-HRP-Antikérper (Tabelle 1) und ECL (Zelllysat 2 500.000 Zellen; Uberstand 2 500.000
Zellen; Prézipitat 2 5.000.000 Zellen). M = Marker.

V.2.1.10. Préazipitation ATP-bindender Proteine mittels ATP-C®-Agarose

Analog zur unter Punkt V.2.1.9 beschrieben Prozedur kénnen bestimmte Proteingruppen aus einem
Zelllysat auch basierend auf deren spezifischen Bindungseigenschaften an biologische Molekiile,
unabhéngig von Antikdérpern sowie der Notwendigkeit einer ,,tag“-Fusion, prazipitiert werden. Neben
der Mdglichkeit das aus der Riesenbohne (Canavalia ensiformis) isolierte Lektin Concanavalin A zur
spezifischen Bindung glykosylierter Proteine zu verwenden (Agrawal und Goldstein, 1965; Sumner und
Howell, 1936) kann auch ATP, welches kovalent iiber das y-Phosphat an eine Agarose-Matrix gebunden
vorliegt, zur Prazipitation ATP-Bindender Proteine herangezogen werden. Zu solchen Polypeptiden
gehdren beispielsweise Kinasen oder auch Hitzeschockproteine. Entsprechende ,,pulldown®-
Experimente wurden mit Hilfe von ATP-C®-Agarose (Sigma) gemiR einem nach Dierks et al.
modifizierten Protokoll durchgefiihrt (Dierks et al., 1996).

Zur Prazipitation von Proteinen mittels ATP-C®-Agarose wurden HelLa-Zellen (V.1.7) 1:2 in einer
75 cm? Zellkulturflasche passagiert. Am Folgetag, bei einer Konfluenz von ca. 70-80 %, wurden die
Zellen mittels Trypsin/EDTA abgel6st, in frischem Medium resuspendiert und ausgezéhlt. Die Zellen
wurden entsprechend der unter Punkt V.2.1.11 beschriebenen Prozedur mit dem Plasmid pcAGGSM2-
BIP-IRES-GFP transfiziert, bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert sowie einer UV-induzierten Protein-
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Quervernetzung unterzogen (Gesamtzeit der Plasmidexpression: 48 h). Nach erfolgter UV-Bestrahlung
wurden die Zellen in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen geerntet, ausgezahlt und anschlielend
zentrifugiert (5 min bei 1.000 rpm und 4 °C; GS-6KR Zentrifuge). Das Zellpellet wurde in Lysepuffer
fir ATP-Agarose aufgenommen (20.000 Zellen/ul), die Suspension in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR
tibernommen und fiir 15 min auf Eis lysiert. Wahrenddessen wurden 50 pul ATP-C®-Agarose zweimal
5 min in 1 ml Aquilibrierungspuffer (Tabelle 10) gewaschen (Zentrifugation bei 2.000 rpm fiir 10 min
bei 4 °C; Kiihlzentrifuge 5415 R). Nach Abpipettieren des Aquilibrierungspuffers erfolgte die Zugabe
von 100 pl Zelllysat auf die ATP-Agarosekiigelchen. Diese Suspension wurde zusatzlich mit 250 pl
Aquilibrierungspuffer aufgeftllt und bei 4 °C tber Nacht gerollt. Der Ansatz wurde am darauffolgenden
Tag mit 2.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand gesammelt und die ATP-C®-Agarose
zweimal mit 1 ml Niedrigsalzpuffer (Tabelle 10) waschen (2.000 rpm fiir 20 min bei 4 °C). Zur Elution
gebundener Proteine wurde die ATP-C?-Agarose mit 100 pl Elutionspuffer (Tabelle 10) iiberschichtet
und fiir 1 h bei RT gerollt. Nach einer Zentrifugation (2.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C) wurde der Uber-
stand (Eluat) gesammelt und die Agarosekiigelchen zusatzlich mit 100 ul Hochsalz-Elutionspuffer
(Tabelle 10) erneut 1 h bei RT unter kontinuierlichem Rollen inkubiert. Danach erfolgte wiederum eine
Zentrifugation mit 2.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C, woraufhin der Uberstand (Hochsalz-Eluat) erneut
gesammelt wurde. Alle erhaltenen Uberstiande wurden bis zur Weiterverwendung auf Eis gelagert und
anschlielend in 5-fach konzentriertem Lammli-Probenpuffer resuspendiert sowie bei 56 °C fiir 15 min
zur Denaturierung enthaltender Proteine erhitzt (L'Jberstanqumibriemwgpuﬁcer 2 2.500 Zellen/ul; Eluat
2 20.000 Zellen/ul; Hochsalz-Eluat 2 20.000 Zellen/ul). Zum Nachweis des prazipitierten Proteins
wurden die Proben auf einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (fur die Massenspektrometrie)
aufgetrennt und mittels sensitiver Proteinfarbung mit kolloidalem Coomassie G-250 fiir 7 Tage gefarbt
(V.2.1.3). Relevante Proteinbanden wurden nach der Farbung mdglichst kontaminationsfrei mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert, was freundlichst durch die
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Claudia Fecher-Trost (Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie,

Universitat des Saarlandes) libernommen wurde.

Lysepuffer fur ATP-Agarose

Tris, pH 8,0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5mM
MgCl, 5mM
Nonidet-P40 1%
PLAC 1:10.000
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Puffer zur Prézipitation von Proteinen mit C®-ATP-Agarose.

Bestandteile Aquil{i)t;r;zl;ungs— Niedrigsalzpuffer Elutionspuffer Elli(i):rr]]sss:ff_fer
Tris/NaOH, pH 7,5 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
NaCl 400 mM - 400 mM 2M
MgCl, 1,5mM 4 mM 1,5mM 1,5mM
EDTA 2mM 2mM 2mM 2mM
DTT 2mM 2mM 2mM 2mM
Glycerin 30 % (wiv) 30 % (wiv) 30 % (wiv) -
Mg*-ATP - - 4 mM 10 mM
Nonidet-P40 0,65 0,65 0,65 0,50

V.2.1.11. UV-induzierte in vivo Quervernetzung von Proteinen

Um stabile wie auch transiente Protein-Protein-Interaktionen zu detektieren stellt die Quervernetzung
eine beliebte und aussagekréftige Methode dar. Im Gegensatz zu Co-Prazipitationen (V.2.1.9), welche
Zelllysat als Ausgangsmaterial verwenden und sich auch eher zum Nachweis stabiler Interaktionen
eignen, kann eine Quervernetzung von Proteinen direkt in der lebenden Zelle, also in ihrem nativen
Umfeld, erfolgen und schlieft auch schwaéchere Wechselwirkungen mit ein. Grundsatzlich gibt es
unterschiedliche Ansatze eine solche kovalente Bindung zwischen interagierenden Proteinen zu
induzieren. Die konventionelle Variante basiert auf chemischen Substanzen, die meist zwei (ber eine
Verbindungsregion gekoppelte reaktive Molekile gleicher oder unterschiedlicher Natur (homo- oder
heterobifunktional) besitzen, welche spezifisch an bestimmte funktionelle Gruppen von Proteinen
kovalent binden kdnnen (z.B. Sulfhydryl- oder Aminogruppen). Eine etwas neuere wie auch elegantere
Methode ist die UV-induzierte invivo Protein-Quervernetzung. Die hierfiir verwendeten photo-
reaktiven Aminosauren L-Photo-Methionin (L-2-Amino-5,5-azi-Hexansdure) und L-Photo-Leucin (L-2-
Amino-4,4-azi-pentansaure) ahneln strukturell und funktionell stark ihren natlrlichen Aminoséuren-
Pendants (Abbildung 8, A), was ihnen ermdglicht ohne Weiteres von der Zelle aufgenommen zu
werden, die Kontrollmechanismen wahrend der Proteinsynthese zu umgehen und letztlich ganz natlrlich
Uber die entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in Proteine inkorporiert zu werden. Durch
Aktivierung der Photo-instabilen Diazirinalkylgruppe mittels UV-Licht, wird ein reaktives
Carbenintermediat erzeugt, welches durch seine zwei freien Elektronen direkt eine kovalente Bindung
zwischen interagierenden Proteinen bildet. Dies setzt jedoch voraus, dass die Interaktionsdoméne
mindestens eines Interaktionspartners eine der modifizierten Aminosduren enthélt, welche sich in

molekularer Reichweite zu benachbarten Molekilen des anderen Proteins befindet (MacKinnon et al.,
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2007; Suchanek et al., 2005). Solche Quervernetzungprodukte kénnen Uber eine SDS-PAGE (V.2.1.1)
oder einen Western-Blot (V.2.1.4) und anschlieRende immunologische Detektion (V.2.1.5) aufgrund des
hoheren Molekulargewichtes nachgewiesen werden (Abbildung 8, B). Die Photo-Aminosauren kénnen
zwar ihre jeweiligen natlrlichen Varianten ersetzen, allerdings wird ihr Einbau in Gegenwart der
endogenen Aminosauren kompetiert, da sie aufgrund der leicht unterschiedlichen Struktur von der Zelle
mit geringerer Préferenz genutzt werden. Daher werden die Zellen in Medium ohne die essentiellen
Aminosauren L-Methionin und L-Leucin Kkultiviert, welches stattdessen mit den modifizierten
Aminosauren supplementiert wurde. Darliber hinaus enthélt dieses Medium dialysiertes FCS (V.2.4.2),
welches ebenfalls keine Aminosauren enthélt.

A B
COOH COOH
NH, NH, _ + uv
X . N
L-Leucin L-photo-Leucin I
N — *
o— *
OOH OOH GEEED @ Frotein
NH, NH,
L-Methionin L-photo-Methionin

\ !

Abbildung 8: Photo-Aminosauren flr in vivo Quervernetzungen von Proteinen A) Schematische Darstellung der
Aminosauren L-Methionin und L-Leucin sowie ihrer UV-sensitiven Diazirin-Derivate L-Photo-Methionin und
L-Photo-Leucin. B) Illustration eines Western-Blot-Bandenmusters eines fiktiven Proteins vor (-) und nach (+)
UV-Bestrahlung von Zellen, die in Gegenwart von Photo-Aminosduren kultiviert wurden (* = Quervernetzung).

Fir ein Photo-Quervernetzungsexperiment wurden Hela-Zellen 1:2 in eine 75 cm? Zellkulturflasche
aufgeteilt, damit sich diese am Folgetag in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Nach
Abldsen mit Trypsin/EDTA und Aufnahme in frisches DMEM wurden die Zellen ausgezéhlt (V.2.4.3.2)
und auf 1,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellen wurden entweder in 3,5 cm (300.000 Zellen; 2 ml)
oder 6 cm (600.000 Zellen; 4 ml) Zellkulturschalen ausgesat und 24 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.
Falls gewuinscht wurden diese Zellen dartiber hinaus mit siRNA transfiziert (VV.2.4.6.1). Optional wurde
am nachsten Tag eine Plasmidtransfektion (V.2.4.6.2) oder eine siRNA-Nachtransfektion durchgefiihrt
und die Zellen fur weitere 24 h kultiviert. Am néachsten Tag sollten die Zellen eine Konfluenz von etwa
70-80 % besitzen. Nachdem das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
wurden erhielten diese entsprechende Volumina LM-2 (Thermo Scientific, DMEM-LM ohne L-Leucin
und L-Methionin, mit Glutamin, 5 % dialysiertes FCS, 1 % P/S), welchem L-Photo-Methionin (2 mM)
und L-Photo-Methionin (4 mM) zugesetzt wurde. Diese Zellen wurden zur Aufnahme der Photo-
Aminosduren weitere 24 h inkubiert. Das Medium wurde daraufhin verworfen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Im Fall der 6 cm Kulturschalen wurden die Zellen mittels Trypsinbehandlung abgelost, in

1 ml PBS resuspendiert und in eine 3,5 cm Schale bertragen. Die anfanglich in 3,5 cm Schalen aus-
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séten Zellen blieben adhérent und wurden lediglich mit 1 ml PBS Uberschichtet. Die UV-Bestrahlung
der adharenten oder in Suspension befindlichen Zellen erfolgte mit gedffnetem Deckel auf einem
Rotationsschittler mit Hilfe einer 100 Watt Hochdruck-UV/Vis-Quecksilberlampe (UVICO Longlife;
Firma Rapp OptoElectronic; mit Filter zur Reduktion der Wellenlangen: 315-395 nm; am Ausgang
gemessene Leistung: 1,3 Watt). Hierbei wurden ein Abstand von 4,5cm zur Probe und eine
Bestrahlungsdauer von 15 min gewahlt. Die Zellen wurden anschliefend gesammelt bzw. im Fall der
adhérenten Zellen zuvor mit Trypsin/EDTA abgel6st und mittels Zellextraktaufbereitung (V.2.4.4) fir
eine nachfolgende SDS-PAGE (V.2.1.3) und Western-Blot-Analyse (V.2.1.4) vorbereitet. Fur die
eigentlichen Experimente wurden zuerst geeignete Bedingungen durch Vorversuche etabliert. Zunéchst
wurde ein ,,WST-1-Assay“ (V.2.5.2.2) zur Uberpriifung der Zellviabilitat durchgefiihrt, welche zuvor
24 h in DMEM mit unterschiedlicher FCS-Menge und/oder -qualitat kultiviert wurden (Abbildung 9,
A). Zudem wurde die Zellproliferation nach 24-stlindiger Inkubation in LM-2 mit Photo-Aminosauren
oder LM-2 mit nur einer der beiden Photo-Aminosauren (die jeweils fehlende AS wurde durch die
natlrliche Form ersetzt; Konzentration entsprechend standardmaRigem DMEM) im Vergleich zu
Kontrollzellen (DMEM) untersucht (Abbildung 9, B). Sowohl die Zugabe von 5 % dialysiertem FCS als
auch die Supplementation mit Photo-Aminosauren filhrte zu leichten Viabilitats- bzw. Proliferations-
defiziten, welche jedoch in einem tolerierbaren Bereich lagen. Zur Bestimmung der Halbwertszeit (T4,,)
der Photo-Aminosduren unter den genannten Versuchsbedingungen wurden 2 mM L-Photo-Methionin
in PBS geldst und jeweils 1 ml davon in einer 3,5 cm Zellkulturschale mit ansteigenden Zeiten bestrahlt.
AnschlieBend wurde die Absorption aller Ansitze bei 345 nm (NanoDrop®ND-1000 UV/Vis, Peglab)
gemessen. Die Ty, gibt den Zeitpunkt an bei dem die Absorption und somit die Stoffmenge im
Vergleich zur nicht-bestrahlten Probe zu 50 % reduziert ist. Bei dem verwendeten Aufbau lag die Ty,
bei 19 s (Abbildung 9, C). Dem Hersteller (Thermo Scientific) zufolge soll die Bestrahlung der Zellen
mindestens das Vierfache der Ty, betragen und 20 min nicht Uberschreiten. Eine Messung der
Temperatur von PBS unter den gleichen Voraussetzungen ber einen Bestrahlungszeitraum von 30 min
ergab eine Erwarmung des Puffers von lediglich 5°C (Abbildung 9, D). Eine zusétzliche Kuhlung
wahrend der Bestrahlung war somit nicht erforderlich. Nach diesen Messungen wurde fur die folgenden
Experimente, wie oben beschrieben, eine Bestrahlungsdauer von 15 min festgelegt. In Abbildung 9, E
und F sind beispielhaft die mit dem beschriebenen Versuchsaufbau erhaltenen Resultate in Form einer
Immundetektion nach einem Western-Blot dargestellt (V.2.1.4, V.2.1.5). Durch die Bestrahlung kommt
im Falle des B-Aktins (42 kDa) eine deutliche Bande auf Hohe von 130 kDa zum Vorschein, was somit
die erfolgreiche Etablierung der Prozedur belegt. Weiterhin zeigen die Ergebnisse in Abbildung 9 die
Abhéangigkeit der effizienten Quervernetzung von der jeweiligen Interaktionsdomane beider
interagierender Proteine und damit die Spezifitat dieser Methode. Wie deutlich zu erkennen ist, vermag
L-Photo-Leucin, jedoch nicht L-Photo-Methionin, die B-Aktin-Quervernetzung zu generieren. L-Photo-
Methionin ist jedoch grundsétzlich funktional, was deutlich an der Quervernetzung des Proteins Grp170

in der gleichen Gelspur zu erkennen ist.
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Abbildung 9: Ermittlung der geeigneten experimentellen Bedingungen fir die UV-induzierte in vivo Quer-
vernetzung von Proteinen mit Hilfe photo-reaktiver Aminoséuren. A) Uberpriifung der Vitalitat von HelLa-Zellen
mittels ,,WST-1-Assay* (V.2.5.2.2) nach Inkubation (24 h) mit DMEM + 5 % dialysiertes FCS oder DMEM ohne
FCS im Vergleich zur Kontrolle (DMEM + 10 % FCS). B) Bestimmung der Zellzahl nach Kultivierung (24 h) von
HelLa-Zellen in DMEM + 5 % dialysiertes FCS, in welchem je eine (LM-1 + pMet, LM-1 + pLeu) oder beide
natdrlichen AS (LM-2 + pASs) durch pASs ersetzt wurden (pAS = photo-Aminoséuren) C) Bestrahlung von
2 mM pMet in 1 ml PBS (Abstand: 4,5 cm) mit der UVICO Longlife UV/Vis-Lampe (Rapp OptoElectronic) zur
Bestimmung der Halbwertszeit Ty, der pASs D) Analoge Bestrahlung von PBS zur Uberpriifung der Erwarmung
uber einen bestimmten Zeitraum E) Reprasentatives Quervernetzungsexperiment (Western-Blot) am Beispiel von
B-Aktin (* = Quervernetzung; M = Marker; kDa = Kilodalton). F) Gleicher Aufbau wie in (E) mit zusétzlichen
Versuchen mit nur einer pAS und Detektion eines weiteren Proteins (Grp170) (* = Quervernetzung).
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V.2.2. Molekularbiologische Analysemethoden

V.2.2.1. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1986 von Kary B. Mullis entwickelt und ist eine Methode
zur in vitro Amplifikation von DNA-Fragmenten, deren Nukleotidsequenz oder zumindest die
flankierenden DNA-Abschnitte bekannt sein mussen (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Die
Methode beruht auf der Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase, wie beispielsweise der Pfu-
Polymerase aus dem thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosus. Sie besitzt neben ihrer
5’—3 -Polymeraseaktivitat zudem eine 3'—5"-Exonukleasefunktion, welche sie zum Korrekturlesen
(,.proof reading®) neu synthetisierter DNA befahigt. Die niedrige Fehlerrate von ca. 3,2 x 10° pro
Nukleotid verleiht ihr damit eine &uferst hohe Genauigkeit bei hohen Temperaturen, welche im Laufe
einer PCR auftreten. Sie ist dabei in der Lage mit Hilfe von DNA-Einzelstrangen komplementéare
Nukleinsdurestrange zu synthetisieren und damit die Bildung neuer DNA-Doppelstrange zu bewirken
(Cline et al., 1996). Um eine PCR durchzufuihren werden zudem kurze Einzelstrang-DNA-Fragmente,
sogenannte ,,primer bendtigt (V.1.5.1). Diese synthetischen Oligonukleotide, welche komplementar zu
den Enden oder den flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden DNA-Sequenz sind, kénnen an
die zuvor denaturierten, korrespondierenden DNA-Sequenzen binden und einen Startpunkt fiir die
DNA-Polymerase bilden, die hiervon ausgehend die Amplifikation des Zweitstrangs bewerkstelligen

kann. Ein PCR-Ansatz wurde wie folgt pipettiert.

Plasmid-DNA [1 pg/ul] 0,5 ul
+ Strang-Primer [50 uM] 1 ul
- Strang-Primer [50 uM] 1w
10 x PCR Puffer (mit MgCl,) Sul
dNTPs [10 mM] 2ul
Pfu-DNA-Polymerase [2,5 U/ul] 0,5 ul
H2Opigest. ad 50 pl

Die PCR besteht im Allgemeinen aus einer variablen Anzahl von Zyklen, welche wiederum in drei
Phasen mit unterschiedlichen Temperaturen gegliedert werden kann. Dabei beglinstigt jede der Phasen
eine bestimmte Reaktion. Die erste Phase, die Denaturierung, verlauft bei 94 °C und bewirkt das
Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den einzelnen Strdngen der doppelstrangigen
DNA, was auch als Schmelzen der DNA bezeichnet wird. Dies erméglicht den ndchsten Schritt, das
»annealing“, bei dem sich die PCR-,primer spezifisch, bei einer von ihrer Nukleinsiuresequenz
abhdngigen Temperatur (typischerweise 2-3 °C unterhalb ihrer Schmelztemperatur), an die

komplementdren Sequenzen der DNA-Matrize anlagern. Die Schmelztemperatur (T,) von PCR-
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,primern® liegt im Allgemeinen bei 50-65 °C und wird nach folgender Formel berechnet (s. Webseite
der Firma Eurofins MWG Operon):

Tm(°C) =69,3+[41 x (NG +nC) /s—(650/5)] n = Anzahl des Nukleotids X

s = Menge aller Nukleotide der Sequenz

Bei der Elongation, der letzen Phase, welche in einem Temperaturbereich von 68-74 °C durchgefihrt
wird, werden die eingesetzten Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), ausgehend vom gebundenen
PCR-,,primer®, durch die Polymerase komplementér zur DNA-Matrize jeweils an die freie Hydroxid-
gruppe (-OH) des letzten 3’-Nukleotids gebunden. Die dadurch neu synthetisieren DNA-Einzelstrange
lagern sich aufgrund ihrer Komplementaritdt automatisch an die jeweilige Matrize und bilden so zwei
neue zum Ausgangsstrang identische DNA-Doppelstrdnge. Diese kdnnen nun in den darauffolgenden
Zyklen in gleicher Weise getrennt und wieder amplifiziert werden, wodurch sich theoretisch eine
exponentielle Amplifikation der DNA ergibt. Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-,,primer* sind in
Tabelle 2 unter Punkt V.1.5.1 zu finden.

Die PCR erfolgte im Thermocycler Primus 96 (Peglab), woflrr das folgende Programm verwendet

wurde:
94 °C 2 min
94 °C 30s
52 °C 30s 25 Zyklen
72°C 1 min
72°C 2 min
4°C 00

Im Anschluss an eine Reaktion wurde 10 pl des PCR-Ansatzes mit DNA-Probenpuffer versetzt und
mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (V.2.2.4), um zu Uberprifen, ob die DNA-Amplifikation

erfolgreich war.

V.2.2.2. DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche bestimmte palindromische Sequenzen
(meist zwischen vier und acht Basenpaaren) innerhalb doppelstrangiger DNA spezifisch spalten kdnnen,
indem sie die Phosphodiesterbindung zwischen zwei benachbarten Nukleotiden trennen. Innerhalb der
Zelle treten Restriktionsendonukleasen stets in Verbindung mit entsprechenden DNA-Methylasen auf.
Dieses System dient dem Bakterium als Schutz vor Fremd-DNA (z.B. viral), da die endogene DNA

durch Methylierung maskiert wird wahrend entsprechende Erkennungssequenzen auf exogener DNA
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zugénglich sind. Infolgedessen werden solche von den korrespondierenden Restriktionsendonukleasen
fragmentiert. In der Molekularbiologie eigenen sich Restriktionsenzyme insbesondere zur gezielten
Spaltung von DNA, um diese auf Vorhandensein bestimmter Sequenzen zu untersuchen oder als
initialer Schritt einer Klonierung. Sowohl der analytische (zur Kontrolle der Insertion eines DNA-
Fragmentes in einen Vektor) als auch der préparative (zur nachfolgenden lIsolation der gespaltenen
DNA fiir eine Ligation) Restriktionsverdau von DNA wurde mit Enzymen und Puffern der Firma
Fermentas durchgefihrt und standardméfig folgendermalfien pipettiert:

Analytischer Ansatz Préaparativer Ansatz

Puffer 2ul 10 x Puffer 6 ul
DNA 05-2ul DNA 5-10 ul
Restriktionsenzym | 0,5 ul Restriktionsenzym | 1,5 ul
Restriktionsenzym II 0,5 ul Restriktionsenzym Il 1,5l
H2Obidest. ad 20 ul H2Obidest. ad 60 ul

Weniger gut geeignete Enzymkombinationen wurden individuell nach Angaben des Herstellers
pipettiert (www.fermentas.de). Der analytische Verdau erfolgte 60-90 min bei 37 °C. Ein préparativer
Verdau hingegen wurde mindestens 2-3 h oder tber Nacht bei gleicher Temperatur inkubiert. Zur
Uberpriifung einer korrekten Spaltung nach erfolgreicher Insertion von DNA in einen Vektor
(analytischer Ansatz) oder zur Trennung und nachfolgenden Aufreinigung (V.2.2.5) der Spaltprodukte
nach préaparativem Restriktionsverdau wurden die Ansédtze in einem 1 %-igen TAE-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (V.2.2.4).

V.2.2.3. Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren ATP- bzw. NAD'-abhingig die Bildung von Phoshodiesterbindungen
zwischen freien 5'-Phosphatgruppen und 3'-Hydroxylgruppen von Nukleotiden zweier linearer DNA-
Molekiile. Diese Fahigkeit wird molekularbiologisch genutzt um restringierte DNA-Fragmente
(V.2.2.2) in ebenso enzymatisch gespaltene Plasmide zu inserieren. Die in dieser Arbeit verwendete
T4-DNA-Ligase (Fermentas) bietet zusatzlich die Eigenschaft, sogenannte ,sticky-ends® (kohdsive
Enden) zu ligieren. Dies hat den Vorteil, dass DNA-Fragmente, die mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen gespalten wurden, die ,,sticky-ends* bilden, gerichtet in ein linearisiertes

Plasmid (in gleicher Weise geschnitten) kloniert werden kénnen.
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Allgemein gilt als Faustregel fur die Ligation:

Vektormenge (ng)x Insertgrofie (kb) _
Insertmenge (ng) = Vektorgrobe (kb) x Insert zu Vektor-Verhiltnis
ektorgroBe

Je nach Grole von Vektor und Insert wurde demnach ein molares Verhaltnis (Vektor zu Insert) von 1:1
bis zu 1:3 eingesetzt.

Ein Ligationsansatz setzte sich folgendermafen zusammen:

10 x Ligationspuffer 1l
Vektor (0,2 pg/ul) 1 ul
Insert (0,2 pg/ul) 1-3ul
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 0,5 ul
H2Opidest. ad 10 ul

Der Ligationsansatz wurde 1 h bei RT oder tiber Nacht bei 20 °C inkubiert und die Ligase anschlielend
flir 10 min bei 65 °C inaktiviert. 5-10 pl eines Ligationsansatzes wurden in E. coli JIM101 oder XL1-
Blue transformiert (V.2.2.7), entsprechend gewachsene Klone zur Amplifikation von Plasmid-DNA
kultiviert und die Plasmid-DNA prépariert (V.2.2.9). Zur Kontrolle der korrekten Insertion des
gewunschten DNA-Fragmentes in den Vektor wurde ein geeigneter Restriktionsverdau (V.2.2.2) sowie

eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt (VV.2.2.4).

V.2.2.4. Agarosegelelektrophorese

Um ein Gemisch von Nukleinséuren nach der GroRe seiner einzelnen Bestandteile aufzutrennen und zu
analysieren, wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Das Grundprinzip ist hierbei das
gleiche wie bei der SDS-PAGE (V.2.1.1). In einem elektrischen Feld wird ein Analyt aufgrund seiner
vorhandenen Nettoladung in eine bestimmte Richtung bewegt. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird
dabei durch eine Gelmatrix bestimmt, in diesem Fall aus erstarrter Agarose, durch die er sich bewegen
muss. Da das Phosphatriickgrat von Nukleinséuren eine negative Ladung trégt, liegen DNA- und RNA-
Molekiile unter elektrophoretischen Bedingungen als Poly-Anionen vor. Deswegen wandern diese unter
solchen Bedingungen zur positiven Elektrode (Anode). Da die negative Ladung proportional zur GréRe
der Molekiile ist, bestimmt vor allem die Porengrole des Gels, welche von der verwendeten
Agarosekonzentration abhangt, die Mobilitat der Nukleinsduremolekiile. Demnach konnen Kleinere
Molekiile das Gel schneller passieren als groflere. Neben der Anzahl an Basenpaare, spielt auch die

Konformation der Molekiile eine wichtige Rolle, da lineare DNA weniger mit der Gelmatrix kollidiert
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als zirkulare DNA. Zur Auftrennung von PCR-Produkten (V.2.2.1) und geschnittener Plasmid-DNA
(V.2.2.2) wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet. Hierfur wurden 1,2 g Agarose in 120 ml TAE-Puffer
durch Aufkochen geldst und nach Abkihlen auf etwa 60 °C mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt.
Diese Substanz interkaliert zwischen die Basen der DNA-Doppelhelix und dient spéater der
Sichtbarmachung der DNA-Banden im Agarosegel, da sie nach Anregung mit UV-Licht orangerotes
Licht im Bereich von 590 nm emittiert. Die vorbereitete Agaroselésung wurde anschlieBend in eine
zuvor entsprechend abgedichtete horizontale Gelkammer gegossen und mit einem speziellen Kamm zur
Aussparung der Probentaschen versehen. Nach dem Aushérten wurde der Probenkamm entfernt, das Gel
in eine Elektrophoresekammer eingesetzt und diese mit TAE-Puffer aufgefllt. Aufzutrennende DNA-
Proben wurden zur Markierung der Lauffront und zur Erh6hung der Viskositat im Verhéltnis 1:6 mit
6 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die Aussparungen des Agarosegels pipettiert. Fur die
nachfolgende GrolRenbestimmung der Nukleinsduren wurde zudem als DNA-Langenstandard der
Marker ,,0’GeneRuler 1 kb DNA Ladder der Firma Fermentas mit aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde fur ca.1-2h mit einer Stromstdrke von 200 mA durchgefuhrt. Zur Dokumentation der
Fluoreszenzemission der aufgetrennten DNA-Ethidiumbromid-Komplexe wurde der ,,iImage Master®
VDS verwendet.

DNA-Probenpuffer (6x) TAE-Puffer

Bromphenolblau 0,25 % (w/v) Tris 40 mM
Xylencyanol 0,25 % (w/v) EDTA 1mM
Saccharose 40,0 % (w/v) Essigsdure, pH 8 20 mM

V.2.2.5. DNA-Extraktion aus Agarosegelen und DNA-Fallung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung eines préaparativen DNA-Restriktionsansatzes (V.2.2.2)
mittels Agarosegel (V.2.2.4) wurde die DNA wieder aus der Matrix extrahiert. Zu diesem Zweck wurde
das ,,Perfectprep® Gel Cleanup* (Eppendorf) verwendet.

Das Agarosegel wurde nach der Elektrophorese und der Dokumentation auf einen zuvor mit Ethanol
gereinigten UV-Tisch aufgelegt und die unter dem UV-Licht sichtbare, gewlinschte DNA-Bande mittels
eines Skalpells ausgeschnitten. Das Gelblockchen wurde in einen Filtereinsatz gelegt, welcher
seinerseits in ein 2 ml ,,SpinX*“-Reaktionsgefall eingesetzt wurde. Durch Zentrifugation fiir 15 min bei
14.000 rpm wurde die Agarose von der in Puffer gelosten DNA getrennt. Der Filtereinsatz wurde
anschliefend verworfen und das Filtrat mit 1/10 Teilen 3 M NaAc (pH 5,2) versetzt. Hierzu wurde
wiederum 96 % Ethanol (2,5-faches Filtratvolumen) hinzugegeben und die DNA fiir 30 min oder Uber
Nacht bei -80 °C gefallt. Der Ansatz wurde daraufhin fur 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Nach einem Waschschritt mit 500 ul 70 %-igem Ethanol wurde der Ansatz ein letztes Mal fir 5 min bei
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14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und die DNA anschlielend getrocknet. Das Pellet wurde in 50 ul TE-
Puffer geltst und bei -20 °C aufbewahrt.

TE-Puffer
Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA 1mM

V.2.2.6. Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Als Transformationskompetenz wird die Fahigkeit von Bakterien bezeichnet exogene DNA
aufzunehmen. Um die unter Punkt V.1.8 genannten E. coli-Stamme artifiziell kompetent zu machen,
wurden diese entsprechend einer abgewandelten Prozedur nach Hanahan und Meselson vorbehandelt
(Hanahan und Meselson, 1983). E. coli-Zellen wurden hierfur auf einer LB-Agarplatte mittels
Verdinnungsausstrich ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank Kkultiviert. Eine
Einzelkolonie dieser Platte wurde zum Inokulieren von 2 ml LB-Medium verwendet (Reagenzglas),
welches ebenfalls tber Nacht bei 37°C auf einem Drehrad inkubiert wurde. Anschlielend wurden
200 ml LB-Medium mit dieser Vorkultur angeimpft und diese bis zu einer ODggo Von 0,5-0,7 in einem
Rotationsinkubator bei 250 rpm und 37 °C kultiviert. Die Zellsuspension wurde in einen vorgekihlten
Zentrifugenbecher Uberfiihrt, 10 min auf Eis gekihlt und danach 10 min bei 5.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert (J2 MC-Zentrifuge mit JA-10-Rotor, Beckmann). Der Uberstand wurde verworfen und das
E. coli-Pellet in 80 ml vorgekihlten Puffer 1 vorsichtig resuspendiert. Nachdem diese Suspension
nochmals 10 min auf Eis inkubiert wurde erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 10 min bei
5.000 rpm und 4 °C. Danach wurde das Pellet in 8 ml Puffer 2 aufgenommen und die Zellsuspension zu
je 100 ul aliquotiert. Diese Aliquots wurden umgehend in flussigem Stickstoff schockgefroren und

anschlielend bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Puffer 1 Puffer 2

KaAc 30 mM MOPS (freie Sdure) 10 mM
RbCl 100 mM RbClI 10 mM
CaCl, 10 mM CaCl, 75 mM
MnCl, 50 mM Glycerin 15 % (viv)
Glycerin 15 % (viv) oH 6,5 mit KOH

pH 5,8 mit CH;COOH

Beide Puffer wurden nach dem Ansetzen sterilfiltriert.
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V.2.2.7. Transformation von E.coli Zellen mit Plasmid-DNA

Transformation bezeichnet die genetische Verdnderung eines einzelligen Organismus durch
horizontalen Gentransfer. Da gram-negative Bakterien wie E. coli auf natlrliche Weise keine DNA
aufnehmen konnen, mussen diese Zellen zuvor transformationskompetent gemacht (V.2.2.6) und die
DNA mittels Hitzeschock eingebracht werden (Cohen et al., 1973; Inoue et al., 1990). Fur eine
Transformation wurden auf 100 pl Suspension kompetenter E. coli Zellen (DH50, JM101) ca. 100 ng
Plasmid-DNA bzw. 5-10 pl Ligationsansatz (V.2.2.3) pipettiert und der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock fir 90 s bei 42 °C (Wasserbad) wurden Zellen direkt wieder auf Eis gekihilt.
Danach wurde 1ml vorgewdrmtes LB-Medium hinzugegeben und die Zellen 1h bei 37°C im
Rotationsschittler inkubiert, wodurch alle erfolgreich transfizierten E. coli Zellen ausreichend Zeit
hatten, die auf dem Plasmid kodierte Antibiotikaresistenz auszubilden. Die Zellen wurden daraufhin
kurz zentrifugiert und 750 pl des Uberstandes verworfen. Die restlichen Zellen wurden im Ubrigen
Volumen LB-Medium suspendiert und mittels Drigalskispatel und Drehtisch auf Antibiotika-haltige
LB-Agarplatten (V.2.2.8) ausgestrichen. Die Petrischalen wurden tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Die Transformation der XL1-Blue E. coli-Zellen (Agilent Technologies) wurde entsprechend
nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

V.2.2.8. Kultivierung von Bakterien

E. coli Zellen wurden zur Kultivierung in LB-Medium bei 37 °C und 220 rpm im Rotationsinkubator
oder auf LB-Agarplatten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Selektion von Zellen, die erfolgreich
mit einem Plasmid transformiert wurden, welches ein Resistenzgen besitzt, wurde dem Medium

Antibiotika (Ampicillin oder Kanamycin, 100 mg/ml) in einer Verdinnung von 1:1.000 hingegeben.

LB-Medium LB-Agarplatten
LB-Medium 25¢ LB-Agar 35¢
ad 1 | HyOpigest ad 1 | HyOpigest.

Das Medium und der Agar wurden nach dem Ansetzen autoklaviert. Der LB-Agar wurde in sterile
10 cm Petrischalen gegossen und erstarren gelassen. Optional wurde dem LB-Agar nach dem Abkihlen

auf etwa 50 °C 1 ml einer Ampicillin- oder Kanamycin-L&sung (100 mg/ml) zugefigt.

V.2.2.9. Plasmid-DNA-Praparation aus Bakterien mittels Midi- und Mega-Kit

Die Préparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde entweder mit dem Midi-Kit , Jetstar”
(Genomed) oder Maxi-Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Beide Varianten beruhen dabei auf einer optimierten

Form der alkalischen Zelllyse nach Birnboim und Doly (Birnboim, 1983; Birnboim und Doly, 1979).
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Ein entscheidender Unterschied zur konventionellen Variante ist die nachfolgende Reinigung der DNA
mittels einer Silikamembran, die nach dem Anionenaustauschprinzip funktioniert. Die mit einem
gewunschten Plasmid transformierten E. coli DH5a-Zellen (V.2.2.7) wurden, statt auf eine LB-
Agarplatte, direkt in einen Erlenmeyerkolben in groRere Volumina LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum inokuliert (150 ml bei einer Midi- und 500 ml bei einer Mega-Praparation). Nach
Kultivierung der Bakterien bei 37 °C und 220 rpm uber Nacht wurden diese auf mehrere 50 ml
Zentrifugenréhrchen verteilt und fiir 5 min bei 3750 rpm (GS-6KR Zentrifuge) pelletiert. Die jeweilige
Durchfuhrung der Plasmid-Préparationen erfolgte nach den Angaben der Hersteller. Im Anschluss
wurde die Konzentration der in TE-Puffer (V.2.2.5) geldsten Plasmid-DNA photometrisch bestimmt
(V.2.2.10).

V.2.2.10. Bestimmung von Reinheit und Konzentration isolierter DNA

Vergleichbar zur photometrischen Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen (V.2.1.8.1) wurde
auch die Bestimmung der Konzentration von DNA-Praparationen mit Hilfe des NanoDrop®ND-1000
UV/Vis-Spektralphotometer (Peqlab) durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Messung der optischen Dichte
zum einen bei einer Wellenldnge (L) von 260 nm (ODg), was dem Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren entspricht und zum anderen bei OD,g, dem Absorptionsmaximum von aromatischen
Aminosauren und demnach von Proteinen. Die Bestimmung der OD,g, gibt zusatzlich zur eigentlichen
DNA-Konzentration eine Aussage dariiber, wie rein die Prdparation ist und ob keine groferen
Proteinkontaminationen enthalten sind. Typischerweise wird hierfir das Verhéltnis ODy5,/OD2go
angegeben, was direkt von der zugehorigen Software berechnet wird. Liegt der Wert unterhalb von
ca. 1,8, deutet dies auf Proteinverunreinigungen hin. Umgekehrt kann die Probe auch mit RNA
kontaminiert sein, was sich in zu hohen Ratio-Werten niederschlagt, das heif3t oberhalb von 1,9. Dies
liegt an der Tatsache, dass RNA Uracil anstelle von Thymin als Nukleinbase besitzt, welche eine
wesentlich hthere Absorption bei 260 nm aufweist und somit die Ratio 260/280 fir RNA gegenlber der
fur DNA erhoht.

V.2.3. In vitro Proteinsynthese und Transportstudien

Die in vitro Proteinsynthese ist eine Methode, die eine einfache wie auch effiziente Plattform fiir eine
Reihe biochemischer Fragestellungen bietet, wie beispielsweise die Messung von Enzymaktivitaten,
Proteinfaltungsstudien oder wie in dieser Arbeit, der Transport présekretorischer Proteine (V.2.3.3) in
das ER. Der Vorteil gegeniiber dem zellul&ren System ist die Unabhangigkeit von Antikdrpern zum
spezifischen Proteinnachweis, denn durch die gezielte Zugabe einer ausgewahlten mRNA-Spezies und
die Verwendung radioaktiv markierter Aminosauren ([*°S]-Methionin) kann in einem definierten

Translationssystem jedes beliebige Protein von Interesse synthetisiert und mit hoher Sensitivitét
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nachgewiesen werden (V.2.1.6). Da kein Zellwachstum erforderlich ist bietet die Methode dartber
hinaus eine duRerst schnelle Durchfiihrbarkeit und zuletzt eine einfache Manipulierbarkeit, da das
Translationssystem (z.B. Retikulozytenlysat), welches als zytosolische Fraktion dient, problemlos durch
beliebige zellulare Komponenten (z.B. Enzyme) oder andere Substanzen (z.B. Inhibitoren) ergénzt

werden kann.

V.2.3.1. In vitro Transkription

Die in vitro Transkription von mRNA wurde mit Hilfe der in Tabelle 5 aufgelisteten Plasmide bzw.
PCR-Produkte durchgefiihrt, welche die jeweilige Sequenz der zu synthetisierenden Vorlauferproteine
in Form von cDNA Kkodieren. Diese DNA-Sequenz befindet sich unter der Kontrolle eines in
5'-Richtung lokalisierten bakteriellen T7- oder SP6-Promotors, an welche die korrespondierenden DNA-
Polymerasen binden kénnen, um eine entsprechende mRNA (Transkript) generieren zu kénnen (Krieg
und Melton, 1984; van der Werf et al., 1986). Um die Effizienz der in vitro Transkription zu erhdhen
wurde in manchen Féllen linearisierte Plasmid-DNA verwendet. Diese Linearisierung wurde durch
Spaltung mit Hilfe einer geeigneten Restriktionsendonuklease durchgefihrt (Tabelle 5). In gesonderten
Fallen wurde solch eine Spaltung innerhalb der kodierenden Region der entsprechenden DNA durch-
gefihrt, was in der folgenden in vitro Translation zu einer trunkierten, im Ribosom arretierten Poly-

peptidkette fihrt (pplgs).

Ein in vitro Transkriptionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Pramix A 30 ul
Plasmid-DNA (1 pg/ul) 1pl
bzw. PCR-Produkt 12 pl
m’GpppG-Lésung 2,5l
RNasin (40 U/ul) 1,5 u
RNA-Polymerase (20 U/ul) 1w
ad HyOpigest. 50 pl

Der Transkriptionsansatz wurde anschlielend im vorgeheizten Wasserbad bei 40 °C fiir 3 h inkubiert
und bis zur weiteren Verwendung in flussigem Stickstoff eingefroren sowie bei
-80 °C gelagert. Bei Bedarf wurde das Transkript auf Eis aufgetaut, das gewiinschte Volumen

entnommen und umgehend wieder, wie oben beschrieben, aufbewahrt.
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Pramix A m’GpppG-Lésung:

DTT 8,3mM 5U m’GpppG

BSA 167 mg/ml in 300 pl 10 mM HEPES/ KOH, pH 7,9
GTP 0,17 mM

ATP, CTP, UTP 0,83 mM

Spermidin-Ldsung 10 % (viv)

Spermidin-Ldsung

Spermidin 20 mM
HEPES/KOH pH 7,4 400 mM
MgAc; 60 mM

V.2.3.2. In vitro Translation

Fur eine zellfreie Translation wird meist ein Lysat aus Kaninchen-Retikulozyten, Weizenkeimen oder
E. coli-Zellen verwendet. Diese Extrakte enthalten alle makromolekularen Komponenten, die fur eine
Translation von mRNA erforderlich sind (Ribosomen, tRNA, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sowie
Initiations-, Elongations- und Terminationsfaktoren, etc.). Ergénzt wird das Ganze durch zusatzliche
Aminoséuren, energieliefernde Nukleotide (ATP, GTP) sowie weitere Co-Faktoren (z.B. Mg, Ca®").
Es gibt zwei Varianten eine in vitro Synthese von Proteinen durchzufiihren, entweder ausgehend von
isolierter bzw. in vitro synthetisierter mMRNA (V.2.3.1) oder mit DNA als Ausgangsmaterial in einem
gekoppelten in vitro Trankriptions-/Translationssystem. In dieser Arbeit wurde jedoch ausschlief3lich
mit getrennten Systemen gearbeitet. Fur alle durchgefiihrten in vitro Synthesen wurde das Kaninchen-
Retikulozytenlysat verwendet, da es sich besonders gut zur effizienten Translation exogener,
eukaryotischer mRNA eignet. Retikulozyten, die Vorldufer von Erythrozyten, haben bereits ihren
Nukleus, und somit ihre DNA, und zum Teil auch andere Zellorganellen verloren, enthalten aber eine
voll funktionstiichtige Proteinsynthesemaschinerie. Jedoch besitzen sie auch endogene MRNA
(insbesondere kodierend fir Globin), die jedoch nach der Zelllyse durch die Ca**-abhangige
S1-Nuklease abgebaut werden kann. Die Nuklease kann anschlieRend durch Chelatierung von Ca**
mittels EGTA wieder inaktiviert werden. Ein in dieser Form vorbehandeltes Retikulozytenlysat-
basierendes invitro Translationssystem der Firma Promega (,,Rabbit Reticulocyte Lysate System
Nuclease Treated”) wurde zur Synthese prasekretorischer Proteine verwendet. Um die Vorlaufer
radioaktiv zu markieren wurde dem Translationsmix [*S]-Methionin (1.000 Ci/mmol) anstelle der
nicht-radioaktiven Aminosdure beigefiigt. Fir einen cotranslationalen in vitro Transport von Proteinen

(V.2.3.3.1) wurden RM oder semi-permeabilisierte HelLa-Zellen (SPZ) anstelle der entsprechenden
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Volumina H,Opigest. hinzugegeben. Sollte weiterhin der Einfluss inhibitorischer Substanzen auf den
Proteintransport getestet werden, wurde zusétzlich ein weiterer Anteil H,Opigest. durch das gewiinschte
Volumen ersetzt.

Ein in vitro Translationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Retikulozytenlysat 12,5 ul
AS-Mix ohne Methionin 0,5 ul
RNasin (40 U/ul) 0,5 ul
mMRNA 1l
[**S]-Methionin (1.000 Ci/mmol) 1ul
ad H,Opjigest. 25 ul

Aufgrund einer geringeren Transkriptionseffizienz wurden im Fall von ppcecA 3 pl mMRNA eingesetzt.

Alle Komponenten wurden auf Eis zusammenpipettiert und sorgféltig gemischt. In Abwesenheit von
ER-Membranen sowie unter cotranslationalen ER-Transportbedingungen (V.2.3.3.1) wurde ein Ansatz
60 min bei 30 °C inkubiert. Fur einen posttranslationalen ER-Transport (V.2.3.3.2) erfolgte die
Proteinsynthese lediglich fir 15 min (ohne Membranfraktionen) und wurde anschlieRend abgestoppt.
Die synthetisierten, radioaktiv markierten Proteine wurden nachfolgend mittels SDS-PAGE (V.2.1.1)
aufgetrennt und autoradiographisch (V.2.1.6) detektiert.

V.2.3.3. Invitro Transport von Vorlauferproteinen in raue Hundepankreasmikro-

somen (RM) und semi-permeabilisierte Sdugetierzellen (SPZ)

Wie bereits unter Punkt V.2.3.2 erwéhnt, wurden den in vitro Translationsansdtzen zum Zweck von
Transportstudien wahrend der Proteinsynthese (cotranslational) oder hinterher (posttranslational)
entweder Praparationen von rauen Hundepankreasmikrosomen oder semi-permeabilisierte HeLa-Zellen
hinzuftigt, die zur Vereinfachung in der Folge stets mit dem Uberbegriff ER-Membranen bezeichnet

werden.

V.2.3.3.1. Cotranslationaler Transport in vitro synthetisierter Proteine

Da der cotranslationale Proteintransport simultan zur Proteinbiogenese am Ribosom erfolgt, und somit
der RNC-Komplex (Ribosom-naszierende-Kette-Komplex) im Laufe der Synthese an den fir den ER-
Import essentiellen ER-Membran-standigen Sec61-Komplex bindet, wurden die ER-Membranen, um

diesen Vorgang unter zellfreien Bedingungen zu imitieren, direkt in den invitro Translationsansatz
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(V.2.3.2) hinzugegeben (Zimmermann et al., 2011). Hierzu wurde die entsprechende Menge HyOuigest.
durch das erforderliche Volumen RM (6 % v/v) oder SPZ (32 % v/v) ersetzt. Kontrollansatze wurden
mit gleichen Volumina der jeweiligen Suspendierungs-Puffer fir die ER-Membranen (Mikrosomen-
verdinnungspuffer (MVP) bei RM oder KHM-Puffer (V.2.4.5) bei SPZ) angesetzt. Die Ansdtze wurden
wie unter Punkt V.2.3.2 beschrieben 60 min bei 30 °C inkubiert und falls erforderlich einer
Sequestrierung unterzogen (V.2.3.3.3). Die Proben wurden schlieflich mit Lammli-Probenpuffer
versetzt, bei 56 °C erhitzt und mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) und ,,phosphorimaging“ (V.2.1.6)
analysiert.

MVP

HEPES/KOH, pH 7,5 20 mM
Saccharose 200 mM
KCI 50 mM
MgCl, 2mM

V.2.3.3.2. Posttranslationaler Transport in vitro synthetisierter Proteine

Der posttranslationale Proteintransport bedarf einer gewissen Abwandlung des oben beschriebenen
Protokolls. Da sichergestellt werden musste, dass der Transport tatsachlich nach erfolgter
Proteinsynthese stattfindet, wurde die in vitro Synthese entsprechender VVorlaufer zuerst in Abwesenheit
von ER-Membranen durchgefiihrt. Nachdem ein solcher Ansatz fiir 15 min bei 30 °C inkubiert wurde,
erfolgte die Zugabe von 80 ng/ul RNase A, um die das prasekretorische Protein kodierende mRNA zu
degradieren, sowie von 0,1 pg/ul Cycloheximid, welches den Elongationsschritt der Proteinsynthese
inhibiert (Cho et al., 2005; Ennis und Lubin, 1964). Nach Inkubation fiir weitere 5 min bei 30 °C
wurden entweder 6 % (v/v) Hundepankreasmikrosomen (RM) oder 32 % (v/v) semi-permeabilisierte
Zellen (SPZ) hinzupipettiert, wobei in diesem Fall die Berechnung der Volumina ohne anfanglichen
Abzug des entsprechenden Volumens H,Opiqes:. €rfolgte. Stattdessen wurde der Proteinsyntheseansatz als
100 % abziiglich des Membranvolumens (%) angesehen und somit das nachtraglich errechnete Volumen
RM oder SPZ beigefligt. Fir die posttranslationale Insertion von C-terminal verankerten
Membranproteinen (Cytochrom b5 und Synaptobrevin 2) wurden im Gegensatz zum Ublichen
Syntheseansatz nur 16 % SPZ verwendet, da oberhalb dieser Konzentration eine Séttigung mit ER-
Membranen eintritt und somit keine deutliche Steigerung der Insertion mehr detektierbar ist (Lang,
2012). Entsprechend mit ER-Membranen versetzte Transportansatze wurden fir weitere 30 min bei
30 °C inkubiert.

Fur invitro Experimente mit der trunkierten Variante pplgs wurde eine modifizierte Prozedur
durchgefuhrt. Da die mRNA-Sequenz dieses Vorlaufers durch die vorangegangene enzymatische

Spaltung des Plasmids kein Stopcodon enthélt, wird dieses Polypeptid wahrend seiner Synthese im
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Ribosom arretiert. Aufgrund seines eigentlich cotranslationalen Transportmodus assoziiert es auch nach
dieser Arretierung in Anwesenheit von rauem ER mit der Translokationspore des Sec61-Komplexes.
Das resultierende Translokationsintermediat kann mit Hilfe einer chemischen Quervernetzung
nachgewiesen werden (Connolly und Gilmore, 1986; Zimmermann et al., 1991). Diese Form der
invitro Translokation bietet zudem die Mdoglichkeit ein eigentlich cotranslational transportiertes
Substrat unter posttranslationalen Bedingungen zu testen, falls die Zugabe bestimmter Substanzen wie
Ca” (Aktivierung der S1 Nuklease) oder Stoffe, welche die Proteinsynthese hemmen, wahrend der
Translation nicht mdglich ist. Entsprechende Ansédtze wurden nach 20 min Translation auf Eis
abgestoppt, mit 6 % (v/v) RM versetzt, weitere 30 min bei 30°C inkubiert und anschlielend fir 20 min
bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die pelletierte Membranfraktion wurde in 12 pl Quer-
vernetzungspuffer resuspendiert, in zwei separate Aliquots zu 6 pl aufgeteilt und fiir weitere 20 min bei
30 °C in An- oder Abwesenheit von Puromycin-Losung (Puromycin-Endkonzentration: 1,25 mM)
inkubiert, welche die Freisetzung des Intermediates vom Ribosom bewirkt (Puhka et al., 2007).
AnschlieBend wurde allen Ansétzen 335 mM SMCC (Pierce) hinzugegeben und weitere 30 min bei 0 °C
inkubiert.

Sollte der Einfluss inhibitorischer Substanzen auf den posttranslationalen Proteintransport getestet
werden, wurde das gewunschte Volumen (1,1 pl) zusammen mit den ER-Membranen zum Ansatz
hinzupipettiert und die Konzentration aller hinzugegebenen Komponenten (einschlieflich Membran-
fraktionen) bezogen auf das Endvolumen des Transportansatzes berechnet. Folgte im Anschluss keine
Sequestrierung (V.2.3.3.3), wurden die Proben mit L&mmli-Probenpuffer versetzt, bei 56 °C erhitzt und
mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) und ,,phosphorimaging* (V.2.1.6) analysiert.

Puromycin-L&sung Quervernetzungspuffer

Puromycin/HCI 12,5 mM Saccharose 200 mM

Tris/HCI, pH 7,0 20 mM KOAc 50 mM

GTP 12,5 mM MgOAc 5SmM

in HaObigest Triethanolamin/HCI 50 mM
pH 7.4

V.2.3.3.3. Proteaseresistenz und Sequestrierung

Ein erster Hinweis, dass der in vitro Import prasekretorischer Proteine in das ER-Lumen erfolgreich
war, ist das Vorhandensein posttranslationaler Modifikation (z.B. Signalsequenzabspaltung oder
N-Glykosylierung). Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und ,,phosphorimaging“ der Transport-
ansatze lassen sich derartige Verénderungen eindeutig identifizieren, da sich ein gewisser Anteil des
radioaktiv markierten Proteins aufgrund eines verdnderten Molekulargewichtes in Form einer Bande

ober- oder unterhalb des Vorlauferproteins befindet. Dennoch ist die Tatsache, dass ein Protein
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modifiziert wurde kein Bewies flir einen Transport des selbigen lber die ER-Membran. Daher wird sich
zur weiteren Verifizierung der sogenannten Sequestrierung bedient. Ein Teil der Proben wird hierzu mit
Proteinase K inkubiert und anschliefend mit dem unbehandelten Ansatz verglichen. Wurde das Protein
tatsachlich in ein schiitzendes, fur die Protease unzugéngliches membranumgebenes Kompartiment
transportiert, dann sollte der modifizierte Anteil dieses Proteins resistent gegenuber proteolytischer
Degradation sein (im Falle eines Transmembranproteins eine partielle Resistenz). Um ein falsch
positives Ergebnis auszuschlieBen wird in einem zusétzlichen Ansatz Proteinase K in Kombination mit
Triton X-100 hinzugefigt. Durch die Membran-solubilisierende Wirkung des nicht-ionischen Detergenz
geht der Schutz gegenuber einer Spaltung wieder verloren und somit werden, falls das getestete Protein
keine intrinsische Resistenz aufweist, alle Peptide degradiert.

Zur Durchfiihrung einer Sequestrierung wurde ein in vitro Transportansatz (co- oder posttranslational)
nach erfolgter Inkubation auf Eis abgestoppt und auf drei gleiche Volumina aufgeteilt. Diese wurden
wiederum 1:2 entweder mit Saccharose-, mit Proteinase K- oder mit Proteinase K/TX-LOsung versetzt
und sorgféltig gemischt. Nach Inkubation fur 60 min auf Eis wurde 20 % (v/v) 100 mM PMSF (1 M in
Ethanol) hinzugegeben und flr weitere 5 min bei 0 °C inkubiert, um die Protease zu inhibieren. Die
Ansdtze wurden daraufhin mit Lammli-Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95°C erhitzt.
AnschlieBend wurden diese elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch analysiert (V.2.1.1;
V.2.1.6). In Abbildung 10 ist exemplarisch die in vitro Synthese (in MVP) bzw. der cotranslationale
Transport (6 % RM) sowie die Sequestrierung des Prépro-a-Faktors (ppaF) in RM dargestellt. In
Gegenwart von ER-Membranen erscheinen zwei prominente Banden (gekennzeichnet mit paF und
gpaF), welche im Gegensatz zum Vorlaufer (ppaF) auch durch Proteinase K-Behandlung nicht
verschwinden. Dabei handelt es sich unterhalb des Vorldufers um die durch die Signalpeptidase
gespaltene und oberhalb um die zusétzlich N-glykosylierte Form. Zudem werden in Gegenwart von
Detergenz (P + TX) alle Proteinfragmente degradiert. Die Triton X-100-Kontrolle wurde nur zur
Etablierung eines Transportsubstrates verwendet und fand in den anschlielenden Experimenten keine
Anwendung mehr.

Im Fall von ppcecA musste eine von der zuvor beschriebenen Prozedur abweichende Behandlung
durchgefuihrt werden. Da die alleinige Verwendung von Proteinase K ein proteaseresistentes Fragment
generiert, welches der GrolRe der prozessierten Form pcecA entspricht, war die Zugabe einer weiteren
Protease (Trypsin) erforderlich. Diese Erweiterung des Spektrums an Schnittstellen bedurfte jedoch
auch einer verstarkten Hemmung der proteolytischen Aktivitdt nach der Sequestrierung. Daher wurde
zusatzlich zum verwendeten PMSF der Protease-Inhibitor PLAC, in einer 1:1.000-Verdlnnung,
(V.2.4.4) hinzugegeben.
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MVP 6 % RM
S P T S P T
— e <—gpaF
— * <—ppaF
Pe—— «— pO(F

Abbildung 10: In vitro Synthese und Transport (cotranslational) von ppaF (Prapro-o-Faktor) in RM (6 %) mit

anschlieBender Sequestrierung.

(g = glykosyliert;

MVP = Mikrosomenverdinnungspuffer;

S = Saccharose-

Ldsung; P = Proteinase K-Losung; T = Proteinase K/TX-L&sung). Bei poF handelt es sich um das in die ER-
Vesikel importierte und durch die Signalpeptidase gespaltene ppaF. gpaF wurde dartiber hinaus N-glykosyliert.

Sequestrierldsungen:

Saccharose-L6sung

Saccharose

in HyOpigest.

Proteinase K/TX-Ldsung

Saccharose
Proteinase K
Triton X-100

in HyOpigest.

Sequestrierldsungen flir ppcecA:

Proteinase K/Trypsin-Ldsung

Saccharose
Proteinase K
Trypsin

in H2Opigest.

162,5 mM

162,5 mM
340 pg/ml
0,2 % (w/v)

162,5 mM
100 pg/ml
100 pg/ml

Proteinase K-L&sung

Saccharose
Proteinase K

in HyOigest.

Proteinase K/Trypsin/TX-Ldsung

Saccharose
Proteinase K
Trypsin
Triton X-100

i H2Opigest.

162,5 mM
340 pg/ml

162,5 mM
100 pg/ml
100 pg/ml

0,2 % (w/iv)
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V.2.4. Zellkulturtechniken

Werden Zellen aus einem Gewebe isoliert, kdnnen diese unter geeigneten Bedingungen und bei
Versorgung mit entsprechenden Nahrstoffen weiterwachsen. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts gab es
erste Ansétze, in denen Sdugetierzellen in einer physiologischen Lésung mehrere Tage vom Organismus
getrennt am Leben erhalten wurden (Wilhelm Roux). Diese Prozedur, die mittlerweile ein Standard-
verfahren in vielen Labors darstellt und allgemein als Zellkultur bezeichnet wird, wurde in den
darauffolgenden Jahrzenten immer weiter entwickelt. Dabei muss zwischen priméren, also unmittelbar
aus einem Gewebe entnommen Zellen und kontinuierlichen Zelllinien unterschieden werden. Denn um
1951 wurden mit der Cervixkarzinomzelllinie HelLa erstmals immortalisierte Zellen etabliert. Primére
Zellen &hneln zwar in ihren Eigenschaften starker dem natirlichen Zustand, haben jedoch nur eine
begrenzte Lebensdauer. Kontinuierliche Zelllinien hingegen, welche sich meist durch wachstums-
beglnstigende Mutationen aus einer kleinen Population der primaren Zellen nach vielfacher Sub-
kultivierung heraus entwickeln kénnen, sind jedoch in der Lage praktisch unendlich lang zu leben und
sind meist leicht zu kultivieren. Nachteilig ist jedoch die Tatsache, dass diese Zellen meist im Zuge der
Immortalisierung verschiedene genetische Transformationen erfahren haben, weswegen sie sich oft von
den Ausgangszellen in ihrer Morphologie, der chromosomalen Zusammensetzung, ihrem Wachstums-
verhalten und weiteren Eigenschaften unterscheiden (Cieciura et al., 1956; Earle et al., 1954; Puck et
al., 1956). Da Kulturzellen allgemein unter sehr definierten Bedingungen wachsen und einfach zu
manipulieren sind (genetisch oder pharmakologisch), bietet dieses System neben einer hohen
Reproduzierbarkeit etliche Mdglichkeiten zur Erforschung physiologischer und biochemischer Prozesse
auf zelluldrer Ebene, welche im kompletten Organismus nicht oder zumindest schwer durchfuhrbar
waren. So lassen sich beispielsweise auch neue Wirkstoffe fiir die Krebstherapie entwickeln oder erste

Hinweise auf die Pathogenitat von Erregern gewinnen.

V.2.4.1. Kultivierung von Saugetierzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit der adhérenten Zelllinie HeLa bzw. HelLa-CES2
gearbeitet (V.1.7). Diese Zellen wurden der Stammsammlung des Institutes flir Medizinische Biochemie
und Molekularbiologie der Universitdt des Saarlandes enthommen und in DMEM (,,Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium®) mit GlutaMAX™ (L-Alanyl-L-Glutamin) kultiviert. Dem Medium wurde
daruiber hinaus 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) beigefigt. Die Inkubation erfolgte bei
37°C, 5% CO, und 95 % relativer Luftfeuchte in 75 cm? Zellkulturflaschen. Um ein zu dichtes
Wachstum der Zellen in der Kulturflasche zu verhindern und dadurch einen Nahrstoffmangel zu
vermeiden, wurden die HelLa-Zellen etwa alle zwei bis drei Tage, bei Erreichen einer Konfluenz von
etwa 70-90 % ausgedinnt (subkultiviert). Hierfiir wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen
mit 5-10 ml PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA (PBS mit 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA)

fiir ca. 5 min im Brutschrank inkubiert. Wahrend Trypsin zur Plastikoberflache gebundene Adhasions-
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proteine spaltet bewirkt EDTA als Chelator die Komplexierung von Ca*" und begiinstigt damit ebenfalls
die Ablosung von Zellen, da die Struktur von bestimmten Oberflachenadh&sionsproteinen, wie den
Cadherinen, ohne Ca®* instabil wird und sie dadurch empfanglicher fiir einen proteolytischen Abbau
werden. Nach Ablésen der Zellen wurde die Zellkulturflasche mit 8 ml Medium (auf insgesamt 10 ml)
aufgefullt und 1/5 des Volumens der Zellsuspension in der Flasche belassen. Diese Suspension wurde
anschlielend wieder mit ca. 15 ml Medium befullt und die Zellen weiterkultiviert.

Zur Langzeitkonservierung von Zellen wurden Kryokulturen (in flussigem Stickstoff) angefertigt.
Hierzu wurden die Zellen fir 3 min bei 2.000 rpm (GS-6KR Zentrifuge) in einem 15 ml Rohrchen
zentrifugiert, in Kulturmedium (ohne FCS und P/S) gewaschen und dann in DMEM mit 10 % DMSO
sowie 20 % FCS zu je 1,5 ml Aliquots mit 2,5 x 10° Zellen in vorgekiihlte Kryoréhrchen pipettiert. Die
Zellsuspension wurde vorsichtig durch Bedampfung mit evaporierendem Stickstoff eingefroren und
anschlieend in flissigen Stickstoff gelagert. Um entsprechende Zellen wieder in Kultur zu nehmen
wurden diese rasch aufgetaut, in 37 °C vorgewarmtes Kulturmedium aufgenommen und 3 min bei
2.000 rpm zentrifugiert, um restliches DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden anschlielend in frisches
Kulturmedium aufgenommen und in einer 75 cm? Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert. Vor
einem Experiment wurden die Zellen nochmals 1:2 in zwei Zellkulturflaschen subkultiviert, damit sich
die Zellen zwecks einer verbesserten Vergleichbarkeit, stets in der exponentiellen Wachstumsphase

befanden.

V.2.4.2. Herstellung von dialysiertem fetalen Kalberserum

Fetales Kélberserum (FCS) wird als einer der Hauptbestandteile von Nahrmedien hinzugesetzt. Es
enthalt neben einer Vielzahl anderer Proteine verschiedene Wachstumsfaktoren, die fir das Kultivieren
von Zellen erforderlich sind (Tozer und Pirt, 1964). Zudem beinhaltet es auch freie Aminoséauren, die
jedoch den effizienten Einbau modifizierter Aminosauren (V.2.1.11) wahrend der Biosynthese eines
Proteins stéren kénnen. Durch eine Dialyse kénnen solche Aminosauren aus dem FCS entfernt werden.
Ein Dialyseschlauch mit einem Ausschlussvermdgen von 10 kDa wurde zunéchst in einer Losung mit
2 % Natriumbicarbonat und 1 mM EDTA ausgekocht und dann (ber Nacht in 11 autoklaviertem
HyOuigest. UNter Zugabe von 1 mM EDTA inkubiert. Anschliefend wurde der Schlauch unter der
Sterilbank mit autoklaviertem H,Opiqest. gewaschen, an einem Ende verknotet, mit 40 ml FCS gefillt und
das andere Ende mit einer Schlauchklemme geschlossen. Das FCS wurde 3 h bei 4 °C gegen 11 PBS
dialysiert, wobei das PBS jede Stunde gewechselt wurde. Anschliefend wurde die Dialyse in 2 1 PBS
Uber Nacht bei 4 °C fortgesetzt. Am darauffolgenden Tag wurde das FCS unter keimfreien Bedingungen

zu je 5 ml aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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V.2.4.3. Zellzéhlungsmethoden

Die Quantifizierung von Zellen war unter mehreren Gesichtspunkten erforderlich. Zum einen musste
gewadhrleistet werden, dass die Anzahl ausgeséater Zellen vor einer Transfektion (V.2.4.6) im optimalen
Verhaltnis zum Volumen sowie der Konzentration zugesetzter Reagenzien vorlag, um eine maximale
Effizienz zu garantieren. Zudem konnte dadurch eine gewisse Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen
Experimenten erreicht werden. Eine Zellzdhlung nach einem Experiment diente einerseits der
Bestimmung der Viabilitat unterschiedlich behandelter Ansétze sowie der Erlangung der Kenntnis tber
die einzusetzenden Volumina an Puffer flir eine nachfolgende SPZ-Préparation bzw. eine Zellextrakt-
aufbereitung. Die Auszédhlung von Zellen wurde stets in Form einer lichtmikroskopischen Bestimmung
der Teilchenzahl pro Volumeneinheit mit Hilfe einer Zahlkammer durchgefihrt. Hierbei wurde nach je
nach Bedarf entweder die Zahlung per Neubauerzahlkammer oder aber die elektronisch unterstiitzte
Zellzihlung mittels ,,Countess® Automated Cell Counter angewendet. In beiden Fillen wurde die
Zellsuspension in Trypanblaulésung verdiinnt, wodurch neben der eigentlichen Gesamtzellzahl der
Anteil toter Zellen (blau gefarbt) bestimmt werden konnte, da der Farbstoff die Plasmamembran nur bei
fehlender zellul&rer Integritat passieren kann.

V.2.4.3.1. Neubauerzdahlkammer

Durch Trypsin/EDTA abgeltste Zellen wurden in frischem Kulturmedium resuspendiert und ein
Aliquot von 10 pl je nach Zelldichte in einem Verhéltnis von 1:4 bzw. 1:8 mit Trypanblauldsung
(Gibco) gemischt. In gleicher Form wurden auch mit Digitonin behandelte Zellen in KHM-Puffer
(V.2.45) vorbereitet. Die moglichst staubfreie Neubauerzahlkammer wurde auf einen stabilen
Untergrund gelegt und ein Deckglas mit leichtem Druck im Querformat auf die beiden Trégerstege
aufgeschoben. Sitzt das Deckglas richtig, sind die sogenannten Newton'schen Ringe zu erkennen. Unter
diesen Bedingungen verrutscht das Deckglas nicht mehr und der Abstand zwischen den Glasflachen ist
korrekt. Dann wurden ca. 10 pl der nochmals sorgfaltig gemischten Trypanblau-Zellsuspension am
Rand des Deckglases in die Offnung zwischen diesem und der Zahlkammer pipettiert. Dabei zieht sich
die Flissigkeit durch Kapillarkrifte von selbst in die Offnung und das zu pipettierende Volumen sollte
dem zur Verfligung stehenden Volumen des Zwischenraums entsprechen, um eine anschlieRend
verlassliche Bestimmung der Zellzahl gewéhrleisten zu kdnnen. Nach mikroskopischer Auszahlung der
vier vorgegebenen, quadratischen Felder wurden die Werte gemittelt und mit dem o.g. Verdlinnungs-
faktor multipliziert. Um die Zellzahl pro ml zu erhalten wurde diese Zahl wiederum mit dem Faktor

10.000 multipliziert, da jedes der Z&hlfelder einem Flussigkeitsvolumen von 0,1 pl entspricht.
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V.2.4.3.2. ,,Countess® Automated Cell Counter*

Fir die Zellzéhlung mittels ,,Countess®

wurden die Zellen in gleicher Weise wie fur die Z&dhlung mit
der Neubauerzéhlkammer (V.2.4.3.1) vorbereitet, mit dem Unterschied, dass hierbei eine Verdiinnung
der Zellsuspension von lediglich 1:2 in sterilfiltrierter Trypanblauldsung (Invitrogen) angesetzt wurde.
Nach dem Einsetzen der Zahlkammer, die in ahnlicher Weise wie unter Punkt V.2.4.3.1 beschrieben
befullt wird, kann Uber einen Monitor, der mit einer Kamera verbundenen ist, der Bildfokus nachjustiert
werden, so dass die Kontur der Zellen scharf zu sehen ist. Die anschlieBende, automatisierte Zellzahlung
(Verdunnungsfaktor eingerechnet) durch das Gerét, die im Prinzip der Zahlung mittels Neubauer-
kammer gleicht, lieferte neben der Gesamtzellzahl den prozentualen Anteil lebender und toter Zellen

sowie den mittleren Zelldurchmesser als weiteren Parameter.

V.2.4.4. Zellextraktaufbereitung

Um die Zellen nach der Ernte und dem Auszéhlen fiir eine Auftrennung mittels SDS-PAGE vorzu-
bereiten, wurden diese fuir 2 min bei 3.000 rpm zentrifugiert und das Pellet in Lysepuffer resuspendiert,
so dass eine Konzentration von 12.500 Zellen/pl resultierte. Nach Lyse der Zellen fur 10 min auf Eis
wurde 5-fach konzentrierter LAmmli-Probenpuffer (V.2.1.1) in einem Verhéltnis von 1:4 hinzugegeben,
was letztlich eine Zellkonzentration von 10.000 Zellen pro pl ergab. Die Probe wurde anschlieend zur
Denaturierung fiir 15 min bei 56 °C erhitzt und zur Fragmentierung genomischer DNA weitere 20 min

mit ,,Glasbeads* auf dem Vortex-Mixer geschiittelt.

Lysepuffer PLAC-L8sung

NaCl 100 mM Pepstatin A 3 mg/mi
Tris, pH 8,0 100 mM Leupeptin 3 mg/ml
MgCl, 30 mM Antipain 3 mg/ml
Nonidet-P40 5% Chymostatin 3 mg/ml
PLAC 1:10.000 in DMSO

in HOvigest.

V.2.4.5. Herstellung semi-permeabilisierter Zellen (SP2Z)

Semi-permeabilisierte Zellen (SPZ) stellen neben Hundepankreasmikrosomen (RM) ein weiteres Test-
system flr den co- oder posttranslationalen in vitro ER-Import diverser Vorstufenproteine dar. Der
Vorteil dieser Variante besteht in der Moglichkeit die Genexpression der Zellen zuvor mittels Plasmid-
oder siRNA-Transfektion transient zu manipulieren und somit ein weitaus breiteres Spektrum an
potentiellen Fragestellungen bearbeiten zu kénnen. Zur Prdparation dieses zelluldren ER wurde ein

Verfahren, basierend auf einer Methode von Wilson et al., angewandt (Wilson et al., 1995). Ein ent-
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scheidender Schritt hierbei ist die Verwendung des nicht-ionischen Detergenzes Digitonin. Neben seiner
Fahigkeit biologische Membranen zu solubilisieren, weist es die besondere Eigenschaft auf mit hoher
Affinitdt an Cholesterin zu binden (Eilenberg et al., 1989). Dieses Sterol befindet sich fast aus-
schlieBlich in der Plasmamembran von Sdugetierzellen und dient dort insbesondere der Stabilisierung.
In geeigneter Konzentration verabreicht lagert sich Digitonin somit nur an das in der Plasmamembran
befindliche Cholesterol und permeabilisiert ausschlie}lich diese Lipiddoppelschicht, nicht jedoch die
nahezu cholesterinfreie, intrazellulare ER-Membran. Durch mehrere Waschschritte kann nun die zyto-
solische Fraktion entfernt werden und Gbrig bleibt ein intaktes ER-Kompartiment, umgeben von einer
perforierten Plasmamembran. Da verbleibende mRNA in einer anschlieRenden in vitro Translation
storen wiirde, wird diese durch eine zusétzliche Nukleasebehandlung (S7 Nuklease, Roche) vollstandig
degradiert. Die SPZ kdénnen nun in ahnlicher Weise wie die RM zusammen mit Kaninchen-
Retikulozytenlysat fiir die kombinierte in vitro Synthese und den ER-Transport von Proteinen eingesetzt
werden (V.2.3.3).

Fir die Praparation von SPZ wurden unbehandelte oder zuvor transfizierte HeLa-Zellen (V.2.4.6) in
6 cm  Zellkulturschalen bei 37 °C und 5% CO, fur eine gewinschte Dauer kultiviert, mit PBS
gewaschen und anschliefend mit 1 ml Trypsin/EDTA Uberschichtet. Nach Abldsen der adharenten
Zellen durch Inkubation fur 5 min bei 37 °C wurden diese in 9 ml KHM-Puffer mit 100 pg/ml Trypsin-
Inhibitor aufgenommen und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen bernommen. Nach Bestimmung der
Zellzahl mittels ,,Countess®™ erfolgte eine Zentrifugation (GS-6KR Zentrifuge) fiir 3 min bei 2.000 rpm.
Das Zellpellet wurde daraufhin in 6 ml eiskaltem KHM-Puffer resuspendiert und 1 pl Digitonin-Ldsung
pro 1 x 10° Zellen hinzugegeben. Somit konnte die Konzentration an Digitonin der jeweiligen Zellzahl
unterschiedlicher Ansatze angepasst werden. Diese Zellsuspension wurde fur 5 min bei 0 °C inkubiert,
mit 8 ml eiskaltem KHM-Puffer aufgefillt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die
zytosolische Fraktion der Zellen enthalten sollte, wurde verworfen und die permeabilisierten Zellen in
14 ml eiskaltem HEPES-Puffer aufgenommen, welche wiederum fir 10 min auf Eis inkubiert wurden.
Nach anschlieRender Zentrifugation fiir 3 min bei 2.000 rpm wurde das Zellpellet, nach Verwerfen des
Uberstandes, in 1 ml KHM-Puffer resuspendiert, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und nochmals
3 min bei 4.500 rpm in der Kihlzentrifuge 5415 R zentrifugiert. Die Zellen wurden in 150 pl KHM-
Puffer aufgenommen und mit 0,5 pl CaCl,-L6sung sowie 1 pl Nuklease-Ldsung versetzt und 12 min bei
RT zum Abbau zelluldrer RNA inkubiert. Zum Abstoppen der Ca’*-abhangigen Reaktion wurden 2 pl
EGTA-L06sung hinzugegeben. Die Suspension wurde mit 1 ml eiskaltem KHM-Puffer aufgefullt und
erneut 3 min bei 4.500 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Pellet sorgféltig, unter Berlcksichtigung
des Eigenvolumens in 1 ml eiskaltem KHM-Puffer resuspendiert und die Zellen mittels ,,Countess®*
ausgezéhlt (3-fache Bestimmung). Dabei diente das Trypanblau in diesem Fall als Kontrolle einer
adéquaten Permeabilisierung, da entsprechende Zellen aufgrund fehlender Integritat der
Plasmamembran eine deutliche Blaufarbung aufweisen sollten. Nach abschlieRender Zentrifugation fir
3 min bei 4.500 rpm wurden die SPZ in einer Konzentration von 40.000 Zellen/ul in KHM-Puffer
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resuspendiert (auch hier muss das Eigenvolumen des Pellets einkalkuliert werden) und konnten nun flr
ein invitro Translokations-Experiment verwendet werden. Um den Gehalt bestimmter Proteine in
diesen Zellen mittels Western-Blot und Immundetektion (V.2.1.4, V.2.1.5) zu Uberprifen wurden die
SPZ wvor einer gelelektrophoretischen Auftrennung (V.2.1.11) 1:3 in L&mmli-Probenpuffer
(Endkonzentration: 10.000 Zellen/ul) verdinnt und fiir 15 min bei 56 °C erhitzt.

KHM-Puffer HEPES-Puffer

Kaliumacetat 110 mM Kaliumacetat 50 mM
Magnesiumacetat 2mM HEPES/KOH, pH 7,2 90 mM
HEPES/KOH, pH 7,2 20mM

Trypsininhibitor-Lésung Digitonin-L&sung

Trypsin-Inhibitor 50 mg/ml Digitonin 40 mg/ml
in HaOigest. in DMSO

CaCl,-Ldsung EGTA-L6sung

CaCl, 200 mM EGTA 200 mM
IN HzOpigest. iN HzOpigest.

Nuklease-Ldsung

S7 Nuklease 4.000 U/ml

in HyOpigest.

V.2.4.6. Transfektionsmethoden

Das Einbringen exogener DNA oder RNA in Sdugetierzellen wird als Transfektion bezeichnet. Diese
kann entweder transient (voriibergehend) oder auch stabil erfolgen (z.B. durch Integration ins Genom
der Wirtszelle oder mittels Plasmid-kodierter Antibiotikaresistenz), wobei im Folgenden ausschlieRlich
auf die erste Variante eingegangen wird. Neben gangigen Methoden wie der Calciumphosphat-
Préazipitation und der Elektroporation wird auch hdufig die als Lipofektion bezeichnete Art der
Transfektion angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide Formen der Transfektion, die von
SiIRNA (V.2.4.6.1) oder Plasmid-DNA (V.2.4.6.2), basierend auf dem Prinzip der Lipofektion
durchgefuihrt. Diese Methode ermdglicht das Einbringen von Nukleinsduren in Zellen mit Hilfe von
Liposomen. Dabei kann die DNA oder RNA entweder in Vesikeln eingeschlossen oder an der
Oberflache kationischer Vesikel angelagert sein. In beiden Fallen wird der Inhalt bzw. die Fracht durch

Fusion mit der Plasmamembran in die Wirtszelle abgegeben.
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V.2.4.6.1. siRNA-Transfektion

Um die Expression ausgewahlter Gene und damit die Synthese der korrespondierenden Proteine in
Saugetierzellen signifikant zu reduzieren, ohne dabei aufwendige Manipulationen des Genoms mit
potentiell letalem Phanotyp durchfiihren zu missen (,,gene knockout®), wurden Zellen mit siRNA
(,,small interfering RNA) transfiziert. Diese nichtkodierende, doppelstrangige RNA (dsRNA) mit einer
Lange von 21-22 Nukleotiden (nt) spielt eine entscheidende Rolle bei der sogenannten RNA-Interferenz
(RNAI), einer sequenzspezifischen, posttranskriptionalen Form der Genstilllegung (Elbashir, 2001).
Dieser ursprunglich im Fadenwurm Caenorhabditis elegans entdeckte hochkonservierte Mechanismus
tritt in allen mehrzelligen, eukaryotischen Organismen auf und Ubt verschiedenste regulatorische
Funktionen aus (Fire et al., 1998; Hannon, 2002). Dazu gehért die Regulation der zelleigenen
Genexpression, sowohl im adulten Organismus als auch bereits wahrend der Entwicklung. Und dariiber
hinaus bietet die RNAI auch einen Schutz gegeniiber schadlicher dsRNA, wie beispielsweise nach einer
viralen Infektion oder auch gegeniiber endogener dsRNA, wie die RNA-Zwischenstufe mobiler
Genabschnitte, sogenannter Transposons (Hamilton und Baulcombe, 1999; Moazed, 2009; Pressman et
al., 2007). Grundsatzlich werden alle dsRNA-Molekile, unabhéngig von Herkunft und L&nge, durch
den sogenannten Dicer-Enzymkomplex, welcher zwei RNase I1I-Domdanen enthdlt, in 21-22 bp
Fragmente mit charakteristischen Zwei-Basen-Uberhangen am 3'-Ende prozessiert (Filipowicz et al.,
2005; Tomari und Zamore, 2005). Diese kurzen dsRNA-Fragmente besitzen zwei komplementére RNA-
Strange, den Sinnstrang (,,passenger) und den Antisinnstrang (,,guide®). Die gespaltenen, kurzen
dsRNA-Molekiile werden anschlieend vom Dicer-Enzymkomplex auf den RISC-Komplex (,,RNA-
induced silencing complex*) Ubertragen, wodurch der sogenannte pra-RISC-Komplex entsteht. Dort
wird die Degradation des Sinnstranges durch das Argonautprotein, einer Untereinheit des RISC-
Komplexes, vermittelt, welches lber seine PAZ-Doméane an die dsRNA bindet. Der (briggebliebene
Antisinnstrang rekrutiert den so entstandenen Holo-RISC-Komplex, in Form eines Adapters, zur
entsprechenden Ziel-mRNA, wo er (ber komplementdre Basenpaarung bindet. Durch eine
Endonuklease-spezifische Spaltung der mRNA mit Hilfe der RNaseH-ahnlichen PIWI-Doméne des
Argonautproteins wird die mRNA letztlich vollstandig abgebaut und somit indirekt eine spezifische
Inhibition der Proteinsynthese herbeigefiihrt (Kim et al., 2007). Wie Andrew Fire und Craig C. Mello
1998 zeigen konnten, ist es mdglich, durch Einflhren synthetischer siRNA, also kurzer dsRNA, in
Sdugetierzellen ebenfalls RNAI artifiziell zu induzieren, was diese Molekiile zu einem ausgezeichneten
molekularbiologischen Werkzeug zur Untersuchung zellulérer Funktionen macht (Elbashir et al., 2001;
Fire et al., 1998).

Zu transfizierende Zellen wurden einen Tag vor dem Experiment 1:2 in eine 75 cm?® Zellkulturflasche
passagiert, damit sich diese am Folgetag in der exponentiellen Wachstumsphase befanden.
Entsprechende Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA-Behandlung abgelost, in frisches Kulturmedium
aufgenommen und ausgezéhlt (V.2.4.3.2). In einem 50 ml Zentrifugenréhrchen wurde eine Verdinnung

der Zellsuspension auf 1,55 x 10° Zellen/ml hergestellt und die Zellen entweder in 3,5cm
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(ca. 300.000 Zellen; 1,9 ml) oder 6 cm (ca. 600.000 Zellen; 3,9 ml) Zellkulturschalen ausgesat. Zur
Transfektion wurde pro Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 106 pl zuerst ein entsprechendes
Volumen OptiMem (ohne Serum und Antibiotika) vorgelegt und dann die gewiinschte Konzentration an
einer zuvor gelosten siRNA (V.1.5.2) hinzugegeben, wobei diese stets als Stocklésung mit einer
Konzentration von 20 uM angesetzt wurde und finale Konzentrationen (kompletter Ansatz) zwischen
10 und 35 nM verwendet wurden. Zuletzt wurden 20 pl des kationischen Lipidtransfektionsreagenzes
HiPerFect® (Qiagen) hinzugegeben, 5's mittels Vortex-Mixer gemischt und der Ansatz zur Komplex-
bildung 10 min bei RT inkubiert.

Transfektionsansatz:

OptiMEM® ad 100 pl
SIRNA (20 pM) 10-35 pl
HiPerFect® 20 ul
Gesamt 106 pl

Zusatzlich wurde auch stets ein identischer Ansatz mit einer Kontroll sSiRNA pipettiert. Diese besitzt
keinerlei Homologie zu potentiellen Zielsequenzen im humanen Genom und wurde daher immer als
Referenz mitgeflhrt. Nach erfolgter Inkubation der Transfektionsansétze wurden diese tropfenweise auf
die bereits ausgesaten Zellen pipettiert und durch vorsichtiges Schwenken der Kulturschale gleichmaRig
in der Zellsuspension verteilt. Die Ansdtze wurden fur 24 h bei 37 °C und 5% CO, kultiviert und bei
Inkubationen dartiber hinaus, zur Erhéhung der Depletionseffizienz, mit einem zweiten Transfektions-
ansatz (in gleicher Weise vorbereitet) transfiziert. Hierbei wurde lediglich das Kulturmedium von den
bereits adhdrenten Zellen abgesaugt, durch frisches Medium ersetzt und der Ansatz, wie oben
beschrieben, hinzupipettiert. Die Kultivierung erfolgte je nach Bedarf und Effizienz der Depletion
24-144 h bei 37 °C und 5 % CO.,.

Die Zellen wurden zu entsprechenden Zeitpunkten entweder vollstandig, oder teilweise, im Fall von
Ca**-Messungen (V.2.6.1, V.2.6.3), geerntet, ausgezahlt (V.2.4.3.2) und nach SDS-PAGE (V.2.1.1) und
Western-Blot (V.2.1.4) mittels immunologischer Detektion mit den entsprechenden Antikdrpern
analysiert (V.2.1.5). Zur Etablierung neuer siRNAs wurden unterschiedliche Konzentrationen sowie
Inkubationszeitpunkte in Form einer Kinetik getestet, um die individuell optimalen Bedingungen
(geringstmogliche Konzentration und Dauer bei gleichzeitig hoher Depletionseffizienz) zu ermitteln.
Zudem wurden verschiedene siRNAs (mindestens zwei) gegen die gleiche mRNA verwendet, um die
Spezifitét resultierender Phénotypen zu gewahrleisten. Dabei spielt es keine Rolle, ob die siRNA gegen
den ORF (,,open reading frame*) oder die UTR (,,untranslated region*) der mRNA von Interesse
gerichtet ist. In Abbildung 11 ist eine derartige Kinetik bzw. Titration fur die Behandlung von HelLa-
Zellen mit zwei verschiedenen BIP-UTR siRNAs dargestellt.
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48 h
Kontroll BIP-UTR BIP-UTR
SiRNA SIRNA #1 SiRNA #2

kDa _10 _20 35 10 20 35 10 _20 35 [nM]
TO w— — — — — g— wem  4— BiP

24 25 10 16 18 17 Restproteingehalt [%)]

72 h
Kontroll BIP-UTR BIP-UTR
SiRNA SiRNA #1 SiRNA #2

kDa 10 20 35 10 20 35 10 20 35 [nM]
70 N — A . — T — — 4— BiP

15 13 9 20 29 24 Restproteingehalt [%]

Abbildung 11: Immundetektion einer mittels SDS-PAGE aufgetrennten und auf eine PVDF-Membran
transferierten Konzentrationsreihe siRNA transfizierter HeLa-Zellen (3,0 x 10° Zellen pro Spur). 6 x 10° Zellen
wurden jeweils in 6 cm Zellkulturschalen ausgesét und entweder mit einer Kontroll sSiRNA oder einer von zwei
BIP-UTR siRNAs (10-35nM) fiir 48 und 72 h transfiziert. Zum immunologischen Nachweis wurde ein
Kaninchen-anti-BiP-Antiserum (1:500, in 3 % Magermilch) sowie ein Cy5-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Als Ladekontrolle diente das Zytoskelettprotein B-Aktin. Hierfur
wurde ein monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikérper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und ein sekundérer Cy3-
gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) eingesetzt. Die Visualisierung erfolgte jeweils
mittels Typhoon Trio™ Scanner. Der jeweils unter den Gelspuren angezeigte Restproteingehalt (%) bezieht sich
immer auf die entsprechende Kontroll sSiRNA mit der gleichen Konzentration.

V.2.4.6.2. Plasmid-Transfektion

Plasmide sind extragenomische, zirkulare DNA-Molekiile und kénnen als Vektoren zur Amplifikation
und Expression diverser Gene dienen. Durch die autonome Replikation, die variable Kopienzahl
(,,single* oder ,,multi copy*“ Vektoren) und die individuelle Wahl unterschiedlich starker Promotoren
kann je nach System eine gewinschte Expression von Genen bzw. cDNAs erfolgen. Um einen
effizienten Transfer von Plasmiden in Kulturzellen zu gewahrleisten wurde in dieser Arbeit das Lipid-
transfektionsreagenz FUGENE® HD (Roche) verwendet. Durch Komplexierung der DNA mit
Lipidmolekdilen wird eine wirkungsvolle Passage ins Zellinnere und letztlich zum Nukleus, dem Ort der
Transkription der genetischen Information, ermdglicht. Die Transfektion von Zelllinien hatte im
Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich den Zweck eine cDNA mit wildtypischer oder mutierter
Information eines Gens von Interesse entweder Uberzuexprimieren oder die Rettung einer parallel
verlaufenden Genstilllegung (V.2.4.6.1) zu bezwecken. Ein Rettungsexperiment gilt auch allgemein als
eine der zuverlassigsten Kontrollen auf Spezifitat einer sSiRNA-vermittelten Proteindepletion und wurde
daher, wenn mdglich, immer durchgefuhrt. Darliber hinaus bietet diese Kontrolle die Mdglichkeit
gezielt Punkt- oder Deletionsmutanten des wildtypischen Allels im Depletionshintergrund auf

Funktionalitét spezifischer Doménen zu testen.
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Zur Transfektion von mit einem aus E. coli DH5a aufgereinigten Expressionsplasmid (V.1.6.1, V.1.8,
V.2.2.9) wurden HeLa-Zellen 1:2 in eine 75 cm? Zellkulturfalsche passagiert und am nachsten Tag, bei
einer Konfluenz von ca. 80 %, mittels Trypsin/ETDA-Behandlung (V.2.4.4) abgel6st und zum Aus-
zdhlen (V.2.4.3) in frischem Kulturmedium resuspendiert. Diese Zellen wurden in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen auf eine Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen/ml eingestellt und 4 ml (600.000 Zellen) in
einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat. Diese wurden anschlieBend vor der eigentlichen Transfektions-
prozedur fir 24h bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde der
Transfektionsansatz wie folgt in einem 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert:

OptiMEM® ad 180 pl
Plasmid-DNA (1 pg/ml) 4 ul
FUGENE® HD 16 pl
Gesamt 200 pl

Der Ansatz wurde mittels Vortex-Mixer gemischt und zur Komplexbildung fiir 15 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde dieser tropfenweise auf die bereits am Vortag ausgesaten adharenten HelLa-Zellen
pipettiert und durch leichtes Schwenken der Kulturschale gleichméfig im Medium verteilt. Die
transfizierten Zellen wurden zur Expression des Plasmids je nach Bedarf 48-120 h bei 37 °C und
5% CO, inkubiert. Fur ein Rettungsexperiment wurden zuvor mit entsprechender siRNA transfizierte
(entweder 24 oder 32 h nach Ersttransfektion, abhédngig vom Experiment), adhérente Zellen (V.2.4.6.1)
in gleicher Weise wie oben beschrieben zusatzlich mit Plasmid transfiziert und gemal der Restdauer der
siRNA-vermittelten Proteindepletion weiterkultiviert.

Nahezu alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide verfligen Uber eine sogenannte IRES-Sequenz
(,,internal ribosome entry site*) die zwischen der multiplen Klonierungstelle (MCS), im Falle des
Kontrollvektors, bzw. der einklonierten cDNA-Sequenz und einer in 3'-Richtung befindlichen GFP-
Sequenz lokalisiert ist. Diese Sequenz erlaubt eine Translationsinitiation, und somit die Bindung eines
Ribosoms, innerhalb der mRNA-Sequenz unabhéngig von der 5'-Cap-Struktur. Dadurch sind die
genannten Plasmide in der Lage die GFP-Sequenz zu exprimieren und zeigen dadurch eine griine
Fluoreszenz. Diese kann dazu genutzt werden die Transfektionseffizienz der Plasmide in den Zellen
mikroskopisch zu bestimmen. Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, lag diese durchschnittlich bei 70-80 %.
Die Zellen wurden nach erfolgter Kultivierung fir entsprechende Experimente eingesetzt und ein Teil
der Probe zur Expressionkontrolle mittels SDS-PAGE aufgetrennt (V.2.1.1) und nach Elektrotransfer
auf eine PVDF-Membran (V.2.1.4) immunologisch analysiert (V.2.1.5).
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pcAGGSM2-IRES- pcAGGSM2-BIP-
GFP IRES-GFP

unbehandelt

GFP-Kanal

- Hellfeld

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Plasmidtransfektionseffizienz von HelLa-Zellen.
HelLa-Zellen wurden fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert und entweder mit Kontroll-Plasmid (pcAGGSM2-
IRES-GFP) oder BIP-Expressionsplasmid (pcAGGSM2-BIP-IRES-GFP) transfiziert bzw. keiner weiteren
Behandlung (unbehandelt) unterzogen. AnschlieBend wurden die Zellen fir weitere 48 h inkubiert. Danach
wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht (20x/0,45 Nikon Plan Fluor ELWD Obijektiv). Zellen mit
GFP-Fluoreszenz représentieren hierbei erfolgreich mit Plasmid transfizierte Hela-Zellen. (GFP = Griin
fluoreszierendes Protein; IRES = interne Ribosomen-Eintrittsstelle).

V.2.5. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Fluoreszenz stellt ein optisches Phdnomen dar, bei dem ein System (Fluorophor) Energie in Form von
Photonen absorbiert und infolgedessen wieder Photonen niedrigerer Energie (groRerer Wellenlénge)
emittiert. Gemal der sogenannten Stokes-Verschiebung, werden die delokalisierten -Elektronen eines
Fluorophors durch die Absorption der Photonen in einen energetisch angeregten Zustand versetzt.
Dieser hélt jedoch nur flr sehr kurze Zeit an, woraufhin diese Elektronen wieder in den ginstigeren
Grundzustand zuruckversetzt werden. Bei diesem Vorgang wird die Gberschissige Energie in Form von
Waérme sowie einer Emission von Licht einer fiir den Fluorophor spezifischen Wellenldnge abgegeben,
welche folglich, aufgrund der niedrigeren Energie, hoher ist als die Absorptionswellenldnge. Fur
standardméaBige Fluoreszenzaufnahmen wurde das Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE 2000-S (Nikon)

verwendet.

Verwendete Filter:

Filter Exzitation (nm) Dichroische Trennung (nm) Emission (nm)
DAPI 340-380 400 435-485
FITC 465-495 505 515-555
TRITC 528-552 565 582-627
TexR 540-580 595 600-660
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Verwendete Objektive:

— Plan Fluor 10x/0,3
— Plan Fluor ELWD 20x/0,45
— Plan Fluor 60x oil/1,25

Zur digitalen Visualisierung und Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen wurde die vom

Hersteller mitgelieferte Software NIS Elements AR 2.3 oder 3.0 verwendet.

V.2.5.1. ER-Tracker™- Farbung zur Untersuchung der ER-Morphologie

Zur Visualisierung der ER-Struktur wurde der im blauen Wellenldngenbereich fluoreszierende
Lebendzell-Farbstoff ,,ER-Tracker™ Blue-White DPX“ verwendet. Um Auswirkung einer Protein-
depletion auf die ER-Morphologie zu untersuchen wurden die Zellen nach erfolgter sSiRNA Behandlung
(V.2.4.6.1) mit dem Farbstoff gefarbt. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen mit PBS
gewaschen. Die zuvor frisch angesetzte Farbelosung (,,ER-Tracker™ Blue-White DPX*“ 1:1.000 in
HBSS) wurde auf 37 °C vorgewérmt und auf die Zellen gegeben. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation
von 30 min bei 37 °C und 5 % CO,. Fr die folgende Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen einmal
mit HBSS gewaschen und mit dem gleichen Puffer (berschichtet. HBSS (,,hanks buffered salt
solution*) wird vom Hersteller als Puffer fiir die ,,ER-Tracker™ Blue-White DPX*“-Farbung empfohlen.
Dieser Puffer ist relativ komplex zusammengesetzt und wurde bei Bedarf frisch aus fiinf daflr
vorbereiteten Stocklésungen angesetzt, welche stets bei 4 °C gelagert wurden.

Stocklésung 1 Stocklésung 2

NaCl 8,049 Na,HPO, 0,358 g
KCI 0,49 KH,PO, 0,609
ad Hzobidest_ 100 ml ad Hgobidest_ 100 ml
Stocklésung 3 Stocklésung 4

CaCl, 0,72 ¢ MgSO,x 7 H,O 1,23 ¢
ad Hzobidest_ 50 ml ad Hgobidest_ 50 mi

Stocklésung 5

NaHCO; 0,35¢
ad Hzobidest. 10 mi
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Hank's Pramix HBSS (vollsténdig)

(Loésungen in folgender Reihenfolge pipettieren) (vor Verwendung pipettieren)
Stocklésung 1 10 ml Hank's Prémix 9,9 mi
Stocklésung 2 1ml Stocklésung 5 0,1 ml
Stocklésung 3. 1ml

H2Opigest. 86 ml

Stocklosung 4 1ml

V.2.5.2. Untersuchung der Zellviabilitat und -vitalitat

Die Viabilitat oder auch Lebensfahigkeit von Zellen gibt an, wie hoch der Anteil lebender und toter
Zellen in einer Zellpopulation ist. Dieses Verhaltnis kann uber Auszdhlen und Vergleichen unter-
schiedlicher Ansétze sowie durch den Anteil Trypanblau-gefarbter Zellen ermittelt werden (V.2.4.3).
Eine weitere Mdglichkeit der Viabilitatsbestimmung, die auf dem gleichen Grundprinzip wie die
Trypanblau-Férbung basiert, jedoch etwas genauer ist, stellt die Farbung und fluoreszenzmikros-
kopische Analyse mittels Nuclear-ID™ Reagenz dar (V.2.5.2.1). Die Vitalitit hingegen gibt den physio-
logischer Zustand von lebenden Zellen wieder und somit deren metabolische Aktivitat. Zur Messung

dieser Aktivitat kann der unter Punkt V.2.5.2.2 beschriebene WST-1-,,assay* zurate gezogen werden.

V.2.5.2.1. Bestimmung der Zellviabilitat mittels Nuclear-ID™ Reagenz

Das ,,Nuclear-ID™ Blue/Green cell viability“-Reagenz ermdglicht die Bestimmung der Viabilitat von
Kulturzellen. Dieser ,,assay“ beruht, wie die Trypanblau-Farbung, auf dem Fakt, dass tote Zellen die
Integritat ihrer Plasmamembran verlieren. Die Ldsung enthdlt daher zwei verschiedene Fluoreszenz-
farbstoffe mit unterschiedlicher Absorptions- bzw. Emissionswelle, die beide in der Lage sind, an
Chromatin zu binden und somit den Kern einer Zelle zu visualisieren. Wahrend der im DAPI-Bereich
fluoreszierende (blaue) Farbstoff (V.2.5) zellpermeabel ist und somit stets alle Zellkerne anzufarben
vermag handelt es sich beim zweiten, griunfluoreszierenden Farbstoff um eine zellimpermeable
Substanz. Somit ist der letztere lediglich imstande Zellkerne toter Zellen anzufarben, da deren
Plasmamembran defekt ist. Werden nun alle blau- sowie grinfluoreszierenden Kerne ausgezahlt und ins
Verhaltnis (grun/blau) gesetzt ergibt sich der prozentuale Anteil toter Zellen bzw. durch Subtraktion von
der Gesamtzellzahl der prozentuale Anteil lebender Zellen.

Zur Durchfilhrung einer Viabilitatsbestimmung mit dem Nuclear-ID™-Reagenz wurden HeLa-Zellen
einer siRNA- oder Plasmid-Transfektionsprozedur unterzogen (V.2.4.6), mit dem Unterschied, dass vor
dem Ausséen der Zellen ein autoklaviertes 25 mm Deckglas in eine 6 cm Zellkulturschale ausgelegt und
fur 1-2 h mit 200 pl Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) beschichtet wurde. Dieses wurde anschlielend zweimal

mit sterilem H,Opigest gewaschen. Nach erfolgter Inkubation entsprechender Zellen, wurden diese
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zweimal mit PBS gewaschen und in 1 ml Farbelésung (Nuclear-ID™ 1:1.000 in PBS) fiir 30 min bei
37 °C und 5 % CO, im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die Losung abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Das feuchte Deckglas wurde umgedreht auf einen Objekittrdger gelegt und mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Ein Ansatz wurde hierftr stets doppelt bestimmt.

V.2.5.2.2. Bestimmung der Zellvitalitat mittels WST-1-,,assay*

Der WST-1-,,assay* (,,water soluble tetrazolium®) ist ein kolorimetrischer Zellvitalitatstest der auf der
Spaltung des wasserléslichen Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) durch mitochondriale Dehydrogenasen, insbesondere der Succinat-
Dehydrogenase (Enzymkomplex Il der Atmungskette), basiert. Das schwach gelb gefarbte WST-1 wird
durch die enzymatische Reaktion in das dunkelgelbe Formazan umgesetzt (Abbildung 13), welches mit
Hilfe eines Spektralphotometers quantifiziert werden kann. Da gesunde Zellen eine hohere metabolische
Aktivitat aufweisen als weniger vitale Zellen ist dieser Substratumsatz direkt proportional zur Vitalitét
der Zellen (Francoeur A, 1996). Fir einen WST-1-,assay”“ wurden Hela-Zellen wie unter Punkt
V.2.1.11 beschrieben unter verschiedenen Bedingungen in einer 6 well-Zellkultur-Multiwellplatte
kultiviert. Vor einer photometrischen Messung wurde das Kulturmedium von den adhdrenten Zellen
entfernt und 2 ml 10 % WST-1-Reagenz (in DMEM + 10 % FCS und 1 % P/S) hinzupipettiert. Die
Ansdtze wurden anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und nach 20, 40 und 60 min mittels
Spektralphotometer mit integriertem Plattenleser (Tecan) gemessen. Hierzu wurde die Absorption der
Proben bei 450 nm gegen eine Referenz bei 650 nm bestimmt und zusétzlich mit einer parallel
mitgefiihrten Mediumkontrolle abgeglichen. Zur Bestimmung der Vitalitat konnten nun die erhalten
Absorptionswerte der zu untersuchenden Ansétze ins Verhdltnis zu denen eines Kontrollansatzes gesetzt
werden (siehe Abbildung 8). Zur statistischen Absicherung der Messdaten wurde stets eine Dreifach-

Bestimmung durchgefiihrt.

| NO, | NO,
Q . Q NAD* NADH +H* \O\ /Q/

N HN

7\ \_/ I

Z=2Z

»
L4

SOs Na* mitochondriale SOs Na*
Dehydrogenase
SO5 Na* SOs Na*
WST-1 Formazan
(hellgelb) (dunkelgelb)

Abbildung 13: Spaltung des Tetrazoliumsalzes WST-1(4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-Benzol-Disulfonat) zu Formazan.
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V.2.6. Echtzeit-Messungen von zelluldrem Calcium - Ca**-,,imaging*

Bei der intrazellularen Ubermittlung von Signalen spielt Calcium (Ca*) als sekundarer Botenstoff eine
entscheidende Rolle. Eine rdumlich wie auch zeitlich hochauflésende Methode zur Untersuchung von
Ca’*-Fluktuationen ist daher eine wichtige Voraussetzung zum besseren Verstandnis zellularer Ablaufe.
Zur Visualisierung von Anderungen der Ca**-Konzentration innerhalb von Zellen wurde das sogenannte
Ca”*-,,imaging“ als bildgebendes Verfahren angewendet. Diese Technik nutzt die Eigenheit sogenannter
Ca®*-Indikatoren, ihre Fluoreszenzeigenschaften infolge einer Ca®*-Binding zu &ndern und somit zu
jedem Zeitpunkt den aktuellen, zellularen Ca*-Status wiederzugeben zu kénnen, was sich entweder in
der Erhéhung der Fluoreszenzintensitat oder zusatzlich der Anderung der Exzitations- und
Emissionsspektren auspragen kann. Generell existieren zwei Hauptklassen von Ca?*-Indikatoren:
Chemische und genetisch kodierte Indikatoren oder auch GECIs (,,genetically encoded calcium
indicators*) genannt. Beide Formen basieren auf einem ionensensitiven Molekiil, welches infolge einer
reversiblen Bindung von Ca?*, durch eine Strukturdnderung, die Eigenschaften eines kovalent
assoziierten Fluoreszenzmolekiils modulieren kann. GECIs besitzen den Vorteil, dass sie nicht wie
chemische Indikatoren in Zellen geladen werden missen, sondern in der Zelle exprimiert werden und
zudem Uber spezielle Signalsequenzen gezielt in ein gewinschtes Kompartiment dirigiert werden
kénnen. Chemische Indikatoren sind zwar insbesondere bei langerer Behandlungsdauer moderat toxisch
fiir Zellen, jedoch sind diese sehr gut etabliert, einfach zu handhaben und bestechen insbesondere durch
ihre hohe Sensitivitat und ihren weiten, dynamischen Fluoreszenzbereich (Miyawaki et al., 1997). Diese
Ca’*-sensitiven Substanzen, welche im Rahmen dieser Arbeit ausschlieRlich verwendet wurden, stellen
Derivate Ca®*-chelatierender Molekille, wie beispielsweise BAPTA (1,2-Bis(0-Aminophenoxy)Ethan-
N,N,N',N'-Tetraessigsaure) dar, die chemisch an ein Chromophor gekoppelt wurden (Grynkiewicz et al.,
1985). Damit solche Stoffe einfach iber die Plasmamembran diffundieren kénnen, werden die Ca*'-
bindenden Carboxylgruppen als AM-Ester (Acetoxymethylester) maskiert, wodurch die Substanz
hydrophober und somit membrangangig wird. Innerhalb der Zelle wird diese Estergruppe dann durch
unspezifische Esterasen abgespalten und der Indikator durch die wieder erhéhte Hydrophilitat in der
Zelle eingeschlossen (Dieser Vorgang wird auch als Beladung bezeichnet). Letztlich ist die eigentliche
Messprozedur, unabhéngig davon, ob genetische oder chemische Inkatoren verwendet werden, auferst
simpel, da entsprechende Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop in Echtzeit beobachtet werden
koénnen.

Die Durchfiihrung der ,,Ca®*-imaging“-Experimente im Rahmen dieser Arbeit erfolgte in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Adolfo Cavalié (Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie,
Universitat des Saarlandes), welche ihr vor Ort befindliches ,,imaging“-System, bestehend aus dem
iMIC-Fluoreszenzmikroskop (TILL photonics) und dem Monochromator Polychrome V, freundlichst
zur Verfiigung gestellt hatten. Das iMIC-Mikroskop besitzt ein Fura-2 und ein eGFP (= Fluo-5N)
Filterset sowie ein Fluar 20x/0,75 M27 Objektiv und ein Fluar 40x/1,25 Olimmersionsobjektiv (Zeiss),

welche fur die folgenden Messungen von Interesse waren. Zur Steuerung der Einheit sowie zur
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Visualisierung und Analyse der erhobenen Daten wurde die Software TILLviSION Version 4.5

(TILL photonics) in Kombination mit Excel 2007 (Microsoft) verwendet.

V.2.6.1. Zytosolische Ca®*-Messungen mittels Fura-2

Unter physiologischen Bedingungen liegt die zytosolische Konzentration von Ca®* in einem &uRerst
niedrigen Bereich (50-100 nM), welcher etwa 20.000-fach unterhalb dem des extrazellularen Milieus
liegt. Dieser Zustand wird stetig durch eine Vielzahl von Ca*-Pumpen und Austauschern
aufrechterhalten (Thomas, 2008). Da jedoch viele Anderungen der zelluldren Ca**-Homéostase, wie die
Ca”*-Freisetzung aus dem ER, mit einem transienten Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration
einhergehen, wurde ein Grofiteil der Ca2+—,,imaging“—Experimente mit Hilfe des etablierten Ca?-
Indikators Fura-2 durchgefiihrt (Abbildung 14, A). Dieser Fluoreszenzfarbstoff besitzt mit einer Ca*'-
Affinitdt im nanomolaren Bereich (Literatur Ky~ 224 nM) eine duRerst niedrige Detektionsgrenze fir
Ca” und eignet sich daher hervorragend fiir zytosolische Messungen. Eine weiteres Charakteristikum
dieses, auch als ratiometrisch bezeichneten, Ca*-Indikators liegt in seinen spektroskopischen
Eigenschaften. So verschiebt sich nach Bindung von Ca*" dessen Exzitationsmaximum von 362 zu
340 nm, wohingegen die Emissionswellenlédnge in beiden Féllen bei 510 nm liegt. Diese Tatsache bietet
den Vorteil, eine von der Indikatorkonzentration bzw. dessen zellspezifischen Fluoreszenzintensitat
nahezu unabhéngige Bestimmung der Ca**-Veranderungen zwischen verschiedenen Zellen durchfiihren
zu konnen. Denn mit steigender Fura-2-Konzentration steigt zwar die Intensitdt der Fluoreszenz-
emission infolge der Anregung bei 340 nm, jedoch fallt auch im Gegenzug die Emissionsintensitét nach
Anregung bei 380 nm. Wird nun das Verhaltnis (Ratio) 340 nm/380 nm gebildet, resultiert ein Wert, der
lediglich von der Ca**-Konzentration abhangig ist.

Fir ein Ca®'-,imaging“-Experiment wurden HeLa-Zellen einen Tag zuvor 1:2 in eine 75cm’
Zellkulturflasche passagiert und bei einer Konfluenz von ca. 80 % mittels Trypsin/EDTA abgel6st
sowie in frischem DMEM ausgezahlt (V.2.4.3). In eine 6 cm Zellkulturschale wurde ein steriles 25 mm
Deckglas ausgelegt und fur 1-2 h mit 200 pl Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) tberschichtet. Danach wurde das
Deckglas zweimal mit autoklaviertem H,Opiges. gewaschen und die Zellen entsprechend der
gewlinschten Kultivierungs- bzw. Manipulationsprozedur (V.2.4.1, V.2.4.6) in die Zellkulturschale
ausgesat und behandelt. Nach Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, fiir die erforderliche Dauer wurde das
Deckglas mit den adhédrenten Zellen in eine 3,5 cm Zellkulturschale transferiert und mit 3,5 uM
Fura-2 AM (1 mM Stocklosung in DMSO) in 1 ml Kulturmedium fur 45 min lichtgeschiitzt beladen.
AnschlieBend wurde das Deckglas mittels Pinzette aus der Schale entnommen, in die Messkammer des
iMIC-Mikroskops eingesetzt und die beiden Halften der Kammer zusammengeschraubt. Die Zellen
wurden umgehend zweimal mit 300 pl Ca®*-freiem Puffer vorsichtig gewaschen und schlieBlich im
gleichen Volumen desselben Puffers inkubiert. Die Kammer wurde daraufhin in die, im Strahlengang

des Mikroskops befindliche, Halterung eingesetzt und die Messung gestartet (Abbildung 14, B).
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45 min lichtgeschutzte Waschen der Zellen mit Echtzeit-
Inkubation Ca*-freiem Puffer Fluoreszenzmessung

Abbildung 14: Durchfiihrung einer zytosolischen Ca**-Messung. A) Struktur des zytosolischen, ratiometrischen
Ca**-Indikators Fura-2. Das Molekiil ist ein Derivat des Ca®*-Chelators BAPTA, welches an ein Chromophor
gekoppelt ist. Typischerweise wird es als Acetoxymethylester (AM) verwendet, da so die hydrophilen Ca**-
bindenden Carboxylgruppen maskiert werden und die Substanz leicht Gber die Plasmamembran diffundieren kann,
woraufhin innerhalb der Zelle die Estergruppen durch unspezifische Esterasen abgespalten werden und der
Indikator gefangen wird (= Beladung) B) HelLa-Zellen werden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglédsern
(0,1 mg/ml) kultiviert und gegebenenfalls manipuliert. Diese werden anschlielend bei RT mit 3,5 uM
Fura-2 AM in frischem DMEM inkubiert (dunkel) und daraufhin mittels Pinzette in eine Messkammer eingesetzt
und festgespannt. Nach zweimaligem Waschen mit 300 pl Ca?*-freiem Puffer und anschlieBendem Inkubieren der
Zellen in 300 pl Ca®*-freiem Puffer wird die Kammer in die Fassung tber dem Objektiv ins iMIC-Mikroskop
eingesetzt und die Messung gestartet.

Die Steuerung des Mikroskops erfolgte tber die TILLviSION Software mit der die Fura-2 Signale bei
340 und 380 nm uber einen gewdiinschten Zeitraum mit einer Frequenz von einem Bild pro 3 s auf-
gezeichnet wurden. Die Werte entsprechen dabei den Emissionen bei jeweils 510 nm nach Exzitation
bei 340 und 380 nm, welche alternierend innerhalb von 5 ms gemessen wurden. Im Anschluss an eine
Messung wurden 30-90 Zellen manuell ausgewéhlt und durch Subtraktion der zeitgleich gemessenen
Hintergrundwerte bei jeweils 340 und 380 nm Korrigiert. Die daraus resultierenden Ratio 340/380-
Werte geben somit indirekt die zytosolische Ca**-Anderung jeder Zelle zu jedem Messpunkt im
Vergleich zum Grundzustand wieder. Die Werte wurden in Form eines Diagramms dargestellt, indem
die Ratio 340/380 (oder nach einer Kalibrierung die Ca®*-Konzentration; siehe hierzu V.2.6.2) auf der

Ordinate gegen die Zeit auf der Abszisse aufgetragen wurden. Eine Form der Experimente, welche im
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Rahmen dieser Arbeit durchgefuihrt wurde, war die Applikation von Thapsigargin, einem Inhibitor der
SERCA (Ca**-ATPase des ER), welche zu einer transienten Erhéhung der zytosolischen Ca®'-
Konzentration und dadurch zu einem Anstieg der Ratio fiihrt. Weiterhin wurde in bestimmten Fallen vor
der Zugabe von Thapsigargin zusatzlich eine weitere Substanz appliziert, mit der die Zellen fir eine
bestimmte Dauer (z.B. 3 oder 10 min) vorinkubiert wurden. Wenn nicht gesondert angegeben, wurde
die initiale Inkubation der Zellen in der Messkammer sowie jede weitere Zugabe diverser Substanzen
stets in einem Volumen von 300 pl Ca**-freiem Puffer vorgenommen. Je nach vorgelegtem Volumen,
d.h. je nachdem wann in einer Abfolge mehrerer Applikationen eine Substanz verabreicht werden sollte,
musste daher die Konzentration der Ldsung entsprechend angepasst werden, um die gewiinschte
Endkonzentration zu erhalten (Liegt beispielsweise ein Losungsvolumen von 600 pl vor, werden 300 pl
Thapsigargin-Lésung mit einer Konzentration von 3 UM in die Messkammer pipettiert, um eine
Endkonzentration von 1M zu erhalten) Zur Vereinfachung wird im Folgenden nur noch die
Endkonzentration zu applizierender Substanzen angegeben. In Abbildung 15, A ist ein Beispiel eines
Ca®*-,imaging*“-Experimentes mit untransfizierten HelLa-Zellen (96 h Inkubation) dargestellt. Nach
1 min Messzeit wurden entweder 0,1 % DMSO (Kontrolle) oder einer der beiden ER-Stressoren
Tunicamycin (1 pg/ml; 1 mg/ml Stocklésung in DMSO) oder Dithiothreitol (1 mM; 1 M Stockldsung in
H>Ouigest) hinzugegeben. Nach 3 min Inkubation wurde 1 uM Thapsigargin (1 mM Stockldsung in
DMSO) verabreicht. Wie zu sehen ist steigt nach Zugabe von Thapsigargin die Ratio 340/380 an und
fallt nach wenigen Minuten wieder auf das Grundniveau zuriick. Um einzelne Experimenttypen
untereinander vergleichen zu kdnnen wurde meist eine Kombination verschiedener Messungen in einem
Diagramm dargestellt. Die Kurven geben dabei die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den
Standardfehlern der jeweiligen Messpunkte wieder (V.2.7). Weiterhin wurde ein Grofiteil der
Messungen statistisch ausgewertet, indem die Amplitude der Graphen der einzelnen Zellen (ARatio oder
A[Ca™; siehe V.2.6.2) bestimmt und der entsprechende Mittelwert zusammen mit dem ermittelten

Standardfehler in einem Diagramm angegeben wurde (Abbildung 15, B).

Bestimmung der Gesamtmenge an freiem zellularem Ca?* mittels lonomycin

Zur vollstandigen Freisetzung von ungebundenem Ca** aus allen zellularen Speichern, wurde eine Ca*'-
Messung nach Zugabe von lonomycin durchgefihrt. Dieses lonophor lagert sich in biologische
Membranen ein und vermag Ca®* iiber solche zu transportieren (Abramov und Duchen, 2003). Fiir eine
entsprechende ratiometrische Messung wurden die Zellen standardméRig in Ca*-freiem Puffer inkubiert
und nach 1 min Messdauer mit 5 UM lonomycin (1 mM Stocklésung in DMSQO) behandelt. Falls
erwiinscht, erfolgte nach 6,5 min eine zusatzliche Zugabe von 1 UM Thapsigargin, um eine vollstandige
Freisetzung von ER-luminalem Ca?* zu demonstrieren. In spéteren Experimenten wurde diese Kontrolle
jedoch verworfen und die Messdauer auf 300 s verkirzt, da in keinem der Félle ein Effekt durch das

Thapsigargin zu beobachten war.
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Abbildung 15: Auswertung und graphische Darstellung zytosolischer Ca**-Messungen. A) Mit Fura-2 AM
beladene HeLa-Zellen wurden in Ca®"freiem Puffer inkubiert, in den Strahlengang des iMIC Mikroskops
eingesetzt und 1 min nach Beginn der ratiometrischen Messung mit Puffer (0,1 % DMSQ), 1 pug/ml Tunicamycin
(Tuni; Stockldsung: 1 mM in DMSO) oder 1 mM Dithiothreitol (DTT; Stockldsung: 1 M in HyOpiqest) behandelt.
Nach 3 min wurde 1 uM Thapsigargin (TG; Stocklésung: 1 mM in DMSQO) hinzugegeben und die Messung fur
weitere 8,5 min fortgefuhrt. Die y-Achse stellt die gemessen Ratio 340/380-Werte dar, welche gegen die
entsprechen Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurden. Die Graphen reprasentieren die Mittelwerte der
einzelnen Messungen mit dem jeweiligen Standardfehler jedes Messpunktes. B) Statistische Auswertung der in
(A) dargestellten Messungen in Form eines Balkendiagramms. Hierzu wurde die Anderung der Ratio 340/380
jeder Einzelzelle bestimmt (siehe Muster, oben rechts) und anschlielend der Mittelwert sowie der Standardfehler
dieser Werte fiir jedes Experiment ermittelt. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde
ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefuhrt. P-Werte < 0,001 wurden dabei als signifikant definiert und durch
3 Sterne (***) markiert. Innerhalb eines Versuchs (n) wurden stets 50-55 einzelne Zellen analysiert (Npysfer = 5;
Ntuni = 6; Nprr = 6). Die Anzahl analysierter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.

Indirekte Uberpriifung der ER-Ca?*-Freisetzung mittels SOCE

Eine Mdglichkeit zur Uberpriifung, ob diverse Substanzen einen stimulierenden Effekt auf den Ca*'-
Ausstrom und aus dem ER austiben und somit eine Speicherentleerung bewirken, bietet das Phanomen
des Speicher-vermittelten Ca”*-Einstroms (SOCE). Die experimentelle Prozedur wurde hierbei analog
zu den oben genannten Thapsigargin-Versuchen mit Vorbehandlung durchgefiihrt. Jedoch wurde zum
Zeitpunkt der eigentlichen Thapsigargin-Applikation Ca®*-Puffer verabreicht, welcher durch den
vorgelegten Ca”*-freien Puffer (mit Ca”*-chelatierendem EGTA) auf eine theoretische Ca**-End-
konzentration von 2,5 mM verdinnt wurde. Als Kontrollexperiment wurde zundchst das etablierte
Thapsigargin verwendet, das durch seine Hemmung der SERCA passiv zur Ca*'-Freisetzung aus dem
ER-Lumen fiihrt und damit zur Offnung von CRAC-Kanélen in der Plasmamembran fiihrt. Nach 1 min
Messdauer in Ca”*-freiem Puffer wurden demnach 1 uM Thapsigargin und nach weiteren 10 min
600 pl Ca**-Puffer hinzugegeben. Danach wurde die Messung fiir weitere 9 min fortgefiihrt (Abbildung
16, A). Als Negativkontrolle wurde ein analoges Experiment durchgefuhrt, in welchem lediglich der
korrespondierende Puffer (0,1 % DMSO) verabreicht wurde. Hierbei kann nur ein basaler Anstieg der

Ratio, um einen Wert von ca. 50, beobachtet werden. Abbildung 16, B zeigt die Untersuchung des
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Faltungsantagonisten DTT im Vergleich zur genannten Pufferkontrolle. Wie zu sehen ist bewirkt eine
10-minitige Vorbehandlung mit 1 mM DTT eine deutliche Aktivierung des SOCE.
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Abbildung 16: Ratiometrische Messung zum Nachweis der Aktivierung des SOCE durch unterschiedliche
Substanzen. Auf einem Poly-L-Lysin-vorbehandelten (0,1 mg/ml) Deckglas wurden HelLa-Zellen in DMEM fiir
96 h kultiviert und anschlieBend mit Fura-2 AM fir 45 min (dunkel) beladen. Das Deckglas wurde in die
Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen, in selbigem inkubiert und die Kammer in
den Strahlengang des iMIC-Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Start der ratiometrischen Messung wurde entweder
A) 1 uM Thapsigargin oder B) 1 mM DTT bzw. 0,1 % DMSO (Negativkontrolle) appliziert und die Messung
weitere 10 min durchgefilhrt. Danach wurde Ca**-Puffer hinzugegeben (theoretische Ca®*-Endkonzentration:
2,5 mM) und weitere 9 min gemessen. Fir eine Messung wurden 20-50 Zellen analysiert und die Graphen als
Mittelwert mit Standardfehlern dargestellt.

Externe Lésung Ca’*-freier Puffer

NaCl 140 mM EGTA 0,5mM
KCI 5 mM in Externer Losung

MgCl, 1 mM

Glukose 10 mM Ca’*-Puffer

HEPES/KOH, pH7,35 10 mM CacCl, 10 mM

in Externer Losung

V.2.6.2. Kalibrierung von Fura-2 Messungen

Die Kalibrierung stellt eine Mdglichkeit dar, die experimentell gemessenen Ratio 340/380-Werte in
systemunabhéngige, vergleichbare Ca®*-Konzentrationen umzuwandeln. Hierfir wurde eine von Lomax
und Mitarbeitern etablierte Prozedur angewandt, mit der eine systemspezifische Dissoziationskonstante
K4 von Fura-2 fiir Ca®* sowie zelltypspezifische Minimum- (Rp,) und Maximum-Ratiowerte (Rmay) flr
Extrema der Ca’*-Konzentrationen ermittelt wurden. Werden diese Werte in eine geeignete
Umrechnungsformel eingesetzt, kann eine zuverlassige Ca”*-Konzentration fiir beliebige Ratio-Werte
im linearen Bereich berechnet werden (Lomax et al., 2002). Da dieser Lineare Bereich oberhalb einer

Ratio von etwa 1.000 ungenau wird, wurde fur Messungen mit lonomycin zugunsten einer besseren
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Vergleichbarkeit von einer Kalibrierung abgesehen. Um generell die spezifische, von der Messapparatur
abhangige Ky (K'g) von Fura-2 fiir Ca®* zu bestimmen, wurde ein Kalibrier-Kit (Molecular Probes)
verwendet. Es enthalt eine Ca**-Verdiinnungsreihe (0-39 pM), dessen Lésungen mit jeweils 50 pM
Fura-2 versetzt sind und zusatzlich eine weitere Probe ohne Fura-2, die dem Abgleich der
Hintergrundfluoreszenz dient (Tabelle 11). Zudem beinhalten die Losungen Polystyren-Kugelchen mit
einem Durchmesser von 15 um, wodurch die Flissigkeit, nach Pipettieren zwischen zwei Deckglaser,
stets eine einheitliche Schichtdicke besitzt. AufRerdem dienen die Kigelchen dem Auffinden einer
geeigneten, reproduzierbaren Fokusebene. Fur eine Kalibrierung wurde jeweils ein 25 mm Deckglas in
die iMIC-Messkammer eingespannt und 5 pl einer Kalibrierlosung auf die Oberflache pipettiert. Auf
diesen Tropfen wurde ein zweites 10 mm Deckglas aufgelegt, die Messkammer in die Vorrichtung am
Mikroskop eingesetzt und die Emissionsintensitaten bei 510 nm nach Exzitation bei jeweils 340 nm

(Fa40) und 380 nm (F3g9) gemessen.
Hierbei ist die Messung der Lésungen

- A (F340 max und F380 maxs C3.2+-fr8i)
— K (Fa40 min Und Fago min; geséttigte Ca®*-Konzentration) und
— L (Fa4 BG und Fsg BG, Hintergrundfluoreszenz; BG = ,,background*)

obligatorisch, wéhrend die Messwerte fiir B-J (Fsg und Faso intermedidrer Ca?"Konzentrationen) zwar

unbedingt erhoben werden sollten, jedoch insbesondere die Genauigkeit der Kalibrierung erhdhen.

Tabelle 11: Kalibierlésungen des Kalibrier-Kits der Firma Molecular Probes.

Bezeichnung freies Ca?* [uM] Ca?*-EGTA [uM] Fura-2 [uM]
A 0,000 0 50
B 0,017 1 50
C 0,038 2 50
D 0,065 3 50
E 0,100 4 50
F 0,150 5 50
G 0,225 6 50
H 0,351 7 50
| 0,602 8 50
J 1,350 9 50
K 39,00 10 50
L (Kontrollpu??é?%hne Fura-2) 10 i
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Um anhand der experimentell ermittelten Fluoreszenzintensitdten nun die entsprechenden Ca?-
Konzentrationen berechnen zu koénnen, werden die gemessenen Werte in die folgende durch
Grynkiewicz et al. etablierte Formel (1) eingesetzt (Grynkiewicz et al., 1985):

R- Rmin
(1) [Ca2+]frei = Kd XX (M)

hierbei ist
_ Fsu0-F340 BG
F3s0 - F330 BG

F380 max)
y s (Com
( ) F380 min

Wird die Formel (1) nun logarithmiert und in eine lineare Geradengleichung der Form

)

und

y = mx + b umgestellt, liefert die Nullstelle dieser Geraden (y = 0), also der Schnittpunkt der erhaltenen
Geraden mit der x-Achse, den Logarithmus der K's, welcher letztlich durch Exponenzieren den
gewunschten Wert ergibt (Abbildung 17).

1
log Ky
log [Ca®'] (M)

-9 -7 -5 -3 -1

[
log (R-Rmin)/(Rmax-R)

y=mx+b

-3

Abbildung 17: Kalibiergerade zur Ermittlung der systemspezifischen Ky (K'q) von Fura-2 fir Ca**. Die Ratio-
Werte auf der y-Achse und die [Ca®*]-Werte auf der x-Achse sind jeweils als Logarithmus angegeben, um den
sigmoidalen Kurvenverlauf des Verhaltnisses zwischen Fluoreszenz und Ca?*-Konzentration als lineare Geraden-
gleichung darstellen zu kénnen. Der Schnittpunkt der interpolierten Geraden mit der x-Achse, d.h. die Nullstelle
(y = 0) ergibt den log K'q, der schlieBlich durch Exponenzieren die gewtiinschte K'y liefert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Monochromatoren gearbeitet, weswegen fir

beide Gerate eine K'y ermittelt wurde:

1) Ky=3.54uM
2) K4=3,62uM
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Um die systemunabhangigen Kq-Werte von Fura-2 fiir Ca®* zu erhalten wurden die K'q-Werte jeweils

durch den in Formel (3) definierten Korrekturfaktor o dividiert:

1) Ky=716,4nM
2) K;=484,8nM

Zur Bestimmung der zelltypspezifischen Minimum- und Maximum-Ratiowerte (Rpyin Und Ryax) wurden
auf einem Deckglas kultivierte, unbehandelte oder zuvor manipulierte HelLa-Zellen 45 min mit
Fura-2 AM beladen, in die Messkammer eingesetzt und zweimal mit Ca®'-freiem Puffer gewaschen.
Danach wurden die Zellen 15 min mit 10 uM lonomycin behandelt. Der Puffer wurde wahrenddessen
zweimal gewechselt. Nach Inkubation der Zellen in frischem Puffer mit 10 uM lonomycin wurde die
Messkammer in den Strahlengang des iMIC-Mikroskops eingesetzt und die Messung gestartet. Nach
Bestimmung der Ratio der Ca?*-entladenen Zellen durch konstante Messung fiir 5 min wurden 52 mM
Ca”*-Puffer (theoretische Endkonzentration: 13 mM) mit 10 pM lonomycin hinzugegeben und die
Messung fiir weitere 10 min fortgefihrt, um die Fluoreszenz-Ratio der gesattigten Ca*"-Konzentration
in Zellen zu ermitteln. Pro Ansatz wurden mindestens 40 Einzelzellen ausgewertet, wobei als R, der
Mittelwert der drei Graphen mit den niedrigsten Ratiowerten im Messfenster von 0-90 s und als R, der
entsprechende Mittelwert der drei Graphen mit den hdchsten Ratiowerten zwischen Messpunkt
255 s und 345 s angesehen wurde (Abbildung 18).
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10 uM lono
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Abbildung 18: Bestimmung der minimalen und maximalen Ratiowerte (Ryin Und Rpax) zur Kalibrierung von
ratiometrischen Fura-2-Messungen. Unbehandelte oder zuvor transfizierte Hela-Zellen unterschiedlicher
Inkubationsdauer wurden nach 45-min(tiger Beladung mit Fura-2 AM (dunkel) in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit 300 ul Ca®*-freiem Puffer gewaschen und in 300 pl Ca**-freiem Puffer mit 10 pM lonomycin
(Stocklésung: 1 mM in DMSO) fir 15 min im dunkeln inkubiert (dabei wurde der Puffer alle 5 min gewechselt).
Die Messkammer wurde anschlieRend erneut mit 300 pl frischem Ca®*-freiem Puffer mit 10 uM lonomycin
beflllt, in den Strahlengang des iMIC-Mikroskops eingesetzt und die ratiometrische Messung gestartet. Zur
Bestimmung des Rp,-Wertes wurde flr 5 min konstant gemessen wahrend fur den Ry.-Wert die Zugabe von
300 pl 52 mM Ca?*-Puffer (theoretische Endkonzentration: 13 mM) mit ebenfalls 10 uM lonomycin erfolgte. Die
Messung wurde anschlieRend flr weitere 10 min fortgefiihrt. Fir die nachfolgende Kalibrierung wurde jeweils der
Mittelwert der drei niedrigsten sowie der drei hdchsten Ratiowerte im jeweiligen stabilen Messfenster fur den
Ca’*-freien Puffer (1-90s) sowie den Ca?*-Puffer (255-345s) herangezogen. Fir eine Messung wurden
mindestens 40 Zellen untersucht.
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Da die Verwendung unterschiedlicher Monochromatoren auch mit einer Veranderung des Rp,-und
Rmax-Wertes bestimmter Zelltypen einhergeht, wurden diese Werte in beiden Fallen fir alle zu
kalibrierenden Zellen bestimmt. Die Bestimmung der Rpin/Rmax-Werte mittels Monochromator 1 sind in
Tabelle 12 aufgefuhrt.

Tabelle 12: Auflistung der mittels Monochromator 1 ermittelten Rin/Rmax-Werte.

Bezeichnung Rumin R max
unbehandelt 229 2528
Kontroll siRNA 235 2385
SEC61 siRNA 199 2332
SEC61-UTR siRNA 185 2453
Kontroll siRNA +
Kontroll-Plasmid 209 2411

Da sich die Werte im allgemeinen nicht erheblich voneinander unterschieden haben, wurde fir die
Kalibrierung aller ratiometrischen Messungen, in denen sowohl siRNA und Plasmid transfiziert wurden
stets die Rmin/Rmax-Werte fir den Zelltyp Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid verwendet. Die R yin/Rmax-

Werte die mittels Monochromator 2 erhoben wurden sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Auflistung der Rin/Rimax-Werte, die mittels Monochromator 2 ermittelt wurden

SEC61-Plasmid

Bezeichnung Rmin Rmax BezeiChnung Rmin Rmax
unbehandelt 24 h 284 3107 | BIPSiRNA72h 270 3140
Kontroll sSIRNA 24 h 283 3404 | BIP-UTR siRNA 72 h 264 3236
BIP SiRNA 24 h 271 3203 | Kontroll SiRNA 96 h 287 2897
BIP-UTR siRNA 24 h 277 3203 | BIP siRNA 96 h 263 3075
Kontroll sSIRNA 48 h 284 2067 | BIP-UTR siRNA 96 h 274 3450
BIP siRNA 48 h 263 3103 | Kontroll siRNA + 287 3127
Kontroll-Plasmid

BIP-UTR siRNA 48 h 288 3079 | SECE1-UTRSIRNA + 281 3264
Kontroll-Plasmid

Kontroll SIRNA 72 h 279 3038 | SECOL-UTRSIRNA + 279 2084
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In diesem Fall wurden die Werte aufgrund geringfiigiger messungsabhangiger Schwankungen allesamt
gemittelt und fir die Kalibrierung aller ratiometrischen Messungen mit dem Monochromator 2
verwendet. Die Mittelwert waren hierbei: Ry, = 275 und Ry = 3163

V.2.6.3. ER-luminale Ca®*-Messungen mittels Fluo-5N

Da die Ca?*-Messungen in dieser Arbeit darauf abzielten den passiven Ca**-Ausstrom aus dem ER-
Lumen unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen, war zur Verifizierung der erhobenen
zytosolischen Daten mittels Fura-2 ein direkteres Messverfahren gefordert. Eine etablierte Methode zur
Bestimmung ER-luminaler Ca®-Fluktuationen basiert auf der Verwendung von Indikatoren mit
niedriger Ca®*-Affinitat (z.B. Mag-Fura-2), welche die Ca?-Anderungen im hohen Konzentrations-
bereich des ER-Lumens ([Ca®*]er ~ 10-1.000 uM) zu registrieren vermdgen (Bygrave und Benedetti,
1996; Hofer et al., 1995; Tse et al., 1994). Bei diesem Verfahren wird die Plasmamembran der Zellen
nach der Beladung mit einem milden, cholesterolspezifischen Agens (z.B. Streptolysin-O)
permeabilisiert, was das Auswaschen des stdrenden, noch im Zytosol befindlichen Indikators bewirkt.
Dieser Schritt ist erforderlich, da sich AM-Esterfarbstoffe relativ gleichméRig in der Zelle verteilen und
schlieBlich nach Abspaltung der AM-Gruppe innerhalb eines membranumschlossenen Bereichs, und
somit auch im Zytosol, verbleiben. Grundsatzlich zeigen niedrigaffine Indikatoren fur die Messung ER-
luminaler Ca®*-Anderungen jedoch vergleichbare Eigenschaften wie die unter Punkt V.2.6.1
beschriebenen zytosolischen Ca**-Indikatoren. Daher kann via Ca**-,imaging* die Abnahme der ER-
luminalen Ca**-Konzentration nach Zugabe entsprechender Stimuli in Form einer Erniedrigung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt werden (Camello et al., 2002; Lomax et al., 2002). Da die oben
beschriebene Vorgehensweise der Zerstorung der Plasmamembran und dem Ersetzen des Zytosols
durch physiologischen Puffer ein sehr artifizielles Messmilieu schafft, wurde in dieser Arbeit ein neues,
eleganteres Verfahren angewandt. Diese Prozedur kombiniert die Vorteile genetisch kodierter Ca*-
Indikatoren hinsichtlich ihrer Lokalisierbarkeit mit den biochemischen Vorziigen synthetischer
Indikatoren bezliglich ihrer hohen Sensitivitdt und ihren Fluoreszenz-dynamischen Eigenschaften.
Basierend auf der durch Rehberg et al. etablierten Methode wurde eine stabil transfizierte Hela-
Zelllinie verwendet, die freundlichst durch die Arbeitsgruppe um Prof. Robert Blum (Institut fiir
Klinische Neurobiologie, Universitétsklinikum Wirzburg) generiert und zur Verfiigung gestellt wurde
(Rehberg et al., 2008). Diese sogenannten Hela-CES2-Zellen (V.1.7) exprimieren die cDNA-Sequenz
einer ER-dirigierten Carboxylersterase und bieten damit den Vorteil, dass sie durch die resultierende,
lokal stark erhohte Esteraseaktivitdt AM-Esterfarbstoffe, nach deren Diffusion in die Zelle, zu einem
hohen Grad im ER-Lumen akkumulieren. Eine anschliefende Permeabilisierung der Zellen zur
Entfernung von Indikatorriickstdénden im Zytosol ist somit nicht mehr erforderlich. Ein fur dieses
System geeigneter, etablierter Ca®*-Indikator stellt hierbei das Fluo-5N (K fiir Ca®* in Puffer ~ 90 uM)
dar, welches in dieser Arbeit zum Einsatz kam (Ziman et al., 2010). Dieser Ca*'-sensitive

Fluoreszenzfarbstoff ist im Gegensatz zu Fura-2 nicht ratiometrisch, weswegen nur die relative
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Anderung der Fluoreszenz im Vergleich zum Ausgangssignal gemessen werden kann, jedoch bietet er
den Vorteil, dass er mit einer 100-fachen Fluoreszenzintensitatssteigerung nach Ca®*-Bindung ein
starkes und dynamisches Signal liefert. Das Exzitations- und Emissionsmaximum fiir die Ca®-
gebundene Form von Fluo-5N liegt bei 494 bzw. 516 nm (Abbildung 19, A).

Zur fluoreszenzmikroskopischen Echtzeit-Messung ER-luminaler Ca®*-Anderungen wurden Hela-
CES2-Zellen identisch zur unter Punkt V.2.6.1 beschriebenen Prozedur kultiviert und gegebenenfalls
manipuliert (V.2.4.1). Nach gewdinschter Inkubationsdauer wurde das Deckglas mit den adhérenten
Zellen in eine 3,5 cm Zellkulturschale transferiert und die Zellen mit 4 pM Fluo-5N AM (1 mM
Stocklésung in Pluronic F-127) in 1 ml HBSS (Gibco) fir 15 min lichtgeschitzt bei 37 °C beladen.
Daraufhin wurden die Zellen einmal mit 1 ml HBSS gewaschen und in selbigem Volumen HBSS fur
weitere 30 min bei RT lichtgeschitzt inkubiert. Das Deckglas wurde anschlieBend in die Messkammer
eingespannt, die Zellen zweimal mit 300 pl Ca?*-freiem Puffer vorsichtig gewaschen und schlieRlich im
gleichen Volumen Ca**-freiem Puffer inkubiert. Die Kammer wurde daraufhin in den Strahlengang des
iMIC-Mikroskops eingesetzt, wobei zwecks einer verbesserten Auflésung der ER-Struktur ein
40 x Olimmersionsobjektiv verwendet wurde. Wie im Falle der zytosolischen Ca?*-Messungen wurde
das Mikroskop mittels TILLvisION Software gesteuert und die Fluo-5N-Signale bei 490 nm
Exzitations- und 530 nm Emissionswellenlange (eGFP-Filter) Uber einen gewinschten Zeitraum mit
einer Bildfrequenz von 1/6 Hz aufgezeichnet. Dabei wurde ein ,binning” (Zusammenfassen
benachbarter Pixel zur Verstarkung der abgebildeten Signale) von 4 x 4 verwendet. Im Anschluss an
eine Messung wurden 10-30 Zellen manuell ausgewdhlt und alle Intensitatssignale (F*) durch
Subtraktion des mitgemessenen Hintergrundwertes F' korrigiert. Weiterhin wurde zur Berechnung der
relativen Fluoreszenzanderung der Startwert Fo jeweils von den Messwerten subtrahiert und die
erhaltene Differenz zur Normierung der Daten nochmals durch F, dividiert, wodurch sich fir diese

Berechnung folgender Term ergab:

[(F* - F) - (F¥- F)] _ AF
oder vereinfacht dargestellt: —
(F*o- F') Fo

Die Werte wurden in Form eines Diagramms dargestellt, in welchem die relative Fluoreszenzabnahme
(AF/F,) auf der y-Achse gegen die Zeit (s) auf der x-Achse aufgetragen wurden. Abbildung 19, B zeigt
die graphische Auswertung eines Experimentes mit untransfizierten Zellen. Nach 1 min wurden 1 pM
Thapsigargin hinzugegeben, um den passiven Ca®*-Ausstrom aus dem ER zu stimulieren (zu sehen als
relative Abnahme der Fluoreszenzintensitit). Nach weiteren 9 min wurden 5 pM lonomycin appliziert,
wodurch restliches Ca®* mobilisiert wird. Dies dient als indirekter Hinweis, wie viel Ca** durch die
Thapsigargin-Behandlung bereits aus dem ER freigesetzt wurde. Letztlich kdnnen entsprechende
Datensétze, ahnlich der unter Punkt V.2.6.1 beschriebenen Auswertung, zusatzlich statistisch analysiert
werden, sofern ein zweiter zu vergleichender Datensatz verfugbar ist. In diesem Fall wird der Wert 1y,

berechnet, welcher den Zeitpunkt der relativen Fluoreszenzabnahme um 50 % angibt (ab TG-
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Applikation bis zum Ende der Messung) und somit ein MaB fiir die Geschwindigkeit der Ca*'-
Freisetzung aus dem ER darstellt (Abbildung 19, C). Analog zu den zuvor geschilderten Berechnungen
konnen diese Werte als Mittelwert mit Standardfehler angegeben werden und zwei Datensétze mittels

ungepaartem t-Test verglichen werden.
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Abbildung 19: Messung von ER-luminalem Ca®*. A) Struktur des Calcium-Indikators Fluo-5N vorliegend als
Kaliumsalz. B) HelLa-CES2-Zellen (stabil transfiziert mit ER-luminal dirigierter Carboxylesterase zur
verbesserten AM-Ester-Beladung) wurden 15 min bei 37 °C (dunkel) mit 4 uM Fluo-5N AM (Stocklésung 1 mM
in Pluronic F-127) in HBSS beladen und anschlieend fiir weitere 30 min bei RT (dunkel) in HBSS inkubiert. Das
Deckglas mit den Zellen wurde in der Messkammer fixiert und nach zweimaligem Waschen in Ca?*-freiem Puffer
mit 300 pl Ca*'-freiem Puffer tberschichtet. Danach erfolgte die Echtzeit-Fluoreszenz-Messung mittels iMIC-
Mikroskop bei einer Exzitation von 490 nm und einer Fluoreszenzemission von 530 nm mit einem Puls alle 6 s.
Die Zellen wurden fiir 1 min gemessen und anschlieBend die Ca**-Freisetzung durch Zugabe von 1 pM
Thapsigargin induziert. Nach weiteren 9 min wurden 5 pM lonomycin hinzugegeben und weitere 4 min gemessen.
Das Diagramm zeigt den Mittelwert der relativen Fluoreszenzabnahme (AF/F,) inklusive des Standardfehlers aus
10-25 Zellen (AM = Acetoxymethylester; F = Fluoreszenzintensitat) C) Darstellung einer statistischen Analyse
der Anderung der ER-luminalen Ca?-Konzentration nach Zugabe von Thapsigargin und lonomycin. Um
unterschiedliche Datensatze miteinander vergleichen zu kénnen wurde der Wert 11, verwendet. Dieser gibt den
Zeitpunkt nach TG-Zugabe an bei 50 %-iger der Fluoreszenzabnahme an. Diese Werte kénnen analog zu den
statistischen Auswertungen der zytosolischen Ca®*-Messungen als Balkendiagramm mit Standardfehler dargestellt
werden und mittels ungepaartem t-Test analysiert werden.
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V.2.7. Statistische Analyse von Daten

Zur statistischen Auswertung grélRerer Datenmengen, wurde der ungepaarte t-Test (Zweistichproben-
t-Test) durchgefuhrt. Hierbei wird tberprift, ob sich zwei unabhangige Stichprobensétze anhand ihrer
Mittelwerte signifikant voneinander unterscheiden. Der klassische t-Test setzt dabei voraus, dass beide
Stichproben normalverteilten Grundgesamtheiten mit gleicher Varianz entstammen, was generell auf die
in dieser Arbeit erhobenen biologischen Daten zutrifft. Die aus einem t-Test ermittelte Wahrscheinlich-
keit (p-Wert oder Signifikanzwert), welche Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann, muss dabei
oberhalb eines festgelegten Signifikanzniveaus a (maximal zuldssige Irrtumswahrscheinlichkeit) liegen,
um die Nullhypothese (d.h. der Fall, dass kein Unterschied zwischen den Stichprobensatzen besteht) zu

widerlegen. Diese Signifikanzniveaus wurden wie folgt definiert:

>

p>0,05 2 n.s. (nicht signifikant)
p <0,05 *

p<0,01
p<0,001 & ***

1>

**

>

Die in den Diagrammen angegebenen Fehlerbalken geben stets den Standardfehler (,,standard error of
the mean®, s.e.m.) einer Grundgesamtheit von Stichproben an, also das MaR fur die Streuung um den
entsprechenden Mittelwert der analysierten Daten. Dieser wurde mit dem Programm Excel 2007

(Microsoft) wie folgt berechnet:

9
Ss.em.= ——=

Vvn

dabei ist ¢ die Standardabweichung der Stichproben und definiert als:

 [Eex-n?
°- n

n = Anzahl der Stichproben
x = Wert einer Stichprobe

X = Mittelwert aller Stichproben
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V1. Ergebnisse

Der Sec61-Komplex reprasentiert die Kernkomponente der hochdynamischen und flexiblen
Proteintranslokase des endoplasmatischen Retikulums (Crowley et al., 1994; Crowley et al., 1993;
Mothes et al., 1994; Rapoport, 1986; Simon et al., 1989). Neben dem Import von Polypeptid-
vorldufern ins Lumen oder der Integration von Proteinen in die ER-Membran wurden seit dessen
Identifikation mindestens zwei weitere potentielle Funktionen charakterisiert. Wéhrend einige Studien
eine Rolle bei der Dislokation fehlgefalteter Proteine ins Zytosol (ERAD) postulieren (Hammond und
Helenius, 1994, 1995; Klausner und Sitia, 1990; Romisch, 1999; Schafer und Wolf, 2009) ist
insbesondere in der letzten Dekade das Interesse an einem Einfluss des Translokons auf die zelluléare
Ca”*-Homdostase gestiegen. Der Sec61-Komplex weist dabei eine Permeabilitét fiir diverse lonen und
kleine Molekiile auf (Heritage und Wonderlin, 2001; Le Gall et al., 2004; Roy und Wonderlin, 2003;
Simon et al., 1989; Wirth et al., 2003) und vermag Uber die hydrophile Translokationspore demnach
auch Ca**-lonen zu leiten. Dieser Aspekt ist von groRer Bedeutung, da das ER einen Hauptspeicherort
fur zellulares Ca** darstellt (Clapham, 2007; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong et al., 2007).
Eine Vereinbarung derartiger Eigenschaften ohne Beeintréchtigung des zellularen Milieus wirft jedoch
die Frage nach potentiellen Regulationsmechanismen auf. Denn wahrend einerseits eine Vielzahl von
Proteinen ins ER importiert wird, muss zur gleichen Zeit eine adaquate Permeabilitatsbarriere
gegeniber Ca®* garantiert werden. Basierend auf in vitro Experimenten leistet das ER-luminale,
molekulare Chaperon BiP einen wichtigen Beitrag zum SchlieRen der Pore vor und in der frihen
Phase der Translokation (Alder et al., 2005; Haigh und Johnson, 2002; Hamman et al., 1998). Im
Rahmen dieser Arbeit sollten potentielle Modulatoren der Sec61-Translokase pharmakologisch oder
mittels Expressionsmanipulation auf zellularer Ebene charakterisiert werden, wobei der Schwerpunkt
auf dem in vitro Proteinimport (Blobel und Dobberstein, 1975b; Walter und Blobel, 1983a; Wilson et
al., 1995) sowie dem Ca?*-Ausstrom aus dem ER lag (Grynkiewicz et al., 1985; Williams et al., 1985;
Ziman et al., 2010).

V1.1. Einfluss von Calmodulin auf den Sec61-Komplex

Calmodulin (CaM) ist ein Ca**-abhangiges, zytosolisches Protein, welches die Aktivitét einer Vielzahl
von Zielproteinen zu modulieren vermag. Dabei stellen lonenkanéle eine der Hauptklassen CaM-
regulierter Proteine dar (Dick et al., 2008; Yamada et al., 1995; Zuhlke et al., 1999).
Elektrophysiologische Untersuchungen (Biophysik, Universitdt Osnabriick) haben gezeigt, dass CaM
die lonenpermeabilitat des Sec61-Komplexes in rauen Mikrosomen Ca®*-abhéngig inhibieren kann.
Gestitzt werden diese Daten durch die Identifikation eines 1Q-Motivs im zytosolischen N-Terminus

von Sec6la in Saugetierzellen (Puntervoll et al., 2003; Yap et al., 2000), welches in vitro Ca*'-
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abhangig mit CaM interagiert (Erdmann et al., 2011). Hierauf basierend sollte die Bedeutung von
CaM fiir die Regulation des Proteintransportes und die zellulare Ca**-Homéostase untersucht werden.
Zur Inhibition von CaM wurden die CaM-Antagonisten Ophiobolin A, Trifluoperazin,
Calmidazolium, Phenoxybenzamin und CaMKIIl verwendet, welche uber unterschiedliche
Mechanismen der CaM-Hemmung verfligen. Diese kdnnen sowohl allosterisch oder kompetitiv sein
und entweder Uber elektrostatische oder kovalente Interaktion erfolgen (Jan und Tseng, 2000; Leung et
al., 1984; Meador et al., 1993; Ning und Sanchez, 1996; Vandonselaar et al., 1994). Die Strukturen
der vier verwendeten Xenobiotika sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Chemische Strukturen der vier verwendeten xenobiotischen Calmodulin-Antagonisten
A) Ophiobolin A, B) Trifluoperazin, C) Calmidazolium und D) Phenoxybenzamin.

V1.1.1. Einfluss von CaM-Inhibitoren auf den in vitro Proteinimport ins ER

Zur Untersuchung eines Einflusses von CaM-Antagonisten auf den Proteintransport ins ER wurde das
etablierte in vitro Transportsystem, bestehend aus rauen Mikrosomen (RM) und Retikulozytenlysat
verwendet. Die Supplementierung mit [*°S]-Methionin sowie einer mRNA, kodierend fiir ein
gewtinschtes Modelsubstrat (Blobel und Dobberstein, 1975b), bietet dabei eine hohe Sensitivitét fiir
die nachfolgende Detektion (V.2.1.6). Das offene, definierte System ermdglicht ferner eine beliebige
Manipulierbarkeit wahrend oder nach der Synthese, indem Substanzen wie die CaM-Inhibitoren hin-
zugefiigt werden konnen. Das Retikulozytenlysat enthalt zwar einen Uberschuss an EGTA
(ca. 400 uM), dennoch kann eine Restaktivitat von CaM nicht ausgeschlossen werden, auch weil CaM
in der Lage ist Ca®*-unabhangig (Apo-CaM) an diverse Zielproteine zu binden (Rhoads und Friedberg,
1997). Da eine Zugabe von Ca?" in das Retikulozytenlysat die Ca?*-abhangige S1 Nuklease aktiviert
und damit eine Degradierung der zugesetzten mRNA bewirken wirde, wurde im Fall des
cotranslationalen Transportes auf einen Zusatz von Ca®* verzichtet. Neben der eigentlichen CaM-
Inhibition sollte auch allgemein der Einfluss der CaM-Antagonisten auf den in vitro Transport per se

und somit deren Spezifitat untersucht werden.
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VI1.1.1.1. Diverse CaM-Inhibitoren hemmen den cotranslationalen in vitro

Transport Sec61-abhangiger Substrate ins ER

Um einen Effekt der verschiedenen CaM-Antagonisten auf den cotranslationalen Proteinimport ins ER
zu untersuchen, wurde, wie unter Punkt V.2.3.3.1 beschrieben, die zuvor von den entsprechenden
Plasmiden transkribierte mRNA (V.2.3.1) diverser préasekretorischer Proteine in Anwesenheit
von rauen Mikrosomen (RM) sowie unterschiedlicher Konzentrationen der oben genannten CaM-
Antagonisten (10-200 uM) mit Hilfe des Retikulozytenlysat-Systems translatiert (V.2.3). Hierbei
wurden die als obligat oder auch optional cotranslational transportierbaren Modellsubstate
Praprolaktin (ppl), pplss (trunkierte, 86 AS lange Variante von Préprolaktin), der Hefepheromon-
Vorlaufer Prapro-a-Faktor (ppaF) sowie das Insektenprotein Praprocecropin A (ppcecA) verwendet.
PpcecA kann dabei unter cotranslationalen Transportbedingungen, d.h. wenn sich wéhrend der
Synthese ER-Membranen im Ansatz befinden, SRP-abh&ngig transportiert werden, wohingegen der
posttranslationale Transport vollig SRP-unabhéngig verlduft (Lang et al., 2012; Schlenstedt et al.,
1990). Fur jeden Substrattyp wurde die Transporteffizienz bestimmt, indem der Anteil des
prozessierten Proteins im Vergleich zur Gesamtproteinmenge ermittelt wurde. Als Kontrolle diente ein
Ansatz mit Puffer (0,1 % DMSO), mit welchem die zu testenden Ansatze (mit Inhibitoren) verglichen
wurden. Abhangig vom Vorlaufersubstrat wurden unterschiedliche Formen der Prozessierung, also die
im ER-Lumen katalysierte, posttranslationale Modifikation der transportierten Proteine, detektiert.
Entweder erfolgte eine enzymatische Abspaltung einer N-terminalen Signalsequenz durch den
Signalpeptidasekomplex und/oder die Glykosylierung an spezifischen Asparaginresten durch die
Oligosaccharyltransferase (OST). Beides fiihrt zu einer Veranderung der molekularen Masse (MW)
und daher zu einer definierten Veranderung des Laufverhaltens im SDS-Polyacrylamidgel (Spaltung =
Erniedrigung des MW, Glykosylierung = Erhéhung des MW). Um die prozessierten Proteine auf
Proteaseresistenz zu Uberpriifen wurde im Anschluss an einen in vitro Transport eine Sequestrierung
durchgefuihrt (wenn nicht gesondert angegeben ohne Triton X-100-Behandlung). Die Proben wurden
danach auf einem 15 bzw. 17,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (V.2.1.1) und die
radioaktiv markierten Proteine mittels ,,phosphorimaging” (V.2.1.6) detektiert. Zur besseren
Auftrennung des relativ kleinen Proteins ppcecA wurde ein 19,4 %-iges SDS-Harnstoffgel (V.2.1.1.1)
verwendet.

Ppl wurde unter Kontrollbedingungen (0,1 % DMSO) mit einer Effizienz von 32-58 % durch
Signalsequenzspaltung prozessiert und war in seiner reifen Form pl gegenlber einer Proteinase K-
Degradation geschiitzt (Abbildung 21, Gel 1, Spur 1 und Gel 2, Spur 1 + 2). Eine Behandlung mit
Ophiobolin A (Ophio A), Phenoxybenzamin (Phe) sowie Calmidazolium (CAL) mit Konzentration
oberhalb von 100 uM hingegen resultierte in einer vollstdndigen Inhibition des ER-Importes
(Abbildung 21, Gel 1, Spur 2, 5; Gel 2, Spur 5). Dem gegeniiber hatten Trifluoperazin (TFP) sowie
CaMKII auch in der hochsten, getesteten Konzentration (200 pM bzw. 100 puM) keinen Einfluss auf
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die Prozessierung von ppl (Abbildung 21, Gel 1, Spur 8; Gel 2, Spur 3). Allerdings flihrte die Zugabe
von CaMKII zur Hemmung der Proteinsynthese, weshalb fir die nachfolgenden cotranslationalen
Experimente auf die Zugabe dieses Inhibitors verzichtet wurde (Abbildung 21, A). Die Untersuchung
von ppaF lieferte etwas diffizilere Ergebnisse. Wurde im Fall von ppl noch eine Hemmung der
Prozessierung durch einen Teil der CaM-Antagonisten beobachtet und somit auf eine reine
Transportinhibition geschlossen, wurden fiir ppoF mehrere Beobachtungen gemacht. Da das Protein
sowohl gespalten als auch glykosyliert wird, diese zweite Modifikation in RM jedoch meist
unvollstandig erfolgt, wurden unter Kontrollbedingungen beide Formen beobachtet. Fir eine
Quantifizierung der Prozessierung wurde stets die Summe beider Modifikationen im Verhaltnis zur
Gesamtproteinmenge berechnet. Unter Kontrollbedingungen bzw. mit einer Ophiobolin A-
Konzentration im nicht-inhibitorischen Bereich lagen beide Prozessierungsformen etwa in gleichem
MaRe vor und bildeten einen prozentuellen Anteil von 27-37 % des Gesamtproteins. Zudem wiesen
beide eine nahezu vollstandige Proteaseresistenz auf (Abbildung 21, B; Gel 1, Spur 7 + 8; Gel 2-4,
je Spur 1 + 2). In Gegenwart einer Ophiobolin A-Konzentration tber 10 uM ergab die Berechnung der
Prozessierung einen Wert von 79-85 %, was eine Steigerung der Transportrate vermuten lasst.
Allerdings fehlte die Glykosylierung in diesem Fall vollstindig bei ausschlielicher
Signalpeptidabspaltung des ppaF. Darlber hinaus war diese prozessierte Bande nicht gegentber
proteolytischer Degradation geschiitzt, ein Indiz fir eine fehlende Integritat der ER-Membran
(Abbildung 21, B, Gell,Spurl, 2,4+5). Ein vergleichbarer Effekt wurde auch fir
Phenoxybenzamin beobachtet. Ab einer Konzentration von 100 uM wurde eine Hemmung des
Transportes (9 % Prozessierung) beobachtet, die ab 200 UM ebenfalls in eine verstérkte Spaltung
(35 % Prozessierung) sowie fehlende Glykosylierung tberging, jedoch verlor dieses Protein ebenfalls
jedweden Schutz gegeniiber einer Proteasebehandlung (Abbildung 21, B, Gel 2, Spur 3 -6). Die beiden
anderen CaM-Antagonisten zeigten einen vergleichbaren Einfluss auf den in vitro Transport von ppaF
wie bereits bei der Untersuchung von ppl. Calmidazolium bewirkte eine Inhibition der Prozessierung
ab einer Konzentration von 50 uM, TFP hingegen hatte keinen Effekt auf die in vitro Translokation
des Vorlauferproteins (Abbildung 21, B, Gel 3, Spur 7; Gel 4). Zuletzt sollte das eigentlich
posttranslational transportierte ppcecA unter cotranslationalen Bedingungen getestet werden, was auch
unter diesen Bedingungen, wie oben erwéhnt, fakultativ mdglich ist. Die Protease-Behandlung (wie in
allen Abbildungen als P angegeben) erfolgte hierbei mit einer Kombination aus Proteinase K und
Trypsin (V.2.3.3.3) um das zytosolische Vorstufenprotein vollstandig abzubauen. Unter Kontroll-
bedingungen (0,1 % DMSO) lag der prozessierte Anteil von ppcecA bei 18 %, was auch in einer
nachfolgenden Sequestrierung als geschitzt vorlag (Abbildung 21, C, Spur 1 + 2). In Anwesenheit von
Ophiobolin A, ab einer Konzentration von 50 pM, wurde die Translokation nahezu vollstandig
inhibiert (Abbildung 21 C, Spur 8). Ein vergleichbarer Effekt wurde auch fir Calmidazolium
beobachtet (Tabelle 14). Wie den Ergebnissen zu entnehmen ist, hemmte ein Teil der CaM-

Antagonisten (Ophiobolin A, Phenoxybenzamin und Calmidazolium) den cotranslationalen in vitro
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Transport der getesteten Vorldufer ppl, ppaF und ppcecA. Allerdings zeigten Ophiobolin A und
Phenoxybenzamin die unerwartete Eigenschaft, im Fall des ppaF eine vermeintliche Verstirkung der
Signalpeptidasespaltung bei gleichzeitiger Hemmung der Glykosylierung zu bewirken. Dieses
Spaltungsfragment verlor jedoch seine Proteaseresistenz. Daher stellte sich die Frage nach einer
membranpermeabilisierenden Wirkung dieser CaM-Antagonisten. Zur Uberprifung wurden analoge
invitro Translokationsexperimente mit dem Substrat ppl durchgefuhrt. Zusétzlich erfolgte nach
60 min (nach erfolgter Translokation) die Inkubation mit einem der CaM-Antagonisten, Ophiobolin A,
Phenoxybenzamin, TFP oder Calmidazolium (jeweils 200 uM) fir weitere 15 min bei 30 °C. Als
Kontrolle wurden vergleichbare Ansétze entsprechend mit Puffer (0,1 %DMSO) behandelt. Die
Proben wurden daraufhin aufgeteilt und entweder mit Saccharose- oder Proteinase K-Ldsung fir
60 min bei 0°C behandelt (V.2.3.3.3) sowie anschlieBend mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) und
,,phosphorimaging® (V.2.1.6) analysiert.
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Abbildung 21: In vitro Synthese und cotranslationaler Transport (V.2.3.3.1) diverser Vorldauferproteine in raue
Hundepankreasmikrosomen (RM) in Anwesenheit verschiedener CaM-Antagonisten. Nach Translation der
mRNA (60 min, 30 °C) von A) Praprolaktin (ppl), B) Prapro-o-Faktor (ppaF) oder C) Praprocecropin A
(ppcecA) im L416A-Retikulozytenlysat, in Gegenwart von [*S]-Methionin, 6 % RM sowie verschiedenen
Konzentrationen der CaM-Antagonisten Ophio A, TFP, CAL, Phe und CaMKII. (10-200 uM) wurden die
Proben, wenn angezeigt, einer Sequestrierung unterzogen. Hierzu wurden die Ansétze zu je zwei Aliquots
aufgeteilt und mit Saccharose- (S) oder Proteinase K-Ldsung (P) versetzt (bei ppcecA: Proteinase K + Trypsin).
Nach 60 min Inkubation auf Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 mM PMSF (in Ethanol) fiir 5 min
auf Eis abgestoppt. AnschlieBend wurden die Proben auf SDS-PA-Gel (15-17,5 %) oder einem 19,4 %-igen
SDS-Harnstoffgel (ppcecA) elektrophoretisch (V.2.1.1, V.2.1.1.1) aufgetrennt, die Proteine Uber ,,phosphor-
imaging® (V.2.1.6) detektiert und densitometrisch (V.2.1.7) analysiert. (p = pré, Signalpeptid; g = glykosyliert)
Zur Angabe der Prozessierungseffizienz wurde jeweils unterhalb der Gelspuren (im Fall einer Sequestrierung
unter S) der prozentuale Anteil des modifizierten Proteins (gespalten und/oder glykosyliert) im Vergleich zur
Gesamtproteinmenge  (Vorl&ufer + prozessierte  Form) angegeben  (Ophio A = Ophiobolin A; TFP =
Trifluoperazin; CAL = Calmidazolium; Phe = Phenoxybenzamin; CaMKII = Calmodulin Kinase I1-Bindepeptid;
Puffer = 0,1 % DMSO). Die Quantifizierung der Prozessierung entspricht je einem einzelnen Experiment.
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Unter den angegebenen Bedingungen wurde ppl in Anwesenheit der Pufferkontrolle wie erwartet
transportiert (36 % Prozessierung) und wies auch nach 15 min Nachbehandlung mit 0,1 % DMSO eine
praktisch vollstdndige Proteaseresistenz auf (Abbildung 22, Gel 1, Spur 1+2). Wurde ein
gleichartiger Ansatz fir 15 min mit Ophiobolin A oder Phenoxybenzamin nachbehandelt, hatte dies
zwar keinen Einfluss auf die Prozessierungseffizienz (jeweils 38 %), allerdings wurde der zuvor
geschtzte, reife Anteil des Proteins vollstandig (Ophiobolin A) oder teilweise (Phenoxybenzamin)
durch Proteinase K degradiert (Abbildung 22, Gel 1, Spur 7-10). Dabei entsprach der Grad des Abbaus
dem der Degradation in den jeweiligen Ansdtzen mit simultaner CaM-Antagonisten-Behandlung
(Abbildung 22, Gel1, Spur4,6,8+10). Sowohl Calmidazolium als auch TFP (40und 39 %
Prozessierung) hatten keinen negativen Effekt auf die Membranintegritat der Vesikel (Abbildung 22,
Gel 2, Spur 2 + 4).

15 min Nachbehandlung

Puffer Ophio A Phe Ophio A Phe
S P S P S P S P S P

=" - = = "

36 8 6 38 38 Prozessiert [%]

15 min Nachbehandlung
TFP CAL

S P s P
- W "
40 39

Prozessiert [%)]

Abbildung 22: In vitro Synthese und cotranslationaler Transport (V.2.3.3.1) von Praprolaktin (ppl) in raue
Mikrosomen (RM) sowie Behandlung mit verschiedenen CaM-Antagonisten wahrend oder nach dem Transport.
Die mRNA von ppl wurde im L416A-Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [*°S]-Methionin, 6 % RM
sowie jeweils 200 uM der CaM-Antagonisten Ophio A oder Phe translatiert. Zur Untersuchung eines potentiell
membranpermeabilisierenden Einflusses der CaM-Antagonisten, wurden die Proben nach erfolgter
Translokation (nach 60 min, 30 °C) in Gegenwart von Puffer (0,1 % DMSO) flr 15 min bei 30 °C mit Puffer
oder einem der CaM-Antagonisten Ophio A, Phe, TFP oder CAL (je 200 uM) inkubiert. Anschliefend wurden
alle Proben einer Sequestrierung unterzogen. Hierzu wurden die Ansétze zu je zwei Aliquots aufgeteilt und
entweder mit Saccharose- (S) oder Proteinase K-Losung (P) versetzt, 60 min auf Eis inkubiert und die Reaktion
durch 5-mindtige Zugabe von 100 mM PMSF (in Ethanol) auf Eis abgestoppt. AnschlieBend wurden die Proben
auf einem 15 %-igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch (1V.2.1.1, 1V.2.1.1.1) aufgetrennt und die
Proteine tiber ,,phosphorimaging” (IV.2.1.6) detektiert und densitometrisch (IV.2.1.7) analysiert (p = pré,
Signalsequenz). Die Prozessierungseffizienz wurde jeweils unterhalb der Gelspuren (unter S) als prozentualer
Anteil des gesamten Proteins (Vorldufer + prozessierte Form) angegeben (Ophio A = Ophiobolin A;
TFP = Trifluoperazin; CAL = Calmidazolium; Phe = Phenoxybenzamin). Die Quantifizierung der Prozessierung
entspricht jeweils einem einzelnen Experiment.

Zur weiteren Verifizierung des Sec61-abhéngigen Transportes wurde das trunkierte Préprolaktin pplgs
verwendet, welches aufgrund des fehlendes Stopcodons und seines generell cotranslationalen
Transportmodus mit der am Ribosom immobilisierten Polypeptidkette im Sec61-Translokon arretiert.
Eine Prozessierung zur reifen Form pplsg kann nur durch eine Freisetzung vom Ribosom erfolgen, da
so die Polypeptidkette ins ER Lumen gelangt und fur den Signalpeptidasekomplex zuganglich wird.

Zu diesem Zweck wurde Puromycin hinzugegeben, welches strukturell einer Aminoacyl-tRNA &hnelt
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und durch Bindung im Peptidyltransferasezentrum (Muto und Ito, 2008; Rodriguez-Fonseca et al.,
2000) naszierende Polypeptidketten vom synthetisierenden Ribosomen freisetzt (Ennis, 1965; Morris
und Schweet, 1961). Wird stattdessen SMCC (Succinimidyl-4-(N-Maleimidomethyl) appliziert kann
eine chemische Quervernetzung von pplgs zu Sec6l generiert werden, was als hohermolekulares
Addukt im PA-Gel detektierbar (V.2.1.6) ist (Connolly und Gilmore, 1986; Zimmermann et al., 1991).
Aufgrund der Inhibition des cotranslationalen in vitro Transportes von ppl durch einen Teil der CaM-
Antagonisten wurde untersucht, ob dies einer verminderten Interaktion zu Sec6l1 zugrundeliegt und
somit bereits das ,targeting* bzw. die Insertion in die Translokationspore inhibiert wird oder ob ein
stromabwarts liegender Prozess, wie die Aktivitdt der Signalpeptidase beeinflusst wird (da die
Inhibitoren durch ihre hohe Hydrophobizitat auch tber die ER-Membran ins Lumen gelangen). Weil
Ophiobolin A und Phenoxybenzamin eine Permeabilisierung der ER-Membran verursachten, wurden
die beiden Inhibitoren in diesem Fall nicht verwendet. Pplgs wird aufgrund seiner SRP-Abhéngigkeit
auch posttranslational als arretierter RNCgs-Komplex zum Sec61l-Komplex dirigiert und die
Polypeptidkette partiell in die Translokationspore inseriert (Connolly und Gilmore, 1986). Da somit
die Anwesenheit von rauem ER wahrend der Synthese fur diesen Transporttyp nicht obligatorisch ist,
wurde ein posttranslationaler Aufbau gewahlt, damit auch zusétzlich der CaM-Antagonist CaMKI|I
getestet werden konnte, welcher wie zuvor demonstriert die Proteinsynthese hemmt (Abbildung 21,
Gel 1, Spur 8). Die Synthese von pplgs wurde wie unter Punkt V.2.3.3.1 beschrieben fur 20 min
durchgefihrt und der Ansatz anschlieBend mit 6 % RM sowie unterschiedlichen Konzentrationen der
CaM-Antagonisten Calmidazolium, TFP oder CaMKII (12,5-200 uM) versetzt. Nach Inkubation fiir
weitere 30 min bei 30°C wurden die Membranen sedimentiert, in Quervernetzungspuffer
resuspendiert und auf zwei Ansétze aufgeteilt, wovon jeweils einer mit Puromycin behandelt wurde.
Im Anschluss wurden alle Proben weitere 30 min bei 0 °C mit dem chemischen Quervernetzer SMCC
behandelt und mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) und ,,phosphorimaging* (V.2.1.6) analysiert. Wie erwartet
wurde pplgs in Gegenwart von Puffer (0,1 % DMSO) nach Puromycin-Behandlung groBtenteils zu
pplss prozessiert (63-73 %), was einem Transport ins ER-Lumen entspricht (Abbildung 23, Gel 1,
Spur 3, Gel 2, Spur 1), und mit einer ebenso hohen Effizienz von 73-84 % infolge der SMCC-
Behandlung (in Abwesenheit von Puromycin) mit dem Sec61-Komplex quervernetzt (Abbildung 23,
Gel 1, Spur 4, Gel 2, Spur 2). Mit steigenden Konzentrationen an Calmidazolium assoziierte pplgs
weniger effizient mit dem Sec61-Komplex (8 %) und konnte auch nicht mehr mittels Puromycin-
Behandlung zu pplsg prozessiert (2 %) werden (Abbildung 23, Gel 1, Spur 5 + 6). TFP und CaMKI|I
hingegen hatten keinen negativen Einfluss auf die pplgs-Translokation, sondern lieen im Gegenzug
sogar eine leichte Steigerung der Quervernetzung zu Sec61 (von 73 % auf 79 bzw. 82 %) erkennen
(Abbildung 23, Gel 2). Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Mikrosomen (mit MVP = Mikrosomen-
verdinnungspuffer) mitgefuhrt, welcher wie erwartet keine Prozessierung bzw. Quervernetzung
aufwies (Abbildung 23, Gel 1, Spur 1 + 2).
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Abbildung 23: In vitro Transport in raue Hundepankreasmikrosomen (RM) und chemische Quervernetzung von
Préaprolatings (pplgs) in Anwesenheit verschiedener CaM-Antagonisten. Nach Translation der pplgs MRNA im
L416A-Retikulozytenlysat in Gegenwart von [*S]-Methionin fiir 20 min bei 30 °C wurden 6 % RM sowie
verschiedene Konzentrationen der CaM-Antagonisten CAL, TFP und CaMKII. (12,5-200 uM) hinzugegeben
und die Proben fur weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Ansétze 1:2 aufgeteilt und mit
oder ohne Puromycin (1,25 mM) fur weitere 20 min bei 30°C behandelt. Danach wurden alle Proben mit SMCC
(335 mM) versetzt, fur 30 min bei 0 °C inkubiert und anschlieBend auf einem 19,4 %-igen SDS-Harnstoffgel
elektrophoretisch (V.2.1.1, V.2.1.1.1) aufgetrennt. Die Analyse erfolgte mittels ,,phosphorimaging” (V.2.1.6)
und Densitometrie (V.2.1.7). Die Prozessierungseffizienz wurde jeweils unterhalb der Gelspuren mit Puromycin-
Behandlung als prozentualer Anteil des gespaltenen Proteins (pplss) im Vergleich zur Gesamtproteinmenge
(Vorlaufer + prozessiert) angegeben. Die Quervernetzungseffizienz wurde jeweils unter den entsprechenden
Spuren als prozentualer Anteil des quervernetzen Proteins (pplgs X Sec61) im Vergleich zur Gesamtprotein-
menge (Vorlaufer + quervernetze Form) angegeben. (TFP = Trifluoperazin; CAL = Calmidazolium; CaMKII =
Calmodulin Kinase Il Pseudopeptid; Puffer =0,1 % DMSO; MVP = Mikrosomenverdiinnungspuffer; p = pré,
Signalsequenz). Die Quantifizierung der Prozessierung entspricht je einem einzelnen Experiment.

V1.1.1.2. CaM-Antagonisten hemmen nur schwach den SRP-unabhangigen ER-
Import, manche kénnen diesen sogar stimulieren
Zur Untersuchung des posttranslationalen Transportes wurde das bereits unter cotranslationalen

Bedingungen getestete ppcecA verwendet und die Synthese wie im Methodenteil beschrieben

(V.2.3.3.2) durchgefuhrt. Den Ansédtzen wurden anschlielend 6 % RM sowie entweder Puffer
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(0,1 % DMSO) oder verschiedene Konzentrationen (12,5-200 uM) der CaM-Antagonisten
Ophiobolin A, TFP, und CaMKII zugesetzt und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Proben
wurden daraufhin einer Sequestrierung unterzogen, auf einem 19,4 %-igen SDS-Harnstoffgel
(V.2.1.1.1) aufgetrennt und die radioaktiv markierten Proteine mittels ,,phosphorimaging* (V.2.1.6)
detektiert. Die Transporteffizienz von ppcecA unter posttranslationalen Bedingungen spiegelte sich im
Fall der Pufferkontrolle in einer Prozessierung von 15-17 % wieder (Abbildung 24, A und B, je
Spur 1 + 2). Die Behandlung mit Ophiobolin A bewirkte, im Gegensatz zum cotranslationalen Modus
erst ab einer Konzentration von 200 uM eine deutliche Hemmung (3 % Prozessierung). Gleiches trifft
auch auf die beiden CaM-Antagonisten Calmidazolium sowie Phenoxybenzamin zu (Tabelle 14). TFP
sowie CaMKII hatten dabei wie bereits unter cotranslationalen Bedingungen keinen inhibitorischen
Effekt auf die Translokation. CaMKIIl bewirkte im posttranslationalen in vitro Transport darlber
hinaus ab einer Konzentration von 50 uM sogar eine deutliche Steigerung der Prozessierungseffizienz
von ppcecA mit ca. 30 % auf etwa das Doppelte der DMSO-Kontrolle (Abbildung 24, B, Spur 3 + 5).

A Puffer Ophio A
200 100 50 25 12,5 Konzentration [puM]
S P S P S P S P S P S P
N ; <«— ppcecA
— o f _— » - -~ — —— pcecA
15 3 12 11 11 12 Prozessiert [%]
B puffer CaMKIl TFP

100 50 25 12,5 200 100 50 25 12,5 Konzentration [uM]
SPSPSPSPSPSPSPSPSPSP

- - e <«— ppcecA
-— : ’2—2&2_‘-——\ <«— pcecA

17 31 30 20 19 10 15 Prozessiert [%)]

Abbildung 24: Invitro Synthese und posttranslationaler Transport von Praprocecropin A (ppcecA) in raue
Hundepankreasmikrosomen (RM) in Anwesenheit verschiedener CaM-Antagonisten. Nach Translation der
ppcecA mRNA im L416A-Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [**S]-Methionin fiir 15 min bei 30 °C
wurden Cycloheximid (0,1 pg/ul) sowie RNase A (80 ng/ul) hinzugesetzt und weitere 5 min bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 6 % RM sowie unterschiedliche Konzentrationen der CaM-Antagonisten A) Ophio A,
B) TFP und CaMKII. (12,5-200 uM) zu den Ansatzen gegeben und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde eine Sequestrierung der Ansétze durchgefiihrt. Hierzu wurden die Proben auf zwei Aliquots
aufgeteilt und entweder mit Saccharose- (S) oder Proteinase K/Trypsin-Ldsung (P) versetzt. Nach 60 min
Inkubation auf Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 mM PMSF (in Ethanol) und PLAC (1:1.000) fir
5 min auf Eis inhibiert. Die Proben wurden auf einem 19,4 %-igen SDS-Harnstoffgel (fir ppcecA) elektro-
phoretisch (V.2.1.1, V.2.1.1.1) aufgetrennt und die Proteine iiber ,,phosphorimaging* (V.2.1.6) detektiert und
densitometrisch (V.2.1.7) analysiert (p = pré, Signalsequenz). Zur Angabe der Prozessierungseffizienz wurde
jeweils unterhalb der Gelspuren (unter S) der prozentualer Anteil des modifizierten Proteins (gespalten und/oder
glykosyliert) im Vergleich zur Gesamtproteinmenge (Vorl&ufer + prozessierte Form) angegeben (Ophio A =
Ophiobolin A; TFP = Trifluoperazin; CaMKII = Calmodulin Kinase 11-Bindepeptid). Die Quantifizierung der
Prozessierung entspricht jeweils einem einzelnen Experiment.
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In Tabelle 14 sind alle Ergebnisse der co- und posttranslationalen in vitro Transportversuche mit ppl,
pplgs, ppaF und ppcecA (VI.1.1.1, VI.1.1.2) zusammengefasst. Zudem wurden Daten eingefasst, die
nicht in den Abbildungen aufgefthrt sind.

Tabelle 14: Zusammenfassung der co- und posttranslationalen invitro Translokations-Experimente ver-
schiedener Vorstufenproteine in raue Hundepankreasmikrosomen (RM) unter Punkt VI1.1.1.1 und VI1.1.1.2.
Einfluss von Calmodulin-Antagonisten auf die Translokationseffizienz (ppl = Praprolaktin; pplgs = Trunkiertes,
86 Aminosduren langes Préprolaktin; ppoF = Prépro-a-Faktor; ppcecA = Préprocecropin A; CaMKII =
Calmodulin-Bindungspeptid der Calmodulin-Kinase II; n.b. =nicht bestimmt; co = cotranslational, post=
posttranslational). Alle Versuche wurden jeweils nur einmal durchgeftihrt.

Ophiobolin A Trifluoperazin Calmidazolium |Phenoxybenzamin CaMKIlI
- Inhibition des - Inhibition
| ;I'ga;gpol\r/tles - Inhibition des ab 100 uM - Hemmung
(F:: F(’)) i fehlenge - kein Effekt Transportes - verminderte der Protein-
Protease- ab 25 uM Protease- synthese
resistenz resistenz
- Keine Inhibition | ~ ;ghs'g'ﬂm - keine Inhibition
- Quervernetzung | - Quervernetzung
PPl n.b. zu Sec61 ab Quervernetzung n.b. zu Sec61 ab
&) 100 uM leicht | 24 Secélab 100 uM leicht
. 200 uM "
verstarkt inhibiert verstarkt
- Inhibition des - Inhibition des
Transportes Transportes
ab 10 uM ab 100 uM i
ppoF | - fehlende - kein Effekt - Inhibition - verminderte ;?n;':gtjgi%_
(co) Protease- ab 50 uM Protease- svnthese
resistenz resistenz y
(SPase-Aktivitat (SPase-Aktivitat
verstérkt) verstérkt)
ppcecA | - Inhibition - Inhibition
(co) ab 50 uM nb. ab 50 uM nb. nb.
ppcecA | - Inhibition ein Effekt - Inhibition - Inhibition ; Tsrt:r'gfgﬂggodner
(post) ab 200 uM ab 200 uM ab 200 uM ab 50 pM
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V1.1.1.3. Ca®*-CaM inhibiert die Integration von ,,tail-anchored“-Proteinen in die
ER-Membran

Die sogenannten ,tail-anchored“ Membranproteine (TA-MP) stellen eine Ausnahme der ins ER
importierten Proteinvorlaufer dar, da ihre Insertion in die ER-Membran im Gegensatz zu den meisten
Proteinen, anstelle einer N-terminalen Signalsequenz, eine am C-Terminus der Polypeptidsequenz
lokalisierte Transmembrandomane in Form einer Signalankersequenz erfordert (Kutay et al., 1993).
Dies hat die Konsequenz, dass die Membrainsertion dieser Proteinklasse ausschlie3lich post-
translational erfolgt, da der C-terminale Membrananker erst im Zytosol exponiert wird, wenn die
Synthese am Ribosom vollstédndig abgeschlossen ist. Zudem erfordert die Integration nicht den Sec61-
Komplex (Borgese, 2009; Borgese und Fasana, 2011). Der luminal lokalisierte C-Terminus des TA-
MP Cytochrom b5 (Cytb5) wurde mit einer 28 AS langen N-Glykosylierungssequenz des Proteins
Opsin verlangert und somit modifiziert (Cyth5-ops28; im Folgenden vereinfacht Cyb5 genannt), was
jedoch keinen Einfluss auf die Insertionskompetenz hat (Brambillasca et al., 2006; Colombo et al.,
2009). Somit war es moglich die korrekte Insertionseffizienz anhand der Glykosylierung nachzu-
verfolgen, wie auch durch gleichzeitige Uberpriifung der Insertion mittels eines Carbonatresistenz-
,»assays verifiziert wurde (HalRdenteufel et al., 2011).

Nachdem der Fokus der vorherigen Experimente verstarkt auf einer direkten Wirkung der CaM-
Antagonisten auf den Proteintransport lag, wurde nun die Rolle zytosolischer Proteine bei der
Insertion von TA-MP in die Phospholipiddoppelschicht untersucht. Hierbei sollte der Transport des
beschriebenen Modelsubstrates Cytbh5 in die Membran rauer Mikrosomen (RM) in Gegenwart von
Ca®*-CaM iiberpriift werden. Anhand friiherer Untersuchungen der Arbeitsgruppe Zimmermann war
bekannt, dass CaM keinen Einfluss auf die Importeffizienz Sec61-abhéngiger Vorstufenproteine hat.
Allerdings hat Ca®* alleine, in hoheren Konzentrationen (ca. 600 uM), eine Inhibition der
Proteintranslokation Uber den Sec6l-Komplex zur Folge, was sogar durch die Zugabe von CaM
wieder aufgehoben wird (Erdmann et al., 2009; Erdmann et al., 2011). Die posttranslationale
Translokation von Cyb5 wurde wie unter Punkt V.2.3.3.2 beschrieben durchgeflihrt. Nach Abstoppen
der Synthese wurden neben den RM zusétzlich 600 uM Ca** (Das Retikulozytenlysat beinhaltet
ca. 400 uM EGTA, was bei einer 1:1 Stéchiometrie von Ca®:EGTA eine theoretische
Endkonzentration von 200 uM Ca”" ergibt) sowie unterschiedliche Konzentrationen CaM (aus Testis
von Bos taurus) hinzugegeben (6-60 uM) und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Wie in Abbildung
25, A (Gel 1-3, je Spur 1) zu sehen ist lag die Glykosylierungseffizienz von Cytb5 bei alleiniger
Zugabe der Pufferkontrolle (0,1 % DMSO) bei 7-11%. Wurden zusatzlich wahrend der
Translokationsreaktion 600 uM Ca®* sowie steigende Konzentrationen CaM hinzugegeben, bewirkten
bereits 6 pM CaM eine Reduktion der Cytb5-Insertion um etwa 50 % (Abbildung 25, A, Gel 1,
Spur 3), welche oberhalb einer Konzentration von 30 pM vollstandig ausgepragt war (Abbildung 25
A, Gell, Spur2, Gel2+3, je Spur2+3). Basierend auf Untersuchungen der Arbeitsgruppe
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Zimmermann wurde bereits im Vorfeld gezeigt, dass die alleinige Zugabe von 700 pM Ca?" in einem
analogen Transportansatz mit Cytb5 keine Reduktion der Insertion des TA-MP zur Folge hat
(HaRdenteufel et al., 2011). Somit weist Ca**-CaM eine konzentrationsabhéngige Inhibition der TA-
Membraninsertion auf. Unter gleichen Bedingungen wurden anstelle der Pufferkontrolle jeweils
200 uM Ophiobolin A, Phenoxybenzamin, TFP oder Calmidazolium bzw. 100 uM CaMKI|I appliziert,
welche eine Suppression der Ca®*-CaM-Substratbindung hervorrufen sollten (Abbildung 25, A, Gel 1,
Spur4 +5, Gel?2, Spur6-17, Gel 3, Spur6-9). Wider Erwarten wurden jedoch nur zwei der
Inhibitoren, und zwar TFP und CaMKII, dieser Aufgabe gerecht (Abbildung 25, A),
bemerkenswerterweise die gleichen Inhibitoren, welche in den vorangegangenen invitro Trans-
lokationsexperimenten als einzige keine Inhibition des Sec61-abh&ngigen ER-Importes bewirkt hatten
(VI.1.1.1, VI1.1.1.2). Beide CaM-Antagonisten waren dabei in der Lage die Insertionshemmung von
Cyb5 nicht nur aufzuheben, sondern sogar die Glykosylierungseffizienz zu steigern (von 7-9 % auf
10 % im Fall von CaMKII und auf 19 % im Fall von TFP). Das Experiment zur Insertionshemmung
von Cyb5 wurde mit einer konstanten, etwa physiologischen CaM-Konzentration (Black et al., 2004)
von 10 pM (in Gegenwart von 600 pM Ca?") wiederholt, welche bereits eine nahezu vollstandige
Inhibition der Glykosylierung (Reduktion von 8 % ohne Ca?*-CaM auf 2 % mit Ca?*-CaM) bewirkte
(Abbildung 25, B, Spur 1+2). Die Zugabe von TFP in steigenden Konzentrationen (12,5-200 uM)
bewirkte dabei eine stetige Zunahme des Glykosylierungssignales dber den kompletten
Konzentrationsbereich, die bis hin zu einer dreifach gesteigerten Insertionseffizienz von 25 % (bei
200 UM TFP) gegenuber der Pufferkontrolle fuhrte (Abbildung 25, B, Spur 3-7).
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Abbildung 25: Invitro Synthese und posttranslationale Membraninsertion des ,tail-anchor” Proteins
Cytochrom b5 (Cytb5) in raue Hundepankreasmikrosomen (RM) in Anwesenheit von Ca®* und verschiedenen
Konzentrationen CaM sowie diverser CaM-Antagonisten. Nach Translation der Cytb5 mRNA im L416A-
Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [*°S]-Methionin fir 15 min bei 30 °C wurden Cycloheximid
(0,1 pg/ul) sowie RNase A (80 ng/ul) hinzugegeben und weitere 5 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden 6 % RM und, wenn angegeben, 600 uM Ca**, 200 puM einer der CaM-Antagonisten Ophio A, Phe, CAL,
TFP oder CaMKII (nur 100 uM) sowie unterschiedliche Konzentrationen CaM (7,5-60 uM) zu den Ansétzen
gegeben und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf einem 17,5 %-igen SDS-
Polyacrylamidgel (V.2.1.1) aufgetrennt und die Proteine mittels ,,phosphorimaging™ (V.2.1.6) detektiert und
densitometrisch (V.2.1.7) analysiert (g = glykosiliert). Zur Angabe der Prozessierungseffizienz wurde jeweils
unterhalb der Gelspuren der prozentuale Anteil des glykosylierten Proteins im Vergleich zur Gesamt-
proteinmenge (Vorlaufer + reife Form) angegeben (Ophio A = Ophiobolin A; Phe = Phenoxybenzamin; TFP =
Trifluoperazin; CAL = Calmidazolium; CaMKII = Calmodulin Kinase II-Bindepeptid). A) Invitro Transport
von Cyth5 in An- und Abwesenheit von 600 pM Ca®*, 200 uM der oben genannten CaM-Antagonisten (100 pM
CaMKII) sowie jeweils steigenden Konzentrationen (6-60 uM) CaM (Bos taurus). B) Invitro Transport von
Cyth5 in An- und Abwesenheit von 600 pM Ca**, 10 uM CaM und steigenden Konzentrationen (12,5-200 pM)
TFP. Die Quantifizierung der Glykosylierung entspricht jeweils einem einzelnen Experiment.
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V1.1.2. Einfluss von Calmodulin auf die Ca®>*-Homdostase des ER

Neben der Proteinsynthese und einer Reihe weiterer Aufgaben dient das ER in S&ugetierzellen als
Speicher fiir zellulares Ca**. Aufgrund des niedrigen Ca®*-Gehaltes im Zytosol besteht iiber die ER-
Membran ein extrem hoher Ca®*-Konzentrationsgradient (Jaepel und Blum, 2011). Der Sec61-
Komplex wird elektrophysiologischen Untersuchungen zufolge als unspezifischer lonenkanal
postuliert. Diese Leitféhigkeit ist plausibel, wird in Betracht gezogen, dass der Durchmesser der
Translokationspore im offenen Zustand zwischen 26 und 60 A betrégt (Hamman et al., 1997; Wirth et
al., 2003). Somit verbleibt ausreichend Raum, um hydratisiertes Ca®* (ca. 2,5 A) passieren zu lassen
(Strynadka und James, 1989). Anhand von Strukturdaten ist auch das Ribosom nicht in der Lage die
Translokationspore vollstandig zu schliefen (Becker et al., 2009; Meénétret et al., 2008).
Entsprechende Untersuchungen auf zellularer Ebene haben gezeigt, dass der Sec61-Komplex nach
Freisetzung der Polypeptidkette mit Puromycin transient permeabel fiir Ca?* ist und offensichtlich
einen Ca®*-Leckkanal reprasentiert (Flourakis et al., 2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong
et al., 2007; Van Coppenolle et al., 2004). Wie durch Frank Erdmann anhand von Einzelkanal-
messungen in planaren Lipiddoppelschichten gezeigt wurde, ist CaM zumindest unter zellfreien
Bedingungen in der Lage die Ca*'-Permeabilitt des Sec61-Komplexes zu reduzieren, was vermutlich
iiber die durch Martin Jung gezeigte Ca?*-abhangige Interaktion zum identifizierten 1Q-Motiv in der
a-Untereinheit von Sec61 erfolgt (Erdmann et al., 2011). Da diese Untersuchungen an isolierten ER-
Vesikeln durchgefiihrt wurden, war das Ziel dieser Arbeit diese Erkenntnisse auf zellularer Ebene zu
charakterisieren. Hierzu sollte der Einfluss der zellularen CaM-Konzentration auf den Ca**-Leckstrom
aus dem ER uberprift werden, indem entweder CaM-GFP Uberexprimiert oder die bereits unter Punkt
VI.1.1 verwendeten CaM-Antagonisten einsetzt wurden, wobei TFP aufgrund seiner effizienten
Hemmung der Ca**-CaM-vermittelten Insertionsinhibition von Cyb5 (V1.1.1.3) praferiert wurde. Ein
weiterer potentieller Kandidat, das CaMKIIl konnte unter den vorliegenden experimentellen
Bedingungen mit intakten Zellen nicht eingesetzt werden, da es sich um ein Peptid handelt, welches
aufgrund seiner hydrophilen Natur biologische Membranen nicht zu passieren vermag. Als alternativer
CaM-Antagonist wurde Ophiobolin A ausgewéhlt, welcher auf zellularer Ebene duferst gut etabliert
ist und als hochspezifisch beschrieben wird (Chigri et al., 2005; Kong Au und Chow Leung, 1998;
Leung et al., 1985; Spehr et al., 2009; Tipton et al., 1977). Zwar zeigte Ophiobolin A keine Reduktion
der Ca®*-CaM-Wirkung im invitro Experiment und wies unter diesen Bedingungen im
Retikulozytenlysat unspezifische Eigenschaften auf, wie den destruktiven Einfluss auf ER-
Membranen, allerdings spricht dies fiir einen moglichen systemspezifischen Messartefakt. Fir alle
Echtzeit-Ca**-Messungen wurde das unter V.2.6 erlauterte Ca’*-,imaging® angewandt, was nach
Einweisung durch Prof. Adolfo Cavalié (Institut flir Angewandte Pharmakologie und Toxikologie,
UdS) erfolgte. Mit seiner Expertise wurde ein geeignetes, zur Messung von ER- bzw. Sec61-

vermittelten Ca**-Anderungen adéaquates, Messprotokoll etabliert. Zur Analyse der zelluldren Ca*'-
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Homdostase von Hela- bzw. HelLa-CES2-Zellen wurden die Ca?*-sensitiven, fluoreszenzbasierten
Indikatoren Fura-2 AM (V.2.6.1) und Fluo-5N AM (V.2.6.3) eingesetzt.

V1.1.2.1. CaM-Antagonisten erhéhen den Ca®*-Leckstrom aus dem ER

Ein Hauptaugenmerk der Untersuchungen der zellularen Ca®*-Homdostase lag auf dem passiven Ca?'-
Ausstrom aus dem ER, dem sogenannten Ca?*-Leckstrom. Um diesen Efflux zu visualisieren, wurden
die HeLa-Zellen einerseits in Ca**-freiem Puffer (mit Ca**-chelatierendem EGTA) inkubiert, was eine
ausschlieBliche Messung von intrazellulirem Ca*" erméglicht, und zudem mit dem Sesquiterpen-
Lacton Thapsigargin (TG) behandelt. Diese aus Thapsia garganica isolierte Substanz ist ein
etablierter, irreversibler Inhibitor ER-residenter Ca*"ATPasen der SERCA-Familie, welche den
aktiven Riicktransport von Ca?* aus dem Zytosol ins ER-Lumen gewahrleisten. Unter den genannten
experimentellen Voraussetzungen kann TG den Ca?*-Efflux, dessen Starke vom Vorhandensein bzw.
der Permeabilitat von Ca®*-Leckkanalen abhangt, demaskieren und somit in Kombination mit einem
Ca’*-Indikator detektierbar machen (Jackson et al., 1988; Sagara et al., 1992; Thastrup et al., 1989).

Messungen zytosolischer Ca’*-Anderungen mit Fura-2

Zur Messung der zytosolischen Ca**-Anderungen wurden unbehandelte Hela-Zellen fiir 96 h auf
einem Poly-L-Lysin-vorbehandelten Deckglas kultiviert und wie unter Punkt V.2.6.1 beschrieben mit
Fura-2 AM beladen. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen in Ca*'-freiem Puffer inkubiert und
die Messung mittels iMIC-Mikroskop gestartet. Nach 1 min wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO),
100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM Trifluoperazin (TFP) appliziert und die Messung fiir
10 min fortgesetzt. AnschlieBend wurde 1 uM TG hinzugegeben und weitere 9 min gemessen.

In Abbildung 26, A sind die Mittelwerte der durch Kalibrierung (V.2.6.2) aus den gemessenen
Ratiowerten berechneten Ca**-Konzentrationen der einzelnen Messungen mit Standardfehler gegen
die Zeit aufgetragen. Beide CaM-Antagonisten, Ophiobolin A sowie TFP, stimulierten infolge der
10-minitigen Vorbehandlung in gleicher Weise den TG-vermittelten passiven Ca**-Efflux aus dem
ER. Zudem wurde ein initialer Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration nach Zugabe beider
CaM-Antagonisten tiber 10 min von anfanglich ca. 80 nM Ca®* auf 150 nM (Ophio A) bzw. 200 nM
(TFP) beobachtet, dessen Ursprung, im Gegensatz zum TG-induzierten Ca**-Ausstrom nicht klar dem
ER zugeordnet werden konnte. Ein vergleichbar erhohter, zytosolischer Ca®*-Level sowie ein
verstarkter passiver Ca’*-Ausstrom aus dem ER kann auch in Sec62-depletierten Hela-Zellen
beobachtet werden (Greiner et al., 2011b). Die statistische Auswertung in Abbildung 26, B zeigt daher
die Ca®*-Anderung nach Zugabe von TG. Diese maximale Anderung, die nach Ophiobolin A-
Vorbehandlung bei ca. 700 nM und nach TFP-Zugabe bei ca. 650 nM lag, unterscheidet sich
signifikant von der Ca®*-Anderung im Fall einer Prainkubation mit Puffer (0,1 % DMSO), welche sich

im Bereich von ca. 380 nM befand.
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Abbildung 26:. Messung der zytosolischen Ca’*-Anderung nach Behandlung mit CaM-Antagonisten und
Zugabe von Thapsigargin zur Untersuchung des Ca**-Leckstroms aus dem ER A) HeLa-Zellen wurden fiir 96 h
auf einem Poly-L-Lysin-vorbehandelten 25 mm Deckglas (0,1 mg/ml) kultiviert und mit 3,5 uM Fura-2 AM in
DMEM beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde anschlieend in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops
eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A
(Ophio A) oder 10 uM Trifluoperazin (TFP) hinzugegeben. Nach 10 min wurde 1 uM TG appliziert und weitere
9 min gemessen. Die y-Achse stellt die gemessene zytosolischen Ca**-Konzentration [Ca2+]zytoso. dar, welche
gegen die entsprechenden Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den
Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. B) Statistische Analyse der Anderung der
zytosolischen Ca?*-Konzentration nach Zugabe von Thapsigargin der in (A) dargestellten Experimente. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu
vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert
und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 30-80 einzelne Zellen analysiert
(Nputter = 4; Nophio = 6; Nrep = 6). Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.

Messungen ER-luminaler Ca®*-Anderungen mit Fluo-5N

Die Bestimmung der ER-luminalen Ca®*-Anderung wurde mit HelLa-CES2-Zellen durchgefiihrt und
erfolgte beziiglich der Kultivierung analog zu den unter V.2.6.3 beschriebenen zytolischen Ca**-
Messungen. Die Zellen wurden mit Fluo-5N AM beladen und in Ca®*-freiem Puffer inkubiert. 1 min
nach Start der Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A oder 10 uM
Trifluoperazin (TFP) hinzugegeben und nach weiteren 3 min 1 uM Thapsigargin (TG) appliziert.
5 min danach erfolgte die Zugabe von 5 uM lonomycin. Die Mittelwerte der relativen Fluoreszenz-
abnahme (inklusive Standardfehler) wurden gegen die Messpunkte in einem Diagramm gegeneinander
aufgetragen und sind in Abbildung 27, A dargestellt. Die Vorinkubation mit beiden CaM-
Antagonisten fur 3 min bewirkte eine leichte, jedoch nicht signifikante Reduktion der relativen
Fluoreszenz (2 Ca**-Konzentration des ER) bis zur TG-Applikation. Der durch TG demaskierte
passive Ca**-Ausstrom aus dem ER hingegen wurde sowohl durch Ophiobolin A als auch TFP
deutlich stimuliert, was anhand einer schnelleren Fluoreszenzabnahme sowie der fehlenden
Mobilisierbarkeit von Ca®* durch lonomycin infolge der 5-miniitigen TG-Wirkung im Vergleich zur
Pufferkontrolle zu beobachten war. Wurde dabei der Mittelwert der Zeitpunkte nach TG-Zugabe bis

zum Ende der Messung ermittelt, bei dem 50 % der relativen Fluoreszenzintensitat reduziert waren
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(bezeichnet als ty,), lag dieser Wert fur die Pufferkontrolle bei ca. 175s und unterschied sich
signifikant von den wesentlich niedrigeren Zeitpunkten im Fall von Ophiobolin A (ca. 90 s) und TFP
(ca. 75 s) (Abbildung 27, B).

V1.1.2.2. CaM-Inhibition aktiviert den ,,Store-operated Ca? entry«

Da die CaM-Inhibition eine Steigerung des Ca?*-Leckstroms aus dem ER bewirkte (VI1.1.2.1), stellte
sich die Frage nach einer direkten Ca*-Freisetzung durch die Antagonisten, da auch bereits bei
3-minitiger Behandlung mit Ophiobolin A und TFP eine leichte Reduktion des ER-luminalen Ca**
(Abbildung 27) zu beobachten war. Zudem liegt die Vermutung nahe, dass der initiale Anstieg der
zytosolischen Ca?*-Konzentration wahrend der 10-miniitigen Prainkubation im Fall der Fura-2-
Messungen zumindest teilweise auf eine Freisetzung von Ca®* ER-luminalen Ursprungs zuriickzu-
fiihren ist (Abbildung 26, A). Da infolge einer Ca**-Depletion des ER-Speichers spezifische, in der
Plasmamembran gelegene SOC-Kanale (= ,.store-operated* Ca?*-Kanéle) 6ffnen, um einen Einstrom
von extrazellularem Ca*" ins Zytosol zu erlauben (Hogan et al., 2010) wurde dieser zellulire Mecha-

nismus ausgenutzt, um indirekt eine potentielle Erniedrigung von ER-luminalem Ca** nachzuweisen.
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Abbildung 27: Messung von ER-luminalen Ca?*-Anderungen nach Zugabe von CaM-Antagonisten,
Thapsigargin (TG) und lonomycin (lono) zur direkten Bestimmung des passiven Ca**-Ausstroms aus dem ER.
A) HelLa-CES2 Zellen wurden fur 96 h auf einem Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckglas (25 mm)
kultiviert und fir 15 min bei 37 °C (dunkel) mit 4 uM Fluo-5N AM (1 mM Stockldsung in Pluronic F-127) in
HBSS beladen und anschlieBend fir weitere 30 min bei RT (dunkel) in HBSS inkubiert. Das Deckglas wurde
anschlieBend in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert
und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden entweder
Puffer (0,1 % DMSQO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM Trifluoperazin (TFP) hinzugegeben. Nach
weiteren 3 min wurde 1 uM TG appliziert und weitere 5 min gemessen woraufhin 5 M lono verabreicht
wurden. Die y-Achse stellt die Mittelwerte der relativen Fluoreszenzabnahme (AF/Fy) inklusive
Standardfehler dar, welche gegen die entsprechenden Zeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurden.
(F = Fluoreszenzintensitat) B) Statistische Analyse der Anderung der ER-luminalen Ca?*-Konzentration nach
Zugabe von TG und lono der in (A) dargestellten Experimente. Zum Vergleich der Datensdtze wurde der Wert
Ty angegeben (Zeitpunkt nach TG-Zugabe bei 50 % Fluoreszenzabnahme). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein
ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne
(***) markiert. Das dargestellte Experiment wurde fur jede Applikation jeweils einmal durchgefilhrt Die Anzahl
analysierter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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Die Messung wurde wie unter V.2.6.1 beschrieben durchgefuhrt, mit dem Unterschied, dass anstelle
von Thapsigargin zur Visualisierung eines moglichen ,store-operated calcium entry* Ca®*-Puffer
(V.2.6.1) hinzugegeben und die Messung fur weitere 9 min fortgefuhrt wurde. Wahrend eine
Vorinkubation mit 0,1 % DMSO keinen Effekt hatte und nur den erwarteten, basalen Ca**-Einstrom
ins Zytosol (Erhéhung der Ca®*-Konzentration um ca. 70 nM) zur Folge hatte, filhrte die Applikation
von externem Ca’* nach einer Behandlung mit Ophiobolin A zu einem Anstieg der zytosolischen Ca**-
Konzentration auf etwa 900 nM und im Fall von TFP sogar auf weit Gber 1 mM, was somit in beiden
Fallen einem SOCE und damit einer Reduktion von ER-luminalem Ca®* entspricht (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Messung der zytosolischen Ca®*-Anderung nach Behandlung mit CaM-Antagonisten und Ca?*-
Puffer zur Untersuchung des SOCE (,,store-operated Ca?* entry*). HeLa-Zellen wurden fiir 96 h auf einem Poly-
L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckglas (25 mm) kultiviert und mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen
(45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca®*-freiem Puffer
gewaschen, in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn
der Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM
Trifluoperazin (TFP) appliziert. Nach weiteren 10 min wurde Ca®*-Puffer hinzugegeben (Theoretische Ca’*-
Endkonzentration: 2,5 mM) und weitere 9 min gemessen. Die y-Achse zeigt die zytosolische Ca?*-Konzentration
[Ca“]zymso., welche gegen die entsprechen Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurde. Die Kurven
stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets
50-80 einzelne Zellen analysiert (Npysrer = 3; Nophio = 3; Nree = 3; Gesamtzahl ausgewerteter Einzelzellen: Puffer =
219 ; Ophio A = 168; TFP = 201).

V1.1.2.3. Zellen mit CaM-GFP zeigen einen reduzierten Ca?*-Efflux aus dem ER

Zur Uberpriifung der Spezifitat der CaM-Inhibition sollte weiterhin untersucht werden, inwieweit eine
Erh6hung der zytosolischen CaM-Konzentration einen kontraren Effekt zur CaM-Inhibition hat und
dariber hinaus eine Suppression der Stimulation des passiven Ca**-Effluxes aus dem ER bewirkt. Zu
diesem Zweck wurden HelLa-Zellen auf einem Poly-L-Lysin-vorbehandelten Deckglas kultiviert und
entsprechend der unter V.2.4.6.2 beschriebenen Prozedur fur 48 h mit dem Plasmid pEGFP-C3-CaM
transfiziert, um die kodierte cONA des CaM-GFP-Fusionskonstruktes zu exprimieren, welches als voll
funktional beschrieben wird (Scheschonka et al., 2008). Als Kontrolle wurde eine Mock-Transfektion
durchgefiihrt (H,Opigest Statt Plasmid). Die Zellen wurden wie unter V1.1.2.1 mit Fura-2 AM beladen,

in Ca**-freiem Puffer inkubiert und die Messung gestartet. Nach 1 min wurden entweder Puffer
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(0,1 % DMSO) oder 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) hinzugegeben und weitere 10 min gemessen.
Schlielich wurde 1 uM TG appliziert und die Messung fiir 9 min fortgesetzt. Die brigen Zellen in
der Kulturschale wurden mittels Western-Blot (V.2.1.4) und immunologischer Detektion (V.2.1.5) auf
das Vorhandensein von CaM-GFP analysiert (Abbildung 29, C, oben links).

In Abbildung 29, A, B sind die Mittelwerte der Ca**-Konzentrationen (mit Standardfehler) der
jeweiligen Messungen nach Vorinkubation mit Puffer (0,1 % DMSO) gegen die Zeit aufgetragen. Wie
im Fall von unbehandelten Zellen (VI.1.2.1) zeigten die Kontrollzellen (Mock-Transfektion) nach
Zugabe von TG eine Ca”*-Anderung von etwa 400 nM. Zellen, die CaM-GFP synthetisierten
(Abbildung 29, B, oben links), zeigten unter gleichen Bedingungen hingegen eine signifikant
verringerte Antwort auf die TG-Applikation (ca. 220 nM). Wurde anstelle von Puffer eine 10-minttige
Vorbehandlung mit Ophiobolin A durchgefihrt wiesen die Mock-transfizierten Zellen den erwarteten,
gesteigerten Effekt auf die TG-vermittelte Ca**-Freisetzung aus dem ER (600 nM) auf. Der Ca®*-
Efflux war jedoch in Zellen, die das CaM-GFP-Fusionskonstrukt synthetisierten, signifikant reduziert
und lag mit ca. 250 nM sogar im Bereich der mit Puffer vorbehandelten CaM-GFP-Zellen. Ein
Uberschuss an CaM reduziert somit den Ca?*-Ausstrom aus dem ER und antagonisiert zudem den
CaM-hemmenden Effekt von Ophiobolin A (Abbildung 29, B ,C).

V1.1.2.4. CaM-Inhibition reduziert die Konzentration an freiem zellularem Ca*

Wie zuvor gezeigt bewirkt eine Prdinkubation von HelLa-Zellen mit CaM-Antagonisten eine
Steigerung des Ca”*-Leckstroms aus dem ER (VI1.1.2.1) sowie eine Speicherentleerung (V1.1.2.2).
Daher sollte zur weiteren Verifizierung mit Hilfe des Ca**-lonophores lonomycin die Auswirkung von
Ophioblin A und TFP auf den zelluldren Gesamtgehalt an freiem Ca®* ermittelt werden (V.2.6.1), da
ein Grofteil dieses Ca®* im ER gespeichert ist. Hierzu wurden HeLa-Zellen wie unter Punkt V1.1.2.1
96 h kultiviert, mit Fura-2 AM beladen und in der Messkammer in Ca?*-freiem Puffer inkubiert. 1 min
nach Start der Ca”-Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 pM Ophiobolin A
(Ophio A) oder 1 uM Trifluoperazin (TFP) appliziert und fur 10 min inkubiert. Anstelle von
Thapsigargin wurden in diesem Fall 5 uM lonomycin (lono) appliziert und weitere 9 min gemessen.
Die Mittelwerte der Ratio der einzelnen Messungen inklusive Standardfehler wurden in einem
Diagramm gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 30, A). Beide CaM-Antagonisten bewirken durch
eine 10-minitige Vorbehandlung einen Verlust des Gesamtgehaltes von freiem, zelluldren Ca**, zu
sehen an einer signifikanten Erniedrigung der Ratio-Anderung nach lonomycin-Zugabe (Ophiobolin A
~ 500, TFP = 450) gegeniber der Pufferkontrolle (= 750; Abbildung 30, B).
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Abbildung 29: Messung der zytosolischen Ca?*-Anderung nach Behandlung mit CaM-Antagonisten und
Thapsigargin zur Untersuchung des Einflusses der CAM-GFP-Uberexpression auf den Ca?*-Leckstrom aus dem
ER. HelLa-Zellen wurden auf einem Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckgléschen (25 mm) ausgesét
und nach 24 h mit dem Plasmid pEGFP-C3-CaM transfiziert. Nach 48 h Kultivierung wurden die Zellen mit
3,5uM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde in die Messkammer
eingespannt, zweimal mit Ca?*-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC
Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden entweder A) Puffer (0,1 % DMSQO) oder
B) 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) appliziert. Nach weiteren 10 min wurde 1 uM Thapsigargin (TG) hinzu-
gegeben und die Messung fir 9 min fortgesetzt. Die y-Achse zeigt die gemessene zytosolische Ca?'-
Konzentration [Ca2+]zytoso., welche gegen die entsprechenden Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen
wurde. Die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. C) Statistische
Analyse der Anderung der zytosolischen Ca®*-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A) und (B)
dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die
jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt.
P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n)
wurden stets 40-80 einzelne Zellen analysiert (Nmock +putfer = 3; Ncam-Grp + Puffer = 35 NCaM-GFP + Ophio A = 25
Ncam-Gre + ophio A = 2). Die Anzahl analysierter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben. Oben links ist
der Western-Blot Mock (links)- und CAM-GFP-transfizierter HeLa-Zellen (rechts) dargestellt. Als primérer
Antikorper wurde ein Kaninchen-anti-GFP-Antikorper (1:1.000) verwendet, als sekundérer Antikdrper ein Cy5-
gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (1:1.000). Als Ladekontrolle diente das Zytoskelettprotein
B-Aktin. Hierflr wurde primér ein monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikorper (1:5.000) und sekundér ein Cy3-
gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikérper (1:1.000) eingesetzt. Die Visualisierung erfolgte jeweils mittels
Typhoon Trio™ Scanner (Mock = Transfektion mit H,Opjgest anstelle von Plasmid).
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Abbildung 30: Messung der zytosolischen Ca?*-Anderungen nach Zugabe von CaM-Antagonisten und
lonomycin zur Untersuchung des zelluldren Gesamt-Ca®*-Gehaltes. A) HeLa-Zellen wurden fir 96 h auf einem
Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckglas (25 mm) kultiviert und mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM
beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde anschlielend in die Messkammer eingespannt, zweimal mit
Ca?*-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt.
1 min nach Beginn der Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder
1 pM Trifluoperazin (TFP) hinzugegeben. Nach 10 min wurde 5 uM lonomycin (lono) appliziert und weitere
9min gemessen. Die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar.
B) Statistische Analyse der Anderung der zytosolischen Ca®*-Konzentration nach Zugabe von lonomycin der in
(A) dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die
jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefihrt.
P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n)
wurden stets 50-55 einzelne Zellen analysiert (Npyser = 4; Nophio o = 4; Ntep = 3). Die Anzahl analysierter Zellen ist
am unteren Ende der Balken angegeben.

V1.2. Einfluss der Sec61a-Manipulation auf die zellulare Ca**-

Homoostase und den Proteintransport ins ER

Den vorangegangenen Ergebnissen zufolge ist CaM sowohl in der Lage Ca**-abhdngig mit dem
Transport von ,tail-anchor“ Membranproteinen zu interferieren, den posttranslationalen Protein-
transport ins ER zu modulieren (V1.1.1.3, VI.1.1.2) als auch eine inhibierende Wirkung auf den
passiven Ca’*-Ausstrom aus dem ER auszuiiben (VI.1.2). Die zugrundeliegenden elektro-
physiologischen Daten und in vitro Interaktionsnachweise lassen zwar auf eine Modulation des Sec61-
Komplexes durch CaM schlieRen und bestarken die obigen Resultate, jedoch ist CaM ein ubiquitares,
regulatorisches Protein, das die Funktion hunderter Zielproteine zu steuern vermag (Ishida und Vogel,
2006). Die durch Antagonismus oder Uberexpression von CaM hervorgerufenen Effekte konnten
somit sekundarer Natur sein. Ein entscheidender Aspekt dieser Arbeit lag also darin, einen potentiellen
Zusammenhang zwischen Sec6l und CaM auf zelluldrer Ebene herzustellen. Mit Hilfe einer
etablierten Sec6la-Manipulationsstrategie sollte auf Grundlage von siRNA- und Plasmid-
Transfektionen (V.2.4.6) der Proteinlevel sowie die Funktion (durch gezieltes Einfiihren von

Punktmutationen) der porenbildenden a-Untereinheit der Sec61-Translokase verandert werden. Wie
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bereits zuvor von der Arbeitsgruppe Zimmermann gezeigt werden konnte, bewirkt die SiRNA-
vermittelte Sec61a-Depletion eine Inhibition des Signalpeptid-abhangigen in vitro Transportes ins ER
semi-permeabilisierter Zellen (SPZ) und reduziert auRerdem den Ca**-Leckstrom aus dem ER wie
auch dessen Modulierbarkeit durch Proteinsyntheseinhibitoren. Beide Phanotypen konnten daruber
hinaus mittels Plasmid-kodierter SEC61A1-cDNA-Expression wieder partiell gerettet werden (Lang et
al., 2012; Lang et al., 2011). Demnach sollte gezielt der Einfluss von CaM auf die zentrale
Untereinheit der Proteintranslokase untersucht werden, indem nach Depletion des zelluldren Sec6la-
Gehaltes sowie der Rettung tber extragenomische DNA die Auswirkung einer CaM-Inhibition oder
einer beeintrachtigten Sec61a-CaM-Interaktion die Ca®*-Homdostase und der Proteintransport
analysiert wurden. Als Grundlage fir die folgenden Experimente wurde zunéchst die SEC61A1-
Expressionsmodualtion reproduziert, eine SEC61A1-Mutatante getestet und die Zellen hinsichtlich

ihrer Viabilitat und ER-Morphologie Uberprift.

V1.2.1. Uberprifung des Sec61a-Proteingehaltes mittels Western-Blot

Zur Kontrolle einer adéquaten Manipulation der SEC61Al1-Genexpression wurden siRNA- oder
zusétzlich Plasmid-transfizierte Zellen nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und mittels
Western-Blot (V.2.1.4) und Immundetektion (V.2.1.5) hinsichtlich einer Reduktion oder eines
Anstieges des Sec61a-Gehaltes densitometrisch (V.2.1.7) quantifiziert.

V1.2.1.1. Der Sec61a-Proteingehalt kann mittels siRNA effizient reduziert werden

Die effiziente und reproduzierbare Reduktion des Sec6la-Levels in HelLa-Zellen erfolgte basierend
auf der etablierten, unter V.2.4.6.1 erlauterten Transfektionsprozedur und wurde in Anlehnung an die
Konvention des ,horizon meetings* (2003) zur Verifizierung der RNAI-Spezifitast mit zwei
verschiedenen siRNAs gegen die mRNA von SEC61A1 durchfiihrt (Editorial, 2003). Nach dem in der
Arbeitsgruppe Zimmermann etablierten siRNA-Transfektionsprotokoll ist der Sec6la-Proteingehalt
nach 96 h auf ca. 10 % erniedrigt. Da durch die relativ hohe Dauer der Sec6la-Depletion auch
sekundare Effekte, wie z.B. die indirekte Reduktion von ERj-Proteinen, auftreten (Lang, 2012) wurde
als zusétzliche Kontrolle fiir einen Teil der Experimente eine Transfektionsdauer von lediglich 48 h
gewahlt. Dadurch wird zwar nur eine verminderte Sec61a-Reduktionseffizienz erzielt (Lang, 2012),
jedoch auch der Grad an potentiellen Nebeneffekten minimiert.

Firr alle einbezogenen Experimente wurden jeweils 5,2 x 10° HeLa-Zellen (auf einem Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglas im Fall von Ca?*-,,imaging“-Experimenten) entweder mit Kontroll, SEC61A1
oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert und fur 48 h bzw. 96 h in DMEM kultiviert (V.2.4.6.1). Die
Proben wurden anschliefend mittels Western-Blot (V.2.1.4) und immunologischer Detektion (V.2.1.5)
auf den Sec6lo-Gehalt (berprift. Bereits 48 h nach der SiRNA Behandlung ist eine deutliche
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Reduktion des Sec61a-Gehaltes im Fall beider SEC61A1 siRNAs im Vergleich zur Kontroll siRNA-
Transfektion zu erkennen, wie auch die statistische Auswertung aller einbezogenen Quantifizierungen
zeigt. Wahrend die SEC61A1 siRNA eine Erniedrigung von Sec6la auf ca. 23 % der Kontrolle
bewirkt liegt der Restproteingehalt im Fall der SEC61A1-UTR siRNA bei 25 %. (Abbildung 31, A, C).
Analog hierzu ist in Abbildung 31, B ein Western-Blot nach 96 h Sec61a-Depletion veranschaulicht.
Die die durchschnittliche Reduktion des Sec6la-Levels aller eingegangen Experimente lag fiir beide
SEC61A1 siRNAs bei ca. 90 % (Abbildung 31, D).

V1.2.1.2. Die Sec61a-Depletion kann mittels Plasmid-kodierter cDNA-Expression
von SEC61A1-Wildtyp und einer SEC61A1-1Q-Mutante kompensiert werden

Um potentielle Effekte der Sec61a-Reduktion zu retten oder Sec61a-Mutanten zu untersuchen wurden
HelLa-Zellen wie unter V.2.4.6.1 beschrieben mit SEC61A1-UTR siRNA (bzw. Kontroll sSiRNA)
behandelt sowie zusétzlich entweder mit einem SEC61A1- oder SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid (bzw.
Kontroll-Plasmid) transfiziert (Tabelle 4; V.2.4.6.2). Hierbei war von Bedeutung, dass eine siRNA
gegen den UTR-Bereich der SEC61A1-mRNA verwendet wurde, da die Plasmid-kodierte SEC61A1-
cDNA keine der endogenen mRNA entsprechenden UTR-Sequenzen enthélt und damit nicht als Ziel
der SEC61A1-UTR siRNA dienen kann. Somit kann diese cDNA im Hintergrund einer siRNA-
vermittelten Depletion des endogenen Sec6la exprimiert werden. Bei der Variante SEC61A1-
R24A/K29A handelt es sich um die cDNA einer Sec6la-Mutante, deren 1Q-Motiv basierend auf
in vitro Bindungsstudien (1Q-Peptidspots) an zwei fiir die Ca**-CaM-Bindung essentiellen, basischen
Aminosdureresten Arginin 24 und Lysin 29 jeweils durch eine Substitution mit der hydrophoben
Aminosdure Alanin zerstort wurde (Erdmann et al., 2011). Das entsprechende Plasmid pcDNA3-
SEC61A1-R24A/K29A-IRES-GFP wurde mittels ,,quick-change“-PCR durch Johanna Dudek und
Monika Lerner (Erdmann et al., 2011) generiert (Abbildung 32).
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Abbildung 31: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der siRNA-vermittelten Sec61a-Depletion fiir 48 und
96 h. Jeweils 5,2 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (mit oder ohne 25 mm Deckglas)
ausgesat und entweder mit 20 nM Kontroll, SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert (VV.2.4.6.1). Die
Zellen wurden entweder nach A) 48 h oder B) 96 h Inkubation geerntet, gezahlt (V.2.4.3), lysiert und in L&mmli-
Probenpuffer fur 10 min bei 56 °C erhitzt sowie mit ,,Glasbeads* geschittelt (20 min). Anschlieend wurden die
Proben mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt (15 %iges PA-Gel), auf eine PVDF-Membran transferiert
(V.2.1.4) und mit Hilfe einer Immundetektion (V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Zum
immunologischen Nachweis wurde ein Kaninchen-anti-Sec6la-Antikdrper (1:200, in 3 % Magermilch) sowie
ein Cyb-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Als Ladekontrolle
diente das Zytoskelettprotein B-Aktin, fir dessen Detektion ein monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikdrper
(1:5.000, in 3 % Magermilch) und ein sekundérer Cy3-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:1.000, in
3% BSA) eingesetzt wurde. Die Visualisierung erfolgte jeweils mittels Typhoon Trio™ Scanner. Die
entsprechenden Proben der aufgefuhrten siRNA-Transfektionsansétze wurden jeweils als 3-fach-Bestimmung
auf das Polyacrylamidgel aufgetragen und die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten
Zellzahl von 2 x 10°. C) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten Sec61a-Depletion fiir 48 h. Es wurden
die Quantifizierungen der Western-Blot-Spuren aller fur diese Arbeit relevanten Experimente einbezogen. Die
Sec6la-Signale wurden jeweils durch das in der gleichen Spur bestimmte B-Aktin-Signal zur Normierung
dividiert. Der dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich immer auf den Mittelwert der Kontroll siRNA. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende
der Balken angegeben und entspricht aufgrund der Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben der
Anzahl technischer Replikate. Die Zellen der Transfektionsansatze jeweiliger Versuchstage wurden stets vereint
und entsprachen je 2-4 biologischen Replikaten. Daher ergibt sich folgende Gesamtzahl biologischer Replikate:
Kontroll siRNA = 15; SEC61A1 siRNA = 12; SEC61A1-UTR siRNA =11 D) Analoge statistische Auswertung
wie in (C) zur Quantifizierung aller relevanten Werte nach 96 h siRNA-Transfektion unter (B). Anzahl
biologischer Replikate: Kontroll siRNA = 28; SEC61A1 siRNA = 25; SEC61A1-UTR siRNA = 29.

Zur Uberpriifung der SEC61A1- bzw. SEC61A1-R24A/K29A-Expression nach Depletion des
endogenen Sec61a-Proteins, wurden HelLa-Zellen analog zu Punkt V1.2.1.1 ausgesat und entweder mit
Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA behandelt sowie kultiviert. Nach 64 h wurde das Kulturmedium
gewechselt und die Zellen zusatzlich mit Kontroll-, SEC61A1- oder SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid

transfiziert. Nach insgesamt 96 h wurde ein Teil der Zellen geerntet, wobei die Ansétze im Fall eines
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in vitro Translokationsexperimentes zuvor einer Semi-Permeabilisierung unterzogen wurden (V.2.4.5).
Die Proben wurden anschliefend mittels Western-Blot-Analyse (V.2.1.4) auf den Sec61a-Gehalt
uberpruft.

Sec61a, 1Q-Motiv:

1ol QKPERKIQFKEKVa,-
A A

Abbildung 32: 1Q-Motiv im zytosolischen N-Terminus der Sec6lo-Untereinheit von Homo sapiens. Die
basischen Aminoséurereste Arginin 24 und Lysin 29 wurden basierend auf einer 1Q-Peptid-Bindungsanalyse als
relevante Aminosauren fiir die Interaktion mit Ca**-CaM identifiziert und jeweils im Plasmid pcDNA3-
SEC61A1-IRES-GFP (Tabelle 4) mittels ,,quick change*“-PCR durch die hydrophobe Aminosdure Alanin
substituiert. Das resultierende Plasmid wurde pcDNA3-SEC61A1-R24A/K29A-IRES-GFP bezeichnet (Erdmann
etal., 2011).

In Abbildung 33, A ist ein reprasentativer Western-Blot nach Behandlung von HelLa-Zellen mit
Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA sowie einer Transfektion mit Kontroll-, SEC61A1- oder
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid dargestellt. Wie die statistische Auswertung zeigt, wurde in
Gegenwart von Kontroll siRNA ein Anstieg des Sec61a-Proteingehaltes sowohl nach Expression der
wildtypischen SEC61A1-Variante als auch der 1Q-Mutante (SEC61A1-R24A/K29A) von SEC61A1 auf
ca. 180-200 % beobachtet. Wurden die Zellen fur 96 h mit SEC61A1-UTR siRNA und anschlieRend
mit Kontroll-Plasmid transfiziert wurde wie erwartet eine deutliche Depletion des Sec61a-Proteins
beobachtet, die allerdings im Vergleich zur reinen siRNA-Transfektion (Abbildung 31, D) mit
ca. 75 % etwas niedriger ausfiel. Wurde anstelle des Kontroll-Plasmids das SEC61A1- oder SEC61A1-
R24A/K29A-Plasmid eingebracht, war in beiden Féllen eine partielle Wiederherstellung des
urspriinglichen Sec6la-Gehaltes (d.h. im Vergleich zum Ansatz Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid)
auf 90 % (SEC61A1) bzw. 70 % (SEC61A1-R24A/K29A) zu sehen (Abbildung 33, B). Neben der
Transfektion flr 96 h wurden auch vergleichbare Ansétze mit Gesamtinkubationszeiten von 120 h und
144 h bezuglich ihrer SEC61A1-Expression analysiert (Abbildung 33, C). In diesem Fall sind jedoch
nur 3-4 Western-Blot-Signale (aus einem Experiment mit je drei biologischen Replikaten) in die
Quantifizierung mit eingegangen, weswegen keine Standardfehler der Mittelwerte angegeben wurden.
Wie der Auswertung zu entnehmen ist, kann auch noch l&ngere Zeit nach der transienten
Plasmidtransfektion (nach 88 bzw. 112 h), ein erhohter Sec6la-Level von ca. 150 % zu beiden
Zeitpunkten festgestellt werden, welcher jedoch leicht unterhalb der Expression nach 96 h liegt
(Abbildung 31, D). Diese Abnahme kann auch bei der Expression beider SEC61A1-Varianten in
Gegenwart der SEC61-UTR siRNA beobachtet werden (ca. 50-70 %). Parallel hierzu verliert auch die
siRNA-vermittelte Sec6la-Depletion (SEC61-UTR siRNA + Kontroll-Plasmid) nach 144h an
Effizienz (ca. 40 % Restproteingehalt). In beiden Fallen kann der Riickgang der Effizienz durch die
ledigliche Transienz der Transfektion erklart werden. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass sich
die Expression der SEC61A1-R24A/K29A-Mutante stets im vergleichbaren Rahmen wie die der
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wildtypischen SEC61A1-Variante befand und dieses Protein keine Degradationsprodukte aufwies (in
Form niedrigmolekularer Banden im Western-Blot). Zudem war das Sec61a-R24A/K29A-Protein
nach einer semi-Permeabilisierung der Zellen (welche zytosolisch lokalisierte Bestandteile und damit
fehlerhaft zum ER dirigierte Proteine entfernt) gegentliber kompletten Zellen nicht reduziert (nicht
gezeigt). Letztere beiden Punkte sprechen dabei fir eine native Membraninsertion der Sec6la-1Q-
Mutante und bildet damit eine Grundvoraussetzung fiir die funktionale Analyse dieser Variante in
einem Testsystem (in vitro Transport oder Ca’*-,,imaging*).
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Abbildung 33: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der siRNA-vermittelten Sec61a-Depletion und SEC61A1-
Uberexpression (Rettungsexperiment). A) Je 5,2 x 10°> HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (mit
oder ohne 25 mm Deckglas) ausgesat und entweder mit 20 nM Kontroll, SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA
transfiziert (V.2.4.6.1). Nach 24 h wurden die Zellen jeweils nachtransfiziert und nach weiteren 8 h mit
Kontroll-, SEC61A1- oder SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid (IQ-Mutante) transfiziert (V.2.4.6.2) Die Zellen
wurden nach insgesamt 96 h Inkubation geerntet, gezéhlt (V.2.4.3), lysiert und in L&mmli-Probenpuffer fur
10 min bei 56 °C erhitzt sowie mit ,,Glasheads* geschittelt (20 min). AnschlieBend wurden die Proben mittels
SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt (15 %iges Polyacrylamidgel), auf eine PVDF-Membran transferiert (V.2.1.4)
und mittels Immundetektion (V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Zum immunologischen Nachweis
wurde ein Kaninchen-anti-Sec6la-Antikdrper (1:200, in 3 % Magermilch) sowie ein Cy5-gekoppelter Ziege-
anti-Kaninchen-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Als Ladekontrolle diente B-Aktin, fir dessen
Detektion ein monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikdrper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und ein sekundérer
Cy3-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikérper (1:1.000, in 3 % BSA) eingesetzt wurde. Die Visualisierung
erfolgte mittels Typhoon Trio™ Scanner. Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten
Zellzahl von 2x10°. B) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten Sec6la-Rettung. Fir die
Quantifizierung der Western-Blot-Spuren wurden alle flr diese Arbeit relevanten Experimente mit einbezogen.
Die Sec61a-Signale wurden jeweils durch das in der gleichen Spur bestimmte p-Aktin-Signal zur Normierung
dividiert. Der dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich immer auf den Mittelwert der Kontroll siRNA. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende
der Balken angegeben und entspricht aufgrund der Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben der
Anzahl technischer Replikate. Die Zellen der Transfektionsansatze jeweiliger Versuchstage wurden stets vereint
und entsprachen je 2-4 biologischen Replikaten. Daher ergibt sich folgende Gesamtzahl biologischer Replikate:
Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid = 20; Kontroll siRNA + SEC61A1-Plasmid = 21; Kontroll siRNA +
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid = 15; SEC61A1-UTR siRNA + Kontroll-Plasmid = 21; SEC61A1-UTR siRNA
+ SEC61A1-Plasmid = 23; SEC61A1-UTR siRNA + SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid =19. Die Gesamtzahl
analysierter Banden ist am unteren Ende der Balken angegeben. C) Auswertung der Quantifizierung von
Sec6lo-Rettungsexperimenten mit einer Gesamtkultivierungsdauer von 120 bzw. 144 h analog zu (B). Die
Balken stellen Mittelwerte aus 3-4 normierten Sec6la-Signalen dar (aus je 3 biologischen Replikaten).
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V1.2.2. Einfluss der Sec61a-Modulation auf Viabilitdt und ER-Morphologie

Als Basis fiir die folgenden Experimente und zum Zweck einer verbesserten Interpretierbarkeit
potentieller Phanotypen wurden die Zellen, die den prolongierten Depletionszeiten von 96 h-144 h
unterzogen wurden, zundchst auf Zellproliferation bzw. -viabilitdit und ihre ER-Morphologie
untersucht, da Sec61a ein essentielles Protein darstellt (Cao und Saier Jr, 2003; Lang et al., 2012; Park
und Rapoport, 2012) und dariiber hinaus eine strukturelle Bedeutung fiir die Architektur des ER
besitzt (Puhka et al., 2007; Shibata et al., 2010).

V1.2.2.1. Sec61a-Depletion fur 96 h reduziert die Zellproliferation und -viabilitat

Um die Proliferation sowie die Viabilitait der SEC61A1 siRNA behandelten HelLa-Zellen zu
untersuchen wurden die Zellen nach der unter V1.2.1.1 dargestellten Prozedur mit Kontroll SiRNA
oder zwei verschiedenen siRNAs gegen SEC61A1 (SEC61A1 oder SEC61A1-UTR) transfiziert und
96 h kultiviert. Als weitere Referenz wurde ein Ansatz mit unbehandelten Zellen unter sonst gleichen
Bedingungen inkubiert. Zur Uberprifung der Zellviabilitat wurden die vorbehandelten Zellen mittels
,»Nuclear-ID™ Blue/Green cell viability reagent” gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(V.2.5.2.1). Hierfur wurden pro Ansatz jeweils vier Aufnahmen von reprdsentativen Bereichen des
zellbewachsenen Deckglases im DAPI- sowie im FITC-Kanal des Nikon Eclipse TE 2000-S-
Mikroskops (20x/0,45 Nikon Plan Fluor ELWD Objektiv) gemacht. Die blau fluoreszierenden (2 alle
Zellen) sowie die grun fluoreszierenden Zellkerne (£ Zellen mit defekter Plasmamembran; tote
Zellen) des jeweils gleichen Aufnahmebereichs wurden anschliefend ausgezahlt und der Anteil
lebender Zellen ermittelt, indem die Anzahl toter Zellen ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt und
der resultierende Wert von 1 (bzw. 100 %) subtrahiert wurde. Demnach ergab sich fiir unbehandelte
HeLa-Zellen nach 96 h Kultivierung eine Viabilitdt von 97 %. Kontroll siRNA transfizierte Zellen
hingegen zeigten im Vergleich eine niedrigere Viabilitat von nur 88 %, was vermutlich auf die
Transfektionsprozedur mit dem Lipofektionsreagenz zuriickzufiihren ist. Wurde anstelle der Kontroll
SIRNA eine der beiden SEC61A1 SiRNAs verwendet wurde eine zusétzliche Reduktion der
Lebensféhigkeit (SEC61A1 siRNA: 82 %; SEC61A1-UTR siRNA: 81 %) beobachtet (Abbildung 34,
A). Als weitere Methode zur Untersuchung der Viabilitdt der manipulierten HelLa-Zellen wurde die
Proliferation Kontroll siRNA transfizierter Zellen im Vergleich zu SEC61A1(-UTR) siRNA
behandelten Zellen analysiert. Hierflir wurden die 96 h transfizierten Zellen mittels ,,Countess®
Automated Cell Counter (V.2.4.3.2) gezéhlt. In Abbildung 34, B sind die Mittelwerte von 32-34
Zellzéhlungen entsprechender Experimente als relative Werte mit Standardfehler im Vergleich zur
Kontroll siRNA dargestellt. Die Ansdtze mit SEC61A1 wie auch SEC61A1-UTR siRNA zeigten
hierbei eine reduzierte Proliferation von ca. 70-76 % im Vergleich zu den Kontroll siRNA behandelten

Zellen, was sich auch in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Viabilitatsanalyse mittels Nuclear-
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ID™-Reagenz befindet. Somit zeigen Hela-Zellen bei maximal reduziertem Sec6la-Gehalt bereits

eine leicht verminderte, jedoch noch akzeptable Zellproliferation und - viabilitat.

A
unbehandelt Kontroll siRNA SEC61A1 siRNA SEC61A1-UTR siRNA
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Abbildung 34: Einfluss der Sec61a-Depletion (96 ) auf die Zellviabilitat und -proliferation. A) Jeweils 5,2 x 10°
HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale auf einem Poly-L-Lysin vorbehandeltem (0,1 mg/ml) 25 mm
Deckglas entweder ohne weitere Behandlung ausgesét oder zusatzlich entweder mit 20 nM Kontroll, SEC61A1
oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert (V.2.4.6.1). Nach 24 h wurden die Zellen mit der entsprechenden siRNA
nachtransfiziert und alle Ansétze insgesamt 96 h inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und die Zellkerne mit 1 uM , Nuclear-ID™ Blue/Green cell viability reagent® in PBS (V.2.5.2.1) fur 30 min bei
37 °C geféarbt. Es sind jeweils reprasentative mikroskopische Aufnahmen jedes Zelltyps (unbehandelt oder
siRNA transfiziert) dargestellt (20x/0,45 Nikon Plan Fluor ELWD Obijektiv). Oben (DAPI-Filter) sind die DAPI-
geféarbten Zellen zu sehen (und somit alle im Bildausschnitt erfassten Zellen). Unten (FITC-Kanal) ist der jeweils
entsprechende Ausschnitt im Grin-Kanal gezeigt. Nur Zellen mit zerstérter Plasmamembran wurden angefarbt
(=tote Zellen). Unterhalb der jeweiligen Ansétze ist die Auswertung der Zellviabilitat aller Aufnahmen
dargestellt (n = 4; je 2 Aufnahmen zweier biologischer Replikate). Die Viabilitat ergibt sich aus dem Anteil der
nicht grunfluoreszierenden Zellen von der Gesamtzellzahl (DAPI-Kanal) und wurde in % angegeben. B)
5,2 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale auf einem Poly-L-Lysin vorbehandeltem
(0,1 mg/ml) 25 mm Deckglas ausgesat und entweder mit 20 nM Kontroll, SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA
transfiziert (V.2.4.6.1). Nach 24 h wurden die Zellen mit entsprechender siRNA nachtransfiziert und alle
Ansétze insgesamt fir 96 h inkubiert. Die Zellen wurden nach Entnahme des Deckglases in Medium geerntet
und mittels ,,Countess® Automated Cell Counter* (V.2.4.3.2) ausgezahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Zellzahlen (%) im Vergleich zum Mittelwert der Zellzahlen der Kontroll siRNA transfizierten HelLa-
Zellen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl ausgezéhlter
Zellkulturschalen ist am unteren Ende der Balken angegeben. Um die jeweiligen Zellzahlen untereinander zu
vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefuhrt. P-Werte <0,05 bzw. <0,001 wurden als
signifikant definiert und durch 1 Stern (*) bzw. 3 Sterne (***) markiert.
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V1.2.2.2. Die Reduktion der Zellproliferation und -viabilitit durch Sec6la-
Depletion kann durch Expression von SEC61A1 und SEC61A1-R24A/K29A

gerettet werden

Analog wurden auch die Rettungsansétze, die unter Punkt V1.2.1.2 mittels Western-Blot analysiert
wurden, hinsichtlich Viabilitdt und Proliferation analysiert. HelLa-Zellen wurden demnach mit
Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA und nach 32 h mit Kontroll- oder SEC61A1-Plasmid transfiziert
und fir insgesamt 96 h kultiviert. Die Zellen wurden wie zuvor mit dem Nuclear-ID™-Reagenz
gefarbt und anschlielend fluoreszenzmikroskopisch untersucht (V.2.5.2.1). Der Ansatz mit
Kontroll siRNA und Kontroll-Plasmid zeigte eine vergleichbare Viabilitat (88 %) wie der Ansatz mit
alleiniger Kontroll siRNA-Behandlung zuvor. Auch im Fall der SEC61A1-UTR siRNA-Transfektion
mit zusétzlicher Kontroll-Plasmid-Behandlung wurde wie bei der reinen siRNA-Transfektion eine
Reduktion der Viabilitat (81 %) beobachtet. Entsprechend der Wiederherstellung des Sec6la-Levels
(SEC61A1-UTR siRNA + SEC61A1-Plasmid) auf das Niveau der Kontroll-Zellen im Western-Blot,
wurde auch eine Viabilitat von 89 % rekonstruiert. Die alleinige Uberexpression von SEC61A1
(ca. 200 % Proteingehalt) hatte hingegen weder positive noch negative Auswirkungen auf die
Lebensfahigkeit der HeLa-Zellen (Abbildung 35, A). In einer vergleichbaren Untersuchung wurden
zusétzlich zu den vier genannten Zellmanipulationen je ein Kontroll sowie ein SEC61A1-UTR siRNA-
behandelter Ansatz mit SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid transfiziert (analog zur Western-Blot-Analyse
unter Punkt VI1.2.1.2) und die Zellen dartiber hinaus auch nach weiteren 120 und 144 h Inkubation
Uberprift. Wie Abbildung 35, B zeigt, besalen alle manipulierten Zellen, welche eine adaquate
SEC61A1- bzw. SEC61A1-R24A/K29A-Expression aufwiesen (vgl. Abbildung 33, B, C), der
,»Nuclear-ID™“-Farbung zufolge, auch bis zum Zeitpunkt 144 h eine Viabilitdt zwischen 85 und
90 %. Lediglich die Zellen mit mangelndem Sec6la-Gehalt (SEC61A1-UTR siRNA + Kontroll-
Plasmid) zeigten einen stetigen Verlust ihrer Viabilitat, welche nach 144 h bei nur noch 68 % lag.
Hiermit einher ging auch die Stagnation sowie die anschlieBende Reduktion der Zellzahl eben dieser
Zellen, wahrend die Zellen in den restlichen Ansédtzen Uber den Zeitraum der Untersuchung
kontinuierlich weiter proliferierten. Von besonderer Bedeutung fur die nachfolgenden Experimente ist
hierbei die Tatsache, dass einerseits der letale Phanotyp nach Sec6la-Depletion durch
Plasmidexpression der wildtypischen SEC61A1-Varinate wieder gerettet werden kann und
insbesondere, dass die Sec6la-1Q-Mutation (SEC61A1-R24A/K29A) offenbar trotz der defekten
CaM-Bindungsstelle eine grundsdtzlich funktionale Sec6la-Kopie darstellt und keine

Beeintréchtigung des Zellwachstums hervorruft.
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Abbildung 35: Auswirkung der Sec61a-Manipulation auf die Zellviabilitat und -proliferation. A) Je 5,2 x 10°
HelLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale auf einem Poly-L-Lysin vorbehandeltem (0,1 mg/ml) 25 mm
Deckglas ausgesat und entweder mit Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA (20 nM) transfiziert (V.2.4.6.1). Nach
24 h wurden die Zellen mit siRNA nachtransfiziert und nach weiteren 8 h Kultivierung mit Kontroll- oder
SEC61A1-Plasmid behandelt. Nach insgesamt 96 h Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
1 pM ,Nuclear-ID™ Blue/Green cell viability reagent in PBS (V.2.5.2.1) fir 30 min bei 37 °C geféarbt.
Reprasentativ sind jeweils mikroskopische Aufnahmen jedes Zelltyps dargestellt (20x/0,45 Nikon Plan Fluor
ELWD Obijektiv). In der oberen Reihe sind die DAPI-gefarbten Zellen zu sehen (= alle Zellen). Darunter (FITC-
Kanal) ist der jeweils entsprechende Ausschnitt im Grin-Kanal gezeigt, in dem nur die Zellen mit zerstorter
Plasmamembran angefarbt wurden (=tote Zellen). Unter den jeweiligen Ansatzen ist die Auswertung der
Zellviabilitat aller Aufnahmen dargestellt (n = 4; je 2 Aufnahmen zweier biologischer Replikate). Die Viabilitat
berechnet sich aus dem Anteil der nicht grinfluoreszierenden Zellen von der Gesamtzellzahl (DAPI-Kanal) und
wurde in % angegeben. B) Gleicher Versuchsaufbau wie in (A), jedoch mit zusétzlicher Transfektion des
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmids (1Q-Mutante). Zudem wurden die Zellen neben den 96 h auch fir 120 sowie
144 h kultiviert. Die Auswertung der Zellviabilitat ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Berechnung von
zwei Aufnahmen (n=2; technische Replikate). Die Werte wurden in einem Diagramm uber die Zeit
aufgetragen. Zum Zeitpunkt t, wurde die Viabilitdt aller Ansdtze als theoretisch 100 % angesehen
(SEC61 siRNA = SEC61A1-UTR siRNA; KP = Kontroll-Plasmid; SEC61 = SEC61A1-Plasmid; SEC61-1Q =
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid). C) Die Zellen aus den selben Kulturschalen, die in (B) verwendet wurden und
nach Entnahme des Deckglases iibrig geblieben sind wurden geerntet und mittels ,,Countess® Automated Cell
Counter” (V.2.4.3.2) ausgezéhlt. Angegeben ist die relative Zellzahl (beginnend bei 100 % zum Zeitpunkt to).
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V1.2.2.3. Die Sec61a-Depletion hat keine Auswirkung auf die ER-Morphologie

Die vorangegangen Viabilitats- und Zellproliferationsuntersuchungen haben gezeigt, dass sich in
Folge einer Reduktion des endogenen Sec61a-Proteins nach 96 h eine zunehmende Beeintrachtigung
des Zellwachstums manifestiert. Da Sec6la als essentielle Untereinheit der ER-Proteintranslokase
einen Einfluss auf die Synthese einer Vielzahl ER-residenter Proteine hat, wurde weitergehend
untersucht, ob dieser Verlust nach 96 h siRNA-Behandlung eine mdgliche Auswirkung auf die ER-
Morphologie nach sich zieht. Zu diesem Zweck wurde der unter Punkt V.2.5.1 beschriebene ER-
Marker ,,ER-Tracker™ Blue-White Dapoxyl (DPX)* verwendet. Dieser zellpermeable Lebendzell-
Fluoreszenzfarbstoff weist eine hohe Selektivitat fir das ER auf und wird im Anschluss an eine
Zellkultivierung appliziert. Fir eine ER-Farbung wurden lediglich die Ansédtze mit Kontroll sowie
SEC61A1 siRNA analysiert, da in der Viabilitatsanalyse nur ein deutlicher Unterschied nach Sec61a-
Reduktion beobachtet wurde. Als weitere Kontrolle furr einen generellen Einfluss der Transfektions-
prozedur auf die ER-Struktur wurde ein Ansatz mit unbehandelten Zellen mitgefuhrt. Die HeLa-Zellen
wurden nach entsprechender Kultivierung der ER-Férbung unterzogen, mit PBS gewaschen und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (zwecks einer verbesserten Auflésung mittels Olimmersions-
objektiv; Plan Fluor 60x 0il/1,25). Es wurde jeweils eine Aufnahme im Hellfeld (zur Darstellung der
kompletten Zellen) sowie im DAPI-Kanal (Visualisierung des ER) angefertigt. Wie in Abbildung 36
zu sehen ist zeigten alle drei Zelltypen eine ausgeprégte retikuldre ER-Struktur und wiesen keinen
Unterschied hinsichtlich des ER-Volumens im Vergleich zur ZellgroRe auf. Somit treten infolge einer
90 %-igen Sec6la-Depletion mittels siRNA fiir 96 h keine gravierenden Verénderungen struktur-
relevanter ER-Proteine auf. Den Daten zufolge liegt unter den gewéhlten Depletions-Bedingungen ein

weitgehend intaktes ER vor, welchem lediglich die Kernkomponente der Translokase fehlt.

unbehandelt Kontroll siRNA SEC61A1 siRNA

Hellfeld

DAPI-Filter

Abbildung 36: Einfluss der siRNA-vermittelten Sec61a-Depletion (96 h) auf die ER-Morphologie von HelLa-
Zellen. Je 5,2 x 10° HelLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale auf einem Poly-L-Lysin vorbehandelten
(0,1 mg/ml) 25 mm Deckglas entweder ohne weitere Behandlung ausgesét oder zusatzlich entweder mit 20 nM
Kontroll siRNA oder SEC61A1 siRNA transfiziert (V.2.4.6.1). Nach 24 h erfolgte eine Nachtransfektion. Nach
insgesamt 96 h Inkubation wurde eine ER-Férbung mittels ER-Tracker™ Blue-White DPX (V.2.5.1) durch-
gefiihrt. Hierzu wurden die Zellen mit HBSS-Puffer gewaschen und mit 1 mM ER-Tracker™ in HBSS Uber
30 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mikroskopisch untersucht,
indem eine Hellfeldaufnahme sowie eine entsprechende fluoreszenzmikroskopische Aufnahme im DAPI-Kanal
gemacht wurden (600x, Plan Fluor 60x 0il/1,25).
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V1.2.3. Einfluss der Sec6la-Modulation auf den in vitro Transport in SPZ

Auf der Grundlage der etablierten, reproduzierbaren SEC61A1-Manipulationsprozedur sollten nun
funktionale Analysen, besonders im Hinblick auf den Einfluss der potentiellen Sec6la-CaM-
Interaktion in S&ugetierzellen, durchgefiihrt werden. Da Sec6la als porenbildende Untereinheit der
ER-Translokase ausschlaggebend fiir den Transport diverser préasekretorischer sowie Membran-
proteine in das ER ist, zielte eine der wichtigsten Fragestellungen darauf ab, die Funktionalitit der
Sec6la-1Q-Mutante (R24A/K29A) zu testen. Wie bereits von Sven Lang gezeigt wurde, hat eine
Sec61a-Depletion einen zu erwartenden inhibitorischen Effekt auf den in vitro Transport Signalpeptid-
abhéngiger Proteinsubstrate ins ER, welcher (ber eine Plasmid-gestutzte Rettung via SEC61A1-
Wildtyp-cDNA rekonstituiert werden kann (Lang, 2012; Lang et al., 2012). Demnach sollte dieser
Effekt reproduziert und anschlieBend in Bezug auf die genannte Sec6la-Mutante untersucht werden.
Hierzu wurden die unter VI1.2.1 und VI1.2.2 getesteten HelLa-Zellen verwendet, deren Sec6la-Gehalt
sowie Funktion mittels siRNA- und Plasmidtransfektion moduliert wurde. Die Zellen wurden im
Anschluss an die Inkubation entsprechend der unter Punkt V.2.4.5 beschriebenen, modifizierten
Prozedur nach Wilson et al. mittels Digitonin-Behandlung semi-permeabilisiert und die endogene
mRNA durch die Ca®*-abhangige S7-Nuklease degradiert (Wilson et al., 1995). Als Modelsubstrat
wurde das etablierte prasekretorische Protein Praprolaktin (ppl) verwendet, welches schon unter Punkt
VI1.1.1.1 zur Anwendung kam. Der cotranslationale in vitro Import ins ER-Lumen (V.2.3.3.1) wurde
durch Abspaltung des Signalpeptids (Detektierbar durch Verringerung des Molekulargewichtes) sowie
anschlieRende Sequestrierung analysiert. Wie erwartet wurde ppl im Kontroll-Ansatz (Kontroll sSiRNA
+ Kontroll-Plasmid) zum reifen Prolaktin (pl) gespalten (24 % Prozessierungseffizienz), wobei der
prozessierte Anteil gegenuiber einer Proteinase K-Behandlung weitgehend geschitzt war. Beide SPZ-
Varianten, welche zuvor mit Kontroll siRNA und entweder SEC61A1- oder SEC61A1-R24A/K29A-
Plasmid transfiziert wurden wiesen eine vergleichbare Transporteffizienz (22 bzw. 24 %) auf und
waren ebenfalls vor einer Proteolyse geschitzt. Wurde das Sec6la-Protein zuvor depletiert (ca. 25 %
Restprotein, s. Abbildung 33, A, B), war die Prozessierungseffizienz in Gegenwart von Kontroll-
Plasmid signifikant reduziert (5 %). Wie erwartet konnte die Expression der wildtypischen SEC61A1
cDNA in Anwesenheit der SEC61A1-UTR siRNA den Phanotyp nach Sec61a-Depletion wieder retten,
was in einer Erhdhung der Transportaktivitat auf 20 % zu erkennen war. Wurde analog hierzu die
SEC61A1-R24A/K29A-Variante im Depletionshintergrund exprimiert wurde eine vergleichbare
Steigerung der Prozessierungseffizienz beobachtet (Abbildung 37, A). Somit ist die Sec6lo-1Q-
Mutante, in gleicherweise wie die wildtypische Variante, transportkompetent. Die dargestellten
Effizienzen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler aus insgesamt flinf verschiedenen
Experimenten.

Um zu uUberpriifen, ob fiir alle invitro Syntheseansétze die zuvor jeweils eingestellte Menge an
zugesetzten Membranen im gleichen Bereich lag, wurde zusétzlich der Transport des TA-Membran-

proteins Synaptobrevin 2 (Syb2) mit den gleichen SPZ durchgefiihrt, da dessen Insertionseffizienz in
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die ER-Membran (zu sehen in Form einer Glykosylierung) nicht von der Anwesenheit der ER-
Translokase (Kutay et al., 1995; Whitley et al., 1996), sondern lediglich von der Membran-
konzentration abh&ngt. Somit bieten dieses Modelprotein eine interne Kontrolle, vergleichbar zur
Ladekontrolle (B-Aktin) beim immunologischen Nachweis von Proteinen auf dem Western Blot
(Lang, 2012). Zusétzlich wurde ein Teil der SPZ nach SDS-PAGE (V.2.1.1) mittels Coomassie
Brillant-Blue-Féarbung (V.2.1.2) untersucht, da die Gesamtmenge an Proteinen der permeabilisierten
Zellen indirekt die Konzentration an Membranen wiedergibt und somit als weitere Kontrolle dient.
Wie in Abbildung 37, B und C zu sehen ist bewegt sich die relative Syb2-Insertionseffizienz (n = 2)
wie auch die Proteinmenge (n=3) jeweils im Bereich der Kontrolle (Kontroll siRNA + Kontroll-
Plasmid), was somit belegt, dass die Menge an eingesetzten ER-Membranen vergleichbar und daher

keinen Einfluss auf den Transport von ppl hatte.
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Abbildung 37: Einfluss der SEC61A1-Manipulation auf den Signalpeptid- und , tail-anchor“-abhéngigen in vitro
Transport (V.2.3.3.1) in humane, semi-permeabilisierte Zellen (SPZ). 5,2 x 10° HeLa-Zellen wurden jeweils in
einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und entweder mit Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA (20 nM) behandelt
(V.2.4.6.1). Nach 24 h wurden die Zellen mit siRNA nachtransfiziert und nach weiteren 8 h Kultivierung mit
Kontroll-, SEC61A1- oder SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid (IQ-Mutante) transfiziert (V.2.4.6.2). Nach insgesamt
96 h wurden die Zellen mit Digitonin semi-permeabilisiert (SPZ) A) Cotranslationaler Transport von ppl. Die
mRNA von Praprolaktin (ppl) wurde im L416A-Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [*S]-
Methionin sowie 32 % SPZ einer der sechs verschiedenen Ansétze translatiert (60 min, 30 °C; V.2.3.3.1). Im
Anschluss wurde eine Sequestrierung (V.2.3.3.3) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Ansétze zu je zwei Aliquots
aufgeteilt und entweder mit Saccharose- (S) oder Proteinase K-Ldsung (P) versetzt. Nach 60 min Inkubation auf
Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 mM PMSF (in Ethanol) fur 5 min auf Eis inhibiert. AnschlieRend
wurden die Proben auf einem 15%-igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch (V.2.1.1) aufgetrennt und die
Proteine tiiber ,,phosphorimaging” (V.2.1.6) detektiert und densitometrisch (V.2.1.7) analysiert. (p = pr,
Signalsequenz) Zur Angabe der Prozessierungseffizienz wurde jeweils unterhalb der Gelspuren (unter S) der
prozentualer Anteil des modifizierten Proteins im Vergleich zur Gesamtproteinmenge (Vorlaufer + prozessierte
Form) angegeben (n=5 biologische Replikate). Um die jeweiligen Transporteffizienzen untereinander zu
vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert
und durch 3 Sterne (***) markiert. P-Werte >0,001 wurden als nicht signifikant deklariert (n.s.).
B) Posttranslationale Membraninsertion von Syb2. Nach Translation der Syb2 mRNA im L416A-
Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [*°S]-Methionin fiir 15 min bei 30 °C wurden Cycloheximid
(0,1 pg/ul) sowie RNase A (80 ng/ul) hinzugegeben und weitere 5 min bei 30 °C inkubiert. Anschlielend
wurden 16 % SPZ einer der sechs verschiedenen SEC61A1-Transfektionsansdtze hinzugegeben und zusatzliche
30 min bei 30 °C inkubiert. Die Proben wurden auf einem 17,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (V.2.1.1)
aufgetrennt und die Proteine mittels ,,phosphorimaging* (V.2.1.6) detektiert und densitometrisch (V.2.1.7)
analysiert (g = glykosiliert). Unterhalb der Gelspuren wurde der relative prozentualer Anteil (normiert auf den
Ansatz Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid) des glykosylierten Proteins im Vergleich zur Gesamtproteinmenge
(Vorlaufer + reife Form) angegeben (n = 2 biologische Replikate). C) Coomassie-Brillant-Blue-Farbung (CCB)
der mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennten SPZ der verschiedenen Transfektionsansatze. Die Zellen wurden
zuvor in Lammli-Probenpuffer aufgenommen und bei 56°C erhitzt. Pro Gelspur wurden 1*10° Zellen
aufgetragen. Nach CCB-Farbung (V.2.1.2) wurde das Gel eingescannt (Image Scanner 111) und densitometrisch
(V.2.1.7) analysiert. Unter den jeweiligen Spuren wurde die relative Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle
(Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid) angegeben (n = 3 biologische Replikate).

V1.2.4. Einfluss der Sec61a-Modulation auf die Ca?*-Homdostase des ER

Wie bereits erwdhnt, wurde der Sec61-Komplex mittels in vitro Analysen als ionenleitender Kanal
charakterisiert (Erdmann et al., 2009; Roy und Wonderlin, 2003; Wirth et al., 2003) und konnte auch
auf zellularer Ebene als Ca®*-Leckkanal identifiziert werden (Amer et al., 2009; Flourakis et al., 2006;
Giunti et al., 2007; Ong et al., 2007; Van Coppenolle et al., 2004). Wie Frank Erdmann und Martin
Jung zeigen konnten, kann Ca**-CaM Uber ein 1Q-Motiv (Abbildung 32) im zytosolischen N-Terminus
der Sec6la-Untereinheit an Sec61 binden und vermag die Konduktivitat des Komplexes fiir diverse
lonen zu inhibieren (Erdmann et al., 2011). In den folgenden Experimenten sollte demnach untersucht
werden, ob der Sec61-Komplex im direkten Zusammenhang mit den im ersten Teil beschriebenen

Effekten der CaM-Inhibition auf die zellulare Ca**-Homdostase steht.
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V1.2.4.1. Sec6la-Depletion inhibiert den Einfluss der CaM-Hemmung auf den

Ca®"-Leckstrom aus dem ER

Neben der Verwendung verschiedener Proteinsyntheseinhibitoren konnte eine Beteiligung des Sec61-
Komplexes am passiven Ca?*-Ausstrom aus dem ER auch durch siRNA-vermittelte Sec61a-Depletion
demonstriert werden (Lang et al., 2011). Daher sollte anhand der vorliegenden Daten eine Depletion
der Translokonkernkomponente auch die Stimulation der passiven Ca**-Freisetzung aus dem ER durch
die CaM-Antagonisten Ophiobolin A und TFP aufheben, vorausgesetzt diese Inhibition ist spezifisch
und betrifft keine weiteren potentiellen Leckkanale in der ER-Membran. Zu diesem Zweck wurden
HelLa-Zellen entweder mit Kontroll, SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA behandelt und fiir 96 h
kultiviert. Zur Messung zytosolischer Ca®*-Anderungen wurden die Zellen mit Fura-2 AM beladen
und in Ca**-freiem Puffer inkubiert. Wie unter Punkt VI1.1.2.1 wurden nach 1 min entweder Puffer
(0,1 % DMSO), 100 pM Ophiobolin A oder 10 uM TFP appliziert, nach weiteren 10 min 1 pM TG
hinzugegeben und die Messung fur 9 min fortgesetzt.

Das Ergebnis der Ca®*-,imaging“-Experimente mit Kontroll siRNA-vorbehandelten Zellen wies
keinen Unterschied zu denen mit unbehandelten Zellen auf (\Vgl. Abbildung 26, A, B und Abbildung
38, A, D). Beide CaM-Antagonisten steigerten den durch TG demaskierten passiven Ca**-Efflux aus
dem ER auf etwa das Doppelte der Pufferkontrolle (von ca. 400 nM Maximum auf ca. 800 nM). Auch
der initiale Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration wurde erneut beobachtet. Wurden die Zellen
zuvor mit SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert zeigten diese jedoch einerseits einen
erniedrigten Ca*"-Efflux (200 nM statt 380 nM im Kontrollansatz) und verloren zudem vollstandig
ihre Sensitivitat gegentiber Ophiobolin A und TFP (Abbildung 38, B-D). Somit tragt CaM auf Ebene

des Sec61-Komplexes zur Reduktion des Ca?*-Leckstroms aus dem ER bei.
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Abbildung 38: Messung der zytosolischen Ca?*-Anderung Sec61a-depletierter HelLa-Zellen (96 h) nach
Behandlung mit CaM-Antagonisten und Thapsigargin zur Untersuchung des Ca®*-Leckstroms aus dem ER.
HelLa-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Glasplattchen (25 mm) ausgesat und
entweder mit A) Kontroll, B) SEC61A1 oder C) SEC61A1-UTR siRNA transfiziert. 24 h spater wurden die
Zellen nachtransfiziert. Nach insgesamt 96 h Kultivierung wurden die Zellen mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM
beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca®*-freiem
Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach
Beginn der Messung wurden entweder Puffer (0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM
Trifluoperazin (TFP) appliziert. Nach weiteren 10 min wurde 1 uM Thapsigargin (TG) hinzugegeben und die
Messung fir 9 min fortgesetzt. Die y-Achse zeigt die gemessene zytosolische Ca®*-Konzentration [Ca2+]zytoso.,
welche gegen die entsprechenden Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den
Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. D) Statistische Analyse der Anderung der
zytosolischen Ca?*-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A), (B) und (C) dargestellten Experimente. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu
vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert
und durch 3 Sterne (***) markiert. P-Werte > 0,001 wurden als nicht signifikant deklariert (n.s.). Innerhalb einer
Messung (n) wurden stets 30-80 einzelne Zellen analysiert; A) Npyster = 4; Nophio = 5; Nrep = 4; B) Npusrer = 5; Nophio
=5; nree = 3; C) Npyiter = 6; Nophio = 7; Nep = 4. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der
Balken angegeben.
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Auch wenn nach 96 h SEC61A1 siRNA-Behandlung keine gravierenden Auswirkungen auf die
Viabilitdt und die ER-Morphologie der HelLa-Zellen zu beobachten war, sollte dennoch festgehalten
werden, dass zu diesem Zeitpunkt bereits Veranderungen des Proteoms der Zelle sowie des zellularen
Ca”*-Gehaltes auftreten konnen (Lang, 2012). Daher wurde in einem weiteren Versuchsansatz mit den
gleichermaBen manipulierten Zellen eine Behandlung mit dem Ca**-lonophor lonomycin
durchgefiihrt, um eine Aussage iiber den zelluldren Gesamtgehalt an freiem Ca®*, und damit einem
potentiellen Verlust von Ca*" aus dem ER, treffen zu kénnen. Hierzu wurden die HeLa-Zellen wie
zuvor 96 h mit siRNA transfiziert, mit Fura-2 AM beladen und in Ca**-freiem Puffer inkubiert. Nach
einer Messdauer von 1 min wurde 5 UM lonomycin appliziert und weitere 9 min gemessen. Beide
Transfektionen zur Depletion von Sec6la (SEC61A1 oder SEC61A1-UTR siRNA) flihrten zu einem
leichten, aber signifikanten Riickgang der zelluldren Ca?*-Konzentration um etwa 15-20 %, zu sehen
in der erniedrigten Ratio 340/380-Anderung nach Ca®'-Freisetzung (auf ca. 500) gegeniiber den
Kontroll siRNA behandelten Zellen (ca. 600) (Abbildung 39, A, B).
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Abbildung 39: Messung der Anderung der Ratio (340/380) Sec6la-depletierter Hela-Zellen (96 h) nach
Zugabe von lonomycin zur Bestimmung des zelluldren Gesamtgehaltes an Ca®*. A) Hela-Zellen wurden auf
Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Glasplattchen (25 mm) ausgesat und entweder mit Kontroll, SEC61A1
oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert. 24 h spéter wurden die Zellen nachtransfiziert. Nach insgesamt 96 h
Kultivierung wurden die Zellen mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas
wurde in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca*-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in
den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurde 5 pM lonomycin
(lono) appliziert und die Messung fiur 9 min fortgesetzt. Die y-Achse zeigt die gemessenen Ratio-Werte
(340/380), welche gegen die entsprechen Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurden. Die Kurven
stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. B) Statistische Analyse der Anderung der
Ratio nach Zugabe von lonomycin der in (A) dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein
ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne
(***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 40-80 einzelne Zellen analysiert (Nkontron sikna = 45
Nsece1al siRNA = 35 Nsece1at-uTRsikna = 3). Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken
angegeben.
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Um eine etwaige Fehlinterpretation der obigen Daten zu vermeiden, wurden die Experimente ebenfalls
nach einer Inkubation der siRNA-transfizierten HelLa-Zellen fiir 48 h durchgefiihrt. Da hierbei der
Sec61a-Restproteingehalt noch ca. 25 % betragt (Abbildung 31, A, D), kann zwar davon ausgegangen
werden, dass der inhibitorische Effekt auf den Ca®*-Leckstrom weniger stark ausgepragt ist, allerdings
konnen so auch Langzeitfolgen sekundéarer Art auf die Zelle reduziert werden. Wie zu erwarten war,
zeigten die Zellen auch nach 48 h Kontroll siRNA-Transfektion, wie im korrespondierenden 96 h-
Ansatz, eine deutliche Reaktion auf beide CaM-Antagonisten in Form eines erhéhten Ca**-Ausstroms
aus dem ER nach TG-Zugabe (maximale Amplitude von ca. 400 nM in der Pufferkontrolle auf
ca. 700 nM im Fall der CaM-Antagonisten) (Abbildung 40, A, C). Wurden die Zellen mit SEC61A1-
UTR siRNA vorbehandelt erwies sich auch diese relativ kurze Transfektionsdauer als duf3erst effizient.
Der initiale Ca®-Anstieg nach Applikation der CaM-Antagonisten wurde blieb zwar zum Teil
bestehen, allerdings zeigte sich eine deutliche Reduktion der Amplitude der Einzelkurven im Mittel,
welche sich nicht von der entsprechenden Pufferkontrolle unterschied (Abbildung 40, B, C). Somit
kann auch 48 h nach SEC61A1-UTR siRNA-Transfektion, bzw. bei einer Sec61a-Reduktion auf 25 %,
eine eindeutige Inhibition des durch die CaM-Antagonisten erhdhten, passiven Ca?*-Ausstroms aus
dem ER festgestellt werden. Allerdings stellte sich auch hier die Frage, ob zu diesem Zeitpunkt der
zellulare Ca*-Gesamtgehalt unverandert ist oder ob méglicherweise die Erniedrigung der Ca®*-
Konzentration im ER den Ca*-Gradienten (iber die ER-Membran verringert und somit den Ca?'-
Leckstrom reduziert. Daher wurde auch hier analog eine Untersuchung des zellularen Ca®*-Gehaltes
durch Applikation von lonomycin durchgefiihrt. Nach 48 h Sec6la-Depletion mittels SEC61A1-
UTR siRNA wurde im Gegensatz zur Untersuchung nach 96 h kein signifikanter Unterschied in der
Antwort auf die lonomycin-Applikation im Vergleich zu den Kontroll siRNA-transfizierten Zellen
beobacht (Abbildung 40, A, D). Somit ist der Effekt der CaM-Antagonisten auf die Permeabilitat der

Translokationspore per se zuriickzufiihren.
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Abbildung 40: Messung der zytosolischen Ca**-Anderung Sec61o-depletierter HeLa-Zellen (48 h) nach Zugabe
von CaM-Antagonisten und Thapsigargin (TG) zur Untersuchung des Ca**-Leckstroms aus dem ER. HeLa-
Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Glasplattchen (25 mm) ausgesdt und mit
A) Kontroll oder B) SEC61A1-UTR siRNA transfiziert. Nach 24 h erfolgte eine Nachtransfektion. Nach
insgesamt 48 h Kultivierung wurden die Zellen mit 3,5 uM Fura-2 AM beladen (45 min, dunkel), das Deckglas
in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in das
iMIC Mikroskop eingesetzt. Nach 1 min wurde Puffer (0,1 % DMSQO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder
10 uM Trifluoperazin (TFP) hinzugegeben. Nach weiteren 10 min wurde 1 uM TG appliziert und fiir weitere
9 min gemessen. Die Diagramme zeigen die zytosolische Ca®*-Konzentration, welche gegen die Zeit aufgetragen
wurde. Die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar. C) Statistische
Analyse der Anderung der zytosolischen Ca?*-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A) und (B)
dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der
Experimente wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert
und durch 3 Sterne (***) markiert, P-Werte > 0,001wurden als nicht signifikant (n.s.) deklariert. Pro Messung
(n) wurden 30-80 Einzelzellen analysiert. (A) Npysrer = 4; Nophio = 9; Ntep = 4; (B) Npusrer = 6; Nophio = 75 Nree = 4.
Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben. D) Messung der Ratio-
Anderung (340/380) Sec6la-depletierter Hela-Zellen (48 h) nach Zugabe von lonomycin (lono) zur
Bestimmung des zellularen Ca”*-Gesamtgehaltes. Die Zellen wurden wie in (A) und (B) vorbehandelt. Nach
1 min wurde 5 uM lono appliziert und die Messung fur 6,5 min fortgesetzt. Die Statistische Analyse zeigt die
Ratio-Anderung nach lono-Zugabe. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. Zum Vergleich
der Experimente wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefuhrt. P-Werte >0,001 wurden als nicht
signifikant definiert (n.s.). Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 50-55 Zellen analysiert (Nkontron sikna = 7;
Nsece1a1-UTR sirna = 7). Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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V1.2.4.2. Sec61a-Depletion reduziert die Aktivierung des SOCE durch CaM-

Antagonisten

Wie bereits eine genomweite, RNAi-basierende Studie zur Untersuchung von Proteinen mit einem
Einfluss auf den ,,store-operated Ca*" entry“ (SOCE) zeigte, spielt das Sec6la-Protein auch in der
Taufliege Drosophila melanogaster eine entscheidende Rolle als potentieller Ca®*-Leckkanal, da die
siRNA-vermittelte Sec61a-Reduktion zu einem verminderten kapazitiven Ca®*-Einstrom (CCE) iiber
die Plasmamembran nach TG-induzierter Speicherentleerung fiihrt (Zhang et al., 2006). Die
Untersuchung des SOCE sollte daher einen weiteren Aufschluss tber den Einfluss von CaM auf den
Ca®*-Leckstrom aus dem ER und das molekulare Ziel von CaM geben. Da mittels Sec61a-Depletion
die Steigerung des passiven Ca’*-Ausstroms gehemmt wurde, liegt die Vermutung nahe, dass eine
CaM-Inhibition, welche offensichtlich den Sec61-Komplex in seiner Offnungswahrscheinlich
modulieren kann, unter derartigen Bedingungen eine verringerte Speicherentleerung hervorruft.

HelLa-Zellen wurden wie zuvor beschrieben fir 96 h mit Kontroll, SEC61A1 oder SEC61A1-UTR
siRNA behandelt und analog zu Punkt VI1.1.2.2 mit 3,5 uM Fura-2 AM beladen, in Ca**-freiem Puffer
inkubiert und 1min nach Beginn des Ca” imaging“-Experiments entweder mit Puffer
(0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A oder 10 uM TFP fiir 10 min behandelt. Anschlieend wurde
Ca®*-Puffer hinzugegeben und die Messung fiir weitere 9 min fortgesetzt. Die Kontroll sSiRNA-
transfizierten Zellen zeigten nach externer Ca®*-Applikation eine vergleichbare Reaktion auf die
Vorbandlung mit den CaM-Antagonisten, wie unbehandelte HelLa-Zellen (Abbildung 41, A). Beide
Inhibitoren bewirkten eine deutliche Aktivierung des SOCE (Anstieg der zytosolischen Ca*'-
Konzentration auf jeweils Gber 1 uM). Wurden die Zellen mit einer der beiden siRNAs gegen
SEC61A1 vorbehandelt zeigte sich eine signifikante Reduktion des SOCE nach CaM-Inhibition im
Vergleich zu den korrespondierenden Kontrollansatzen (Abbildung 41, B-D). Demnach erfolgt die
Speicherentleerung Uber eine Ca®*-Freisetzung durch den Sec61-Komplex, welcher mittels CaM-

Inhibition in einen get6ffneten Zustand uberfihrt wird.
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Abbildung 41: Messung der zytosolischen Ca®*-Anderung Sec61a-depletierter HeLa-Zellen nach Behandlung
mit CaM-Antagonisten und Ca**-Puffer zur Untersuchung des SOCE (,,store-operated calcium entry“). HeLa-
Zellen wurden auf einem Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckglas (25 mm) ausgeséat und entweder
mit A) Kontroll, B) SEC61A1 oder C) SEC61A1-UTR siRNA transfiziert und fir 96 h kultiviert. Die Zellen
wurden mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im Dunkeln) und das Deckglas in die Messkammer
eingespannt. Die Zellen wurden zweimal mit Ca?*-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den
Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden entweder Puffer
(0,1 % DMSO), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM Trifluoperazin (TFP) appliziert. Nach 10 min
wurde Ca**-Puffer hinzugegeben (Theoretische Ca®*-Endkonzentration: 2,5 mM) und weitere 9 min gemessen.
Die y-Achse zeigt die zytosolische Ca®*-Konzentration, welche gegen die entsprechenden Messpunkte auf der
x-Achse aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler aller Messungen dar.
(Anzahl ausgewerteter Einzelzellen, (A) Kontroll siRNA: Puffer =146 ; Ophio A=107; TFP =274 (B)
SEC61A1 siRNA: Puffer =183 ; Ophio A =233; TFP =225 oder (C) SEC61A1-UTR siRNA: Puffer =209 ;
Ophio A = 233; TFP = 253). D) Statistische Analyse der zytosolischen Ca”*-Anderung nach Zugabe von Ca**-
Puffer infolge einer Ophio A- oder TFP-Vorbehandlung der in (A), (B) und (C) dargestellten Experimente mit
unterschiedlich transfizierten HeLa-Zellen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder.
Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt.
P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Es wurden jeweils 2
Messungen durchgefiihrt und stets 50-90 Einzelzellen analysiert. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am
unteren Ende der Balken angegeben.
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V1.2.4.3. Der Effekt der CaM-Antagonisten kann durch SEC61A1-, jedoch nicht
durch SEC61A1-R24A/K29A-Expression wiederhergestellt werden

Um die obigen Experimenten zu bestatigen, sollte der Sec61a-Depletions-Phanotyp durch Expression
einer SEC61A1-cDNA-Kopie gerettet werden. HeLa-Zellen wurden hierzu analog zu Punkt VI1.2.1.2
entweder mit Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA und anschliefend mit Kontroll-, SEC61A1- oder
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid transfiziert und fiir insgesamt 96 h kultiviert. Die Zellen wurden mit
Fura-2 AM beladen, in Ca**-freiem Puffer gewaschen und in selbigem inkubiert. Die Ca**-, imaging*-
Experimente wurden analog zu Punkt V1.2.4.1 durchgefihrt, indem die Zellen fir 10 min mit Puffer,
Ophiobolin A oder TFP vorbehandelt und anschlieRend der Ca**-Leckstrom durch Zugabe von TG
demaskiert wurde. Die Kontrollzellen (Kontroll sSiRNA + Kontroll-Plasmid) zeigten keinen
Unterschied zu den unbehandelten (Abbildung 26) oder Kontroll siRNA transfizierten Zellen
(Abbildung 38, A, D) und auch die Expression der SEC61A1-cDNA in Gegenwart der Kontroll sSiRNA
hatte keinen Einfluss auf den Ca®*-Ausstrom aus dem ER (Abbildung 42, A, B, G). Wurde stattdessen
die 1Q-Mutante SEC61A1-R24A/K29A (berexprimiert erhohte sich die Amplitude nach TG-
Applikation bereits in der Pufferkontrolle um fast 50 % auf ca. 600 nM und auch die Ca**-Anderung
nach Vorbehandlung mit Ophiobolin A (800 nM) und TFP (1 uM) wurde in vergleichbarem Mal3e
gesteigert (Abbildung 42, C, G). Diese Variante weist somit offenbar einen gegeniiber dem
Wildtypprotein dominanten Phénotyp auf. Wurde eine SEC61A1-UTR siRNA-Behandlung in
Gegenwart von Kontroll-Plasmid durchgefiihrt, zeigte sich die zu erwartende Inhibition der Effekte
der beiden CaM-Inhibitoren, wie sie bereits unter Punkt V1.2.4.1 beschrieben wurde (Abbildung 42,
D, G). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen im zuvor gezeigten in vitro Transport (V1.2.3) wurde
der Effekt der Sec61a-Depletion auf die Ca®*-Homdostase durch Expression der Wildtyp-SEC61A1-
cDNA-Kopie wieder gerettet (Abbildung 42, E, G). Im Gegensatz hierzu war die 1Q-Mutante Sec61a-
R24A/K29A bei gleichzeitiger Depletion des endogenen Sec61a-Proteins nicht in der Lage den Effekt
der CaM-Antagonisten wiederherzustellen. Dariiber hinaus fiihrte diese Variante unabhangig von der
siRNA-Behandlung und in An- und Abwesenheit der CaM-Antagonisten zu einem gesteigerten Ca*'-
Efflux (ca. 50%) aus dem ER per se (Abbildung 42, F, G). Diese Erhohung riihrt vermutlich daher,
dass Sec6l-Komplexe die eine Sec6la-Kopie mit defektem IQ-Motiv tragen nicht durch CaM

reguliert werden kénnen und somit eine erhohte Offnungswahrscheinlich besitzen.
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Abbildung 42: Messung der zytosolischen Ca**-Anderung von SEC61A1-UTR siRNA- und SEC61A1-Plasmid-
transfizierten HelLa-Zellen nach Behandlung mit CaM-Antagonisten und Thapsigargin zur Untersuchung des
Ca®*-Leckstroms aus dem ER. A-F) HeLa-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten
Glasplattchen (25 mm) ausgesét und entweder mit Kontroll oder SEC61A1-UTR siRNA transfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen mit siRNA nachtransfiziert und nach weiteren 8 h Kultivierung mit Kontroll-, SEC61A1- oder
SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid (Sec61a-1Q-Mutante) transfiziert (V.2.4.6.2). Nach insgesamt 96 h Kultivierung
wurden die Zellen mit 3,5 pM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im Dunkeln). Das Deckglas wurde in die
Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca*'-freiem Puffer gewaschen, in diesem inkubiert und in den
Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden entweder Puffer
(0,1 % DMSQ), 100 uM Ophiobolin A (Ophio A) oder 10 uM Trifluoperazin (TFP) appliziert. Nach weiteren
10 min wurde 1 uM Thapsigargin (TG) hinzugegeben und die Messung fir 9 min fortgesetzt. Die y-Achse zeigt
die gemessene zytosolische Ca**-Konzentration, welche gegen die entsprechen Messzeitpunkte auf der x-Achse
aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den Mittelwert inklusive Standardfehler aller Messungen dar.
G) Statistische Analyse der Anderung der zytosolischen Ca®*-Konzentration nach Zugabe von TG der in
(A-F) dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Um die
jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt.
P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert, P-Werte > 0,001wurden als
nicht signifikant (n.s.) deklariert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 50-100 einzelne Zellen analysiert;
A) Npytrer = 3; Nophio =35 Nrep = 3; B) Nputrer =35 Nophio =3; Ntep =4, C) Npusrer = 35 Nopio = 25 Nyep = 2,
D) Nputter = 3; Nophio = 4; Ntep = 3; E) Npysrer = 4; Nophio = 4 Nree = 45 F) Npyster = 4; Nophio = 4; Nrep = 3. Die Gesamt-
zahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.

V1.2.5. Einfluss der Retrotranslokation auf den Ca?*-Ausstrom aus dem ER

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass pflanzliche und bakterielle Exotoxine den Sec61-Komplex
nutzen kénnen, um tber den Sekretionsweg ins Zytosol von Zellen zu gelangen (Schmitz et al., 2000;
Simpson et al., 1999). Hierzu gehoért auch das Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa, welches nach
endozytotischer Aufnahme tber die Plasmamembran das ER retrograd mit Hilfe eines C-terminalen
KDEL-Motivs, einem ER-Retentionssignal, erreicht (Jackson et al., 1999). Um letztlich zum
eigentlichen Ziel zu gelangen, dem im Zytosol befindlichen, eukaryotischen Elongationsfactor 2,

welcher durch das Exotoxin A mittels einer Adenosindiphosphat-Ribosylierung inhibiert wird
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(Pavlovskis et al., 1978), kann das Toxin den Sec61-Komplex als Exportkanal nutzen. Dabei assoziiert
das Exotoxin A mit dem Sec61-Komplex auf der ER-luminalen Seite und vermag spezifisch mit dem
Export antigener Peptide zu interferieren (Koopmann et al., 2000). Mittels Einzelkanalmessungen
wurde dartiber hinaus gezeigt, dass der Sec61-Kanal zwei Hauptkonduktivititszustdnde fir lonen
aufweist, welche zwischen Porendurchmessern von 0,6-6 nm fluktuieren konnen. Die Zugabe von
Exotoxin A blockt dabei den hohen Konduktivitatszustand (Wirth et al., 2003). Es kann somit
angenommen werden, dass das Toxin unter zelluldren Bedingungen, wéhrend des Exportes ins Zytosol
an den Sec61-Komplex bindet und dessen dynamisches Gleichgewicht zum geschlossenen Zustand
verschiebt. Ein Einfluss auf den Ca®*-Leckstrom ware demnach plausibel. Um dies zu untersuchen
wurden unbehandelte HelLa-Zellen fur 48 h kultiviert und mit Fura-2 AM beladen. Aufgereinigtes
Exotoxin A (2,5 mg/ml in H,Opigest) Wurde 10 min vor einem Ca2+—,,imaging“—Experiment auf 37 °C
vorgewarmt, um dessen biologische Aktivitat zu gewahrleisten. Die Zellen wurden in Ca®*-freiem
Puffer inkubiert und 1 min nach Beginn der Messung mit 5 pg/ml Exotoxin A oder Ca**-freiem Puffer
behandelt. Nach 10 min erfolgte die Zugabe von 1 uM Thapsigargin (TG), woraufhin die die Messung
flir weitere 9 min fortgesetzt wurde.

Wahrend die Applikation des Puffers die erwartete Reaktion der Zellen auf TG in Form einer
zytosolischen Ca?*-Anderung von ca. 400 nM bewirkte, hatte die Prainkubation mit Exotoxin A eine
signifikante Erniedrigung dieser mittleren Amplitude um etwa 100 nM zur Folge (Abbildung 43, A,
B). Wurde in einem vergleichbaren Versuchsaufbau anstelle von TG 5 uM lonomycin hinzupipettiert,
wiesen die Exotoxin A-vorbehandelten Zellen keinen Verlust an Ca®" auf, sondern zeigten sogar eine
leichte, jedoch signifikante Erhdhung der zelluldren Ca®*-Konzentration gegeniiber den Kontroll-
Zellen (Abbildung 43, C, D). Exotoxin A hemmt somit den passiven Ca”*-Ausstrom aus dem ER,
vermutlich durch Bindung an den Sec61-Komplex.

Nachdem im vorherigen Kapitel gezeigt wurde, dass die Leitfahigkeit des Sec61-Komplexes fiir lonen
wie den sekundéren Botenstoff Ca?*, durch das ubiquitére Ca**-Sensorprotein CaM gesteuert werden
kann, stellte sich im folgenden die Frage nach weiteren regulatorischen Mechanismen. Der Fokus lag

dabei auf ER-luminalen Proteinen, wie dem molekularen Chaperon BiP.
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Abbildung 43: Ca*-,,imaging* zur Untersuchung zellularer Ca®*-Anderungen in HeLa-Zellen nach Behandlung
mit Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa) A) Messung der zytosolischen Ca®*-Anderung nach Zugabe von
Exotoxin A (Exo A) und Thapsigargin (TG) zur Untersuchung des Ca®*-Leckstroms aus dem ER. HeLa-Zellen
wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten Glasplattchen (25 mm) ausgesat und fir 48 h kultiviert.
Die Zellen wurden mit 3,5 pM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im Dunkeln) und das Deckglas in die
Messkammer eingespannt. Nach zweimaligem Waschen mit Ca**-freiem Puffer wurden die Zellen in selbigem
inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung wurden
entweder Ca”'-freier Puffer oder auf 37 °C vorgewarmtes Exo A appliziert. Nach weiteren 10 min wurde
1 UM TG hinzugegeben und die Messung fiir 9 min fortgesetzt. Die zytosolische Ca®*-Konzentration wurde
gegen die Zeit aufgetragen. Die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen dar.
B) Statistische Analyse der Anderung der zytosolischen Ca**-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A)
dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Um die Experimente
untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als
signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 50-55 einzelne
Zellen analysiert (Npysrer= 11; Neyo 4 = 12). Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken
angegeben. C) Messung der Ratio-Anderung (340/380) nach Zugabe von Exo A und lonomycin (lono) zur
Bestimmung der zelluliren Gesamtmenge an freiem Ca?". Hela-Zellen wurden 48 h auf Poly-L-Lysin
(0,1 mg/mg) vorbehandelten Glasplattchen (25 mm) kultiviert, mit 3,5 uM Fura-2 AM beladen und zweimal mit
Ca’*-freiem Puffer gewaschen. Nach Inkubation in diesem wurde die Messung gestartet. Nach 1 min wurden
entweder Ca**-freier Puffer oder auf 37 °C vorgewarmtes Exo A appliziert. Nach 10 min wurde 5 pM lono
hinzugegeben und weitere 9 min gemessen. Die Ratio (340/380) wurde gegen die Zeit aufgetragen. Die Kurven
stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen dar. D) Statistische Analyse der Ratio-Anderung
nach Zugabe von lono der in (C) dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der
Mittelwerte an. Zur Auswertung wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als
signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 50-55 einzelne
Zellen analysiert (Npyrer= 6; Nexo o = 6). Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken
angegeben.
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V1.3. Einfluss der BiP-Manipulation auf den ER-Import und den

Ca®*-Leckstrom aus dem ER

Das ER-luminale, molekulare Chaperon BiP der Hsp70-Familie ist neben einer Vielzahl weiterer
Chaperone wie Grp94, Grpl70, Pdi sowie den Lektinen Calretikulin und Calnexin einer der
wichtigsten Proteinfaltungskatalysatoren im ER. Viele dieser Enzyme liegen in einem Multiprotein-
Komplex mit weiteren Chaperonen und Cochaperonen vor, welcher mit unvollstdndig gefalteten
Proteinsubstraten assoziiert (Bergeron et al., 1994; High et al., 2000; Meunier et al., 2002; Schrag et
al., 2003). Neben der Bindung neu synthetisierter Proteine (Blount und Merlie, 1991; Knittler und
Haas, 1992) spielt BiP auch insbesondere bei der Aktivierung der ,,unfolded protein response“ (UPR)
eine bedeutende Rolle, indem es durch Rekrutierung zu fehlgefalteten Proteinen von den Membran-
stdndigen UPR-Mediatoren Perkl, Irel und ATF6 freigesetzt wird und deren Repression aufgehoben
wird (Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002a). Eine vergleichbare Modulation ER-Membran-
residenter Proteine durch BiP wurde auch bereits vielfach in Zusammenhang mit dem Sec61-Komplex
gezeigt. Invitro Experimenten zufolge kann BiP die Offnung des Translokons (Dierks et al., 1993;
Dierks et al., 1996; Klappa et al., 1991) sowie den effizienten Durchtritt von Polypeptiden durch die
Translokationspore (Tyedmers et al., 2003) vermitteln. Zudem gibt es auf Basis von Arbeiten mit
rauen Mikrosomen und Proteoliposomen indirekte Hinweise auf eine Interaktion von BiP mit dem
Sec61-Komplex und einer im Gegensatz zur Funktion beim Transport stehenden Rolle beim SchlielRen
des Translokons, welche insbesondere in Abwesenheit oder vor der vollstandigen Insertion von
Polypeptiden erfolgt (Alder et al., 2005; Haigh und Johnson, 2002; Hamman et al., 1998; Wirth et al.,
2003). Diese regulatorische Funktion des Sec61-Translokons durch BiP, welche mdglicherweise tiber
eine direkte Modulation der Dynamik des Komplexes wahrend distinkten Stadien erfolgt, wurde in
dieser Arbeit auf Grundlage lebender Zellen analysiert. Dabei wurde der Fokus vor allem auf den
Proteintransport sowie die Ca*-Homdostase gelegt. Als Strategie diente die Manipulation der BIP-
Expression durch unterschiedliche siRNA- und Plasmid-Transfektionen und der anschlieBenden,

funktionalen Untersuchung der Zellen.

V1.3.1. Uberprifung des zellularen BiP-Gehaltes mittels Western-Blot

Analog zu den Sec6lo-Manipulations-Experimenten in Teil V1.2 wurde als Ausgangspunkt fur die
folgenden funktionalen Analysen eine geeignete BiP-Depletions- und Plasmid-Rettungsstrategie

entwickelt.
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V1.3.1.1. BiP kann in HeLa-Zellen mittels siRNA effizient reduziert werden

Basierend auf einem etablierten BiP-Depletionsprotokoll mit zwei verschiedenen siRNAs (Cappel,
2011) wurde eine BiP-Reduktionskinetik von 24-96 h nach siRNA-Transfektion von HelLa-Zellen
erarbeitet. Zur Uberpriifung der effizienten Proteindepletion wurden die Zellen an jedem der vier Tage
geerntet, aufbereitet (V.2.4.4) und die Proteinmenge semi-quantitativ mittels Western-Blot-Analyse
(V.2.1.4) bestimmt, indem jeweils die entsprechenden Kontrollzellen als Referenz herangezogen
wurden. Da die Reduktion des Sec61a-Proteins, wie unter Punkt VV1.2.4.1 gezeigt, bereits nach relativ
kurzer Zeit zu Veranderungen der zellularen Ca®*-Konzentration fiihrt, war das Ziel einen méglichst
frihen Zeitpunkt nach BIP siRNA-Behandlung zu finden, welcher eine effiziente Proteindepletion bei
gleichzeitig minimalen sekundéren Effekten auf die Viabilitdt und das zelluldre Milieu bietet. Ein
weiteres Kriterium war die Frage nach einer Korrelation des Restproteingehaltes mit der Auspragung
potentieller Phanotypen der Ca**-Homoostase.

Zur Reduktion des BiP-Proteins wurden 6 x 10° HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesét
und mit Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert und entweder bereits nach 24 h Kultivierung
geerntet oder mit entsprechender siRNA nachtransfiziert (V.2.4.6.1). Solche zusétzlich behandelten
Zellen wurden nach insgesamt 48 h, 72 h oder 96 h gleichermalRen geerntet. In bestimmten Féllen
(z.B. invitro Transport) wurden die Zellen zuvor semi-permeabilisiert (V.2.4.5). Die Proben wurden
anschlieend mittels Western-Blot (V.2.1.4) und Immundetektion (V.2.1.5) auf den BiP-Proteingehalt
untersucht. Zur Quantifizierung wurden die BiP-Signale mit Hilfe des Signals der Proteinladekontrolle
B-Aktin in der gleichen Gelspur normiert und die Signalintensitét der BiP-Depletionsansétze mit denen
der Kontroll siRNA-Ansétze des jeweiligen Erntezeitpunktes verglichen. Bereits nach 24 h Inkubation
der HeLa-Zellen mit einer der beiden BIP siRNAs wurde eine Reduktion von BiP auf ca. 50-60 % des
Proteingehaltes der Kontroll-Zellen beobachtet (Abbildung 44, A, B). Wurden die Zellen langere Zeit
kultiviert stellte sich nach 48 h ein anndhernd maximaler Depletionsgrad ein (ca. 30% Restprotein),
der nur im Fall der BIP-UTR siRNA nach insgesamt 72 h noch leicht gesteigert wurde (ca. 25 %
Restprotein). Bei einer Depletiondauer von 96 h war die Effizienz der Proteinreduktion wieder leicht
ricklaufig und lag im Fall der BIP siRNA nur noch bei 35% und nach Transfektion mit BIP-
UTR siRNA bei 30 % (Abbildung 44, A, B). Da eine langerfristige Reduktion des BiP-Proteins die
Synthese der UPR-induzierten, ER-luminalen Chaperone Grp170 und Grp94 aktiviert (Cappel, 2011),
wurden die Proben der BiP-Depletionskinetik zusatzlich auf den Gehalt dieser beiden Proteine
untersucht, indem die bereits analysierten PVDF-Membranen mit Grp94- und Grpl70-Antikorper
inkubiert wurden (V.2.1.5). Wahrend nach 24 h der Proteingehalt der Chaperone unverdndert war
zeichnete sich ab 48 h BiP-Depletion mit beiden BIP siRNAs eine Synthesesteigerung beider
Chaperone auf ca. 150-180 % ab, welcher sich in den folgenden 48 h nur noch auf ca. 190 % im Fall
von Grpl70 und ca.220% im Fall von Grp94 erhohte (Abbildung 44, C). Aufgrund dieser
Sekundareffekte sowie der effizienten BiP-Reduktion nach 48 h wurden lediglich VVorversuche zur
Viabilitat (V1.3.2.1) und UPR-Induktion (V1.3.2.2) sowie eine Depletionskinetik zur Etablierung der
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Ca”*-Messungen (V1.3.4.1) mit langeren siRNA-Behandlungen von 96 h durchgefiihrt, wéhrend alle
anderen Untersuchungen nach 48 h Transfektion erfolgten.
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Abbildung 44: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der siRNA-vermittelten BiP-Depletion nach 24-96 h.
A) Je 6 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (mit oder ohne 25 mm Deckglas) ausgesét und
entweder mit 35nM Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert (V.2.4.6.1). Die Ansétze flr
Inkubationszeiten von 48-96 h wurden 24 h danach nachtransfiziert. Die Zellen wurden nach 24 h, 48 h, 72 h
oder 96 h Inkubation geerntet, gezéhlt (V.2.4.3), lysiert und in Lammli-Probenpuffer fiir 10 min bei 56 °C erhitzt
sowie mit ,.Glasbeads“ geschiittelt (20 min). AnschlieBend wurden die Proben mittels SDS-PAGE (V.2.1.1)
aufgetrennt (12,5 %iges PA-Gel), auf eine PVDF-Membran transferiert (V.2.1.4) und mit Hilfe einer
Immundetektion (V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Zum immunologischen Nachweis wurde ein
Kaninchen-anti-BiP-Antikdrper (1:500, in 3 % Magermilch) sowie ein Cy5-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper (1:1.000, in 3% BSA) verwendet. Als Ladekontrolle diente B-Aktin, welches mit einem mono-
klonalen Maus-anti-f-Aktin-Antikérper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und einem sekundaren Cy3-gekoppelten
Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) detektiert wurde. Die Visualisierung erfolgte jeweils mittels
Typhoon Trio™ Scanner. Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer Zellzahl von 3 x 10°
(kDa = Kilo-Dalton). B) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten BiP-Depletionskinetik. Fir die
Quantifizierung der Western-Blot-Spuren wurden alle fiir diese Arbeit relevanten Experimente mit einbezogen.
Die BiP-Signale wurden jeweils mit Hilfe des in der gleichen Spur bestimmten B-Aktin-Signals normiert. Der
dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich immer auf den Mittelwert der Kontroll sSiRNA (Werte nicht
gezeigt). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl quantifizierter Banden
wurde Uber jedem der Zeitpunkte im Diagramm angegeben (je zutreffend fiir Kontroll, BIP und BIP-
UTR siRNA). C) Sekundére Regulation der ER-luminalen Chaperone Grp94 und Grpl170 nach BiP-Reduktion.
Die in (B) verwendeten Western-Blots der BiP-Depletionskinetik wurden mittels Immundetektion (V.2.1.5)
zusétzlich auf den Grp94- und Grpl70-Proteingehalt der entsprechenden Zellen analysiert. Zum Nachweis
wurden jeweils ein Kaninchen-Antikdrper gegen Grp94 und Grpl70 (je 1:500, in 3 % Magermilch) sowie je ein
Cy5-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Die Signale wurden wie in
(B) mit Hilfe des B-Aktin-Signals normiert und analog quantifiziert (je 13-18 quantifizierte Banden). Aufgrund
der Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben handelt es sich in (A) und (B) jeweils um technische
Replikate. Die Zellen der Transfektionsansétze jeweiliger Versuchstage wurden stets vereint und entsprachen je
1-3 biologischen Replikaten. Daher ergibt sich folgende Gesamtzahl biologischer Replikate pro Transfektions-
typ: 24 h-Wert = je 8; 48 h-Wert = je 20; 72 h-Wert = je 8; 96 h-Wert = je 5.
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V1.3.1.2. Effiziente Depletion von BiP in HeLa-CES2-Zellen

In Anlehnung an die unter VI1.3.1.1 verifizierte BIP siRNA-Transfektion wurde eine identische
Depletionsprozedur zur Reduktion von BiP in der ebenfalls verwendeten Zelllinie HeLa-CES2 (V.1.7)
angewandt, um mit diesen Zellen nachfolgend ER-luminale Ca®*-Messungen durchfiihren zu kénnen
(VI1.3.4.1). Da der Proteingehalt in herkdmmlichen HeLa-Zellen nach 48 h siRNA-Behandlung bereits
ausreichend reduziert war (Abbildung 44, B), wurde die stabil tranfizierte HeLa-Zelllinie CES2, die
sich ansonsten nicht von den Ursprungszellen unterscheidet, ebenfalls nach 48 h Transfektion (BIP
und BIP-UTR siRNA) geerntet und aufbereitet (V.2.4.4). Die Zellen wurden zur Uberpriifung des
BiP-Proteingehaltes gleichermalien einer Western-Blot-Analyse (V.2.1.4) unterzogen. Auch im Fall
der HeLa-CES2 zeigte sich nach Behandlung mit beiden siRNAs eine BiP-Depletion auf ca. 30 %,
welche somit im gleichen Bereich wie bei den HelLa-Zellen lag (Abbildung 45, A, C). Zudem wurde
Uberprift, ob diese Erniedrigung des ER-luminalen Chaperons einen Einfluss auf den Carboxyl-
esterase-Gehalt (Ces) der Zellen ausiibt. Da BiP als entscheidende Komponente flr die Sec61-
vermittelte Proteintranslokation ins ER beschrieben wird (Brodsky et al., 1995), wére daher nach 48-
stiindiger Depletion eine Reduktion des ins ER-Lumen importierten Proteins denkbar (Jaepel und
Blum, 2011; Rehberg et al., 2008). Zu diesem Zweck wurde in den selben BiP-depletierten HelLa-
CES2-Zellen der Ces-Gehalt mittels Western-Blot untersucht (V.2.1.4). Als weitere Referenzen
wurden unbehandelte HeLa- sowie HeLa-CES2-Zellen mitgefuhrt. Als Ladekontrolle diente wie zuvor
B-Aktin. Wahrend in der Gelspur mit HeLa-Zellen wie erwartet keine Bande fir das Ces-Protein zu
erkennen war, wurde im Fall der unbehandelten HeLa-CES2-Zellen ein deutliches Signal detektiert,
wodurch zusétzlich die stabile Expression der Carboxylesterase verifiziert wurde (Abbildung 45, B).
Auch die drei siRNA-Transfektionsansitze wiesen eine vergleichbare Expression auf und zeigten
dariiber hinaus anhand der statistischen Auswertung keine Veranderungen des Ces-Gehaltes nach
48 h-stiindiger Behandlung mit BIP bzw. BIP-UTR siRNA gegeniiber Kontroll-Zellen (Abbildung 45,
B, C).
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Abbildung 45: Nachweis der siRNA-vermittelten BiP-Depletion in HelLa-CES2-Zellen fur 48 h mittels
Western-Blot. A) Je 6 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (mit 25 mm Deckglas) ausgesat
und entweder mit 35 nM Kontroll siRNA, BIP siRNA oder BIP-UTR siRNA transfiziert (VV.2.4.6.1). Nach 48 h
Kultivierung wurden die Zellen geerntet, gezéhlt (V.2.4.3) und nach der Zelllyse mit Lammli-Probenpuffer
versetzt. Die Ansatze wurden fur 10 min bei 56 °C erhitzt sowie mit ,,Glasbeads“ geschuttelt (20 min) und
nachfolgend mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt (12,5 %iges Polyacrylamidgel). Danach wurden die
Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (V.2.1.4) und mittels Immundetektion (V.2.1.5) und
Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Die Immundetektion erfolgte mit einem Kaninchen-anti-BiP-Antikdrper
(1:500, in 3% Magermilch) sowie einem Cy5-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper (1:1.000, in
3% BSA). Zur Detektion der Ladekontrolle B-Aktin wurde ein monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikorper
(1:5.000, in 3 % Magermilch) und ein sekundérer Cy3-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:1.000, in
3% BSA) eingesetzt. Die Visualisierung erfolgte jeweils mittels Typhoon Trio™ Scanner. Die Proben der
aufgefiihrten siRNA-Transfektionsansatze wurden jeweils als 3-fach-Bestimmung auf das PA-Gel aufgetragen
und die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten Zellzahl von 3 x 10° (M = Marker;
kDa = Kilo-Dalton). B) Analoger Ansatz wie in (A) zur Untersuchung des Carboxylesterase-Gehaltes (Ces) BiP-
depletierter Zellen. Als weitere Referenzen wurden zusétzlich unbehandelte HelLa- bzw. HeLa-CES2-Zellen
mitgeflihrt. Die Detektion erfolgte mittels Kaninchen-anti-Ces-Antikdrper (Abcam, Cambridge; 1:1.000, in
3 % Magermilch) in Kombination mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper (1:1.000, in 3 % Magermilch). Als Ladekontrolle diente wie in (A) das Zytoskelettprotein B-Aktin.
Die Visualisierung des Ces-Signals erfolgte mittels Lumi Imager F1 (Roche). C) Statistische Auswertung der in
(A) und (B) dargestellten BiP-Depletions-Ansétze. Die BiP- bzw. Ces-Signale wurden jeweils durch das in der
gleichen Spur bestimmte B-Aktin-Signal zur Normierung dividiert. Der dargestellte Restproteingehalt (%)
bezieht sich stets auf den Mittelwert der Kontroll siRNA-behandelten Zellen. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende der Balken angegeben
und entspricht aufgrund der Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben der Anzahl technischer
Replikate. Die Zellen der Transfektionsansétze jeweiliger Versuchstage wurden stets vereint und entsprachen je
3-4 biologischen Replikaten. Daher ergibt sich folgende Gesamtzahl biologischer Replikate:
Kontroll siRNA = 11; BIP siRNA =12; BIP-UTRSIRNA =12. Zum Vergleich der Datensitze wurde ein
ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefihrt. P-Werte > 0,001 wurden als nicht signifikant definiert (n.s.).

V1.3.1.3. Rettung der BiP-Depletion mit BIP-, BIP-R197E/H- und KAR2-cDNA

Nach der Etablierung einer erfolgreichen BiP-Depletionsstrategie mittels siRNA wurde basierend auf
der Transfektion mit BIP-UTR SiRNA, in Analogie zu Punkt VI1.2.1.2 (Sec6la-Rettung), die
Expression verschiedener BIP-Varianten sowie des Hefe-Orthologs KAR2 (Rose et al., 1989) im

Hintergrund der endogenen BiP-Depletion in HeLa-Zellen tberprift.
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V1.3.1.3.1. Quantifizierung von Kar2 in Hefemikrosomen zur Bestimmung der relativen

KAR2-Expression in HeLa-Zellen

Zur Quantifizierung von Kar2 in Séugetierzellen wurde die Menge von Kar2, nach heterologer
Expression der cDNA in HeLa-Zellen ermittelt und mit der des BiP-Proteins in unbehandelten Zellen
verglichen. Hierzu wurde zundchst die Konzentration einer Losung mit aufgereinigtem Kar2
(Weitzmann et al., 2007) bestimmt, indem diese zusammen mit einer BSA-Reihe auf einem
Coomassie-Brillant-Blue-Gel (CCB) aufgetrennt und die Signalintensitdten quantifiziert wurden
(V.2.1.8.2). Die ermittelte Steigung der Regressionsgeraden der CCB-Signalintensitaten der BSA-
Reihe wurde zur Bestimmung der Massen der Kar2-Reihe verwendet und eine Konzentration der
Kar2-Stockldsung von 424 ng/ul berechnet (Abbildung 46, A, B). Ausgehend von dieser Kar2-Ldsung
wurde analog mittels Western-Blot (V.2.1.4) eine Masse von 320 ng Kar2 pro eq Hefe-RM bestimmt
(Abbildung 46, C-E).

V1.3.1.3.2. Die Plasmidexpression der cDNA von BIP, BIP-R197E/H sowie von KAR2 in
BiP-depletierten HeLa-Zellen liegt im Bereich der endogenen BIP-Expression

Zur Rettung potentieller Phanotypen durch die BiP-Depletion und somit zur weiteren Validierung der
Spezifitat der Transfektionsprozedur wurde auf Basis der 48-stiindigen BIP-UTR siRNA Transfektion
(VI1.3.1.1, VI.3.1.2), analog zur SEC61A1-Expressionsmanipulation (V1.2.1.2), die Plasmid-kodierte
BIP-cDNA im Hintergrund der endogenen BiP-Depletion exprimiert (V.2.4.6.1). Als Grundlage fir
die spéateren Untersuchungen wurde zunéchst Gberprift, ob die Zellen durch die Plasmidtransfektion
wieder einen ausreichenden BiP-Proteingehalt erreichen. Analog zu Punkt VI.3.1.1 wurden Hela-
Zellen mit Kontroll oder BIP-UTR siRNA behandelt (V.2.4.6.1) und nach 8 h Inkubation mit
Kontroll- bzw. BIP-Plasmid transfiziert sowie nach weiteren 16 h mit sSiRNA nachtransfiziert. Nach
insgesamt 48 h Kultivierung wurden die Zellen mittels Western-Blot (V.2.1.4) auf den BiP-
Proteingehalt untersucht. In Anwesenheit von Kontroll-Plasmid zeigte die BIP-UTR siRNA die
erwartete Proteinreduktion, jedoch wiesen die Zellen im Vergleich zur reinen siRNA-Behandlung eine
leichte Abnahme der Depletionseffizienz auf, welche von urspriinglich 25 % Restprotein (Abbildung
44, A, B) auf 35 % anstieg (Abbildung 47, A-C). Wurde stattdessen die BIP-cDNA mittels Plasmid
exprimiert, erreichte der BiP-Gehalt der HeLa-Zellen nach endogener Depletion einen Level von ca.

230 %, der damit sogar Uber dem der Kontroll-Zellen lag.
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Abbildung 46: Bestimmung der Kar2-Konzentration in Hefemikrosomen A) Coomassie-Brilliant-Blue (CCB)-
Farbung einer BSA-Verdinnungsreihe bekannter Konzentration (links) und verschiedener Volumina Kar2 (aus
Hefe-RM aufgereinigt; rechts). Die Proteine wurden zuvor mit Ld&mmli-Probenpuffer versetzt, bei 56 °C fir
10 min erhitzt und anschlieBend mittels SDS-PAGE (V.2.1.1, 12,5%-iges PA-Gel) aufgetrennt
B) Regressionsgerade basierend auf den Signalintensitdten der BSA-Reihe, aufgetragen gegen die jeweiligen
Massen. Durch Einsetzen der Intensitatswerte der Kar2-Verdinnungsreihe in die errechnete Steigung wurden die
entsprechenden Kar2-Massen und daraus die Konzentration der Kar2-Stocklosung ermittelt (=424 ng/ul)
C) Western-Blot (V.2.1.4) derselben Kar2-Verdinnungsreihe wie in (A) mit nun bekannten Massen (links) und
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einer Hefemikrosomen-Verdunnungsreihe mit unbekannten Massen (rechts). Die Immundetektion (V.2.1.5)
erfolgte mittels Schaf-anti-Kar2-Antikorper (1:1.000, in 3 % Magermilch) und sekunddrem Meerettich-
Peroxidase-gekoppeltem Esel-anti-Schaf-Antikorper (1:1.000, in 3 % Magermilch) D) Analog zu (B) wurde mit
Hilfe der Steigung der aus der Kar2-Reihe ermittelten Regressionsgerade, durch Einsetzen der Intensitatswerte
der Hefemikrosomenreihe, eine Kar2-Konzentration von 320 ng/eq errechnet E) Durch Auftragung der
ermittelten Kar2-Massen in Hefemikrosomen gegen die entsprechenden Aquivalente (eq) kann anhand der
Steigung die Kar2-Masse beliebiger Aquivalente Hefemikrosomen errechnet werden. Somit kann wiederum die
Masse an Kar2 in einem Zelllysat bestimmt werden, indem auf einem Western-Blot die Kar2-Signalintensitéten
von transient mit KAR2-Plasmid transfizierten Zellen mit den Signalintensitdten von Hefemikrosomen
verglichen werden (M = Marker; kDa = Kilo-Dalton; eq = Aquivalent).

Im Zuge dieser Rettungsexperimente wurde auch die Expression von KAR2 untersucht, welches als
orthologes Hsp70-Chaperon der Hefe mit einer Sequenzhomologie von 67 % (Rose et al., 1989)
theoretisch in der Lage sein kdnnte einen BiP-Mangelphanotyp zu rekonstituieren. Zuvor wurde
jedoch getestet, ob eine potentielle Kompensation nicht bereits auf Ebene der Proteinsynthese
scheitert. Wie Sabine Cappel in ihrer Dissertation gezeigt hat, ist Expression von KAR2 in HelLa-
Zellen moglich (Cappel, 2011), jedoch wurde nicht geklart, in welcher Konzentration das Protein im
Vergleich zum endogenen BiP-Level vorlag. Um den Kar2-Gehalt in HelLa-Zellen mit der
physiologischen Konzentration von BiP in Relation setzen zu kdnnen wurden Hefemikrosomen
(hRM), deren Kar2-Konzentration unter Punkt V1.3.1.3.1 ermittelt wurde, zusammen mit den BiP-
Rettungsansatzen in der Western-Blot-Analyse (V.2.1.4) densitometrisch analysiert (V.2.1.7) und
deren Signalintensitdit mit dem des heterolog exprimierten KAR2 in HeLa-Zellen verglichen.
Ausgehend von einer Kar2-Masse von 0,96 pg in 3 eq hRM ergab sich im Mittel (n =6 technische
Replikate) eine Masse von 0,7 ug Kar2-Protein pro 300.000 Kontroll siRNA transfizierten sowie
1,15 pg pro 300.000 BIP-UTR siRNA transfizierten Zellen. Analog wurde auch die Signalintensitét
des BiP-Proteins in Kontroll-Zellen mit der entsprechenden Intensitat in Hundepankreasmikrosomen
(RM) vergleichen. Deren BiP-Konzentration (5puM) wurde bereits in friiheren Studien der
Arbeitsgruppe Zimmermann bestimmt (Weitzmann et al., 2007) und entspricht umgerechnet einer
Masse von 1,08 ug BiP-Protein pro 3eq RM. Wurden die Western-Blot-Signale von RM und
Kontroll-Zellen in Relation gesetzt, ergab sich eine Masse von 0,76 pg BiP-Protein in 300.000 HeLa-
Zellen. Den berechneten Proteinmassen zufolge wurde somit im Vergleich zur physiologischen BiP-
Konzentration fir Kontroll sSiRNA + KAR2-Plasmid-transfizierte HelLa-Zellen eine relative Kar2-
Konzentration von 93 % und fir BIP-UTR siRNA + KAR2-Plasmid-transfizierte Zellen eine relative
Kar2-Konzentration von 150 % (Abbildung 47, D) bestimmt. Da Kar2 und BiP aufgrund ihrer hohen
Homologie (Rose et al., 1989) sehr ahnliche molekulare Massen besitzen (74 bzw. 72 kDa) wurde
keine Umrechnung der kalkulierten Massen in eine Stoffmenge vorgenommen. Damit enthalten
insbesondere die BIP-UTR siRNA behandelten Zellen ausreichend Kar2-Protein, um nach einer BiP-
Depletion theoretisch eine Rettung des Proteingehaltes zu ermdglichen. SchlieRlich befand sich auch
die BIP-Plasmidexpression in Gegenwart der Kontroll sSiRNA mit 250 % im vergleichbaren Bereich
wie bei simultaner BIP-UTR siRNA-Transfektion wahrend eine heterologe KAR2-Expression keinen
Einfluss auf die BiP-Depletion (39 % Restprotein) hatte (Abbildung 47, A, C). Neben den zuvor
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genannten BiP-Rettungsansatzen, stellte sich weiterhin die Frage nach einem Einfluss spezifischer
Punktmutationen auf die Funktionalitdt des BiP-Proteins. Die Mutation eines positiv geladenen
Arginin-Restes an Position 197 zu einem neutralen (His) oder negativ-geladenen (Glu)
Aminosdaurerest hat eine nahezu vollstdndige Inhibition der Interaktion zwischen BiP und Proteinen
mit J-Doméane (Hsp40-Cochaperone) zur Folge. Zudem zeigen entsprechende Mutanten eine erhohte
intrinsische ATPase-Aktivitdt sowie ein reduziertes Vermogen gebundene Substrate freizusetzen
(Alder et al., 2005; Awad et al., 2008). Zur Untersuchung der Expression dieser BiP-Varianten
wurden die Sdugetier-Expressionsplasmide pcDNA3-BIP-R197E-IRES-GFP und pcDNAS3-BIP-
R197H-IRES-GFP generiert. Hierzu wurde jeweils die cDNA-Sequenz durch gerichtete Klonierung
(V.22.2, V.2.2.3) in den Vektor pcDNA3-BIP-IRES-GFP (Eco91I/Nhel) inseriert (Restriktions-
schnittstellen: Eco911/Xbal) und die Plasmide hinsichtlich einer funktionalen und mengenméRig
adaquaten Expression in HelLa-Zellen untersucht. Die Durchfiihrung der siRNA- und Plasmid-
Transfektion erfolgte analog zu den oben beschriebenen BiP-Rettungsansatzen. Wurde die Mutanten
BIP-R197E oder BIP-R197H im BiP-Depletionshintergrund exprimiert zeigte sich ein &hnlich hoher
Proteingehalt (200-230 %) wie im Fall des Wildtyps (Abbildung 47, B, C). Somit kann eine
proteasomale Degradation aufgrund einer Fehlfaltung weitgehend ausgeschlossen und die theoretische

Mdglichkeit einer Rettung eines Phénotyps nach BiP-Depletion angenommen werden.
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Abbildung 47: Western-Blot zur Untersuchung der siRNA-vermittelten BiP-Depletion (48 h) und Plasmid-
Expression von BIP-, BIP-R197E/H bzw. KAR2-cDNA (40 h) in HeLa-Zellen. Je 6 x 10° HeLa-Zellen wurden in
einer 6 cm Zellkulturschale (mit oder ohne 25 mm Deckglas) ausgesat und entweder mit 35 nM Kontroll oder
BIP-UTR siRNA transfiziert (V.2.4.6.1). Die Zellen wurden nach 8 h mit A) Kontroll-, BIP- oder KAR2-Plasmid
bzw. B) BIP-R197E- oder BIP-R197H-Plasmid transfiziert und erhielten 24 h nach der siRNA-Behandlung ein
zweites Mal siRNA. Nach insgesamt 48 h Kultivierung wurden die Zellen geerntet, gezahlt (V.2.4.3), lysiert und
mit Lammli-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fir 10 min bei 56 °C erhitzt sowie mit ,,Glasbeads*
geschattelt (20 min). AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung mittels SDS-PAGE (V.2.1.1; 12,5 %-iges PA-Gel)
und der Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (V.2.1.4) sowie eine Analyse der Proteine mittels Immun-
detektion (V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7). Die Detektion von Kar2 erfolgte mit einem Schaf-anti-Kar2-
Antikorper (1:1.000, in 3 % Magermilch) und einem sekundarem Meerettich-Peroxidase (POD)-gekoppeltem
Esel-anti-Schaf-Antikérper (1:1.000, in 3 % Magermilch). Der Nachweis von BiP wurde mit Hilfe eines
Kaninchen-anti-BiP-Antikdrpers (1:500, in 3 % Magermilch) sowie einem Cy5-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) durchgefiihrt. Als Ladekontrolle diente B-Aktin, welches mit
einem Maus-anti-B-Aktin-Antikdrper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und einem sekundaren Cy3-gekoppelten
Ziege-anti-Maus-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) detektiert wurde. Die Visualisierung der Cy-gekoppelten
Antikorper erfolgte mittels Typhoon Trio™ Scanner, die des POD-gekoppelten mit Hilfe des Lumi Imager F1
(Roche). Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten Zellzahl von 3 x 10°. (M = Marker;
kDa = Kilo-Dalton). C) Statistische Auswertung der in (A) und (B) dargestellten BiP-Manipulationsansatze. Die
BiP-Signale wurden durch das in der gleichen Spur bestimmte p-Aktin-Signal zur Normierung dividiert. Der
dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich stets auf den Mittelwert der Kontroll siRNA. Die Fehlerbalken
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geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende der Balken
angegeben und entspricht aufgrund der Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben der Anzahl
technischer Replikate. Die Zellen der Transfektionsansatze jeweiliger Versuchstage wurden stets vereint und
entsprachen je 3-4 biologischen Replikaten. Daher ergibt sich folgende Gesamtzahl biologischer Replikate:
Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid = 18;  Kontroll sSiRNA + BIP-Plasmid = 10;  Kontroll siRNA + KAR2-
Plasmid =10; BIP-UTR siRNA + Kontroll-Plasmid = 19; BIP-UTR siRNA + BIP-Plasmid = 16; BIP-UTR
SiRNA + BIP-R197E-Plasmid =9;  BIP-UTR siRNA + BIP-R197E-Plasmid =9;  BIP-UTR siRNA + KAR2-
Plasmid = 10. D) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten KAR2-Expressions-Ansdtze. Die Kar2-Signale
wurden entsprechend der unter Punkt V1.3.1.3.1 beschriebenen Prozedur durch Vergleich mit den Signalen der
Hefemikrosomen quantifiziert, mit der endogenen BiP-Menge von Kontroll-Zellen verglichen und als relativer
Proteingehalt (%) angeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl
analysierter Banden (technische Replikate) ist am unteren Ende der Balken angegeben. (Anzahl biologischer
Replikate: je 3; RM = raue Hundepankreasmikrosomen; hRM = raue Hefemikrosomen).

Da in Sdugetierzellen bislang nur gezeigt wurde, dass eine prolongierte BiP-Reduktion (96 h) einen
letalen Phanotyp verursacht (Cappel, 2011; Schauble et al., 2012), jedoch nicht die Spezifitat der
siRNA-vermittelten Depletion durch Kompensation mittels BIP-cDNA-Expression gezeigt wurde,
wurde ein analoges Rettungsexperiment fiir 96 h durchgefiihrt, allerdings mit Kkleinen technischen
Modifikationen. 4,5 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und zunéchst
nach 24 h Inkubation mit Kontroll-, BIP-, KAR2- oder BIP-R197E/H-Plasmid transfiziert (V.2.4.6.2).
Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit 10 nM Kontroll bzw. BIP-UTR siRNA transfiziert und 24 h
danach entsprechend nachtransfiziert (V.2.4.6.1). Die Ansdtze wurden fur eine SiRNA-
Gesamttransfektionsdauer von 96 h kultiviert und mittels Western-Blot auf den BiP- bzw. Kar2-Gehalt
Uberprift (V.2.1.4).

Wurde der BiP-Gehalt der jeweiligen Manipulationsansidtze mit dem der Kontroll-Zellen
(Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid) verglichen zeigte sich ein ahnliches Bild wie nach 48 h
Transfektion. In Gegenwart von Kontroll- oder KAR2-Plasmid wurde nach 96 h BIP-UTR siRNA-
Behandlung eine signifikante Reduktion des BiP-Proteins beobachtet, welche jedoch im Fall der
zusétzlichen Kontroll-Plasmid-Transfektion mit einem Restproteingehalt von ca. 50 %, weniger
effizient ausfiel als dies in den bisherigen Genexpressionsminderungen zu sehen war. Die
Konzentration der verschiedenen BiP-Varianten nach Plasmidexpression in Gegenwart von BIP-
UTR siRNA lag in allen Féllen im Bereich von etwa 200 % (Abbildung 48, A, B). Auch die relative
KAR2-Expression befand sich oberhalb der erwinschten Rate von mindestens 100 % im Vergleich zur
endogenen BIP-Expression (Vergleich der Signalintensitat von rauen Hefemikrosomen mit der
Signalintensitat von heterolog in HeLa-Zellen synthetisiertem Kar2; Abbildung 48, A; Quantifizierung
nicht gezeigt).
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Abbildung 48: Western-Blot zum Nachweis der BiP-Depletion (96 h) sowie der Rettung mittels Plasmid-
Expression von KAR2- oder verschiedenen BIP-Varianten (120 h) in HeLa-Zellen. A) Je 4,5 x 10° HeLa-Zellen
wurden in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesét und 24 h kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen entweder
mit BIP-, KAR2-, BIP-R197E- oder BIP-R197E-Plasmid transfiziert und nach weiteren 24 h mit 10 nM Kontroll
oder BIP-UTR siRNA behandelt (V.2.4.6.1). Nach weiteren 24 h erfolgte eine siRNA-Nachtransfektion. Die
Zellen wurden fur insgesamt 96 h nach der ersten siRNA-Transfektion inkubiert und daraufhin geerntet, gezéhlt
(V.2.4.3), lysiert und mit Lammli-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fur 10 min bei 56 °C erhitzt und mit
,.Glasbeads* geschittelt (20 min). AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung mittels SDS-PAGE (V.2.1.1;
12,5 %-iges PA-Gel) und der Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (V.2.1.4). Die Proteine wurden mittels
Immundetektion (V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Zur Detektion von BiP wurde ein Kaninchen-
anti-BiP-Antikorper (1:500, in 3 % Magermilch) in Kombination mit einem Cyb5-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Der Nachweis von Kar2 erfolgte mit einem Schaf-anti-
Kar2-Antikorper (1:1.000, in 3 % Magermilch) und einem sekunddrem Meerettich-Peroxidase (POD)-
gekoppeltem Esel-anti-Schaf-Antikdrper (1:1.000, in 3 % Magermilch). Als Ladekontrolle diente p-Aktin, das
mit Hilfe eines Maus-anti-B-Aktin-Antikorpers (1:5.000, in 3 % Magermilch) und einem sekundéren Cy3-
gekoppelten Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) detektiert wurde. Zur Visualisierung der Cy-
Antikérper wurde der Typhoon Trio™ Scanner und zur Dokumentation der ECL-Signale Lumi Imager F1
verwendet. Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten Zellzahl von 3 x 10°
(M = Marker; kDa = Kilo-Dalton; RM = raue Hundepankreasmikrosomen; hRM = raue Hefemikrosomen). Die
Signale der Mikrosomen (RM und rRM) entstammen jeweils der gleichen Abbildung, wie die links daneben
gezeigten Banden der transfizierten HeLa-Zellen und wurden lediglich zur besseren Darstellung der Bereiche
von Interesse ausgeschnitten direkt daneben angeordnet B) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten BiP-
Rettungsansétze. Die Signale wurden mit Hilfe des jeweiligen p-Aktin-Signals normiert und der dargestellte
Restproteingehalt (%) bezieht sich stets auf den Mittelwert der Kontroll siRNA. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende der Balken angegeben
und entspricht der Anzahl technischer Replikate (biologische Replikate: jeweils 2).

V1.3.2. Einfluss der BiP-Modulation auf Zellproliferation und ER-Stress

Analog zu den Sec61a-Manipulationsexperimenten wurde auch im Vorfeld zu den in vitro Transport-
Experimenten und den Untersuchungen der Ca®-Homdostase des ER eine Analyse wichtiger
zellularer Parameter wie der Proliferation sowie ER-spezifischer Charakteristika wie dessen
Stressstatus (UPR-Induktion; ,,unfolded protein response*) nach Manipulation des BiP-Proteingehaltes

durchgefiihrt. Die daraus gewonnen Informationen sollten einer verbesserten Etablierung der
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Versuchsbedingungen sowie Interpretation der Ergebnisse dienen. Im Vorfeld wurde bereits durch
Stefan Schorr, mittels SIM-Fluoreszenzmikroskopie (,,structured illumination microscope) anhand
eines etablierten ER-Markers (Sec62), gezeigt, dass die Integritat der ER-Struktur nach 96 h BiP-
Depletion nicht beeintrachtigt wird (Gustafsson et al., 2008; Schauble et al., 2012).

V1.3.2.1. Prolongierte BiP-Depletion fuhrt zur Inhibition der Zellproliferation

Die in der BiP-Depletionskinetik (V1.3.1.1) beschriebenen Ansétze wurden jeweils nach erfolgter
Kultivierung der Zellen, d.h. vor der Uberpriifung des Proteingehaltes und vor den eigentlichen
funktionalen Analysen (V1.3.3, V1.3.4) mittels ,,Countess® Automated Cell Counter” (IV.2.4.3.2)
gezahlt (im Fall von Ca?-,imaging“-Experimenten nach Entnahme des Deckglases aus der
6 cm Zellkulturschale) und jeweils mit den entsprechenden Kontroll siRNA-behandelten Zellen
verglichen.

Bis zu einer Inkubationsdauer von 48 h lag die Gesamtzellzahl BiP-depletierter HelLa-Zellen im
Bereich derer von Kontroll siRNA-transfizierten Zellen (ca. 2,5-fache Verdopplung im Vergleich zur
Ausgangszellzahl; Abbildung 49, A), wobei zu diesem Zeitpunkt bereits eine anndhernd maximale
BiP-Reduktion (25-30 % Restprotein) mit beiden siRNAs zu beobachten war (Abbildung 44, A, B).
Wiéhrend sich die Kontroll-Zellen nach 96 h bis auf das 5-fache der urspriinglichen Zellzahl vermehrt
hatten, stagnierte die Proliferation beider BiP-Depletionsansétze fast vollstdndig, was die von Sabine
Cappel gezeigte Bedeutung des Hsp70-Chaperons fur die Viabilitit von Hela-Zellen bestatigt
(Cappel, 2011). Wie bereits erldutert stellte sich die Frage, ob eine Rettung dieses letalen Phénotyps
nach BiP-Reduktion moglich ist (V1.3.1.3.2). Wie zuvor anhand des Proteingehaltes der HelLa-Zellen
nach 96 h Expressionsmanipulation in der Western-Blot-Analyse gezeigt wurde (Abbildung 48, A, B),
besteht aufgrund der ausreichenden Proteinkonzentration der BiP-Varianten als auch an Kar2, in allen
Fallen die theoretische Mdglichkeit einer Rettung der BiP-depletierten Zellen. Die Zellen aus jeweils
zwei Ansatzen wurden in Form einer 3-fach-Bestimmung gezahlt und die Zellzahl mit dem Kontroll-
Ansatz (Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid) in Relation gesetzt. In Analogie zur BiP-Reduktions-
kinetik (Abbildung 49, A) und in Korrelation zur entsprechenden Proteindepletion (Abbildung 48, A,
B) zeigten auch die zusatzlich mit Kontroll-Plasmid behandelten Zellen nach BIP-UTR siRNA-
Transfektion eine entsprechende Reduktion der Zellproliferation auf ca. 55 % (Abbildung 49, B).
Wurde unter den gleichen Voraussetzungen die BIP-cDNA (berexprimiert (ca. 150 % Proteingehalt,
Abbildung 48, A, B), wiesen die Zellen wieder eine normale Vermehrungsrate (ca. 110 % im
Vergleich zur Kontrolle) auf (Abbildung 49, B). Somit kann die BiP-Depletion und die daraus
resultierende Letalitdt der HelLa-Zellen durch eine Plasmid-gestiitzte Expression der BIP-cDNA

wieder aufgehoben werden.
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Es stellte sich jedoch die Frage, ob die Funktion des Saugetier-Hsp70-Chaperon auch durch ein
orthologes, eukaryotisches Protein, wie dem Hefeprotein Kar2, kompensiert werden kann. Da Kar2 in
S. cerevisiae an entscheidenden zelluldren Vorgangen, wie der Proteintranslokation ins ER (Boisramé
et al., 1998; Vogel et al., 1990; Young et al., 2001), der Faltung neu synthetisierter Proteine (Simons
et al., 1995), der ,,unfolded protein response (Kohno et al., 1993; Okamura et al., 2000) sowie der
Dislokation fehlgefalteter Proteine ins Zytosol fiir die proteasomale Degradation (Kabani et al., 2003)
beteiligt ist, wére aufgrund dessen sowie seiner Homologie zu BiP (Rose et al., 1989) eine
Komplementation denkbar. Zudem wurde durch Sabine Cappel gezeigt, dass eine Synthese von Kar2
uber 72 h in HeLa-Zellen zumindest keinen nachteiligen Einfluss auf deren Vitalitat ausubt (Cappel,
2011). Es sollte jedoch bemerkt werden, dass Kar2 in Fluoreszenzquenching-Experimenten einen
dominant-negativen Effekt auf die Funktion von BiP beim SchlieBen der Translokationspore aufweist
(Alder et al., 2005).

Nach Transfektion mit BIP-UTR siRNA wiesen die HeLa-Zellen sowohl in An- als auch Abwesenheit
des KAR2-Plasmids eine reduzierte Proliferation (50 %) auf. Kar2 war somit nicht in der Lage,
zumindest bestimmte, essentielle Funktionen von BiP zu ibernehmen und den Depletionsphanotyp zu
retten (Abbildung 49, B). Auch die beiden BiP-R197-Mutanten, welche eine defekte Interaktions-
domane flr Proteine mit J-Doméne und eine Substratbindungsdefizienz aufweisen, waren trotz
gleicher Proteinkonzentration wie im Fall des Wildtyps (Abbildung 48, A, B) nicht in der Lage den
durch Reduktion des endogenen BiP-Levels resultierenden letalen Phénotyp zu retten. Dartiber hinaus
wiesen diese sogar Anzeichen weiterer Beeintrdchtigungen der Zellviabilitdt auf und damit
offensichtlich einen dominat-negativen Effekt, denn die Proliferation lag im Fall des Ansatzes mit
BiP-R197H bei nur 40 %, im Fall von BiP-R197E sogar nur noch bei 35 % (Abbildung 49, B). Dieses
Ergebnis wird zudem durch die Tatsache bestatigt, dass bereits die alleinige Uberexpression der
beiden Mutanten zu einem deutlichen Wachstumsdefizit fiihrte (Daten nicht gezeigt).

Zuletzt wurden alle weiteren, fur die Folgeexperimente relevanten Transfektionskombinationen uber
48 h hinsichtlich einer Beeinflussung der Zellproliferation untersucht. Hierzu gehoren die unter
V1.3.1.3 genannten Rettungsansétze sowie der im spateren Teil der Arbeit prasentierte BiP-/Sec61a-
Doppeldepletionsansatz (V1.3.4.4.1). Alle Zellzahlen der jeweiligen Experimentgruppen wurden mit
dem zugehérigen Kontroll-Ansatz verglichen und stets als relative Werte angegeben. Die Anzahl der
Zellen bewegte sich dabei, mit leichten Abweichungen, im Bereich der Kontrollzellen. Lediglich
Zellen die fir 48 h mit BIP-UTR siRNA sowie 40 h mit BIP-R197E- bzw. BIP-R197H-Plasmid
transfiziert wurden, wiesen eine auffallende Reduktion der Zellproliferation mit ca. 65-70 % im
Vergleich zur Kontrolle auf (Abbildung 49, C). Dies bestétigt auch nochmals die zuvor gemachte
Beobachtung des zusétzlichen Riickgangs der Proliferation im Rettungsansatz mit 96 h siRNA-
Behandlung (Abbildung 49, B).
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V1.3.2.2. BiP-Mangel fuhrt zur Aktivierung der ,,unfolded protein response*

Die ,,unfolded protein response* (UPR) stellt einen zellularen Mechanismus dar, der in Folge einer
Akkumulation ungefalteter oder fehlgefalteter, ER-luminaler Proteine aktiviert wird, wenn diese nicht
mehr ausreichend (ber die ER-assoziierte Protein-Degradation (ERAD) beseitigt werden kodnnen
(Malhotra und Kaufman, 2007). Die Antwort auf diesen ER-Stress féllt dabei auf verschiedenen
Wegen aus, welche die Reduktion des Proteinimports in das ER, die Steigerung der Faltungskapazitat
durch gezielte Aktivierung von Chaperonen sowie die verstarkte Elimination fehlgefalteter Proteine
Uber den ERAD-Weg einschlieRen (Kaufman et al., 2010). Die UPR wird in S&ugetierzellen Uber die
drei ER-residenten Membranrezeptoren Irel, PERK und ATF6 vermittelt, welche unter normalen
Bedingung durch das molekulare Chaperon BiP gebunden werden. Durch Anhdufung fehlgefalteter
Proteine im ER-Lumen wird BiP zu diesen rekrutiert und dissoziiert so von den Membranrezeptoren,
deren Repression infolgedessen aufgehoben werden (Bertolotti et al., 2000; Oikawa et al., 2009; Shen
et al., 2002a). Die Aktivierung dieser Rezeptoren Uber Autophosphorylierung oder proteolytische
Spaltung setzt eine UPR-Signalkaskade in Gang, welche die Expression von Genen fiir die ER-
Stressantwort induziert. Kann dieser Zustand nicht innerhalb einer gewissen Zeit revidiert werden,
leitet die Zelle als letzte Losung die Apoptose ein (Kim et al., 2006; Zhang und Kaufman, 2004).
Frihe Marker einer UPR-Aktivierung bilden hierbei die durch Irel gespleiBte mRNA von XBP1
(XBP1-spl) sowie die Uber ATF4 induzierte mRNA des proapoptotischen Transkriptionsfaktors
CHOP (Calfon et al., 2002; Harding et al., 2000; Malhi und Kaufman, 2010; Schréder und Kaufman,
2005). Spatere Vertreter in Form von Proteinen sind typische, molekulare Chaperone, zu denen unter
anderem Grpl170 und Grp94 zéhlen (Eletto et al., 2010; Lee, 2001; Wang et al., 2001; Yoshida et al.,
1998).
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Abbildung 49: Einfluss der BiP-Manipulation im Zeitraum von 24-96 h auf die Zellproliferation. A) 6 x 10°
HelLa-Zellen wurden wie unter Punkt VI1.3.1.1 mit 35 nM Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert
(V.2.4.6.1) und fur 24-96 h kultiviert. Zu jedem Zeitpunkt (24, 48, 72 und 96 h) wurden die Zellen geerntet und
mittels ,,Countess® Automated Cell Counter* (V.2.4.3.2) ausgezahlt (Anzahl biologischer Replikate: nys, = 6,
Nagh = 26; N7oh = 6; Nogn = 9-11). Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zellzahlen (%) der jeweiligen
Ansdtze im Vergleich zur Zellzahl zum Zeitpunkt des Aussdens t, (= 100 %). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. B) Relative Zellzahl der in Abbildung 48 dargestellten Rettungsansatze nach
96 h BiP-Depletion und 120 h Plasmid-Expression. Die Zellen wurden geerntet und mittels ,,Countess®
Automated Cell Counter (V.2.4.3.2) 3-fach ausgezéhlt (biologische Replikate =2). Dargestellt sind die
Mittelwerte der relativen Zellzahlen (%) im Vergleich zum Mittelwert der Zellzahl der Kontroll sSiRNA
transfizierten HelLa-Zellen (= 100 %). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die
Anzahl der Zellzdhlungen ist am unteren Ende der Balken angegeben. C) Relative Zellzahl aller unter V1.3.1.3.2
und V1.3.4.4.1 gezeigten Transfektionsansatze nach 48 h BiP-Manipulation. Die Zellen wurden geerntet und
mittels ,,Countess® Automated Cell Counter (V.2.4.3.2) ausgezahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Zellzahlen (%) im Vergleich zum Mittelwert der jeweiligen Kontroll-Zellen (= 100 %; nicht gezeigt).
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl ausgezéhlter Zellkulturschalen
(biologische Replikate) ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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Durch eine Reduktion des zelluldren BiP-Gehaltes sinkt die Verfugbarkeit von BiP fiir die UPR-
Mediatoren Irel, ATF6 und PERK, was letzlich zu einer artifiziellen UPR-Induktion fihren kann
(Cappel, 2011; Suzuki et al., 2007). Derartige Auswirkungen waren bereits in Abbildung 44, C anhand
der verstérken Synthese von Grp94 und Grp170 (ca. 200 %) nach 48 h BIP siRNA-Behandlungen zu
sehen.

Um den Einfluss der BiP-Manipulation auf die UPR-Aktivierung genauer zu untersuchen, wurden
HelLa-Zellen mit Hilfe einer quantitativen ,,real-time* PCR (qRT-PCR) analysiert, welche freundlichst
durch Johannes Linxweiler durchfuhrt wurde (personliche Mitteilung). Hierzu wurden HeLa-Zellen
des zuvor beschrieben Rettungsansatzes tber 96 h (V1.3.2.1) eingesetzt. Diese Zellen schienen als
geeignet, da sie zum Einen einer maximalen BiP-Depletionsdauer unterzogen wurden und bereits
eindeutige Auswirkungen auf die Zellproliferation zeigten (Abbildung 48, Abbildung 49, B) und zum
anderen die Ansatze alle relevanten Plasmid-Transfektionen flr eine potentielle Rettung enthielten.
Zur Quantifizierung der zellularen mRNA wurde diese aus den genannten Zellen isoliert und jeweils
die XBP-spl- sowie die CHOP-mRNA mit Hilfe geeigneter Oligo-dT-Primer revers transkribiert. Von
den resultierenden cDNAs wurde eine gRT-PCR durchgefiihrt und die erhaltene DNA-Konzentration
nach Normierung durch die mitgefiihrte Ladekontrolle GAPDH jeweils mit der entsprechenden DNA-
Konzentration der Kontroll-Zellen (Kontroll-siRNA + Kontroll-Plasmid) verglichen. Die relative
MRNA-Expression BiP-depletierter HeLa-Zellen wies dabei einen Anstieg von XBP-spl auf 400 %
bzw. von CHOP auf 600 % auf, was somit auf eine Aktivierung der UPR hindeutet (Abbildung 50, A).
In Ubereinstimmung mit der Wiederherstellung des Proteingehaltes (Abbildung 48) sowie der
Zellproliferation (Abbildung 49, B) zeigten die HelLa-Zellen nach endogener BiP-Depletion in
Anwesenheit des BIP-Plasmids eine nahezu vollstdndige Reduktion von XBP-spl sowie CHOP und
somit eine Unterdriickung der UPR-Reaktion, was die Funktionalitt der cONA und die Spezifitat der
BIP-UTR siRNA bestétigt (Abbildung 50, A). Das Kar2-Protein sowie die beiden Mutanten BiP-
R197E und -R197H hingegen waren passend zu den Ergebnissen der Zellproliferationsanalysen
(Abbildung 49, B) nicht in der Lage die UPR-Induktion zu unterdriicken. Zudem wurde in Korrelation
mit der verstirkten Reduktion der Zellzahl der BIP-R197E/H-Plasmid-transfizierten Zellen eine
weitere Steigerung der Konzentration der XBP-sp1l-mRNA auf etwa 600 % sowie der CHOP-mRNA
auf etwa 900 % festgestellt (Abbildung 50, A). Sowohl hinsichtlich der Zellproliferation als auch der
UPR-Induktion zeigte die Mutante BiP-R197E, welche einen Aminosaureaustausch von einem positiv
zu einem negativ geladenen Rest erfuhr, jeweils einen leicht ausgepragteren Effekt als das Pendant mit
dem Histidin-Austausch. Somit kann festgehalten werden, dass bereits nach 48 h BiP-Depletion eine
UPR-Aktivierung (Abbildung 44, C) erfolgt, welche jedoch durch gleichzeitige Expression der BIP-
cDNA unterdriickt wird. Sowohl die cDNA von KAR2 als auch die der Mutanten BIP-R197E und
-R197H sind dazu nicht in der Lage.
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Abbildung 50: Untersuchung BiP-depletierter HeLa-Zellen hinsichtlich einer UPR-Aktivierung. A) Quantitative
,real-time“ PCR-Analyse der in Abbildung 48, B beschriebenen BIP-Rettungs-Ansatze mit 96 h BIP-
UTR siRNA-Transfektion und 120 h Plasmidtransfektion (BIP, KAR2, BIP-R197E/H). Die Zellen wurden nach
der Ernte und der Auszahlung pelletiert und die mRNA mittels NucleoSpin RNA 11 Kit isoliert. AnschlieRend
erfolgte eine reverse Transkription mittels SuperScript Il und Oligo-dT Primer und eine quantitative ,,real-time*
PCR jeweils fiir die mRNA von XBP-sp1 sowie CHOP mit Hilfe des TagMan® Gene Expression Kits. Die Act-
Werte und die daraus abgeleitete relative mMRNA-Expression wurde durch Normierung mit Hilfe des Standards
GAPDH ermittelt und jeweils ins Verhéltnis zum Kontroll-siRNA + Kontroll-Plasmid-Ansatz gesetzt. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der einzelnen Messungen (n = 3). Jede Probe beinhaltet
wiederum eine Mischung aus zwei biologischen Replikaten.

V1.3.3. In vitro Proteintransport in das ER BiP-depletierter Saugetierzellen

Analog zur Untersuchung der Sec61la-Expressionsmanipulation (V1.2.3) wurde nach Analyse der
Phénotypen infolge der BIP siRNA-Transfektion eine invitro Proteintranslokation in semi-
permeabilisierte Zellen (SPZ) durchgefiihrt, um den Einfluss der siRNA-vermittelten BiP-Reduktion
auf die Translokationseffizienz prasekretorischer Proteine ins ER zu Uberpriifen. Der Literatur zu
Folge kommen dem molekularen Chaperon BiP/Kar2 bedeutende Aufgaben wéhrend der post- sowie
der cotranslationalen Proteintranslokation ins ER eukaryotischer Zellen zu (Awe et al., 2008;
Boisramé et al., 1998; Brodsky et al., 1995; Lyman und Schekman, 1995; Matlack et al., 1999; Young
et al., 2001). Untersuchungen von HeLa-Zellen nach BiP-Degradation durch das effiziente, BiP-
spezifische Subtilase AB5-Toxin (Hu et al., 2009; Paton et al., 2004) zeigen zudem, dass BiP in
Séugetierzellen einen Substrat-abhéngigen Einfluss auf den ER-Import ausibt (Lang, 2012; Schiuble
et al., 2012). Diese Ergebnisse erklaren wiederum die Beobachtung, dass Préaprolaktin, das in den
Subtilase AB5-behandelten Zellen keine Beeintréchtigung der Translokationseffizienz erfuhr, auch in
Proteoliposomen importiert wird, die lediglich den heterotrimeren Sec6l-Kernkomplex sowie den
SRP-Rezeptor enthalten (Gorlich und Rapoport, 1993; Lang, 2012). Basierend auf diesen Daten wurde

der Transport verschiedener Proteinvorldufer ins ER von Hela-Zellen untersucht, deren BIP-
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Expression zuvor mittels siRNA- oder Plasmid-Transfektion manipuliert wurde. Als Modellsubstrate
wurden der als stark BiP-abhangig beschriebene Vorlaufer des Hsp40 Cochaperons ERj3 (Bies et al.,
2004; Vembar et al., 2009) sowie das bereits zuvor eingesetzte Préaprolaktin (ppl) verwendet (Lang,
2012). Als Ausgangspunkt dienten die unter Punkt VI1.3.1.1 beschrieben HelLa-Zellen, die fur 48 h
entweder mit Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA behandelt wurden oder in Form eines
Rettungsexperimentes (V1.3.1.3.2) 8 h nach siRNA-Zugabe zusétzlich mit Kontroll- bzw. BIP-Plasmid
transfiziert wurden. Die Menge an BiP-Protein wurde dabei auf 30-40 % (Abbildung 44, Abbildung
47, A, B) reduziert. Die Zellen wurden nach Inkubation mittels Digitonin-Behandlung semi-
permeabilisiert (V.2.4.5) und die mRNA von ppl bzw. ERj3 in einem cotranslationalen
in vitro Transportansatz (V.2.3.3.1) in Anwesenheit der verschiedenen SPZ translatiert. Im Anschluss
wurde eine Sequestrierung (V.2.3.3.3) durchgeriihrt. Die Translokationseffizienz der radioaktiv-
markierten Proteine wurde durch Quantifizierung der zusétzlich in Anwesenheit von ER-Membranen
in Erscheinung tretenden Proteinbanden unterhalb (Sighalsequenz-Abspaltung: Verringerung des
Molekulargewichtes) oder oberhalb (N-Glykosylierung: Erhéhung des Molekulargewichtes; im Fall
von ER]j3) des Vorlaufers in Relation zur Gesamtproteinmenge der jeweiligen Gelspur berechnet. Die
Sequestrierung diente der Verifizierung der Translokation der modifizierten Proteine. Die Kontroll-
Zellen (Kontroll siRNA oder Kontroll siRNA + Kontroll-Plasmid) wiesen eine Prozessierungs-
effizienz von 29 % bzw. 32 % auf (da ERj3 sowohl eine abspaltbare Signalsequenz als auch eine
Konsensussequenz fur eine N-Glykosylierung besitzt, wurde stets die Summe der Signalintensitaten
beider Gelbereiche ober- und unterhalb des Vorlaufers in die Quantifizierung mit einbezogen), welche
ausschlieBlich durch die glykosylierte ERj3-Form reprasentiert wurde und generell eine hohe
Proteaseresistenz aufwies (Abbildung 51, A, Spur 1, 2, 7 + 8). Wurden die Zellen zuvor mit BIP oder
BIP-UTR siRNA (in An- oder Abwesenheit von Kontroll-Plasmid) transfiziert, wurde entgegen einer
erwarteten Translokationsdefizienz eine deutliche Steigerung der Prozessierung auf 49-56 %
beobachtet, die daruiber hinaus einen Anteil von gespaltenem, unglykosyliertem ERj3-Protein aufwies
(ca. 30 %). Beide Varianten waren vollstandig gegenlber einer proteolytischen Degradation resistent
und wurden somit auch importiert (Abbildung 51, A, Spur 3-6, 9 +10). Letztlich wurde der Effekt
durch Expression der BIP-cDNA wieder aufgehoben, was sich einerseits in einer reduzierten
Prozessierung (35 %) sowie dem Verschwinden der unglykosylierten ERj3-Form einstellte (Abbildung
51, A, Spur 11 + 12; neggrjs = 7-9 biologische Replikate). Ein analoger Aufbau mit ppl als Transport-
substrat zeigte zwar eine ahnliche Tendenz, jedoch weitaus weniger stark ausgeprdgt. In den
Kontrollen wurde ppl mit einer Effizienz von 22-24 % zum reifen Prolaktin (pl) gespalten und war
gegenuber der Proteinase K-Behandlung weitgehend geschiitzt. Die Depletion des BiP-Proteins fiihrte
zu einem Anstieg der Prozessierungseffizienz (29-36 %), was ebenfalls durch simultane Expression
des BIP-Plasmids wieder reduziert (24 %) wurde. Bis auf den Ansatz mit BIP siRNA waren die
Unterschiede in der Prozessierung jedoch nicht signifikant (Abbildung 51, B, n,, = 5-6 biologische

Replikate). Zur Uberpriifung der eingesetzten Membranmengen erfolgte ein posttranslationaler
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Transport des Sec61-unabhangigen ,,tail-anchored““-Membranproteins Synaptobrevin 2 (Syb2) mit den
genannten SPZ. Die Insertionseffizienz wurde als relative Glykosylierung im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle unterhalb der Gelspuren angegeben. Diese Modifikation von Syb2 lag in allen Ansatzen, mit
leichten Schwankungen von 10-20 %, im gleichen Bereich (Abbildung 51, C, nsy,, = 4). Im Gegensatz
zur BiP-Depletion durch eine Behandlung mit SubtilaseAB-Zytotoxin (Lang, 2012; Schéuble et al.,
2012), war die siRNA vermittelte BiP-Depletion demnach offenbar nicht in der Lage, den
Proteinimport ins ER von SPZ zu inhibieren, was auf die unterschiedliche Depletionseffizienz
zuriickzufiihren sein konnte.

Neben der routinemaRigen Uberpriifung des BiP-Gehaltes mittels Western-Blot (V.2.1.4) wurde in
einem Teil der manipulierten SPZ der obigen Transportexperimente zusétzlich der endogene ERj3-
Gehalt analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die effiziente, siRNA-vermittelte BiP-Depletion mit oder
ohne zusétzliche Kontroll-Plasmid-Transfektion (BIP siRNA = 28 %; BIP-UTR siRNA = 23 %; BIP-
UTR siRNA + Kontroll-Plasmid = 27 %) bereits nach 48 h zu einem drastischen Anstieg des
endogenen ER]j3-Gehaltes (300-500 % im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle) fiihrt. Dieser Effekt
wurde bei gleichzeitiger Expression der BIP-cDNA (177 % ERj3-Gehalt) wieder partiell aufgehoben
(Abbildung 51, D). Da die ERJ3-Expression durch die UPR induziert wird (Shen und Hendershot,
2005), welche wiederum durch BiP-Reduktion aktiviert wird (Abbildung 44, C, Abbildung 50) handelt
es sich bei der gesteigerten Importrate der entsprechenden SPZ méglicherweise um einen sekundéren

Effekt, welcher durch den ER-Stress hervorgerufen wird.
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Abbildung 51: Einfluss der BIP-Manipulation auf den cotranslationalen Signalpeptid-abhangigen sowie den
posttranslationalen |, tail-anchored“-abhangigen in vitro Transport (V.2.3.3.1) in semi-permeabilisierte Zellen
(SPZ). 6 x 10° HeLa-Zellen wurden jeweils in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und entweder mit Kontroll,
BIP oder BIP-UTR siRNA (35 nM) transfiziert (V.2.4.6.1). Nach 8 h wurden die Zellen, wenn angezeigt, mit
Kontroll- oder BIP-Plasmid transfiziert (V.2.4.6.2). 24 h nach der siRNA-Transfektion wurden die Zellen mit
siRNA nachtransfiziert. Nach insgesamt 48 h wurden die Zellen mit Digitonin semi-permeabilisiert (SPZ).
Cotranslationaler Transport von A) ppl bzw. B) ER]j3. Die jeweilige mMRNA wurde im L416A-Retikulozytenlysat
(Promega) in Gegenwart von [*S]-Methionin sowie 32 % SPZ einer der sechs verschiedenen Tranfektions-
ansétze translatiert (V.2.3.3.1) und im Anschluss eine Sequestrierung (V.2.3.3.3) durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Ansédtze zu je zwei Aliquots aufgeteilt und entweder mit Saccharose- (S) oder Proteinase K-Ldsung (P)
versetzt. Nach 60 min Inkubation auf Eis wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 mM PMSF (in Ethanol) fir
5 min auf Eis inhibiert. Anschlieend wurden die Proben auf einem SDS-Polyacrylamidgel (ppl: 17,5 %; ER]j3:
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10 %) elektrophoretisch (V.2.1.1) aufgetrennt und die Proteine mittels ,,phosphorimaging* (V.2.1.6) detektiert
und densitometrisch (V.2.1.7) analysiert. (p=pré, Signalsequenz, g = glykosyliert) Zur Angabe der
Prozessierungseffizienz wurde jeweils unterhalb der Gelspuren (unter S) der Mittelwert des prozentualen Anteils
des modifizierten Proteins (inklusive Standardfehler: s.e.m.) im Vergleich zur Gesamtproteinmenge
(Vorlaufer + prozessierte Form) angegeben (ny, = 5-6; negrjs = 7-9; je biologische Replikate) Um die jeweiligen
Transporteffizienzen untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte
< 0,05 bzw. < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 1 Stern (*) bzw. 3 Sterne (***) markiert. P-Werte
> 0,001 wurden als nicht signifikant deklariert (n.s.). C) Posttranslationaler Proteintransport von Syb2. Nach
Translation der Syb2 mRNA im L416A-Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [*S]-Methionin fiir
15 min bei 30 °C wurden Cycloheximid (0,1 pg/pl) sowie RNase A (80 ng/ul) hinzugegeben und weitere 5 min
bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 16 % SPZ einer der sechs verschiedenen BIP-Manipulationsansétze
hinzugegeben und fiir weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Proben auf einem 17,5 %-
igen SDS-Polyacrylamidgel (V.2.1.1) aufgetrennt und die Proteine mittels ,,phosphorimaging™ (V.2.1.6)
detektiert und densitometrisch (V.2.1.7) analysiert. (g = glykosiliert) Unterhalb der Gelspuren wurde der
prozentualer Anteil des glykosylierten Proteins im Vergleich zur Gesamtproteinmenge (Vorlaufer + reife Form)
und normiert auf den jeweiligen Kontrollansatz angegeben (nsy,, = 4 jeweils biologische Replikate). D) Western-
Blot zur Untersuchung des BiP- und ERj3-Gehalts in HelLa-Zellen nach siRNA-vermittelter BiP-Depletion
(48 h) und Rettung mittels BIP-Plasmid (40 h). Ein Teil der in (A)-(C) verwendeten SPZ wurde nach
Uberpriifung des BiP-Gehaltes zusitzlich hinsichtlich einer sekundaren Regulation des ERj3-Levels untersucht.
Zur Detektion von ERj3 wurde ein Kaninchen-anti-ERj3-Antikdrper (1:200, in 3 % Magermilch) sowie ein
POD-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Zur Detektion von BiP
wurde ein Kaninchen-anti-BiP-Antikdrper (1:500, in 3 % Magermilch) in Kombination mit einem Cy5-
gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) verwendet. Als Ladekontrolle diente
B-Aktin, das mit Hilfe eines Maus-anti-p-Aktin-Antikérpers (1:5.000, in 3 % Magermilch) und einem
sekundédren Cy3-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) detektiert wurde. Zur
Visualisierung der Cy-Antikérper wurde der Typhoon Trio™ Scanner und zur Dokumentation der ECL-Signale
der Lumi Imager F1 verwendet. Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten Zellzahl von
3x10° (kDa = Kilo-Dalton). Unterhalb der Gelspuren ist der Mittelwert der relativen ERj3-Synthese im
Vergleich zum jeweils entsprechenden Kontroll-Ansatz angegeben. Darunter ist die Anzahl (n) der analysierten
biologischen Replikate angezeigt.

V1.3.4. Einfluss der BiP-Depletion auf die Ca**-Homdostase des ER

Ein Hauptaugenmerk der vorangegangen BiP-Modulationsansatze lag auf der Etablierung geeigneter
Messbedingungen zur Untersuchung eines Einflusses auf den Ca®-Leckstrom aus dem ER. Wie
Fluoreszenzquenching-Experimente und Einzelkanalmessungen mit rauen Mikrosomen bzw.
Proteoliposomen gezeigt haben hat BiP in vitro eine reprimierende Wirkung auf die Sec61-vermittelte
lonenpermeabilitat Ober die ER-Membran (Alder et al., 2005; Hamman et al., 1998; Wirth et al.,
2003). Martin Jung konnte dariiber hinaus mittels Peptidspot-Analysen eine Nukleotid-abhéngige, und
damit substratdhnliche Interaktion von BiP mit einem Peptid korrespondierend zur Aminoséure-
sequenz der ER-luminalen Schleife 7 von Sec61a nachweisen (Schduble et al., 2012). Im Folgenden
wurden daher, in Analogie zu den Untersuchungen in Teil VI.1.2 und VI1.2.4, zytosolische sowie ER-
luminale Ca®*-Anderungen nach Reduktion oder Rettung von BiP mittels Ca”*-,imaging® (V.2.6)

analysiert.
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V1.3.4.1. BiP-Reduktion verstarkt den passiven Ca**-Ausstrom aus dem ER

Zu Beginn der Untersuchungen wurde zuné&chst der allgemeine Einfluss einer BiP-Depletion auf den
Ca®*-Leckstrom aus dem ER ermittelt. Hierzu wurden die in der BiP-Depletionskinetik (Kontroll, BIP
bzw. BIP-UTR siRNA-Transfektion) charakterisierten HelLa-Zellen nach Kultivierung fir die
entsprechende Dauer von 24-96 h mit Fura-2 AM beladen und in Ca*-freiem Puffer inkubiert. Im
Gegensatz zu den bisherigen Ca?*-Messungen erfolgte keine Prainkubation mit weiteren Substanzen,
sondern nur die direkte Applikation von 1 uM Thapsigargin (TG) nach 1 min Messdauer.
AnschlieBend wurde die Ca**-Messung fiir 11,5 min fortgesetzt.

Bereits nach 24 h Behandlung mit einer der beiden BIP siRNAs wiesen die HeLa-Zellen infolge der
TG-Zugabe gleichermaBen einen leichten, jedoch signifikant verstarkten Ca®*-Austrom (von
ca. 325 nM auf ca. 400-450 nM) aus dem ER auf (Abbildung 52, A, C). Zu diesem Zeitpunkt war der
BiP-Level auf ca. 60 % reduziert (Abbildung 44). In Korrelation mit dem weitaus héheren und
annahernd maximalen Reduktionsgrad nach 48 h (ca. 30 % Restprotein, Abbildung 44), wurde auch
eine deutliche Steigerung des Ca**-Leckstroms infolge der BiP-Depletion gegeniiber den Kontroll-
Zellen beobachtet (von ca. 350 nM auf ca. 900 nM; Abbildung 52, B, C). Nach 72 h Inkubation wurde
der Effekt, trotz einer geringfligigen Verbesserung des BiP-Depletionsgrades (25 % Restprotein,
Abbildung 44) nochmals gesteigert (von ca. 450 nM auf ca. 1,1 uM; Abbildung 52, C). Entgegen der
Erwartung zeigte sich jedoch auch 96 h nach BIP siRNA-Transfektion ein weiterer Anstieg des Ca?*-
Austroms infolge der TG-Zugabe (von ca. 600 nM auf ca. 1,4-1,9 uM; Abbildung 52, C), obwohl zu
diesem Zeitpunkt die Depletionseffizienz bereits wieder rucklaufig war (Abbildung 44). Als eine
weitere nicht unwesentliche Beobachtung zeigte sich zudem ein stetiger Anstieg des Ca®*-Leckstroms
iber den untersuchten Zeitraum von 24-96 h in den Kontroll-Zellen, der sich von ausgehend rund
325 nM insbesondere ab dem 72 h-Wert (450 nM) auf bis zu 600 nM bei 96 h Inkubation erhdhte
(Abbildung 52, C). Diese allgemeine Zunahme konnte mdglicherweise mit der Dichte des Zellrasen
bzw. der Wachstumsphase der Zellen zusammenhéngen. Wird mit diese Tatsache zugrundeliegend
nun der Anstieg des Ca**-Ausstroms nach BiP-Depletion als relativer Wert im Vergleich zu den
jeweiligen Kontroll-Zellen errechnet, so steigt dieser Wert bei Vergleich der Effekte nach 48 h und
96 h nur von ca. 250 % auf ca. 280 %.
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Abbildung 52: Messung zytosolischer Ca®*-Anderungen in HeLa-Zellen zur Untersuchung des Einflusses der
siRNA-vermittelten BiP-Depletion (24-96 h) auf den Ca?*-Leckstrom aus dem ER. Hela-Zellen wurden auf
Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) behandelten Deckglasern (25 mm) ausgesét und wie unter Punkt V1.3.1.1 beschrieben
mit Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert und fur jeweils 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h kultiviert.
Anschlieend wurden die Zellen mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen, das Deckglas in die Messkammer
eingespannt und zweimal mit Ca®*-freiem Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in Ca?*-freiem Puffer inkubiert
und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. Nach 1 min Messdauer wurde 1 uM Thapsigargin
(TG) verabreicht und fir weitere 11,5 min gemessen. Die Diagramme zeigen die zytosolische Ca*'-
Konzentration Uber die Zeit und die Kurven stellen den Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen von
Zellen nach A) 24 h oder B) 48 h siRNA-Transfektion dar. C) Statistische Analyse der Anderung der
zytosolischen Ca**-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A) und (B) dargestellten Experimente sowie
analoger Messungen nach 72 h und 96 h siRNA-Behandlung. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der
Mittelwerte an. Zum Vergleich der Experimente wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte
< 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden
stets 50-55 einzelne Zellen analysiert. Fir die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h wurden je 5 unabhéngige
Messungen durchgefiihrt. Im Fall des 96 h-Wertes wurden 2 Messungen durchgefiihrt. Die Gesamtzahl
untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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V1.3.4.2. Prolongierte BiP-Reduktion erhéht die ER-Ca?*-Konzentration

Da die Erfahrung gezeigt hat, dass eine verlangere Depletionsdauer von ER-Proteinen wie Sec6la
globale, zellulare Auswirkungen zur Folge hat, wie die Verdnderung des Gehaltes an freiem Ca**
(Abbildung 39) sowie eine reduzierte Zellproliferation (Abbildung 49, A, B) oder die Aktivierung der
UPR (Abbildung 50), sollte die siRNA-Behandlung zeitlich so gering wie mdglich gehalten werden,
um Sekundareffekte und deren Einfluss auf einen priméren Phanotyp zu vermeiden. Zu diesem Zweck
wurde, wie bereits schon unter Punkt V1.2.4.1, der relative Ca®*-Gehalt der zuvor untersuchten,
manipulierten HelLa-Zellen (V1.3.4.2) bestimmt. Die HelLa-Zellen wurden zu jedem Zeitpunkt (24-
96 h) mit Fura-2 AM beladen, in Ca?*-freiem Puffer inkubiert und nach einer Messdauer von 1 min
anstelle von TG mit 5 uM lonomycin behandelt und die Messung flr weitere 6,5 min fortgesetzt. Im
Gegensatz zu den Ansédtzen nach 24 und 48 h Inkubation, welche bis auf eine geringe, aber
signifikante Erniedrigung des Ca®*-Gehaltes nach 24 h BIP siRNA-Behandlung, keinen Unterschied
untereinander zeigten (24 h: ca. Ratio 1.000; 24 h: ca. Ratio 1.300), wiesen die Zellen nach 72 sowie
96 h BiP-Depletion durchweg eine signifikante Erhéhung des zellularen Ca**-Gehalts im Vergleich zu
den jeweiligen Kontroll-Zellen auf (von ca. Ratio 1300 auf 1800; Abbildung 53).

2500
o *kk
n.s. *kk
2000 n.s. i
= .S.
8
S 1500 ’—’
=
)
he]
= 1000
o
<
500
0

T oag g s AL g 5 ag g 5L g
SZ nZEZ 82 52 EZ 82 nZ2EZ 82 a2 EZ
EX X DX EX X DX EX X DO EX X DX
g £ & o & o £ X 9 c X DX
@ [ @ [

24 h 48 h 72h 96 h

Abbildung 53: Messung der Ratio-Anderung (340/380) nach Zugabe von lonomycin zur Untersuchung des
Einflusses der siRNA-vermittelten BiP-Depletion (24-96 h) auf die zellulare Gesamtmenge an freiem Ca®".
HelLa-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) behandelten Deckglésern (25 mm) ausgesat und wie unter
Punkt VI1.3.1.1. mit Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert sowie fir 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h
kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen jeweils mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen, das Deckglas in
die Messkammer eingespannt und zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in Ca**-freiem
Puffer inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. Nach 1 min Messdauer wurde 1 uM
Thapsigargin (TG) appliziert und fir weitere 11,5min gemessen. Das Diagramm zeigt die statistische
Auswertung der Ratio-Anderung (340/380) nach Zugabe von lonomycin der Messungen nach 24 h, 48 h, 72 h
und 96 h siRNA-Behandlung. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der
Experimente wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert
und durch 3 Sterne (***) markiert. P-Werte > 0,001 wurden als nicht signifikant (n.s.) deklariert. Innerhalb einer
Messung (n) wurden stets 50-55 einzelne Zellen analysiert. Fir die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h wurden
jeweils 5 unabhéngige Messungen durchgefiihrt. Im Fall des 96 h-Wertes wurden 2 Messungen durchgefihrt.
Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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Demzufolge kann angenommen werden, dass die zusatzliche Steigerung des Ca?*-Leckstroms zu den
spateren BiP-Depletionszeitpunkten mitunter die Folge einer erhdhten Ca®*-Konzentration im ER
darstellt. Da jedoch keine Verdnderung nach 48 h zu beobachten war, der Effekt auf den Ca®-
Leckstrom hierbei aber sehr stark ausgeprégt war, zeigen diese Daten, dass das BiP-Protein
grundsétzlich dazu beitragt den Ca**-Leckstrom aus dem ER zu reduzieren. Aufgrund der obigen
Beobachtung wurde fur alle Folgeexperimente stets eine maximale siRNA-Transfektionsdauer von
48 h gewahlt.

V1.3.4.3. BiP-Depletion férdert die Abnahme von ER-luminalem Ca* nach
SERCA-Inhibition

Zur Verifizierung der Ergebnisse unter Punkt V1.3.4.1 wurde analog zu den Versuchen in Teil VI1.1.2.1
eine direkte Messung ER-luminaler Ca*"-Anderungen vorgenommen. Hierzu wurden die bereits zuvor
beschrieben HelLa-CES2-Zellen verwendet, welche fur 48 h mit Kontroll , BIP oder BIP-UTR siRNA
transfiziert wurden (V1.3.1.2). Der BiP-Gehalt lag dabei wie bereits gezeigt bei 30 % und damit im
gleichen Bereich wie in den Hela-Zellen fiir die zytosolischen Ca®*-Messungen nach 48 h. Zudem
hatte diese Manipulation wie bereits gezeigt keine Auswirkungen auf den Carboxylesterase-Gehalt der
Zellen (Abbildung 45).

Die Zellen wurden nach der Kultivierung mit Fluo-5N AM beladenen und anschlieBend in Ca**-freiem
Puffer inkubiert. 1 min nach Messbeginn wurde 1 UM Thapsigargin (TG) appliziert und die Messung
fir 9 min fortgesetzt. Danach erfolgte die Zugabe von 5 UM lonomycin. Unter diesen Bedingungen
fihrte die BiP-Depletion mit beiden siRNAs ebenfalls nach TG-Applikation zu einer verstarkten Ca*'-
Freisetzung aus dem ER (Abbildung 54, A). Die statistische Auswertung durch Berechnung von ty;
(Zeitpunkt bei 50 % relativer Fluoreszenzreduktion) wies einen signifikanten Unterschied der BiP-
Depletionsansétze (ca. 100 s) zur Kontrolle (330 s) auf (Abbildung 54, B).
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Abbildung 54: Messung von ER-luminalen Ca?*-Anderungen nach Depletion von BiP (48 h) und Zugabe von
Thapsigargin (TG) und lonomycin (lono) zur Bestimmung des passiven Ca®*-Ausstroms aus dem ER. A) Hela-
CES2-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) behandelten Glasplattchen (25 mm) ausgesat und entweder
mit Kontroll, BIP oder BIP-UTR siRNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen nachtransfiziert und weitere
24 h inkubiert. Die Zellen wurden fiir 15 min bei 37 °C (dunkel) mit 4 uM Fluo-5N AM (1 mM Stockldsung in
Pluronic F-127) in HBSS beladenen und anschlieend fiir weitere 30 min bei RT (dunkel) in HBSS inkubiert.
Das Deckglas wurde anschlieRend in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca®*-freiem Puffer gewaschen,
in diesem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. 1 min nach Beginn der Messung
wurde 1 pM TG appliziert und weitere 9 min gemessen. Danach wurde 5 pM lono verabreicht und die Messung
fur 3 min fortgesetzt. Die y-Achse stellt die Mittelwerte der relativen Fluoreszenzabnahme (AF/Fo) inklusive
Standardfehler dar, welche gegen die entsprechenden Messzeitpunkte auf der x-Achse aufgetragen wurden.
(F = Fluoreszenzintensitat) B) Statistische Analyse der Anderung der ER-luminalen Ca®*-Konzentration nach
Zugabe von Thapsigargin und lonomycin der in (A) dargestellten Experimente. Zum Vergleich der Datensétze
wurde der Wert 1y, angegeben (Zeitpunkt nach TG-Zugabe bei 50 % Fluoreszenzabnahme). Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen
wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch
3 Sterne (***) markiert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 10-25 einzelne Zellen analysiert;
Nkontroll sirNA = 7 Neipsirna = 8; Neip-uTrsirna = 8. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der
Balken angegeben.

V1.3.4.4. Parallele Reduktion von BiP und Sec6la

V1.3.4.4.1. BiP und Sec61a konnen mittels siRNA simultan reduziert werden

In Analogie zu den unter Punkt V1.2.4.1 gezeigten Experimenten zur Untersuchung des Einflusses der
Sec61la-Depletion auf den stimulierenden Effekt der CaM-Inhibition, wurde Uberpriift, ob der
ebenfalls steigernde Effekt der 48-stiindigen BiP-Reduktion auf den passiven Ca?*-Ausstrom aus dem
ER auf eine Modulation der Sec61-Permeabilitat zurlickzufuhren ist. Zwar wurde ein derartiger
Mechanismus anhand von in vitro Untersuchungen postuliert (Alder et al., 2005; Haigh und Johnson,
2002), allerdings fehlt bislang ein Nachweis dieses Zusammenhangs auf zelluldrer Ebene. Zu diesem
Zweck wurden HelLa-Zellen in Anlehnung an die Sec6la- und BiP-Depletionsexperimente unter
Punkt VI1.2.1.1 und V1.3.1.1 mit beiden siRNAs gegen die jeweilige UTR-Region der BIP- sowie der
SEC61A1-mRNA fur 48 h behandelt, da fur diesen Zeitpunkt in beiden Féllen eine effiziente
Proteinreduktion (Abbildung 31, A, C; Abbildung 44), jedoch keine Auswirkungen auf den zelluléaren
Gesamtgehalt an freiem Ca®* zu beobachten waren (Abbildung 40, D; Abbildung 53). Hierfir wurden
HelLa-Zellen entweder mit 55 nM Kontroll siRNA, einer Kombination aus Kontroll (20 nM) und BIP-
UTR siRNA (35 nM), aus SEC61A1-UTR (20 nM) und BIP-UTR siRNA (35 nM) oder aus SEC61A1-
UTR (20 nM) und BIP-UTR siRNA (35 nM) transfiziert und die Proteinlevel mittels Western-Blot
(V.2.1.4) analysiert. Sowohl die alleinige Reduktion von BiP oder Sec6la als auch die simultane
Behandlung mit beiden siRNAs resultierte jeweils in einer erwarteten Abnahme der zu depletierenden
Proteine auf 25-30 % im Vergleich zu Kontroll siRNA-transfizierten Zellen (Abbildung 55, A, B).
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Abbildung 55: Western-Blot zur Untersuchung der simultanen Depletion von BiP und Sec6la flr 48 h.
A) 6 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (mir 25 mm Deckglas) ausgesat und entweder mit
55 nM Kontroll siRNA oder einer Kombinationen aus Kontroll und BIP-UTR siRNA, Kontroll und SEC61A1-
UTR siRNA sowie BIP-UTR und SEC61A1-UTR siRNA transfiziert (35 nM BIP-UTR siRNA oder 20 nM
SEC61A1-UTR siRNA) (1V.2.4.6.1). Die Zellen wurden nach 24 h entsprechend ein zweites Mal transfiziert.
Nach insgesamt 48 h Kultivierung wurden die Zellen geerntet, gezéhlt (V.2.4.3) und lysiert. Die Ansatze wurden
mit Lammli-Probenpuffer versetzt, fir 10 min bei 56 °C erhitzt und mit ,,Glasbeads* geschdttelt (20 min).
AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung mittels SDS-PAGE (V.2.1.1; 12,5 %iges PA-Gel) und der
Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (V.2.1.4) sowie eine Analyse der Proteine mittels Immundetektion
(V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7). Die Detektion erfolgte mit einem Kaninchen-anti-BiP-Antikdrper (1:500,
in 3 % Magermilch) bzw. einem Kaninchen-anti-Sec61a-Antikdrper (1:200, in 3 % Magermilch) sowie jeweils
mit einem sekundaren Cy5-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (1:1.000, in 3 % BSA). Die Lade-
kontrolle B-Aktin wurde mit einem Maus-anti-p-Aktin-Antikorper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und einem
sekundéren Cy3-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Antikdrper (1:1.000, in 3 % BSA) detektiert. Die Visualisierung
erfolgte mittels Typhoon Trio™ Scanner. Pro Gelspur wurde jeweils eine Zellzahl von 3 x 10° aufgetragen
(M = Marker; kDa = Kilo-Dalton). B) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten BiP-/Sec61a-
Doppeldepletionssansatze. Die jeweiligen Antikorpersignale wurden durch das in der gleichen Spur bestimmte
B-Aktin-Signal zur Normierung dividiert. Der dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich auf den Mittelwert
der Kontroll siRNA transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die
Anzahl analysierter Banden ist am unteren Ende der Balken angegeben und entspricht aufgrund der
Mehrfachbestimmung einzelner Western-Blot-Proben der Anzahl technischer Replikate, welche jeweils 9
biologischen Replikaten entstammen. Zum Vergleich der Datensitze wurde ein ungepaarter t-Test (V.2.7)
durchgefiihrt. P-Werte > 0,001 wurden als nicht signifikant definiert (n.s.).
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V1.3.4.4.2. Die zusitzliche Depletion von Sec6la inhibiert den durch BiP-Reduktion
stimulierten Ca**-Leckstrom aus dem ER

Nachdem schon gezeigt wurde, dass die parallele Transfektion mit siRNA gegen BIP und SEC61A1
eine effiziente Reduktion beider Proteine ermoglicht, wurden die Zellen auf eine Anderung des
passiven Ca**-Ausstroms aus dem ER hin untersucht. Die manipulierten Zellen wurden nach dem
gleichen Versuchsaufbau wie zuvor (V1.3.4.1) 1 min nach Inkubation in Ca**-freiem Puffer mit 1 uM
Thapsigargin behandelt und die Messung fir 11,5 min fortgesetzt. HeLa-Zellen, die fiir 48 h mit BIP-
UTR siRNA sowie zusatzlich mit Kontroll sSiRNA transfiziert wurden wiesen hinsichtlich der
Steigerung des Ca’*-Leckstroms keinen Unterschied zu den ausschlieBlich BIP-UTR siRNA-
transfizierten Zellen auf (Abbildung 52, B, C; Abbildung 56, A, B). Erfolgte hingegen eine zusétzliche
Reduktion von Sec61a hatte dies einen starken inhibitorischen Einfluss auf den Phanotyp nach BiP-
Depletion (Abbildung 56, A, B). Diesen Ergebnissen zufolge reduziert BiP den Ca**-Leckstrom aus

dem ER in vivo auf Ebene des Sec61-Komplexes.
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Abbildung 56: Messung der zytosolischen Ca®*-Anderung in HeLa-Zellen nach simultaner Depletion von BiP
und Sec6la (48 h) sowie Zugabe von Thapsigargin zur Untersuchung des Ca®*-Leckstroms aus dem ER.
A) HelLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale auf einem Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) vorbehandelten
Deckglas (25 mm) ausgesat und entweder mit 55nM Kontroll sSiRNA oder einer der Kombinationen
aus Kontroll und BIP-UTR siRNA, Kontroll und SEC61A1-UTR siRNA sowie BIP-UTR und SEC61A1-
UTR siRNA transfiziert (35 nM BIP-UTR siRNA oder 20 nM SEC61A1-UTR siRNA) (1V.2.4.6.1). Die Zellen
wurden nach 24 h entsprechend ein zweites Mal transfiziert und nach insgesamt 48 h Kultivierung mit 3,5 uM
Fura-2 AM in DMEM beladen. Das Deckglas wurde in die Messkammer eingespannt, zweimal mit Ca®*-freiem
Puffer gewaschen, in selbigem inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. Nach 1 min
Messdauer wurde 1 uM Thapsigargin (TG) hinzugegeben und fiir weitere 11,5 min gemessen. Das Diagramm
zeigt die zytosolische Ca®*-Konzentration, welche gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den
Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen dar. B) Statistische Analyse der Anderung der zytosolischen
Ca’*-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A) dargestellten Experimente. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte wieder. Um die jeweiligen Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein
ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne
(***) markiert. Es wurden jeweils 9 unabhdngige Messung durchgefiihrt und stets 50-55 einzelne Zellen
analysiert. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben.
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V1.3.4.5. Der erhdhte Ca**-Efflux aus dem ER nach endogener BiP-Depletion
wird durch cDNA-Expression von BIP, jedoch weder durch BIP-Mutanten mit

defekter Interaktionsdomane fiir ERj-Proteine noch durch KAR2 kompensiert

Um die vorangegangenen Schlussfolgerungen zu bestatigen und die Spezifitat der sSiRNA-Behandlung
zu verifizieren wurde weitergehend versucht den BiP-Depletionsphénotyp durch Expression der BIP-
cDNA zu retten. Wie unter Punkt gezeigt, wird mit Hilfe des BIP-Plasmids in Gegenwart der BIP-
UTR siRNA wieder eine mehr als ausreichende Proteinkonzentration hergestellt (Abbildung 47, A, B).
Zudem ist diese BiP-Regeneration in der Lage die Inhibition der Zellproliferation sowie die
Aktivierung der UPR nach 96 h BiP-Depletion aufzuheben (Abbildung 49, Abbildung 50).
Entsprechende HeLa-Zellen, d.h. 48 h nach Transfektion mit Kontroll oder BIP-UTR siRNA sowie
nach 40 h Behandlung mit Kontroll-, BIP-, BIP-R197E/H- oder KAR2-Plasmid wurden daher analog
zu den vorherigen Ca®*-,,imaging“-Experimenten (V1.3.4) in Ca®*-freiem Puffer inkubiert. 1 min nach
Messbeginn wurde 1 uM Thapsigargin appliziert und die zytosolische Ca®*- Anderung iiber 9 min
beobachtet. Die zusatzliche Transfektion der HeLa-Zellen mit Kontroll-Plasmid hatte keinen Einfluss
auf die durch BiP-Depletion bewirkte Steigerung des Sec61-vermittelten Ca®*-Leckstroms aus dem ER
(Anderung von ca. 400 nM in Kontroll-Zellen auf ca. 750 nM in BIP-UTR siRNA-behandelten
Zellen). Erfolgte jedoch parallel zur BIP-UTR siRNA-Behandlung eine Transfektion mit dem BIP-
Plasmid, wurde der durch endogene BiP-Reduktion hervorgerufene Phanotyp wieder gerettet und
somit das molekulare Ziel der BIP-UTR siRNA bestéatigt. Die Thapsigargin-vermittelte Reaktion lag
dabei im Bereich der Kontroll-Zellen und zeigte keine weitere Erniedrigung (Abbildung 57, A, B),
was aufgrund der hemmenden Wirkung von BiP auf die Sec61-Permeabilitit zu erwarten gewesen
ware, da der Rekonstitutionslevel des BiP-Proteins bei ca. 230 % lag (Abbildung 47, A, B). Die ca.
2,5-fache Uberexpression der BIP-cDNA in Anwesenheit der Kontroll siRNA bewirkte demnach auch
keine signifikante Veranderung des Ca**-Effluxes gegeniiber der Kontrolle (Abbildung 57, A, B).

In vitro Daten mit rauen Hundepankreasmikrosomen zufolge kann das Kar2-Protein aus der Hefe nicht
die Funktion von BiP beim SchlieRen des Sec61-Komplexes iibernehmen. Stattdessen weist es sogar
einen dominant-negativen Effekt auf, da es die Permeabilitat sogar in Anwesenheit von BiP erhoht
(Alder et al., 2005). Wurde die KAR2-cDNA nach Transfektion von BIP-UTR siRNA in HeLa-Zellen
exprimiert, so wurde mit diesen Ergebnissen (bereinstimmend keine Rettung des BiP-Depletions-
phanotyps beobachtet. Wie im Ansatz mit paralleler Kontroll-Plasmid-Transfektion wiesen die Zellen
einen gesteigerten Ca”*-Ausstrom nach Thapsigargin-Zugabe auf (ca. 750 nM; Abbildung 57, A, B).
Im Gegensatz zur Literatur wurde jedoch kein dominant-negativer Effekt des Kar2-Proteins nach
Expression in Kontroll siRNA-behandelten Zellen beobachtet, da sich die Thapsigargin-induzierte
Ca”*-Freisetzung ins Zytosol nicht von jener in Kontroll-Zellen unterschied (Abbildung 57, A, B).
Offensichtlich ist der hemmende Effekt auf den Sec61-vermittelten Ca**-Leckstrom aus dem ER BiP-

spezifisch.
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Um die Funktion von BiP bei der Modulation der Sec61-Permeabilitit weiter zu charakterisieren,
wurden die zwei etablierten BiP-Mutanten BiP-R197E und BiP-R197H fir analoge Rettungsversuche
eingesetzt. Beide Varianten werden als unfahig beschrieben mit der J-Doméne von Hsp40-
Cochaperonen zu interagieren sowie eine verminderte Substratfreisetzungskapazitat aufzuweisen. Die
BiP-R197H-Mutante war dariiber hinaus nicht in der Lage die Aufgabe des wildtypischen Proteins
beim VerschlieRen der Translokationspore gegeniiber lonen zu kompensieren (Alder et al., 2005;
Awad et al., 2008). Zur Untersuchung der Relevanz einer Interaktion mit einem ERj-Protein und der
Transition von der hoch- zur niedrigaffinen Substratbindungskonformation wurde in Analogie zu
Punkt V1.3.4.5 eine Expression der cDNA jeweils einer der beiden Mutanten in Gegenwart von BIP-
UTR siRNA durchgefiihrt. Obwohl die Western-Blot-Analyse entsprechender Ansdtze eine
vergleichbar hohe Komplementationseffizienz der BIP-R197E bzw -H-Expression zeigte (200-250 %)
wie im Fall des Wildtyp-Vektors waren beide Proteine nach endogener BiP-Depletion nicht in der
Lage die normale Starke des Ca**-Leckstroms wiederherzustellen. Stattdessen zeigten beide Varianten
einen &hnlichen Effekt, wie im Fall einer ausschliellichen BiP-Reduktion (Abbildung 57, A, B). Diese
Daten indizieren somit, dass es sich bei dem Effekt von BiP auf die Ca?*-Permeabilitit des Sec61-
Translokons um eine Chaperon-typische Substratinteraktion handelt und zudem die Mithilfe eines

Hsp40-Cochaperons erforderlich ist.
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Abbildung 57: Messung der zytosolischen Ca®*-Anderung in HeLa-Zellen nach Depletion von BiP (48 h) und
Rettung mittels BIP-, BIP-R197E-, BIP-R197H- bzw. KAR2-Plasmidexpression (40 h) sowie Behandlung mit
Thapsigargin zur Untersuchung des Ca®*-Leckstroms aus dem ER. A) HeLa-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin
(0,1 mg/ml) vorbehandelten Deckglésern (25 mm) ausgesét und entweder mit 35 nM Kontroll oder BIP-UTR
SiRNA transfiziert. Nach 8 h Kultivierung wurden die Zellen mit Kontroll-, BIP-, BIP-R197E-, BIP-R197H-
oder KAR2-Plasmid transfiziert (V.2.4.6.2) und 24 h nach der siRNA-Transfektion entsprechend nachtransfiziert.
Nach insgesamt 48 h Kultivierung wurden die Zellen mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen (45 min, im
Dunkeln), das Deckglas in die Messkammer eingespannt und zweimal mit Ca®*-freiem Puffer gewaschen. Nach
Inkubation in diesem wurde die Kammer in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt und 1 min nach
Beginn der Messung 1 uM Thapsigargin (TG) hinzugegeben sowie die Messung fur 9 min fortgesetzt. Das
Diagramm stellt die gemessene zytosolische Ca®*-Konzentration dar, welche gegen die Zeit aufgetragen wurde.
Die Kurven zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen (Kontrolle = Kontroll siRNA +
Kontroll-Plasmid; BIP-UTR = BIP-UTR siRNA; KP = Kontroll-Plasmid; BIP = BIP-Plasmid; R197H = BIP-
R197H-Plasmid; KAR2 = KAR2-Plasmid). B) Statistische Analyse der Anderung der zytosolischen Ca®'-
Konzentration nach Zugabe von TG aller durchgefiihrten Experimente. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. Um die Experimente untereinander zu vergleichen wurde ein ungepaarter
t-Test (V.2.7) durchgefiihrt. P-Werte < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch 3 Sterne (***) markiert,
P-Werte > 0,001wurden als nicht signifikant (n.s.) deklariert. Innerhalb einer Messung (n) wurden stets 50-55
einzelne Zellen ana|ySieft; Nikontroll siRNA + Kontroll-Plasmid — 17, Nikontroll siRNA + BIP-Plasmid = 9; Nikontroll siRNA + KAR2-Plasmid = 8;
NBIP-UTR SiIRNA + Kontroll-Plasmid = 18; N BIp-UTR siIRNA + BIP-Plasmid = 18; Neip-uTR siRNA + BIP-R197E-Plasmid = 9; NBIP-UTR siRNA + BIP-
R197H-Plasmid = 9; BIP-UTR siRNA + kAR2-Plasmid = 10. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken
angegeben.
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V1.3.5. Uberprifung der zelluldaren Konzentration an freiem Ca** von
Hel a-Zellen nach diversen Genexpressionsmanipulationen flr 48 h

Als Kontrolle fiir alle zuvor beschriebenen Experimente zur Untersuchung der Ca*-Homdostase des
ER nach diversen Expressionsmanipulationen wurde die Menge an freiem zellulirem Ca®* dieser
Zellen Uberprift. Zwar wurde gezeigt, dass nach 48 h BIP siRNA-Behandlung keine Verénderung des
Ca®*-Haushaltes zu beobachten war, jedoch kann damit nicht ausgeschlossen werden, dass eine
verstarkte Synthese von BiP fur 48 h (ca. 200-300 %; Abbildung 47, A-C) mdglicherweise eine
derartige Veranderung zur Folge hat. Das BiP-Protein kénnte als niedrigaffin Ca**-bindendes Protein
des ER-Lumens (ca.10 Ca*-lonen pro BiP-Molekiil) durchaus in der Lage sein nach einer
Uberexpression eine groke Menge an ER-luminalem Ca*" zu binden (Coe, 2009). Eine Veranderung
der zelluldren Ca®*-Ladung wurde sogar in Studien nach Uberexpression von BiP in HelLa-Zellen
gezeigt (Lievremont et al., 1997). Weiterhin konnte ebenso die simultane Reduktion von BiP und
Sec6la zu einer verdnderten Ca®*-Ladung filhren. Daher wurden alle verwendeten Zelltypen unter
V1.3.1.3.2 und VI.3.4.4.1 mittels Ca®*-,,imaging“ hinsichtlich ihrer Konzentration an freiem zellularem
Ca® analysiert. Die HeLa-Zellen wurden wie unter Punkt V1.3.4.3 mit Fura-2 AM beladen, in Ca*-
freiem Puffer inkubiert und nach 1 min Messung mit 5 pM lonomycin behandelt. Danach wurde fur
weitere 6,5 min gemessen. Alle Werte wurden als relative Ratio 340/380-Anderung im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle der Versuchsgruppe zusammen in einem Diagramm (als Mittelwert mit
Standardfehler) angegeben (Kontrollen nicht gezeigt). Dabei zeigten alle Transfektionsansatze mit
leichten Abweichungen von ca. 10 % eine zellulare Konzentration an freiem Ca*" im Bereich der

jeweiligen Kontrolle und somit keine Auswirkungen auf die genannten Bedingungen (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Messung der Ratio-Anderung (340/380) nach Zugabe von lonomycin zur Untersuchung des
Einflusses der verschiedenen BiP-Manipulationen fiir 48 h auf die zelluldre Gesamtmenge an freiem Ca?*. HeLa-
Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) behandelten Deckgldsern (25 mm) ausgesat und wie unter
VI1.3.1.3.2 bzw. VI1.3.4.4.1 mit Kontroll oder BIP-UTR siRNA behandelt und nach weiteren 8 h mit BIP, BIP-
R197E/H oder KAR2-Plasmid transfiziert. 24 h nach siRNA-Transfektion wurden die Zellen ein zweites Mal mit
SiRNA transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen jeweils mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM beladen, das
Deckglas in die Messkammer eingespannt und zweimal mit Ca**-freiem Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in
Ca?*-freiem Puffer inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. Nach 1 min Messdauer
wurde 5 uM lonomycin appliziert und fir weitere 6,5 min gemessen. Das Diagramm zeigt die statistische
Auswertung der Ratio-Anderung (340/380) angegeben als relativer Wert im Vergleich zum jeweiligen Kontroll-
Ansatz (Die beiden Versuchsgruppen aus V1.3.1.3.2 und V1.3.4.4.1 sind durch gepunktete Linien voneinander
getrennt). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Innerhalb einer Messung (n) wurden
stets 50-55 einzelne Zellen ana|y5i9ft; Nkontroll siRNA + Kontroll-Plasmid = 5; Nkontroll siRNA + BIP-Plasmid = 4; NKontroll SIRNA + KAR2-
Plasmid = 45 NBIP-UTR siRNA + Kontroll-Plasmid = D;  NBIP-UTR siRNA + BIP-Plasmid = 47 NBIP-UTR siRNA + BIP-R197E-Plasmid = 1; NBip-UTR
SiRNA + BIP-R197H-Plasmid = 17  BIP-UTR siRNA + KAR2-Plasmid = 45 Nkontroll sikRNA = 73 Nkontroll sikNA + BIP-UTR siRNA = 75 Nsece1a1-
UTR SIRNA + Kontroll siRNA = 7 NSEC61A1-UTR siRNA + BIP-UTR sikna = 7. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren
Ende der Balken angegeben.

V1.3.6. Untersuchung weiterer abundanter Ca’*-bindender ER-Chaperone

Zwar wurde der Effekt der BiP-Reduktion auf den Sec6l-vermittelten Ca®*-Leckstrom in
Saugetierzellen verifiziert und auch weiter charakterisiert, jedoch blieb die Frage offen, ob dieser
Einfluss spezifisch fur das BiP-Protein ist oder ob es sich hierbei um eine generelle Reaktion eines
abundanten ER-luminalen, Ca®*-bindenden Chaperons handelt. Weitere typische Vertreter solcher
Proteine neben BiP sind die Protein-Disulfid-lIsomerase Pdi (Edman et al., 1985; Ferrari und Soling,
1999), das Hsp90-Chaperon Grp94 (Argon und Simen, 1999; Melnick et al., 1992; Schmidt und
Perlmutter, 2005) sowie das Lektin-Chaperon Calretikulin (Helenius et al., 1997; High et al., 2000).

V1.3.6.1. Pdi, Grp94 und Calretikulin kénnen innerhalb von 48 h mittels siRNA

mit vergleichbarer Effizienz depletiert werden wie das BiP-Protein

Mit Hilfe validierter SiRNAs gegen die jeweilige mRNA von PDI, GRP94 oder Calretikulin (CALR)
sollte in gleicherweise wie fur die BiP-Depletionsexperimente (V1.3.1.1) eine Reduktion der
entsprechenden Proteine erreicht werden. Um die experimentellen Bedingungen so &hnlich wie
moglich zu halten wurden die HelLa-Zellen ebenfalls fur 48 h mit 35 nM Kontroll siRNA oder einer
der genannten SiRNAs transfiziert (V.2.4.6.1) und die Proben anschlielend einer Western-Blot-
Analyse (V.2.1.4) unterzogen, um den jeweiligen Proteingehalt nach Depletion zu Uberpriifen.

Alle drei Chaperone wiesen nach 48 h siRNA-Behandlung eine Reduktion auf 30-40 % des jeweiligen
Proteins im Vergleich zur Kontrolle auf (Abbildung 59, A, B). Damit lag die Depletionseffizienz im
vergleichbaren Bereich wie fiir die BIP siRNA-Behandlung (Abbildung 44, A, B). Im Fall der
GRP94 siRNA-Transfektion wurde eine leichte, sekundare Reduktion des Pdi-Proteins beobachtet (ca.
75-80 % Restprotein; Abbildung 59, A, B).
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Abbildung 59: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der siRNA-vermittelten Depletion verschiedener ER-
Chaperone fiir 48 h. A) Jeweils 6 x 10° HeLa-Zellen wurden in einer 6 cm Zellkulturschale (auf einem 25 mm
Deckglas) ausgesat und entweder mit 35 nM Kontroll, PDI, GRP94 oder CALR siRNA transfiziert (V.2.4.6.1).
Nach 24 h wurden die Zellen nachtransfiziert und weitere 24 h inkubiert. Nach 48 h Inkubation wurden die
Zellen geerntet, gezéhlt (V.2.4.3), lysiert und in LA&mmli-Probenpuffer fur 10 min bei 56 °C erhitzt sowie mit
,»Glasbeads* geschiittelt (20 min). AnschlieBend wurden die Proben mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt
(12,5 %iges PA-Gel), auf eine PVDF-Membran transferiert (V.2.1.4) und mit Hilfe einer Immundetektion
(V.2.1.5) und Densitometrie (V.2.1.7) analysiert. Zum immunologischen Nachweis wurden ein Kaninchen-anti-
Pdi-Antikorper, ein Kaninchen-anti-Grp94-Antikdrper sowie ein Kaninchen-anti-Calretikulin-Antikorper (je
1:500, in 3 % Magermilch) sowie ein sekundarer Cy5-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (1:1.000, in
3% BSA) verwendet. Als Ladekontrolle diente das Zytoskelettprotein B-Aktin, fir dessen Detektion ein
monoklonaler Maus-anti-p-Aktin-Antikorper (1:5.000, in 3 % Magermilch) und ein sekundérer Cy3-gekoppelter
Ziege-anti-Maus-Antikorper (1:1.000, in 3 % BSA) eingesetzt wurde. Die Visualisierung erfolgte jeweils mittels
Typhoon Trio™ Scanner. Die Proteinmenge pro Gelspur entspricht jeweils einer eingesetzten Zellzahl von
3 x 10°. B) Statistische Auswertung der in (A) dargestellten Depletionsansatze diverser ER-Chaperone fiir 48 h.
Es wurden die Quantifizierungen der Western-Blot-Spuren aller fiir diese Arbeit relevanten Experimente
einbezogen. Die Signale wurden jeweils durch das in der gleichen Spur bestimmte p-Aktin-Signal zur
Normierung dividiert. Der dargestellte Restproteingehalt (%) bezieht sich immer auf den Mittelwert der Kontroll
SiRNA (nicht gezeigt). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Die Anzahl analysierter
Banden ist am unteren Ende der Balken angegeben und entspricht der Anzahl technischer Replikate (biologische
Replikate: jeweils 6).

V1.3.6.2. Die Expressionsreduktion weiterer abundanter ER-Chaperone fihrt

nicht zur Steigerung des Ca?*-Leckstroms aus dem ER

Um einen potentiellen Einfluss der Reduktion der ER-Chaperone Pdi, Grp94 oder Calretikulin auf den
Ca’*-Leckstrom aus dem ER zu untersuchen wurden die jeweils depletierten HeLa-Zellen unter Punkt
V1.3.6.1 mit Fura-2 AM beladen (V.2.6.1) und in Ca**-freiem Puffer inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen mittels Ca*-, imaging“ untersucht, indem 1 min nach Messbeginn 1 pM Thapsigargin
appliziert und die zytosolische Ca**-Anderung fiir weitere 9 min beobachtet wurde.

Im Gegensatz zur BIP siRNA-Behandlung zeigten die Zellen nach Transfektion mit PDI, GRP94 oder
CALR siRNA keine Erhéhung des durch Thapsigargin demaskierten passiven Ca**-Ausstroms aus dem
ER. Im Fall der GRP94 sowie der PDI siRNA wurde sogar im Umkehrschluss eine geringe aber
signifikante Abnahme des Ca®*-Effluxes beobachtet (Abbildung 60, A, B). Wurde in einem analogen

Aufbau die Gesamtkonzentration an freiem Ca”* durch Zugabe von 5 M lonomycin kontrolliert,
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zeigte sich ebenfalls im Fall der GRP94 siRNA-Behandlung eine deutliche Abnahme der Menge an
freisetzbarem Ca®* (Abbildung 60, C, D). Dies kann auf eine verrringerte Ca**-Speicherkapazitat des
ER durch des Verlust des Ca**-bindenden Proteins zuriickzufiihren sein (Coe, 2009).
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Abbildung 60: Messung zytosolischer Ca**-Anderungen in Hela-Zellen nach Depletion verschiedener ER-
luminaler Chaperone (48 h). A) Untersuchung des Ca®*-Leckstromes aus dem ER nach Depletion von Pdi,
Grp94 und Calretikulin. HeLa-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) behandelten Deckglésern (25 mm)
ausgesat und entweder mit Kontroll, PDI, GRP94 oder CALR siRNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen
nachtransfiziert und weitere 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden diese mit 3,5 uM Fura-2 AM in DMEM
beladen, das Deckglas in die Messkammer eingespannt und zweimal mit Ca®*-freiem Puffer gewaschen. Die
Zellen wurden in Ca®*-freiem Puffer inkubiert und in den Strahlengang des iMIC Mikroskops eingesetzt. Nach
1 min wurde 1 uM Thapsigargin (TG) appliziert und fir weitere 9 min gemessen. Das Diagramm zeigt die
gemessene zytosolische Ca®*-Konzentration, welche gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die Kurven stellen den
Mittelwert sowie den Standardfehler der Messungen dar (CALR = Calretikulin). B) Statistische Analyse der
Anderung der zytosolischen Ca?*-Konzentration nach Zugabe von TG der in (A) dargestellten Experimente. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Experimente wurde ein
ungepaarter t-Test (V.2.7) durchgefuihrt. P-Werte < 0,05 oder < 0,001 wurden als signifikant definiert und durch
1 Stern (*) bzw. 3 Sterne (***) markiert, P-Werte > 0,001 wurden als nicht signifikant (n.s.) deklariert. Es
wurden je 9 unabhdngige Messung durchgefiihrt und stets 50-55 einzelne Zellen analysiert. Die Gesamtzahl
untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angegeben. C) Untersuchung der zellularen Gesamt-Ca®*-
Konzentration Pdi-, Grp94- und Calretikulin-depletierter HeLa-Zellen. Die Zellen wurden analog zu (A) vor-
bereitet und nach 1 min 5 uM lonomycin (lono) verabreicht sowie fir weitere 6,5 min gemessen. D) Statistische
Analyse der Anderung der zytosolischen Ca**-Konzentration nach Zugabe von lono der in (C) dargestellten
Experimente. Angegeben wurden Mittelwerte und Standardfehler. Zum Vergleich der Experimente wurde wie
unter (B) ein ungepaarter t-Test durchgefihrt. Es wurden jeweils 3 unabh@ngige Messung durchgefiihrt und stets
50-55 einzelne Zellen analysiert. Die Gesamtzahl untersuchter Zellen ist am unteren Ende der Balken angezeigt.
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V1.4. BiP-Sec61a-Interaktionsstudien

Es existieren bereits einige Daten, die eine Interaktion von BiP mit dem Sec61-Komplex vermuten
lassen. BiP wird zum einen durch eine Interaktion mit den ER-Membran-assoziierten Hsp40-
Cochaperonen Sec63 sowie ERj1 zum Translokon rekrutiert. Da Sec63 wiederum in einem Multi-
proteinkomplex zusammen mit Sec61a vorliegt und ERj1 mit translatierenden Ribosomen assoziiert,
kann zumindest von einer indirekten Bindung zwischen BiP zu Sec61a ausgegangen werden (Brodsky
und Scheckman, 1993; Dudek et al., 2005; Tyedmers et al., 2000). Sowohl Fluoreszenzquenching-
Experimente mit rauen Mikrosomen (Alder et al., 2005; Haigh und Johnson, 2002; Hamman et al.,
1998) sowie Einzelkanalmessungen mit Sec61-Proteoliposomen (Wirth et al., 2003), welche beide
einen inhibierenden Einfluss von BiP auf die lonenpermeabilitat des Sec61-Kanals zeigen, als auch die
zuvor gezeigten Ergebnisse der Ca-,imaging“-Experimente nach BiP-Depletion (V1.3.4), lassen
sogar eine direkte Interaktion schlieBen. Neuere Untersuchungen von Zellen mit einer Substitution von
Sec6la durch eine Sec6la-Y344H-Mutante zeigen eine UPR-Aktivierung (Lloyd et al., 2010;
Wheeler und Gekakis, 2012) sowie einen erhdhten Ca®*-Leckstrom aus dem ER. Da diese Effekte eine
Phanokopie der Auswirkungen nach BiP-Depletion darstellen und der besagte Aminosdureaustausch
in einer evolutionar konservierten, fur BiP potentiell zuganglichen ER-luminalen Schieifenregion von
Sec61a lokalisiert ist, deuten diese Daten ebenfalls auf eine Interaktion hin. Martin Jung zeigte
diesbezuglich mittels Peptidspot-Analysen sowie Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie, dass
BiP an ein synthetisches Peptid bindet, welches dem Bereich um den Aminoséurerest Y344 in der
besagten ER-luminale Schleife 7 entspricht, und dass diese Interaktion sowohl ATP-abhangig ist als
auch stark durch den Austausch von Y344 zu Histidin beeintrachtigt wird (Lang, 2012; Schauble et
al., 2012). Bislang wurde jedoch keine direkte Bindung in einem Zelllysat oder in intakten Zellen
nachgewiesen. Mit Hilfe der beschriebenen UV-induzierten in vivo Quervernetzung (V.2.1.11) oder
den Co-Prézipitationstechniken (V.2.1.9, V.2.1.10) wurde versucht die postulierte Interaktion von BiP
mit Sec61a zu detektieren.

Um eine Bindung mittels UV-induzierter in vivo Quervernetzung nachzuweisen wurden HeLa-Zellen
fur 24 h kultiviert und entweder mit BIP-His- oder zusatzlich SEC61Al1-Plasmid transfiziert
(V.2.4.6.2). Nach weiteren 24 h wurde das Kulturmedium durch LM-2 (+ pLeu und pMet) ersetzt und
weitere 24 h inkubiert. Die Zellen wurden abgeldst, in 1 ml PBS aufgenommen und mit UV-Licht
bestrahlt (V.2.1.11). AnschlieRend wurden die Zellen mittels Western-Blot (V.2.1.4) analysiert.
Sowohl nach Detektion von Sec61a als auch BiP-His wiesen die Western-Blot-Spuren der bestrahlten
Doppeltransfektionsansatze zusétzliche, héhermolekulare Banden auf, wobei in beiden Fallen ein
Addukt auf Hohe von ca. 120 kDa zu erkennen war. Ausgehend von den molekularen Massen der
beiden Proteine (Sec61a = 37 kDa im PA-Gel bzw. 53 kDa theoretisch; BiP = 70 kDa im PA-Gel bzw.
78 kDa theoretisch) entspricht diese Bande mdglicherweise einer Sec61a-BiP-His-Interaktion
(Abbildung 61, A). In einem zweiten Ansatz sollte diese Interaktion durch Co-Prézipitation mittels

Ni**-NTA-Agarose verifiziert werden. Hierzu wurden HeLa-Zellen in gleicher Weise wie zuvor mit
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BIP-His-Plasmid transfiziert (V.2.4.6.2) oder ohne weitere Behandlung kultiviert (48 h Expression)
und das zentrifugierte Zelllysat nach Ernte sowie Lyse der Zellen iiber Nacht (4 °C) mit Ni*"NTA-
Agarose inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen, die Ni*-Matrix gewaschen und
gebundenes Protein eluiert (V.2.1.9). Aliquots des jeweiligen Zelllysats, des Uberstandes sowie des
Eluates wurden mittels Western-Blot-Analyse (V.2.1.4; V.2.1.5) auf die Anwesenheit von BiP-His
bzw. Sec61a untersucht. Im Kontroll-Ansatz (unbehandelte Zellen) wurde wie erwartet kein BiP-His
nachgewiesen und Sec6la dementsprechend auch nur im Zelllysat sowie im Uberstand
wiedergefunden. Wurde jedoch BiP-His synthetisiert, welches der Bindung von His-Fusionsproteinen
an Ni**-beladene Oberflachen entsprechend auch in groRen Mengen im Eluat zu finden war, so wurde
auch eine deutliche Menge Sec6la co-prazipitiert (Abbildung 61, B). Diesen Ergebnissen zufolge
interagiert BiP mit der a-Untereinheit des Sec61-Komplexes.

Letztlich sollte eine direkte Interaktion der Proteine auf zelluldarer Ebene mittels nachfolgender
Massenspektrometrie-Analyse bestatigt werden. Hierflir wurden HelLa-Zellen wie bereits beschrieben
kultiviert und entweder mit Kontroll- oder BIP-Plasmid transfiziert (V.2.4.6.2) oder ohne weitere
Behandlung inkubiert (insgesamt 48 h Expression). Ein Teil der transfizierten Zellen wurde nach 24 h
mit LM-2 (mit photo-Aminosauren) weiterkultiviert und nach 24 h mit UV-Licht bestrahlt (V.2.1.11).
Danach wurden die Zellen geerntet, lysiert und tber Nacht bei 4 °C mit ATP-C3-Agarose inkubiert.
Die Proteine sowie dessen Quervernetzungsprodukte wurden mittels Elutionspuffer (Eluat 1) und
Hochsalz-Elutionspuffer (Eluat 2) von der ATP-C?-Agarose eluiert (V.2.1.10) und die Proben nach
SDS-PAGE (V.2.1.1) mit kolloidalem Coomassie (V.2.1.3) gefarbt. Aufgrund der geringen
Senstitivitat gegentiber einer Antikérperdetektion wurden nach UV-induzierter Quervernetzung neben
BiP in den Elutionsfraktionen nur zwei hohermolekulare Banden (oberhalb von 170 kDa) detektiert
(Abbildung 61, C). Diese waren bereits im Quervernetzungsansatz nach Co-Expression von BIP-His-
und SEC61A1 (Abbildung 61, A) am deutlichsten zu erkennen, jedoch nur mittels anti-His-Antikérper
und nicht mit anti-Sec61a-Antikorper detektierbar. Dennoch wurden diese Banden ausgeschnitten und
in einer Massenspektrometrie-Analyse untersucht (Durchgefiihrt durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Claudia Fecher-Trost). Hierbei wurde in beiden Fallen zwar das BiP-Protein identifiziert, allerdings
weder das Sec61a-Protein noch weitere Translokon-asssoziierte Proteine. Um das zuvor detektierte
Addukt auf Hohe von 120 kDa massenspektrometrisch analysieren zu kdnnen (welches mit héherer
Wahrscheinlichkeit zusdtzlich Sec61a enthilt), musste in einem vergleichbaren Experiment wie in
Abbildung 61, C eine weitaus hohere Zellzahl eingesetzt werden, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit

nicht mehr durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 61: Interaktion zwischen Sec61a und BiP. A) UV-induzierte in vivo Quervernetzung von Proteinen
(V.2.1.11). HeLa-Zellen wurden 24 h kultiviert und, wenn angegeben, entweder mit SEC61A1-, BIP-His-
Plasmid oder einer Kombination beider Vektoren transfiziert (V.2.4.6.2). Nach weiteren 24 h wurde das
Kulturmedium (DMEM) entfernt, mit PBS gewaschen und LM-2 (+ pLeu/pMet) hinzugegeben. Die Zellen
wurden weitere 24 h inkubiert, anschlieffend abgeldst und in 1 ml PBS aufgenommen (3,5 cm Schale). Die Zell-
suspension wurde auf einem Rotationsschittler mit einer 100 Watt Hochdruck-UV/Vis-Quecksilberlampe
(UVICO Longlife; Rapp OptoElectronic; Abstand: 4,5 cm) fur 15 min bestrahlt (V.2.1.11), die Zellen geerntet,
gezahlt (V.2.4.3) und lysiert (* = Quervernetzung von Interesse; - = weitere Quervernetzung). B) Co-Prazi-
pitation von BiP-His und Sec6la mittels Ni**-NTA-Agarose. HeLa-Zellen wurden 24 h kultiviert und, wenn
angegeben, mit BIP-His-Plasmid transfiziert. Nach weiteren 48 h wurden die Zellen geerntet, gezéhlt, lysiert und
das gereinigte Zelllysat tiber Nacht (4 °C) mit Ni**-NTA-Agarose inkubiert. Nach Abnahme des Uberstandes
wurden die Proteine 5 min bei RT eluiert. Ein Aliquot jedes Teilschrittes wurde aufbewahrt (Zelllysat
5*10° Zellen; Uberstand 2 5*10° Zellen; Préazipitat = 1*10’ Zellen). Alle Proben in (A) und (B) wurden in
Lammli-Probenpuffer erhitzt (10 min; 56 °C). Die Ansétze wurden anschlieBend mittels Western-Blot (V.2.1.4)
und Immundetektion (V.2.1.5) mit Kaninchen-anti-Sec61a- (1:200), bzw. -anti-BiP-Antikdrper (1:500) in
Kombination mit POD-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen-Antikdper (1:1.000) oder direkt mittels Anti-Penta-
His-HRP-Anti-kdrper analysiert sowie mittels des Lumi Imager F1 dokumentiert. Es wurden nur Bereiche von
Interesse angezeigt (SEC61A1 = SEC61A1-Plasmid; BIP-His = BIP-His-Plasmid). C) UV-induzierte in vivo
Quervernetzung in Kombination mit einer BiP-Prazipitation mittels ATP-Agarose (V.2.1.10). HelLa-Zellen
wurden wie unter (A) kultiviert und, wenn angegeben, mit Kontroll- (Ktrl) oder BIP-Plasmid (BIP) transfiziert
sowie, falls angezeigt, mit UV-Licht bestrahlt (V.2.1.11). Die Zellen wurden lysiert und tber Nacht (4 °C) mit
ATP-Agarose inkubiert und BiP sowie dessen Quervernetzungsprodukte in zwei Schritten (Elutionspuffer und
Hochsalz-Elutionspuffer) von der ATP-Agarose eluiert (V.2.1.10; Uberstand £ 2,5*10° Zellen; Prézipitat &
2*10° Zellen). Die Proben wurden mittels SDS-PAGE (V.2.1.1) aufgetrennt (10 %iges PA-Gel) und fir eine
Massenspektrometrie-Analyse mit kolloidalem Coomassie (V.2.1.3) gefarbt (M = Marker; kDa = Kilodalton).
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Die im Laufe der Evolution zunehmende Komplexitit von Zellen spiegelt sich besonders im Vergleich
von Prokaryoten und Eukaryoten wieder. Die erhohte intrazelluldare Organisation durch
membranumschlossene Kompartimente mit spezifischen Funktionen wie dem Nukleus, den
Mitochondrien, dem Golgi-Apparat oder dem endoplasmatischen Retikulum (ER) ermdglicht es der
Zelle verschiedenartige Prozesse, wie die Genregulation, den Energiehaushalt oder die Proteinfaltung
aufgrund definierter Milieus effizient und simultan zu bewerkstelligen (Mazzarello et al., 2003;
Mazzarello et al., 2009; Voeltz, 2002; Wolpert, 1995; Zorov et al., 1997). Dieser Aufbau erfahrt eine
weitere Entwicklung von Protozoen zu Metazoen, welche sich durch den Zusammenschluss
hochspezialisierter Zellen zu einem komplexen Zellverbund auszeichnen, der durch einen stetigen
Informationsaustausch charakterisiert ist. Neben der Ausbildung einer extrazellularen Matrix und dem
Besitz einer Vielzahl von Plasmamembranrezeptoren zur Transduktion extrazellularer Signale sind
Zellen hoherer Eukaryoten auch durch eine komplexe intrazellulare Signalweiterleitung gekenn-
zeichnet. Hierbei dient Ca?* als hocheffizienter, sekundarer Botenstoff, welcher im ER-Lumen
gespeichert wird und von dort aus kontrolliert freigesetzt werden kann (Clapham, 2007; Stewart et al.,
2004; Tisi et al., 2004). Gleichzeitig fungiert das ER als Biosyntheseort flir sekretorische und eine
Reihe von Membranproteinen. Nahezu alle Vorlauferproteine nutzen als Eintrittsort in den
Sekretionsweg die ER-Proteintranslokase mit dem heterotrimeren Sec61l-Komplex als Kern-
komponente (Zimmermann et al., 2011). Studien zufolge werden dem Sec61-Komplex Eigenschaften
eines unspezifischen lonenkanals zugeschrieben, was plausibel ist, da die Translokationspore einen
hydrophilen Innenraum mit einem Durchmesser von bis zu 6 nm aufweist (Simon und Blobel, 1991;
Wirth et al., 2003). Aufgrund des hohen Ca®*-Konzentrationsgradienten zwischen ER und Zytosol
muss daher die Permeabilitdt des Translokons streng kontrolliert werden. Auch wenn eine naszierende
Polypeptidkette wéahrend der Passage durch den Kanal vermutlich eine gewisse Permeabilitatsbarriere
bietet (Crowley et al., 1994), so scheint der Komplex sowohl in der friihen Phase der Translokation als
auch nach der Termination transient Ca**-lonen ins Zytosol entlassen zu kénnen (Alder et al., 2005;
Flourakis et al., 2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong et al., 2007). Gerade in
sekretorischen Zellen fiihrt diese Konstellation jedoch zu einer Diskrepanz, da durch die hohe
Translokationsrate ein verstirkter Ca®*-Ausstrom aus dem ER beginstigt wird. Ein derartiger
Leckstrom bedeutet nicht nur eine hohe Energieverschwendung fiir die Zelle, da zur Vermeidung einer
toxischen Phosphatprézipitation innerhalb des Zytosols ein Riicktransport von Ca** ins ER oder aus
der Zelle heraus iber Ca**-ATPasen (SERCA, PMCA) erfolgen muss. Ein unkontrollierter passiver
Ca”*-Efflux vermag ferner unspezifisch die intrazellulare Signaltransduktion zu aktivieren, indem
innerhalb von Ca**-Nanodoméanen um die Sec61-Porendffnungen IPs- bzw. Ryanodinrezeptoren als
Folge der sogenannten ,,calcium-induced calcium release* (CICR) 6ffnen und weiteres Ca®* aus dem

ER freisetzen und dadurch ganze Signalkaskaden in Gang setzen (Berridge et al., 2000; Clapham,
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2007; Foskett et al., 2007; Niggli, 1999). Die Aufrechterhaltung der Ca?-Homdostase hat somit
héchste Prioritét, nicht zuletzt, weil eine Reduktion von ER-luminalem Ca®* ebenso weitreichende
Folgen hat und u.a. zur Aktivierung des SOCE, dem Verlust der Faltungskompetenz (UPR-
Aktivierung) sowie einer Unfahigkeit der Retention vieler ER-luminaler Proteine fuhrt (Gallego-
Sandin et al., 2011; Hogan et al., 2010; Michalak et al., 2002; Sambrook, 1990; Wada et al., 1991).
Sowohl das zytosolische Ca*-CaM als auch das ER-luminale Chaperon BiP wurden anhand von
in vitro Untersuchungen als potentielle Kandidaten fiir die Regulation des Sec61-Komplexes postuliert
(Alder et al., 2005; Erdmann et al., 2011; Haigh und Johnson, 2002; Hamman et al., 1998). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion beider Proteine auf zellularer Ebene verifiziert und genauer
charakterisiert.

VI1.1. Charakterisierung der Funktionen von Calmodulin

Calmodulin (CaM) ist ein ubiquitares Ca®*-Sensorprotein im Zytosol eukaryotischer Zellen und spielt
nicht nur eine Rolle bei der Regulation von Ca**-Kanélen, sondern wurde auch im Zusammenhang mit
dem Proteintransport ins ER beschrieben. Dabei vermag es in letzterem Fall einerseits die
Signalpeptidpeptidase-gespaltenen Signalsequenzfragmente von Praprolaktin und vermutlich jene
weiterer préasekretorischer Proteine zu binden und hat einen direkten Einfluss auf den
posttranslationalen ER-Import von Polypeptiden, indem es in Form eines molekularen Chaperons
kleine, SRP-unabhdngige Vorlauferproteine in einer translokationskompetenten Konformation
stabilisiert (Cheung, 1980; Dick et al., 2008; Martoglio et al., 1997; Shao und Hegde, 2011c; Zuhlke
et al., 1999). Die Untersuchung der Funktionen von CaM beim Signalsequenz- sowie ,,tail-anchor‘-
abhangigen in vitro Import von Vorstufenproteinen ins ER bzw. in die ER-Membran sowie der
Regulation der Ca**-Homdostase des ER erfolgte iiber unterschiedliche Ansétze, wobei der Schwer-
punkt auf der Verwendung diverser CaM-Antagonisten lag. Neben den pharmakologischen Anséatzen,
wurde zur funktionalen Analyse zudem die cDNA von CAM-GFP Uberexprimiert (Scheschonka et al.,
2008) sowie die Genexpression von SEC61A1 durch siRNA- und Plasmidtransfektion manipuliert. Zur

Uberpriifung derartig behandelter Zellen wurden ferner Viabilitatsanalysen durchgefiihrt.

VII1.1.1. Diverse CaM-Antagonisten inhibieren den cotranslationalen
in vitro Proteinimport ins ER

Basierend auf in vitro Translokationsexperimenten der Arbeitsgruppe Zimmermann ist Ca** in hohen
Konzentrationen (ca. 600 M) in der Lage den Import von SRP-abhéngigen Vorstufenproteinen Gber
den Sec61-Komplex ins ER zu inhibieren, indem es vermutlich die strukturelle Dynamik des Sec61-
Komplexes einschrankt. Ca**-CaM hingegen bewirkt keine Hemmung, sondern hebt vielmehr durch

Pufferung von Ca*" diese Transportinhibition wieder auf (Erdmann et al., 2009; Erdmann et al., 2011).
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Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten CaM-Antagonisten Ophiobolin A, Trifluoperazin
(TFP), Calmidazolium (= R24571), Phenoxybenzamin und CaMKII sind alle in der Literatur als
etablierte CaM-Inhibitoren beschrieben, besitzen jedoch unterschiedliche Inhibitionsmechanismen.
Waéhrend Ophiobolin A beispielsweise kovalent an Lysinreste in der hydrophoben Substrat-
interaktionsdoméne von CaM bindet (Lys-75 und Lys-148) assoziiert das Phenothiazin TFP nicht-
kovalent, indem sich vier bis sieben TFP-Molekdile an definierte Regionen von CaM anlagern. Zur
CaM-Inaktivierung erfordert die Bindung beider Antagonisten dabei bevorzugt die Ca**-gebundene,
gestreckte Konformation von CaM, wodurch beide demnach in &hnlicher Weise mit der CaM-
Substrat-Interaktion interferieren (Feldkamp et al., 2010; Jan und Tseng, 2000; Kong Au und Chow
Leung, 1998; Meador et al., 1993; Ning und Sanchez, 1996; Vandonselaar et al., 1994). Wie
Ophiobolin A interagiert auch Phenoxybenzamin kovalent mit CaM wahrend Calmidazolium zwar
keine Atombindung eingeht, jedoch mit hoher Affinitat (Ky=2-3 nM) assoziiert (Johnson und
Wittenauer, 1983).

Die spezifische Inhibition von CaM sollte somit erwartungsgemal keinen negativen Einfluss auf den
Signalpeptid-abhangigen Transport ins ER ausiiben. Eine Transporthemmung konnte allenfalls durch
restliches Ca*" im Retikulozytenlysat erfolgen. Allerdings ist die physiologische Konzentration im
Zytosol mit 100 nM per se schon weit unter dem inhibitorischen Wert von 600 uM (Clapham, 2007;
Erdmann et al., 2011). Zudem wurde das verwendete Retikulozytenlysat (V.1.2) durch eine Ca?'-
abhangige Nuklease behandelt und diese anschlieBend mit 2 mM (Endkonzentration: 400 uM) des
Ca’*-Chelators EGTA inaktiviert (Pelham und Jackson, 1976). Wie an den Ergebnissen unter VI.1.1.1
zu sehen ist, wurde jedoch der cotranslationale invitro ER-Import der drei Modellsubstrate
Préaprolaktin (ppl), Prépro-a-Faktor (ppaF) sowie Praprocecropin A (ppcecA) konzentrationsabhéngig
durch Ophiobolin A, Phenoxybenzamin sowie Calmidazolium inhibiert (jeweils ab ca. 50 uM),
wéhrend TFP und CaMKII der anfanglichen Erwartung zufolge keine Auswirkungen zeigten
(Abbildung 21, A-C). Demnach wirken die drei CaM-Antagonisten offensichtlich CaM-unabhéngig
auf das ,targeting“ oder den ER-Import Uber den Sec6l-Komplex. Da Calmidazolium und
Phenoxybenzamin nicht nur die Prozessierung von pplgs zu pplse inhibierten, sondern auch in gleichem
MaRe die Quervernetzung zu Sec6la reduzierten (Abbildung 23, Tabelle 14), wird offensichtlich die
naszierende Polypeptidkette des RNC nicht in den Sec61-Komplex inseriert. Der posttranslationale
in vitro Import von ppcecA hingegen wurde durch die drei genannten CaM-Antagonisten lediglich
marginal, d.h. bei der hdchsten, getesteten Konzentration von je 200 uM inhibiert (Abbildung 24).
Demnach konnte der Effekt auf den Transport das ,,targeting” des RNC betreffen. Mdgliche Ziele
waéren hierbei Bestandteile des cotranslationalen Transportweges wie der SRP, der SRP-Rezeptor, die
M-, site des Ribosoms oder Bereiche der zytosolischen Schleifenregionen 6 und 8 des Sec61-
Komplexes, d.h. die Kontaktstellen fur das Ribosom (Becker et al., 2009; Ménétret et al., 2008). Die
ebenfalls leichte Hemmung des posttranslationalen Importes spricht dabei jedoch am ehesten fiir eine

direkte Bindung an den Sec61-Komplex, bei der zwar bevorzugt die Interaktion mit dem Ribosom
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gestort wird, allerdings auch zu einem gewissen Grad die Offnung des Kanals (,,gating®) bzw. die
Interaktion mit dem Signalpeptid von Vorlaufern behindert wird. Generell ist eine unspezifische
Wirkung der xenobiotischen CaM-Antagonisten nicht unerwartet, da u.a. fir Calmidazolium in der
Literatur bereits eine Reihe derartiger Effekte beschrieben wurden. So bewirkt dieser Inhibitor vor
allem oberhalb einer Konzentration von 10 uM CaM-unabhéngig den Anstieg des zytosolischen Ca?*-
Levels in MDCK-Zellen (,,Madin Darby Canine Kidney*) und hemmt ferner die Adenylatzyklase, die
Ca®*/Mg*-ATPase sowie CRAC-Kanéle in der Plasmamembran (Coelho-Sampaio et al., 1991; Harper
und Daly, 2000; Haunso et al., 2003; Jan und Tseng, 2000).

Ophiobolin A und Phenoxybenzamin zeigten in den in vitro Translokationsexperimenten zudem die
Eigenschaft, die Membran von Mikrosomen (RM) zu permeabilisieren, da das prozessierte Protein
sowohl beim cotranslationalen Transport (Abbildung 21, B) wie auch bei einer 15-minitigen
Nachbehandlung, &hnlich einer Detergenz-Behandlung, seine Proteaseresistenz verliert (Abbildung
22). Dieser permeabilisierende Effekt ist offensichtlich derart stark ausgepragt, dass der Vorlaufer im
Fall von ppaF wihrend der Translationsreaktion ins ER gelangen kann, was die enorm gesteigerte
Prozessierungseffizienz von 30 % auf ca. 80 % erklaren wirde. Das gleichzeitige Fehlen der
N-Glykosylierung wiederum ist vermutlich die Konsequenz der fehlenden Membranintegritét,
wodurch jegliches Ca** aus dem ER-Lumen verloren geht und damit die Faltungskapazitit der ER-
Chaperone reduziert wird (High et al., 2000; Kleizen und Braakman, 2004). Durch die Fehlfaltung
wird wahrscheinlich das N-Glykosylierungsmotiv nicht mehr exponiert, weswegen diese Modifikation
ausbleibt. Ophiobolin A ist in Experimenten mit Zellen sehr gut etabliert und weist auch hierbei in
ahnlichen Konzentration keine negativen Auswirkungen auf biologische Membranen auf, was sowohl
aus den Ca’*-,imaging“-Experimenten innerhalb dieser Arbeit als auch aus einer Reihe von Studien
anderer Labors hervorgeht (Chigri et al., 2005; Kong Au und Chow Leung, 1998; Leung et al., 1985;
Spehr et al., 2009; Tipton et al., 1977). Somit handelt es sich bei den beobachteten Effekten im
invitro System maoglicherweise um eine unspezifische Wirkung. Im Vergleich zu reinem Zytosol
weist das Retikulozytenlysat ein wesentlich oxidativeres Milieu auf, denn zum einen enthalten
Retikulozyten Lipooxygenase, welche Phospholipide angreifen kann und vermutlich beim Abbau von
Mitochondrien wahrend der Retikulozytenreifung involviert ist. Zum anderen enthalt das Lysat ER-
Ruckstande, welche durch die hohe Konzentration an oxidiertem Gluthation (GSSG) und dem relativ
niedrigen pH-Wert (pH 7,1) ebenfalls zu diesem Milieu beitragen kénnen (Chakravarthi et al., 2006;
Kim et al., 1998; Rapoport et al., 1979; Schewe et al., 1975). Unter diesen Bedingungen kénnten die
Eigenschaften der beiden CaM-Antagonisten derart beeinflusst werden, dass diese die
Permeabilisierung biologischer Membranen bewirken kénnen. Insbesondere Ophiobolin A &hnelt
strukturell dem Cholesterol und konnte sich daher unter geeigneten Bedingungen in biologische
Membranen einlagern (Colbeau et al., 1971). Eine direkte CaM-unabhéngige Aktivierung der

Lipooxygenenase wér ebenfalls vorstellbar.
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Weiterhin wurde beobachtet, dass der kompetitive CaM-Antagonist CaMKII eine Inhibition der
Proteinsynthese bewirkt, was madglicherweise auf eine Interaktion mit dem Ribosom oder mit
Initiationsfaktoren zuriickzuftihren ist, weswegen sich dieser CaM-Antagonist nicht fur die

cotranslationalen Transportexperimente eignet.

VI11.1.2. CaM-Inhibition begtinstigt den posttranslationalen in vitro Import
Signalsequenz-abhangiger Proteine ins ER

Wahrend die Xenobiotika im Gegensatz zum cotranslationalen Transport keine oder nur eine geringe
Inhibition auf den posttranslationalen Import ins ER aufweisen, zeigte der CaM-Antagonist CaMKI|
im posttranslationalen Modus sogar eine stimulierende Wirkung (ab 50 uM) auf ca. 200 %
Prozessierung im Vergleich zur Pufferkontrolle (Abbildung 24, Tabelle 14). Da es sich hierbei um ein
Peptid, korrespondierend zur CaM-Interaktionsdomane der Ca**/CaM-abhéngigen-Kinase Il handelt,
einem ubiquitéren, zytosolischen Protein, ist in diesem Fall grundsatzlich von einer spezifischen CaM-
Inhibition auszugehen. Auch wenn die Affinitit von CaM zu CaMKII bei gesattigten Ca®'-
Konzentrationen (10 mM) rund 30-fach stérker ist (K4 ~ 10 nM) als bei basalen Ca®*-Konzentrationen
von etwa 100 nM, ist im in vitro System (mit EGTA) eine CaM-Inhibition theoretisch méglich (Evans
und Shea, 2009). Die vier anderen CaM-Antagonisten bendtigen zur Entfaltung ihrer inhibitorischen
Wirkung eine vollstandig Ca**-aktivierte Konformation des CaM-Molekiils (Kong Au und Chow
Leung, 1998; Lukas et al., 1985; Sobieszek, 1989; Vandonselaar et al., 1994), was letztlich die
ausschlieBliche Wirkung von CaMKII erklaren wirde. Zudem ist auch eine Ca’’-unabhangige
Bindung von Calmodulin (Apo-CaM) denkbar (Rhoads und Friedberg, 1997) und auch eine
Restaktivitdt von endogenem CaM im Retikulozytenlysat trotz der Zugabe von EGTA nicht
vollstandig ausgeschlossen. Neuste Untersuchungen haben gezeigt, dass CaM im Sdugersystem unter
physiologischen Bedingungen (basale Ca”*-Konzentration) an die hydrophobe Signalsequenz von
posttranslational transportierten Substraten wie ppcecA bindet und diese in Form eines zytosolischen
Chaperons in einer translokationskompetenten Konformation stabilisieren kann, wodurch es
wesentlich zu deren ER-Import betrdgt. Durch CaM-Depletion des Lysates (iber eine Affinitatssaule
mit einem immobilisierten CaM-Bindepeptid wird ferner eine volistandige Inhibition des ppcecA-
Transportes erreicht, eine Tatsache, welche eine gewisse CaM-Aktivitat des hier verwendeten EGTA-
behandelten Retikulozytenlysats voraussetzt. Es wurde dariiber hinaus gezeigt, dass die Freisetzung
des Vorlaufers von CaM den zeitlich begrenzenden Faktor der Translokationsreaktion darstellt und
diese Reaktion durch Zugabe von 0,5 mM EGTA zusammen mit den RM nach der Translation den
ER-Import sogar beschleunigt (Shao und Hegde, 2011c). Ein vergleichbarer Effekt kann demnach
auch durch die Zugabe von CaMKIl angenommen werden, da dieser Inhibitor ebenfalls
posttranslational mit den RM hinzugegeben wurde und eine CaM-Inhibition in Form einer

kompetitiven Bindung zur stimulierten ppcecA-Freisetzung und damit zur gesteigerten Transport-
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effizienz fihren wirde. Ob dieser Effekt prinzipiell auch fiir die restlichen Antagonisten beobachtet
und der zuvor beschriebene Einfluss von CaMKII eventuell noch gesteigert werden kann, konnte in
analogen Ansdtzen getestet werden, in welchen nach der Translation, zusammen mit RM und den

jeweiligen CaM-Antagonisten Ca** in einer physiologischen Konzentration hinzugegeben wird.

VI1.1.3. CaM reguliert Ca**-abhangig die Insertion von ,tail-anchored*-
Proteinen in die ER-Membran

Wie bereits gezeigt wurde, (bt die Zugabe von Ca*-CaM keinen Einfluss auf den cotranslationalen
Proteintransport ins ER aus (Erdmann et al., 2011), jedoch wurde eine Auswirkung von CaM auf den
posttranslationalen Import ins ER beobachtet (Abbildung 24). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, ob CaM mdglicherweise auch die Membraninsertion von ,,tail-anchored“-Proteinen (TA-
MP) beeinflusst. Um eine aktive Konformation von CaM zu gewahrleisten und aufgrund der
posttranslationalen Insertion der TA-MP (Borgese und Fasana, 2011; Hegde und Keenan, 2011),
erfolgte die Zugabe von CaM stets in Anwesenheit von 600 pM Ca?" (theoretisch ca. 200 uM
aufgrund des enthaltenen EGTA). Weiterhin wurde bereits innerhalb der Arbeitsgruppe Zimmermann
gezeigt, dass Ca*" alleine, auch in hohen Konzentrationen (ca. 700 pM), keinen Einfluss auf die TA-
MP-Insertion hat (HalRdenteufel et al., 2011). Als Modelsubstrat wurde wie unter V1.1.1.3 beschrieben
Cytochrom b5 (Cyt b5) verwendet, welches zwar fakultativ mit Hilfe zytosolischer Hsc70-Proteine zur
ER-Membran dirigiert wird, jedoch im Gegensatz zu einem TA-MP wie Synaptobrevin 2 oder Sec61p
keinen Membran-stdndigen Rezeptor bendtigt. Zudem ist das ,targeting* der beiden letzteren iiber den
TRC40- bzw. SRP-Weg obligatorisch (Abell et al., 2004; Abell et al., 2007; Rabu et al., 2008; Vilardi
et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Membraninsertion von Cyt b5
durch Ca®*-CaM inhibiert wird. Dabei erfolgte bereits ab einer CaM-Konzentration von ca. 10 uM
eine vollstandige Inhibition (Abbildung 25), was auch etwa der physiologischen CaM-Konzentration
in Sédugetierzellen (HEK293-Zellen: 8,8 + 2,2 uM) entspricht (Black et al., 2004). Zudem wurde in
analogen Ansétzen jeweils einer der fiinf CaM-Antagonisten hinzugegeben, welche alle Ca?*-abhingig
mit einer Substratbindung von CaM interferieren. Jedoch wurde nur im Fall von TFP und CaMKII die
Ca**-CaM-vermittelte Inhibition der TA-Membraninsertion verhindert (Abbildung 25). Da alle
Inhibitoren in der Literatur jedoch vielfach beschrieben wurden und auf zelluldrer Ebene sowie in
Losung in der Lage sind CaM zu inhibieren, muss auch unter Berlicksichtigung der Ergebnisse des
Sec6l-abhdngigen invitro Transports unter VI.1.1.1 davon ausgegangen werden, dass zumindest
Effekte wie die Membranpermeabilisierung sowie auch die fehlende Fahigkeit CaM unter den
genannten Bedingungen zu inhibieren auf das in vitro Translationssystem mit Retikulozytenlysat
zuriickzuflhren sind. Auch sollte in diesem Zusammenhang nochmals bemerkt werden, dass unter den
genannten Bedingungen eben genau die drei CaM-Antagonisten eine Transporthemmung Signal-

sequenz-abhéngiger Substrate zeigten, die auch ihre CaM-Inhibitionsfahigkeit in den Untersuchungen
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zur TA-MP-Insertion verloren haben. Die Tatsache, dass jedoch die TA-Insertionshemmung durch
Zugabe der zwei vollig unterschiedlichen CaM-Antagonisten TFP (synthetisch) und dem Pseudopeptid
CaMKII (Evans und Shea, 2009; Vandonselaar et al., 1994) wieder aufgehoben werden kann spricht
wiederum fiir die Spezifitdt der Insertionsinhibition durch Ca®*-CaM. Diese ist nicht nur selbst
konzentrationsabhangig, sondern wird auch durch TFP konzentrationsabhéngig wieder aufgehoben.
Ferner kann die Glykosylierung und damit die Membraninsertion sogar um bis zu 300 % gesteigert
werden (Abbildung 25). Diese Tatsache liefert einen weiteren Hinweis, der fir eine Restaktivitat des
endogenen CaM spricht, tiber die schon unter VI1.1.2 spekuliert wurde. Dariiber hinaus ist eine Ca**-
unabhangige Interaktion durch Apo-CaM kein unbekanntes Phdnomen (Rhoads und Friedberg, 1997).
Da Cyt b5 ohne weitere zytosolische Faktoren in die ER-Membran inseriert (Anderson et al., 1983;
HaRdenteufel et al., 2011; Stefanovic und Hegde, 2007) deuten die Ergebnisse auf eine direkte
Interaktion von Ca?-CaM mit der hydrophoben Signalankersequenz von Cyt b5 hin, eine Tatsache,
die nicht véllig unerwartet ist, wurde doch gezeigt, dass Ca®*-CaM generell an amphiphile Helices
(Fisher et al., 1994) sowie an die hydrophobe, N-terminale Signalsequenz Sec61-abhédngiger
Vorstufenproteine bindet (Martoglio et al., 1997; Shao und Hegde, 2011c). Der Mechanismus der TA-
Insertionsinhbition durch Ca*-CaM wurde zudem in der Arbeitsgruppe Zimmermann mit vier
weiteren TA-Membranproteinen, Synaptobrevin 2, Sec61p, PTPIB und Ubc6 durch Sarah
HaRdenteufel verifiziert und ferner eine direkte Interaktion zwischen Synaptobrevin 2 und CaM
mittels Quervernetzungsexperimenten nachgewiesen (HalRdenteufel, 2011; HaRdenteufel et al., 2011).
CaM kann somit bei hohen zytosolischen Ca**-Konzentrationen die TA-MP-Insertion stoppen, was
moglicherweise fiir Proteine von Bedeutung ist, die an der Vesikelfusion (Di Giovanni et al., 2010; Hu
et al., 2002) oder der Apoptose (Hoyer-Hansen et al., 2007) beteiligt sind. Eine weitere Mdoglichkeit
wére die Abschirmung der hydrophoben Signalankersequenz vor unspezifischen Interaktionen sowie
der Aggregation im Zytosol und letztlich dem ,.targeting” zur ER-Membran, &hnlich der Funktion von
SRP, TRC40 oder Hsc70 bei der TA-MP-Insertion oder dem posttranslationalen ER-Import Sec61-
abhéangiger Substrate (Borgese und Fasana, 2011; Johnson et al., 2012; Zimmermann et al., 2011). Ein
vergleichbarer Mechanismus wurde kirzlich fur den posttranslationalen Transport von ppcecA (ber
den Sec61-Komplex beschrieben. Diese Untersuchungen zeigen ferner, dass eine Chaperonfunktion
durch CaM nur unter physiologischen Ca”*-Konzentrationen (ca. 100 nM) mdglich ist, wahrend
erhdhte Konzentrationen ber 100 uM ebenfalls zur Inhibition fuhren, mit dem Unterschied, dass
hierbei die Interaktion zwischen CaM und dem Polypeptidsubstrat offensichtlich beeintrachtigt wird
(Clapham, 2007; Shao und Hegde, 2011c). Um zu testen, ob es bei den TA-MP dennoch um einen
dhnlichen Mechanismus handelt, missten die oben genannten Experimente erneut unter

physiologischen Ca®*-Konzentrationen durchgefiihrt werden.
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VI1I1.1.4. Das Sec6la-1Q-Motiv ist nicht essentiell fiir den Proteintransport
und die Zellvitalitat

Als Grundlage fiir die Untersuchungen der Ca®*-Homdostase sowie des in vitro Proteintransportes in
das ER semi-permeabilisierter Zellen (SPZ) wurde ein in der Arbeitsgruppe Zimmermann etabliertes
SiRNA-Transfektionsprotokoll zur Depletion des Sec61a-Proteins verwendet und darauf basierend die
Komplementation der HelLa-Zellen mit Sec6la bzw. Sec61a-R24A/K29A (Sec61a-1Q-Mutante)
durchgefuhrt (Lang et al., 2012; Lang et al., 2011). Wie durch Sven Lang gezeigt wurde, flhrt die
Sec61a-Langzeitdepletion (120 h) mit zwei verschiedenen siRNAs bereits nach 96 h, dem Zeitpunkt
der maximalen Proteinreduktion (ca. 10 % Restprotein), zu einer beginnenden Reduktion der Viabilitét
von Hela-Zellen und resultiert letztlich in einem letalen Phénotyp, was somit bestétigt, dass das
Sec61a-Saugertierhomolog ein essentielles Protein in humanen Zellen darstellt (Lang, 2012). Ziel war
es nun diese Ergebnisse als Basis fir die funktionalen Analysen erfolgreich zu reproduzieren und zu
untersuchen, ob eine Rettung der Zellen mittels SEC61A1- bzw. SEC61A1-R24A/K29A-Expression
maoglich ist. Sowohl hinsichtlich der Proliferation als auch der zelluléren Integritat (\VV1.2.2.1) bestétigte
sich der degenerative Einfluss der Sec61a-Depletion auf die Zellen, welche nach 96 h bereits einen
Ruckgang der Zellzahl auf ca. 75 % im Vergleich zu Kontrollzellen aufwiesen, allerdings noch eine
durchaus hohe Viabilitat zeigten (> 90 %). Somit eignet sich dieser Zeitpunkt sehr gut fiir eine
Analyse der Proteinfunktion, wéhrend langer andauernde siRNA-Behandlungen zum Zelltod fuhren
(Lang, 2012). Die ER-Morphologie (VI1.2.2.3) wies nach 96 h SEC61Al siRNA-Behandlung
entsprechend auch keine lichtmikroskopisch sichtbaren Veranderung auf, was von ebenso groBRer
Bedeutung fiir die Interpretation der Ergebnisse der Untersuchungen ist. Eine Veranderung der
Struktur oder auch des Volumens des ER wirde hierbei auf gravierende Umverteilungen ER-
residenter Proteine hindeuten, Nebeneffekte die sich sowohl auf den Ca?*-Haushalt als auch den
Proteintransport Uber die ER-Membran auswirken kénnen (Puhka et al., 2007; Shibata et al., 2010;
Shibata et al., 2006). Eine wichtige Fragestellung war nun, ob durch Plasmid-Expression der
SEC61A1-cDNA eine funktionale Komplementation der Sec61a-depletierten HeLa-Zellen mdglich ist.
Durch Sven Lang wurde bereits gezeigt, dass mittels SEC61A1-Expression nach 96 h Sec6la-
Depletion eine partielle Rettung des in vitro Proteintransportes ins ER von SPZ erreicht und auch der
Level sekundér reduzierter Proteine wie Sec61p, Sec61y oder ERj1 wieder rekonstituiert wird (Lang,
2012). Dennoch héngt die Zellviabilitat von einer Vielzahl von Faktoren ab, weswegen Sekundar-
effekte nicht ausgeschlossen sind. Wie unter V1.2.2.2 gezeigt, wurden daher Langzeituntersuchungen
der Zellproliferation und der Plasmamembranintegritat diverser Rettungsansétze bis zu 144 h nach
siRNA-Behandlung durchgefuhrt. Der Proteinlevel lag nach Sec61a-Depletion bis zum Zeitpunkt
120 h bei ca. 20% und stieg anschliefend wieder an (40 %). Auch im Fall der Rettung mittels
SEC61A1- sowie SEC61A1-R24A/K29A-Plasmid befand sich der Sec61a-Gehalt nach 96 h bei ca.
80 %, reduzierte sich jedoch ab 120 h auf ca. 60 % (Abbildung 33). Beide Effekte sind auf die jeweils
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transiente Transfektionsprozedur zurlickzufihren. Die teilweise Wiederherstellung des Proteinlevels in
den SEC61A1-UTR siRNA behandelten Zellen riihrt zudem auch daher, dass die Transfektion mittels
Lipofektion stets unvollstandig ist (ca. 80 %), wie auch anhand der GFP-Fluoreszenz nach
Plasmidtransfektion in Abbildung 12 (V.2.4.6) zu sehen ist. Daher handelt es sich vermutlich bei
einem Teil der Zellen um eine Subpopulation untransfizierter Zellen, die durch den Besitz von
Sec61a-Protein einen Wachstumsvorteil besitzen. Fur Langzeituntersuchung ware eine stabile
Transfektion der HelLa-Zellen geeigneter, da so aufgrund des Selektionsdrucks praktisch alle Zellen
ein Plasmid enthalten.

Waihrend die Sec61a-depletierten Zellen ab dem Zeitpunkt 96 h stetig an Viabilitat verloren und deren
Proliferation stagnierte, bewegten sich beide Parameter im Fall der Zellen, die eines der SEC61A1-
Plasmide exprimierten, im Bereich der Kontrollzellen. Damit kdénnen zwei wichtige Erkenntnisse
festgehalten werden. i) Der letale Phéanotyp der Sec61a-Depletion kann durch SEC61A1-Expression
kompensiert werden, was nochmals die Spezifitdt der siRNA unterstreicht. ii) Darliber hinaus
reprasentiert die Sec61a-1Q-Mutante eine Sec61a-Kopie, welche unter Standardbedingungen gleicher-
mafen synthetisiert sowie in die ER-Membran intrigiert wird und alle Eigenschaften aufweist, um
ebenso ein Uberleben der humanen Zelllinie unter Standardbedingungen zu gewdahrleisten. Eine derart
essentielle Eigenschaft stellt auch der Proteintransport ins ER dar (Park und Rapoport, 2012). Daher
war es auch nicht verwunderlich, dass die Translokationseffizienz des Modelsubstrates ppl nicht nur in
den SEC61A1-, sondern insbesondere auch in den SEC61A1-R24A/K29A-tranfizierten Zellen nach
endogener Sec6la-Depletion (96 h) wieder entsprechend dem partiell wiederhergestellten Sec61la-
Proteinlevel (70-90 %) auf 80 % der Kontrollzellen rekonstituiert wurde (Abbildung 37, A, B). Wie
bereits von Martin Jung nachgewiesen wurde, bindet CaM in vitro Ca®*-abhangig das N-terminal
lokalisierte, zytosolische 1Q-Motiv von Sec6la, was durch die beiden Punktmutationen R24A und
K29A jeweils spezifisch inhibiert wird (Erdmann et al., 2011). Demnach kann auch davon
ausgegangen werden, dass auf zellulédrer Ebene keine Interaktion zwischen CaM und Sec6la-
R24A/K29A erfolgt. Den Untersuchungen dieser Arbeit zufolge wird durch den Aminoséureaustausch
an den beiden Positionen folglich nicht die Dynamik des Sec6l-Komplexes sowie dessen grund-
sétzliche Fahigkeit Ribosomen und Signalsequenzen zu binden beeintrachtigt. Allerdings wurde in
einem analogen Rettungsexperiment durch Sven Lang demonstriert, dass ein mit der Diabetes-
assoziierten Sec61a-Y344H-Mutante rekonstituierter Translokonkomplex auch in der Lage ist ppl
effizient zu transportieren, aber einen Transportdefekt fiir Substrate wie ppcecA oder ERj3 aufweist
(Schéuble et al., 2012). Daher miissten auch im Fall der Sec61a-1Q-Mutante weitere Vorléufer getestet
werden, welche weniger effiziente Signalsequenzen wie ppl besitzen und somit in ihrer Fahigkeit den
Translokationskanal zu 6ffnen potentiell beeinflusst werden (Kim et al., 2002; Schauble et al., 2012).
Da ein Fehlen von CaM im Retikulozytenlysat den posttranslationalen in vitro Transport von ppcecA,
nicht jedoch den cotranslationalen in vitro Transport des Prionproteins (Prl), tiber den Sec61-Komplex

inhibiert, koénnte das Sec61-1Q-Motiv als potentieller ER-Membranrezeptor flr zytosolische CaM-
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Substrat-Komplexe dienen (Shao und Hegde, 2011c). Eine Untersuchung des posttranslationalen
Transportes wirde daher auch weiteren Aufschluss Uber den besagten Mechanismus liefern.
Zumindest die posttranslationale Insertion des ,,tail-anchored“-Membranproteins Syb2 (Abbildung 37,
B) in die ER-Membran ist nicht durch das Fehlen des 1Q-Motivs betroffen. Auch wenn diese Tatsache
einen derartigen Mechanismus nicht génzlich ausschlief3t, spricht dies zumindest fir eine Redundanz
der zytosolischen ,targeting““-Systeme bezuiglich des posttranslationalen ER-Imports.

VI11.1.5. CaM reguliert den Sec61-vermittelten Ca**-Leckstrom aus dem ER
nach Termination der Proteinsynthese

Eine der wichtigsten Zielsetzungen dieser Arbeit war die Aufklarung der potentiellen Rolle von CaM
bei der Regulation der lonenpermeabilitit des humanen Sec61-Komplexes auf zelluldrer Ebene. Das
ER fungiert nicht nur als Eintrittsort flr neu synthetisierte Polypeptide in den Sekretionsweg und
organisiert deren Faltung und Sortierung, sondern stellt auch einen dynamischen Ca?*-Speicher fiir die
intrazelluldre Signalweiterleitung dar (Ashby und Tepikin, 2001; Berridge, 2002; Braakman und
Bulleid, 2011; Zimmermann et al., 2011). Wahrend dem Transport von Proteinen tber den Sec61-
Komplex muss daher die Permeabilitat fiir Ca** und andere kleine lonen streng kontrolliert werden.
Diese Permeabilitatsbarriere wird zwar vermutlich bei vollstdndiger Insertion und Passage einer
Polypeptidkette weitestgehend gewahrleistet (Crowley et al., 1994), allerdings ist der Kanal in der
frihen Phase der Translokation (Hamman et al., 1998) sowie nach Termination des Translokations-
prozesses permeabel fir kleine Molekile und lonen (Roy und Wonderlin, 2003). Wéhrend der Sec61-
Komplex von Hefen und Saugetieren unter derartigen Bedingung Eigenschaften eines lonenkanals
aufweist scheint der homologe bakterielle SecYEG keine Konduktivitat zu besitzen (Erdmann et al.,
2010; Harsman et al., 2011c; Lang et al., 2011; Saparov et al., 2007; Simon und Blobel, 1991; Wirth
et al., 2003). Eine Reihe von Studien zeigen anhand von Ca®*-Messungen in lebenden Saugetierzellen
und der Verwendung von Proteinsyntheseinhibitoren, dass die Proteintranslokase nach dem Transport,
unabhéngig von der Bindung eines Ribosoms, transient die Passage von Ca®*-lonen ins Zytosol
gestattet (Flourakis et al., 2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong et al., 2007; Van
Coppenolle et al., 2004), obwohl zumindest anhand von in vitro Experimenten das Hsp70-Chaperon
BiP als ER-luminaler ,,Pfortner” der Translokase postuliert wird (Alder et al., 2005; Haigh und
Johnson, 2002; Hamman et al., 1998). Dass allerdings auf zytosolischer Seite die alleinige Bindung
des Ribosoms nicht geniigt, ist in Anbetracht zweier Aspekte plausibel. i) Auch wenn in
Saugetierzellen der cotranslationale Proteintransport vorherrscht (Blobel und Dobberstein, 1975b;
Gorlich et al.,, 1992) musste zumindest unter posttranslationalen Bedingungen ein divergenter
Mechanismus genutzt werden. ii) Anhand aktueller Kryo-EM-Strukturen (Becker et al., 2009;
Ménétret et al., 2008) wird deutlich, dass zwischen der Porendffnung des Sec61-Komplexes und dem

assoziierten Ribosom ein Spalt mit ausreichender GroRe verbleibt, der die Diffusion von kleinen
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Molekiilen und lonen gewéhrt (Abbildung 62, A). Unter physiologischen Bedingungen kdnnten daher
auch insbesondere bei hohen Translokationsraten groRen Mengen Ca”" ins Zytosol freigesetzt werden.
Insbesondere im Bereich der Porendffnung von Ca*-Kandlen, bilden sich sogenannte Ca*'-
Nanodoménen, welche hohe Ca®*-Konzentrationen (ca. 10 uM) erreichen und so zur Offnung benach-
barter 1P;- oder Ryanodin-Rezeptoren (,,Ca**-induced Ca**-release; CICR) fithren konnen (Berridge,
2006; Berridge et al., 2000; Clapham, 2007). Dieser ca. 100 A umfassende Bereich reicht jedoch auch
aus, um mehr als zehn CaM-Molekiile zu beherbergen und deren Aktivierung zu bewirken (Naraghi
und Neher, 1997). Untersuchungen der Leitfahigkeit von rekonstituierten Proteoliposomen und rauen
Hundepankreasmikrosomen mittels Einzelkanalmessungen zeigen, dass die lonenpermeabilitat des
Sec61-Komplexes bereits durch Zugabe von 500 nM CaM (+ 13 mM Ca®*) inhibiert wird (Erdmann et
al., 2011). Sec6la weist ferner ein zytosolisch zugingliches IQ-Motiv auf, welches Ca*-CaM mit
hoher Affinitat (Kq im nM-Bereich) bindet (Erdmann et al., 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die Messung zytosolischer wie auch ER-luminaler Ca*'-
Anderungen gezeigt, dass der Ca®-Leckstrom aus dem ER sowohl durch CaM-Antagonismus
(Ophiobolin A und TFP) gesteigert (VI1.1.2.1; VI.2.4.1; VI1.2.4.3), als auch durch CAM-GFP-
Expression unterdriickt (VI1.1.2.3) werden kann. Die durch die CaM-Inhibition unmittelbar
hervorgerufene Efflux-Erhéhung war dabei derart stark ausprégt, dass eine vollstandige Kompensation
durch die SERCA offensichtlich nicht méglich war, was als Reduktion der ER-luminalen Ca*-
Konzentration beobachtet wurde (V1.1.2.2; VI1.1.2.4; VI1.2.4.2). Ferner wurde der Effekt der CaM-
Inhibition durch siRNA-vermittelte Depletion von Sec6lo gehemmt und somit gezeigt, dass der
limitierende Einfluss von CaM auf den Ca®*-Leckstrom aus dem ER tatsachlich auf Ebene des Sec61-
Komplexes erfolgt (VI1.2.4.1; V1.2.4.2; VI1.2.4.3). Bei dem nach 96 h Sec61a-Depletion beobachteten
Riickgang der zellularen Gesamtkonzentration an freiem Ca”* (Abbildung 39) handelt es sich
vermutlich um einen sekundaren Effekt, der keinen direkten Einfluss auf den passiven Ca®*-Ausstrom
hat, da auch nach 48 h siRNA-Behandlung bereits eine signifikante Reduktion des Sec61-vermittelten
Ca”*-Leckstroms gezeigt wurde (Abbildung 40, B, C). Ferner muss es sich bei dieser Ca**-Reduktion
nicht zwangslaufig um eine Abnahme von ER-luminalem Ca®* handeln. Da das ER unter anderem mit
Mitochondrien assoziiert ist und diese wiederum Ca®* aus dem ER aufnehmen kénnen (Lebiedzinska
et al., 2009), wire ebenso denkbar, dass nach maximaler Sec6la-Depletion und der damit
verbundenen Abnahme des passiven Ca®*-Ausstroms weniger Ca** durch die Mitochondrien
akkumuliert wird, was letztlich nach lonomycingabe in der Bilanz einen verminderten Ca”**-Gehalt
liefert. Durch die Verwendung ratiometrischer, ER-luminaler Ca**-Indikatoren, wie z.B. Mag-Fura-2,
konnte durch prazise Kalkulation der Ca’*-Konzentration im ER-Lumen untersucht werden, ob
tatsichlich eine Abnahme des Ca**-Gehaltes im ER nach Langzeitdepletion von Sec61a erfolgt.
RNAi-basierte Untersuchungen an Drosophila S2-Zellen zeigen ferner auch eine verringerte SOCE-
Aktivierung nach Sec61a-Depletion (Zhang et al., 2006). Dies bekraftigt nochmals die Ergebnisse zur

Analyse der Reduktion von Ca?* im ER nach Zugabe der CaM-Antagonisten und ferner der
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zusétzlichen SEC61A1 siRNA-Behandlung (V1.1.2.2). Trotzdem missen die Daten im Kontext der
Thapsigargin- und lonomycin-Experimente gesehen werden, da CaM sowohl PMCA als auch CRAC-
Kandle zu aktivieren vermag und die beobachteten Effekte somit unspezifisch sein kdnnten (Moreau et
al., 2005; Tidow et al., 2012). Wie anhand der vorangegangen Untersuchungen zu erwartet war, wurde
durch Expression der SEC61A1-cDNA der Phénotyp der Sec6la-Depletion wieder aufgehoben,
wodurch die Spezifitdt SIRNA-Behandlung bestétigt wurde. Basierend auf den Peptidspot-Analysen
wurden zwei Punktmutationen (R24A und K29A) in die SEC61A1-cDNA eingeflhrt, welche
innerhalb des zytosolischen 1Q-Motivs lokalisiert sind und in vitro essentiell fiir die Ca**-abhangige
Bindung von CaM sind (Erdmann et al., 2011). Die zelluldre Expression der SEC61A1-1Q-Mutante
war trotz einer dem Wildtyp vergleichbaren Proteinkonzentration nicht in der Lage den Wildtyp-
Phanotyp (Erhohter Ca**-Leckstrom nach CaM-Inhibition) wiederherzustellen. Vielmehr wiesen die
Zellen, die mit dieser Sec61a-Variante komplementiert wurden, unabhéngig von der Behandlung mit
CaM-Antagonisten, einen generell erhohten Ca®'-Leckstrom aus dem ER auf (VI1.2.4.3). Diese
Beobachtung bestétigt indirekt die Interaktion von CaM mit dem Sec61-Komplex auf zellularer
Ebene, da durch die defekte, invitro verifizierte CaM-Bindungsstelle, der gleiche Effekt auf den
passiven Ca®*-Ausstrom zu sehen war, der bereits durch CaM-Inhibition hervorgerufen wurde. Somit
handelt es sich bei Sec61a-R24A/K29A offensichtlich um eine ansonsten funktionale Sec61a-Kopie,
welche nicht mehr durch CaM reguliert werden kann und daher eine konstant erhdhte Ca*'-
Permeabilitit aufweist. Diese Tatsache wird ferner durch folgende Aspekte bekraftigt: i) Auch in
Kontroll siRNA-behandelten Zellen bewirkt die SEC61A1-R24A/K29A-Expression im Gegensatz zum
Wildtyp (in beiden Féllen ca. 150 % Proteingehalt) einen per se erhdhten Ca®*-Efflux, jedoch mit einer
gleichzeitigen Sensitivitdt gegentiber CaM-Antagonisten, was fiir eine Kooexistenz beider Sec61a-
Varianten in diesen Zellen spricht. ii) Sec6la-R24A/K29A-komplementierte Zellen sind unter
Standardbedingungen vollig vital und weisen zumindest beim ER-Import von ppl eine vollstandige
Translokationskompetenz auf. iii) Da diese funktionale Sec61a-Kopie auch keinen verstarkten ER-
Import bewirkt, ahnlich einer prl-Mutante (,,protein localization*), welche eine reduzierte Genauigkeit
der Signalpeptiderkennung aufweisen, indem sie die geschlossene Konformation des Translokations-
kanals destabilisieren (Trueman et al., 2011), scheint auch das ,,gating™ des Sec61-Komplex vom
geschlossenen in den offenen Zustand nicht beeinflusst zu sein. Diese Hypothese miisste jedoch
zusétzlich mit weiteren Modellsubstraten verifiziert werden, da sich Modulationen der Protein-
translokase oftmals substratspezifisch auswirken kénnen (Lang et al., 2012; Schauble et al., 2012).
Auch wenn der Proteinimport generell nicht beeinflusst ist, weisen SEC61A1-R24A/K29A-
komplementierte Zellen moglichweise einen erhéhten Energiebedarf auf, um passiv entweichendes
Ca”* Uber die SERCA zuriick ins ER zu pumpen. Daher kénnte zum einen der ATP-Verbrauch der
Zellen Uberpriift werden, indem [P*]-markiertes ATP ins Kulturmedium zugesetzt wird und

anschlielend die Radioaktivitat der Zellen quantifiziert wird. Ferner kann eine vergleichende Western-
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Blot-Analyse durchgefthrt werden, um eine potentielle Regulation des SERCA-Gehaltes zu
Uberprifen.

Letztlich stellt sich die Frage, wieso in Zellen mit erhdhtem Sec6la-Level (Kontroll SiRNA +
SEC61A1-Plasmid) kein verstarkter Ca®*-Leckstrom zu beobachten ist. Eine simple Erklarung liefert
hierbei die Tatsache, dass neben der Sec61a-Untereinheit zumindest die Sec61y essentiell ist und auch
die Sec61p entscheidend zur Transporteffizienz betrdgt (Park und Rapoport, 2012). Auch wurde eine
lonenkonduktivitat nur fir den heterotrimeren Sec61-Komplex gezeigt (Erdmann et al., 2011; Lang et
al., 2011; Simon et al., 1989; Wirth et al., 2003). Demnach bildet die porenbildende Sec6la-
Untereinheit vermutlich auch nur in Assoziation mit der a- und y-Untereinheit einen Ca**-permeablen
Komplex. Eine plausible Erklarung liegt in der Anzahl aktiver Translokasen, die auch bei erhohter
Konzentration von Sec61-Komplexen mit individueller Funktionalitat nicht alle angesteuert werden,
da entweder die Proteinsyntheserate (~ 6 AS-Reste/Sekunde) oder Komponenten der ,targeting-
Maschinerie, wie beispielsweise der SRP, begrenzend sind. Zumindest in Hefen liegt das Verhaltnis
von SRP zu Ribosomen bei ca. einem SRP pro 40 Ribosomen und invivo Untersuchungen der
Htargeting®“-Kinetiken in COS-1-Zellen zeigen, dass ca. 10 s bendtigt werden, um ein SRP-abhéngiges
Substrat an die ER-Membran zu dirigieren (Goder et al., 2000; Raue et al., 2007; Shao und Hegde,
2011c). Weitere Hinweise flrr die Spezifitdit des Mechanismus der Sec61-Regulation durch CaM
liefern zudem Bindungsstudien, die belegen, dass weder das zum [Q-Peptid korrespondierende
N-terminale Peptid des Hefe-Orthologs Sec61p noch des bakteriellen SecY in der Lage sind CaM zu
binden. Das 1Q-Motiv selbst ist jedoch in allen héheren Eukaryoten konserviert. Diese Tatsache ist
ferner plausibel, da Prokaryoten keine Ca®*-Signalweiterleitung vergleichbar zu Saugetierzellen
besitzen und auch in Hefen trotz dem grundsatzlichen Vorhandensein einer Ca®*-Homdostase, diese
Reaktionen wesentlich langsamer ablaufen und die Vakuole anstelle des ER als Hauptspeicher fiir
Ca’®* dient. Zudem besitzt das ER in Hefen neben der relativ niedrigen Ca**-Konzentration (< 10 pM)
weder IPs;,- oder Ryanodin-Rezeptoren noch ATPasen der SERCA-Familie. Daher ist trotz der
lonenpermeabilitdt des Sec61-Komplexes in Hefe vermutlich der Ca**-Leckstrom derart gering, dass
er keiner zusatzlichen Regulation durch CaM bedarf (Cui et al., 2009; Erdmann et al., 2011; Harsman
etal., 2011c).

Der Mechanismus der Ca®*-Leckstrom-Regulation durch CaM in Saugetierzellen kénnte demnach wie
folgt aussehen: Wahrend der Passage einer (naszierenden) Polypeptidkette durch den Sec61-Komplex
ist der Kanal weitgehend impermeabel fir lonen und kleine Molekile. ii) Nach Freisetzung der
Polypeptidkette ins ER-Lumen oder die ER-Membran ist der Sec61-Kanal noch ge6ffnet und demnach
transient permeabel fiir Ca®*. Diese ausstrémenden lonen aktivieren CaM-Molekiile in der sich um die
Porendffnung bildenden Ca®*-Nanodomiine und rekrutieren diese zum Sec61a-1Q-Motiv. iii) Durch
die Interaktion wird die Schliefung des Kanals induziert, der Ca**-Leckstrom minimiert und somit die
Permeabilitatsbarrie gewahrt. Der Struktur des Sec61-Komplexes zufolge wird der ,,pore plug™ durch

die Helix 2a von Sec6la gebildet, welche wiederum mit den TMD 1 und 2 verbunden ist. Da die
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Offnung des Kanals durch das Interkalieren der Signalsequenz zwischen TMD 2b und 7 erfolgt und
dadurch der ,,pore plug” aus dem Zentrum der Pore geriickt wird, wire aufgrund der unmittelbaren
Verbindung ein entgegengesetzter Einfluss der Ca*-CaM-Bindung an das 1Q-Peptid oberhalb der
TMD 1 auf diesen Mechanismus denkbar. Aufgrund der Aktivitdt von SERCA wird schliellich
zytosolisches Ca”** im Bereich des Sec61-Komplexes wieder ins ER zuriickgepumpt und damit
vermutlich indirekt die Dissoziation von CaM induziert, welches daraufhin wieder in einen neuen
Zyklus ubergehen kann. Studien zeigen diesbeziiglich eine Kollagensynthese-abhéangige Interaktion
von SERCA2b mit TRAMZ2, wobei letzteres eine 53 %-ige Sequenzhomologie zum Translokon-
assoziierten TRAM aufweist und ebenfalls als Komponente der Proteintranslokase postuliert wird.
Somit scheint SERCA in translokationsaktiven Regionen angereichert zu sein (Stefanovic et al.,
2004), was eine unmittelbare Entfernung von Ca®* aus den genannten Nanodoméanen plausibel
erscheinen lasst. Grundsatzlich ahnelt der Mechanismus der Ca?*-abhangigen CaM-Binding an Sec61a
der negativen Riickkopplung bei der sogenannten Ca®*-abhingigen Inaktivierung (,,Ca®*-dependent
inactivation®; CDI), einem verbreitetem Phdnomen bei diversen lonenkanélen (Dick et al., 2008;
Wang et al., 2008; Zuhlke et al., 1999). Da CaM auch in der Lage ist, die durch die SPPase
(Signalpeptidpeptidase) gespaltenen N-terminalen Signalpeptide von Vorlauferproteinen zu binden,
wiére auch eine zusétzliche Regulation der Dissoziation von Ca?-CaM vom 1Q-Motiv iiber einen
derartigen Mechanismus im Rahmen einer Translokation denkbar (Martoglio und Dobberstein, 1998).
Durch die Arbeitsgruppe von Prof. Volkhard Helms (Bioinformatik, Universitiat des Saarlandes)
wurde auf Basis der Kryo-EM-Struktur des Sec61-Komplexes mit gebundenem Ribosom (Becker et
al., 2009) und der Kristallstruktur des Ca**-gebundenen Calmodulin eine in silico Interaktionsanalyse
durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass Ca?*-CaM nahezu perfekt in die Liicke zwischen Ribosom und
Sec61-Komplex passt, was nicht nur einen weiteren Beleg fur die Plausibilitdt dieses Mechanismus
liefert, sondern ferner auch zeigt, dass CaM und Ribosomen simultan an den Sec61-Komplex binden
kénnen (Abbildung 62, A, B). Letzteres geht auch mit der Tatsache konform, dass Ca®*-CaM nicht mit
dem cotranslationalen Import von Proteinen ins ER interferiert (Erdmann et al., 2011).

Um der Frage nachzugehen, welche Ursache der initiale, sukzessive Anstieg der zytosolischen Ca*'-
Konzentration nach Behandlung mit CaM-Antagonisten hat, konnen aufgrund der vielfaltigen
Funktionen von CaM nur Spekulationen angestellt werden. Ein naheliegender Schluss wére jedoch
eine indirekte Hemmung der PMCA, welche im Gegensatz zu Ca®*-Austauschern (NC(K)X) eine hohe
Ca**-Affinitdt besitzt und dazu beitragt den Ca®*-Ruhelevel im Zytosol aufrechtzuerhalten. Da die
PMCA durch Ca*-CaM aktiviert wird, die Ergebnisse innerhalb dieser Arbeit jedoch auch zeigen,
dass die SERCA den erhohten Ca**-Efflux nach CaM-Inhibition nicht kompensieren kann, wére eine
langsame Akkumulation von Ca* im Zytosol plausibel (Blaustein et al., 2002; Clapham, 2007;
Monesterolo et al., 2008).
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Ca®"-Calmodulin

IQ-Motiv

Sec61-Komplex

Abbildung 62: Molekulares Modell des Sec61-Ribosom-Komplexes A) ohne und B) mit gebundenem Ca?'-
Calmodulin (nach Erdmann et al., 2011). Die Kryo-Elektronenmikroskopiestruktur des Sec61-Komplexes
(Sec61a = rot; Sec61p = lila; Sec61y = rosa) aus S&ugetierzellen mit assoziiertem Ribosom (Becker et al., 2009)
wurde verwendet, um die potentielle Interaktion von Ca?*-Calmodulin (Kristallstruktur; griin) mit dem Sec61a-
IQ-Motiv (gelb) mit Hilfe einer ,docking“-Analyse zu Uberpriifen. Hierbei wurde zuerst die Interaktion mit
Ca**-Calmodulin in Abwesenheit des Ribosoms tberpriift. Die 50 energetisch giinstigsten Interaktionsmodi
wurden ausgewahlt und die Strukturen verworfen, die mit der ER-Membran oder dem Ribosom kollidieren. Die
tbrigen Strukturen waren sehr ahnlich und zeigten alle eine Interaktion des C-terminalen CaM-Bereichs mit dem
IQ-Motiv. Durch Vorhersage der Position der ER-Membran wurde zudem gezeigt, dass das 1Q-Motiv
zytosolisch zugénglich ist. AuBerdem wird durch die CaM-Bindung die Licke zwischen Ribosom und Sec61-
Komplex ausgefillt ohne die Translokationspore zu blockieren, was somit eine CaM-Bindung bei simultaner
Translokation theoretisch ermdglicht.

Kirzlich wurde gezeigt, dass eine Sec62-Depletion ebenfalls zur Steigerung des passiven Ca?'-
Ausstroms aus dem ER fiihrt und einen generell erhéhten, zytosolischen Ca®*-Level hervorruft
(Greiner et al., 2011b; Lang, 2012). Sec62-Reduktion inhibiert ferner die Migrationsfahigkeit diverser
Karzinomzellen und erhéht generell die Sensitivitat gegenliber ER-Stress durch Thapsigargin (Greiner
et al., 2011a). Die besagten Effekte werden durch die Behandlung mit den beiden CaM-Antagonisten
Ophiobolin A und TFP imitiert (Markus Greiner, persénliche Mitteilung). Da Sec62 als Translokon-
assoziierte Komponente auch den Proteintransport ins ER beeinflusst (Lakkaraju et al., 2012; Lang et
al., 2012; Tyedmers et al., 2000) konnte es ebenfalls die Permeabilitat des Sec6l-Komplexes
beeinflussen, indem entweder durch direkte Interaktion mit dem Translokon oder durch Beteiligung an
der Rekrutierung von CaM zum 1Q-Motiv dessen Offnungswahrscheinlichkeit moduliert. Ein weiterer
Hinweis fiir eine Ca®*-abhangige Regulation stellen die zwei putativen, im N-Terminus identifizierten
EF-Handmotive dar, welche nicht nur die Resistenz gegeniiber Thapsigargin, sondern vielmehr
vermutlich die Ca®*-modulierbare Interaktion von Sec62 mit Sec6la beeinflussen (Markus Greiner

und Martin Jung, personliche Mitteilung).
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VII.2. Exotoxin A inhibiert die Offnung des Sec61a-Komplexes

Exotoxin A (ExoA) ist ein bakterielles Toxin aus Pseudomonas aeruginosa, welches uber Endozytose
in Sdugetierzellen aufgenommen wird und retrograd mit Hilfe eines C-terminalen KDEL-Motivs ins
ER gelangt. Von dort aus wird es schlieBlich ins Zytosol exportiert, wo es den eukaryotischen
Elongationsfactor 2 (EF2) durch eine ADP-Ribosylierung inhibiert (Jackson et al., 1999; Pavlovskis et
al., 1978). Ahnlich wie eine Reihe weiterer Exotoxine, (z.B. Ricin oder Choleratoxin) ist auch ExoA
in der Lage, als ERAD-Substrat maskiert, den Sec61-Komplex als Exportkanal zu nutzen, jedoch
weitgehend einer proteasomalen Degradation im Zytosol zu entgehen (Koopmann et al., 2000; Lord et
al., 2005; Schmitz et al., 2000; Simpson et al., 1999). ExoA ist nicht nur zusammen mit Sec6la
prazipitierbar, sondern auch in der Lage mit dem Export antigener Peptide und sogar als nicht-toxische
Form (,,non-toxic*“ ExoA) mit dem eigenen Export (des aktiven ExoA) zu interferieren (Challa et al.,
2007; Giodini et al., 2009; Koopmann et al., 2000). Ferner vermag es auch die lonenpermeabilitat des
Sec61-Komplexes zu modulieren, indem es von zwei Hauptdffnungszustdnden denjenigen mit hoher
Konduktivitét inhibiert (Wirth et al., 2003). Innerhalb dieser Arbeit wurde ein inhibierender Einfluss
der ExoA-Behandlung auf den Ca®*-Leckstrom aus dem ER beobachtet (Abbildung 43, A, B). Die
ExoA-Konzentration von 5 pg/ml entspricht dabei etwa der von Wirth et al. verwendeten
Konzentration (30 nM) (Wirth et al., 2003), allerdings wurde die Toxin-Ldsung aufgrund der
Verwendung intakter Zellen, im Gegensatz zu den Versuchen mit Proteoliposomen (mit
rekonstituiertem Sec61-Komplex), zur Erh6hung der biologischen Aktivitat, vor der Applikation auf
37 °C erwarmt. Zudem wurden die Zellen vor der Demaskierung des Ca®*-Leckstroms zunichst
10 min mit dem Toxin inkubiert, um eine Internalisierung und den Transport durch den
Sekretionsweges bis zum ER zu ermdglichen. Ubereinstimmend mit den bisherigen Daten und
entsprechend der Annahme, dass ExoA unter zelluldren Bedingungen an den Sec61-Komplex bindet
und dessen dynamisches Gleichgewicht zum geschlossenen Zustand verschiebt, zeigte auch die
Messung der Gesamtkonzentration an freiem zellulirem Ca*" mittels lonomycin keinen Ca**-Verlust,
sondern vielmehr eine geringe, jedoch signifikante Erhoéhung gegeniiber der Pufferkontrolle
(Abbildung 43, C, D). Da die Zellen im Ca®*-freien Puffer (0,5 mM EGTA) kein weiteres Ca*
akkumulieren kénnen, spricht dieser Unterschied fiir einen (schnelleren) Verlust von ER-luminalem
Ca”*" in den Kontrollzellen durch den generellen Ca**-Leckstrom aus dem ER, welcher in HeLa-Zellen
mit einer Flussrate von 100-200 uM/min nicht unerheblich ist. Zwar wird ein GroRteil des Ca** durch
die Aktivitat der SERCA wieder ins ER-Lumen zurtickbefordert, jedoch bewirkt die PMCA auch eine
Freisetzung von Ca®* in den extrazellularen Raum, welches dort durch die hohe EGTA-Konzentration
chelatiert wird. Da der Sec61-Komplex in HeLa-Zellen zu etwa 60 % zum Ca®*-Leckstrom beitragt,
wire eine Reduktion des Ca?*-Ausstroms in ExoA behandelten Zellen aufgrund einer Modulation des
Kanals denkbar (Camello et al., 2002; Lang et al., 2011; Strehler und Treiman, 2004).

Die Daten bestdtigen daher die postulierte Bindung von ExoA an den Sec61-Komplex, welcher

infolgedessen nicht mehr vollstandig 6ffnen kann und eine geringere Permeabilitét fiir Ca®* aufweist.
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Innerhalb der Arbeitsgruppe Zimmermann wurde anhand von Sec61a-Peptidspot-Analysen gezeigt,
dass ExoA an die gleiche ER-luminale Region von Sec6la (,,loop* 7) bindet wie das BiP-Protein
(Martin Jung, personliche Mitteilung). Da BiP die lonenpermeabilitit des Sec61-Komplexes in vitro
reduzieren kann, wére daher eine vergleichbare, jedoch irreversible Modulation des Translokons durch
das ExoA vorstellbar (Alder et al., 2005; Hamman et al., 1998). Neuere Untersuchungen zeigen
zudem auch eine spezifische Bindung des ExoA an Peptide korrespondierend zum I1Q-Motiv von
Sec61a, welche durch Zugabe von Ca**-CaM kompetierbar ist (Martin Jung, personliche Mitteilung).
Welche physiologische Bedeutung diese Modulation durch ExoA jedoch hat, misste in zukiinftigen
Untersuchungen geklart werden. Eine weitere offene Frage betrifft die relativ kurze Behandlungsdauer
der HeLa-Zellen mit ExoA. Da das Toxin erst Gber die Plasmamembran aufgenommen und schlieBlich
Uber Endosomen, Golgi-Apparat und COPI-Vesikel ins ER gelangen muss, konnte die Zeit nicht
ausreichen, um zum Sec61-Komplex zu gelangen. Untersuchungen verschiedener Exotoxine zeigen,
dass ExoA zumindest nach 1 h bereits eine 96 % Proteinsynthesehemmung in Maus LM-Fibroblasten
hervorruft (Saelinger et al., 1985). Da dieser Effekt bereits stromabwaérts und somit zeitlich nach der
Sec61-Modulation erfolgt, ist eine Internalisierung innerhalb von 10 min nicht unwahrscheinlich. Um
dies zu Uberprufen koénnte eine fluoreszenzmarkierte ExoA-Variante verwendet werden, mit deren
Hilfe die Aufnahme ins ER mikroskopisch nachverfolgt wird bzw. kénnte nach Aufhahme von ExoA
eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie fixierter Zellen durchgefiihrt werden. Ferner ware auch eine Co-
Immunoprazipitation von Sec6la mit radioaktiv-markiertem ExX0A nach 10-mindtiger Behandlung
von HelLa-Zellen, vergleichbar zur VVorgehensweise durch Koopmann et al., denkbar (Koopmann et
al., 2000).

VI11.3. Charakterisierung der Funktionen von BiP

Von allen ER-luminalen Faltungsenzymen stellt das Hsp70-Chaperon BiP nicht nur eines der
abundantesten Proteine des ER dar (Mayer und Bukau, 2005; Weitzmann et al., 2007), sondern weist
auch eine Vielzahl wichtiger Funktionen zur Aufrechterhaltung der ER-Homdostase auf. Hierzu zéhlt
die Assoziation mit neusynthetisierten und fehlgefalteten Polypeptiden und damit die Beteiligung an
der Qualitétskontrolle von Proteinen (Blount und Merlie, 1991; Bukau et al., 2006; Kassenbrock et al.,
1988; Kleizen und Braakman, 2004). Ferner besitzt BiP eine wichtige Rolle beim co- sowie
posttranslationalen Proteintransport tber die ER-Membran (Klappa et al., 1991; Lang et al., 2012;
Matlack et al., 1999; Nicchitta und Blobel, 1993; Tyedmers et al., 2003). Dabei erfolgt offensichtlich
nicht nur eine Interaktion mit dem Importsubstrat, sondern auch direkt mit dem Translokon, da BiP
in vitro die lonenpermeabilitit der Translokase zu reduzieren vermag (Alder et al., 2005; Haigh und
Johnson, 2002; Hamman et al., 1998; Wirth et al., 2003). AulRerdem dient es als eines der wichtigsten
Ca”*-bindenden ER-Proteine auch direkt der Pufferung von ER-luminalem Ca* (Coe, 2009;

Lievremont et al., 1997; Michalak et al., 2002). Die Bedeutung fur die ER-Homdostase wird nicht
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zuletzt auch durch die Tatsache bekréaftigt, dass das molekulare Chaperon an der ER-assoziierten
Proteindegradation (ERAD) beteiligt ist und ein Hauptregulator der UPR ist (Beggah et al., 1996;
Bertolotti et al., 2000; Chillaron und Haas, 2000; Sitia und Braakman, 2003). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde zunéchst die BIP siRNA-Behandlung von HeLa-Zellen hinsichtlich ihrer Spezifitat mit
Hilfe einer Plasmid-gestiitzten Rettung durch Untersuchung der Zellproliferation und der UPR-
Induktion wberprift. Aullerdem wurde der Einfluss der BIP-Expressionsmodulation auf den
Proteintransport ins ER und inshesondere auf die Ca**-Homdostase des ER analysiert. Zuletzt wurde

versucht die potentielle Interaktion zwischen BiP und Sec61a auf zelluldrer Ebene nachzuweisen.

VI11.3.1. Die siRNA-vermittelte BiP-Depletion fuhrt zur UPR-Aktivierung
und Inhibition der Zellproliferation

Zur Depletion des BiP-Proteins wurden HelLa-Zellen basierend auf einem etablierten RNAi-Protokoll
mit zwei verschiedenen siRNAs gegen die BIP-mRNA transfiziert (Cappel, 2011; Schauble et al.,
2012). Wie unter Punkt VI1.3.1 dargestellt, gelang es den zelluldren BiP-Gehalt nach 48 h bereits
durchschnittlich auf ca. 30 % und nach 72 h auf ca. 25 % im Vergleich zur Kontrolle zu reduzieren.
Die Reduktion befand sich dabei im Rahmen der erwarteten Effizienz (Cappel, 2011). Die Zellen
zeigten ab 96 h eine rucklaufige BiP-Depletionseffizienz, eine Beobachtung die ebenfalls bereits in
friheren Arbeiten gemacht wurde (Cappel, 2011; Suzuki et al., 2007) und auch in dahnlicher Weise im
Rahmen der Sec61a-Depletion festgestellt wurde. Allerdings erfolgte im Fall der SEC61A1 siRNA-
Behandlung erst nach 144 h Inkubation wieder ein Anstieg des Sec61a-Levels (Abbildung 33, C). Die
Zunahme des BiP-Gehaltes nach bereits 96 h ist demnach offenbar nicht ausschlieflich auf die
transiente siRNA-Transfektion zuriickzufiihren. Vielmehr wird vermutlich die BIP-Expression infolge
der BiP-Depletion induziert, da das Chaperon unter der Kontrolle der UPR steht (Li und Lee, 2006).
Diese Vermutung geht auch konform mit Beobachtungen friiherer Studien, in denen gezeigt wurde,
dass eine BIP siRNA-Behandlung bereits nach 48 h eine Aktivierung der UPR bewirkt (Cappel, 2011,
Suzuki et al., 2007). Entsprechend wurde auch im Rahmen dieser Arbeit eine Synthesesteigerung der
drei UPR-regulierten Chaperone Grp94, Grp170 und ERj3 (Craven et al., 1996; Eletto et al., 2010;
Shen und Hendershot, 2005) nachgewiesen (Abbildung 44, C, Abbildung 51, D). Waéhrend
Suzuki et al. jedoch bereits nach 24 h BIP siRNA-Transfektion in HelLa S3-Zellen eine Grp94-
Synthesesteigerung auf 300-400 % beobachteten, zeigten die HeLa-Zellen innerhalb dieser Arbeit erst
nach 48 h einen erhdhten Grp94-Level, der zudem nur bei ca. 175% lag. Diese unterschiedliche
Auspragung und zeitliche Abweichung ist wahrscheinlich auf die génzlich unterschiedlichen
Transfektionsbedingungen beider Studien zuriickzufuhren. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit
wurden 2°-O-Methyl-Ribonukleotid modifizierte siRNAs verwendet, welche zudem gegen andere
MRNA-Zielsequenzen gerichtet sind (vgl. Tabelle 3). AufRerdem wurden hohere siRNA-

Konzentrationen (400 nM) sowie ein anderes Transfektionsreagenz eingesetzt (Suzuki et al., 2007).
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Dass eine BiP-Reduktion zur UPR-Aktivierung fiihrt macht auch in molekularbiologischer Hinsicht
Sinn, da BiP als Regulator der UPR im Ruhezustand an die drei Membran-standigen UPR-Mediatoren
Irel, PERK und ATF6 bindet, diese reprimiert und infolge erhéhter Proteinfehlfaltung von diesen
dissoziiert (Bertolotti et al., 2000; Oikawa et al., 2009; Shen et al., 2002a). Eine Rekrutierung zu
fehlgefalteten Proteinen kommt im Rahmen der UPR-Aktivierung demnach einer BiP-Reduktion
gleich. Zur Untersuchung der ER-Stress-Induktion wurden typische Marker aus zwei verschiedenen
UPR-Wegen auf transkriptionaler Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Hierzu gehort die mRNA des
proapoptotischen Proteins CHOP, deren Expression infolge der Aktivierung des PERK-Weges (iber
den phosphorylierten elF2a und den Transkriptionsfaktor ATF4 induziert wird, und des Weiteren die
gespleiBte mRNA des Transkriptionsfaktors Xbpl (XBP1-spl), die nach Aktivierung von Irel durch
Spaltung von XBP1 generiert wird (Malhi und Kaufman, 2010; Schréder und Kaufman, 2005). Beide
Transkripte wurden nach BiP-Reduktion im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen um 400-600%
erhdht vorgefunden (Abbildung 50), eine Beobachtung, die auch in dhnlicher Weise in friiheren
Studien sowohl nach siRNA-Behandlung als auch spezifischer Spaltung von BiP mittels Subtilase-
Zytotoxin gemacht wurde (Suzuki et al., 2007; Wolfson et al., 2008). Ein weiteres Phdnomen einer
starken sowie persistierenden UPR-Aktivierung ist die Inhibition der Zellproliferation und schlieRlich
die Induktion der Apoptose (Kim et al., 2006; Luo et al., 2006; Oyadomari und Mori, 2004). Wie
unter Punkt VI1.3.2.1 dargestellt zeigten die BIP siRNA-transfizierten Zellen trotz der relativ frih
einsetzenden UPR erst eine Wachstumshemmung nach 72 h, welche nach 96 h bei ca. 50 % der
Kontrollzellen lag. Eine vergleichbare Inhibition der Zellproliferation wurde auch in anderen Studien
nachgewiesen, wobei in diesen Untersuchungen zudem nach 24-48 h erste Anzeichen einer Apoptose
detektierbar waren (Cappel, 2011; Morinaga et al., 2008; Morinaga et al., 2007; Suzuki et al., 2007).
Zwar wurde die Spezifitat der BiP-Depletion durch Verwendung verschiedener siRNAs und durch
Subtilase-Behandlung bereits in verschiedenen Studien validiert, allerdings wurde bislang keine
erfolgreiche Komplementation der siRNA-vermittelten BiP-Reduktion durch Expression der BIP-
cDNA beschrieben. Das Rettungsexperiment bildet nicht nur den ,,Goldstandard* der Kontrolle von
siRNA-Behandlungen, sondern ermdglicht nach erfolgreicher Wiederherstellung des Wildtyp-
Phénotyps ferner die Expression beliebiger Mutanten und homologer Varianten, um deren
Funktionalitat zu Gberprifen. Wie zuvor beschrieben zeigten HelLa-Zellen nach 96 h BIP siRNA-
Behandlung nicht nur eine deutliche Steigerung des CHOP- bzw. XBP-SP1-Gehalts, sondern auch
eine ca. 50 %-ige Reduktion der Zellzahl. Diese Phanotypen wurden durch die zuséatzliche
Plasmidexpression der BIP-cDNA wieder entsprechend dem Proteinlevel nahezu vollstandig gerettet,
wodurch nochmals die Spezifitat der sSiRNA-Behandlung wie auch die Anwendbarkeit der Plasmid-
Komplementationsprozedur bestatigt wurde. Dass insbesondere im Fall von XBP-SP1 trotzdem noch
eine leichte Erhéhung (ca. 200 %) gegeniiber der Kontrolle detektierbar war, liegt vermutlich an der
hohen Sensitivitat der XBP-SP1-Induktion, welches im Gegensatz zu CHOP bereits als ungespleilite

Form vorliegt und unmittelbar durch Irel gespalten wird (Calfon et al., 2002). Wie bereits erwéhnt
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liegt die Effizienz der Plasmid-Expression nur bei maximal 80-90 %. Daher erfolgt auch keine
Rettung aller BiP-depletierten Zellen, auch wenn die Zellzahl dies impliziert. Vielmehr verbleibt
vermutlich ein Anteil ausschlieBlich siRNA-transfizierter Zellen von etwa 5-10 %, was die restliche
UPR-Aktivierung erklaren wirde.

Kar2 war nach heterologer Expression der cDNA in HeLa-Zellen, trotz der zuvor bestatigten,
physiologischen Konzentration im Vergleich zu endogenem BiP (V1.3.1.3), nicht in der Lage die
Phénotypen infolge der BiP-Depletion zu retten. Sowohl die reduzierte Proliferation als auch die UPR-
Induktion waren beide in ihrer Auspragung nicht von jenen BiP-depletierter HeLa-Zellen zu unter-
scheiden (V1.3.2). Da Kar2 als Hefeortholog eine hohe Homologie zu BiP (67 %) besitzt (Rose et al.,
1989) und auch in vielerlei Hinsicht funktionale Gemeinsamkeiten zu BiP aufweist, wie die
Bedeutung fur die Zellviabilitat (Normington et al., 1989), die Funktion als ER-luminales Hsp70-
Chaperon (Machamer et al., 1990) sowie die Rolle beim Proteinimport ins ER (Boisramé et al., 1998;
Matlack et al., 1999), wére eine Komplementation des BiP-Verlustes durch Kar2 nicht unerwartet
gewesen. Diese Vermutung wird zudem durch die Tatsache bekréftigt, dass BiP im Umkehrschluss in
der Lage ist, eine temperatursensitive, letale Kar2-Mutante in S. cerevisiae zu komplementieren
(Normington et al., 1989). Eine plausible Erklarung fur diese Unfahigkeit zur Rettung ware, dass Kar2
ein geringeres Spektrum an Substraten zu binden vermag als BiP. Da die Substratspezifitat durch die
Assoziation mit Hsp40-Cochaperonen bestimmt wird (Marcinowski et al., 2011), in Hefen jedoch
bislang nur vier ERj-Proteine (Sec63p, Scjlp, Jemlp und Erj5p) identifiziert wurden und nicht wie in
Séugetierzellen sieben ERj-Proteine (Zimmermann, 2009), koénnte diese mangelnde Substrat-
interaktion einer inkorrekten J-Doménen-Interaktion mit diversen Sduger-spezifischen ERj-Proteinen
zugrundeliegen. Generell scheinen J-Doménen zwischen Hsp40-Cochaperonen ersetzbar zu sein,
sofern diese mit funktional verwandten bzw. homologen Hsp70-Chaperonen interagieren (Nicoll et al.,
2007). Ferner wurde sogar gezeigt, dass beispielsweise Dnal aus E. coli die ATPase-Aktivitit von
Hsc70 aus S&ugetierzellen stimulieren kann (Minami et al., 1996). Jedoch sind Hsp40-Cochaperone
hinsichtlich der Assoziation mit bestimmten Hsp70-Chaperonen nicht uneingeschrankt gegeneinander
austauschbar (Brodsky et al., 1993). Bei der Interaktion mit bestimmten Hsp40-Cochaperonen spielen
spezifische Bereiche innerhalb der NBD von Hsp70-Chaperonen eine entscheidende Rolle (Vembar et
al., 2010). Demnach fehlt Kar2 mdglichweise die Fahigkeit insbesondere funktional mit diversen ERj-
Proteinen der Saugetierzelle zu interagieren, welche keine entsprechenden Orthologe in der Hefe
besitzen. Somit kann Kar2 diverse Funktionen in HelLa-Zellen nicht korrekt auszufiihren, was die
fehlende Aufhebung des Wachstumsdefekts und der UPR-Induktion erklaren kdnnte. Nicht zuletzt
konnte in Untersuchungen zur lonenpermeabilitat des Translokons gezeigt werden, dass BiP, jedoch
nicht Kar2, die Permeabilitat der Translokationspore zu reduzieren vermag und hierfiir die Interaktion
mit einem bislang nicht bekannten ERj-Protein von Bedeutung ist. Kar2 zeigte zudem bei

gleichzeitiger Zugabe mit BiP einen dominant-negativen Effekt (Alder et al., 2005). Auf den Aspekt
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der Sec6l-Regulation durch BiP wird jedoch in einem spéteren Teil (VII.1.5) detaillierter
eingegangen.

Neben Kar2 waren auch die beiden BiP-Mutanten R197E und R197H nicht in der Lage den Phanotyp
infolge der endogenen BiP-Depletion zu retten, sondern zeigten daruiber hinaus sogar eine Verstarkung
der UPR-Induktion sowie der Zellproliferationshemmung (Abbildung 49, B; Abbildung 50) Ein
negativer Einfluss auf das Zellwachstum wurde auch bereits nach 48 h beobachtet, einem Zeitpunkt,
bei dem die effiziente BiP-Depletion alleine noch keine Reduktion der Zellproliferation bewirkte
(Abbildung 49, C), was somit den dominant-negativen Effekt zusdtzlich bestétigt. Die beiden
etablierten BiP-Mutanten weisen einen Austausch des positiv geladenen Argininrests 197 zu einem
neutralen (His) bzw. negativ-geladenen (Glu) Aminoséurerest auf. Beide Varianten sind dadurch nicht
mehr in der Lage mit der J-Doméane von Hsp40-Cochaperonen zu interagieren (Awad et al., 2008),
was letztlich vermutlich einen dhnlichen Effekt auf die spezifische Interaktion mit Substraten zur
Folge hat, wie bereits zuvor fiir Kar2 postuliert wurde. Diese Tatsache alleine erklart jedoch nicht den
dominant-negativen Effekt. Hsp40-Cochaperone stimulieren generell die ATPase-Aktivitdt von
Hsp70-Chaperonen und stabilisieren damit die Substratinteraktion von BiP. Durch die Erniedrigung
der positiven Ladung in an Position 197 innerhalb der NBD wird die Interaktion mit der SBD
destabilisiert und die intrinsische ATPase-Aktivitdit von BiP erhdht, was somit eine irreversible
Stimulation durch ein Hsp40-Cochaperon imitiert. Dadurch sind beide Mutanten nahezu unféhig
gebundene Substrate wieder freizusetzen (Awad et al., 2008). Unter zellularen Bedingungen hat diese
Konstellation gravierende Auswirkungen, da durch das Unvermdgen einer Substratfreisetzung BiP-
Substrat-Komplexe im ER akkumulieren und damit sogar den ER-Stress fordern. Die Abhangigkeit
von der Ladung des Aminosaurerestes erklért auch den starkeren Effekt der BiP-R197E-Mutante, da
durch das negativ geladene Glutamat, im Vergleich zum neutralen Histidin, eine noch gréfRere
AbstoRung der beiden Domanen voneinander bewirkt wird.

Beide BiP-Mutanten waren ferner unfihig den Sec6l-vermitteln Ca**-Leckstrom aus dem ER zu
reduzieren (V1.3.4.5). Durch den verstarkten Ca®*-Ausstrom ins Zytosol oder in die Mitochondrien
kann zudem eine Apoptose induziert werden. Dies erfolgt entweder direkt durch Aktivierung von
Caspase-12 iber die Ca’*-abhdngige Calpainprotease im Zytosol, welche wiederum die Caspase-
9/Caspase-3-Kaskade aktiviert, oder infolge einer Ca®*-Uberladung von Mitochondrien, wodurch
proapoptotische Faktoren wie Cytochrom ¢ ins Zytosol freigesetzt werden (Rasheva und Domingos,
2009; Rizzuto et al., 2009).
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VI11.3.2. Reduktion von BIP durch siRNA fuhrt zur UPR-vermittelten
Steigerung des ER-Importes

In diversen in vitro Studien wurde BiP/Kar2 bereits als entscheidende Komponente beim co- wie auch
posttranslationalen Proteinimport in das ER von Hefe- und Saugetierzellen beschrieben (Brodsky et
al., 1995; Matlack et al., 1999; Tyedmers et al., 2003; Vogel et al., 1990; Young et al., 2001). BiP
spielt dabei nicht nur eine Rolle bei der Komplettierung der Translokation, einem Schritt der die
Interaktion Uber die J-Doméne des Translokon-assoziierten, membrangebundenen Hsp40-Cochaperons
Sec63 erfordert (Lyman und Schekman, 1995), sondern fordert ferner den vektoriellen Transport ins
ER, indem es direkt an importierte Substrate bindet, diese in Form einer molekularen Ratsche am
Zurlckrutschen ins Zytosol hindert und sie durch sukzessive Assoziation und Dissoziation vollstdndig
ins ER-Lumen befordert (Rapoport et al., 1999; Tyedmers et al., 2003). Auf Ebene semi-
permeabilisierter HeLa-Zellen wurde gezeigt, dass eine vollstdndige enzymatische Spaltung von BiP
durch die Subtilase einen substratspezifischen Defekt auf den Sec61-abhéngigen in vitro Import ins
ER austbt. Zudem bewirkt das Toxin auch in vivo eine Inhibition der Sekretion von Immunglobulinen,
wahrend es den Export bestimmter Interleukine oder von Albumin unter gleichen Bedingungen nicht
beeintrachtigt (Hu et al., 2009; Lang et al., 2012). Das etablierte Modellsubstrat Préprolaktin (ppl)
zeigt dabei infolge der BiP-Depletion keine Abnahme der Translokationseffizienz wohingegen der
Import des Vorlaufers von ER]j3 géanzlich inhibiert wird (Lang et al., 2012). Eine spezifische Mutation
eines hochkonservierten Tyrosinrestes zu Histidin (Y344H) in der ER-luminalen Schleife 7 von
Sec61a, welche Diabetes mellitus infolge von ER-Stress und Apoptose in B-Zellen des Pankreas in
Mausen hervorruft, bewirkt beim invitro Transport ins ER von HelLa-Zellen einen phanotypisch
gleichen, substratspezifischen Importdefekt wie im Fall der genannten BiP-Depletion. Ferner bindet
BiP ATP-abhangig an ein Peptid mit einer Aminosduresequenz korrespondierend zur Sequenz der
besagten ER-luminalen Schieife, welche den Tyrosinrest 344 einschlieBt. Diese Interaktion erfolgt
jedoch nur noch mit signifikant erniedrigter Affinitat, wenn dieser Rest zu Histidin mutiert wird
(Lang, 2012; Lang et al., 2012; Schauble et al., 2012). Demnach interagiert BiP vermutlich in
Sédugetierzellen direkt mit Sec61a und moduliert den Sec61-Komplex, indem es Bindungsenergie flr
Substrate liefert, deren Signalpeptid nicht in der Lage ist die Translokationspore eigensténdig zu
offnen. Hierfiir spricht auch eine Studie, die zeigt, dass die ER-Importeffizienz von Substraten mit
ineffizienter Signalsequenz wie dem Prionprotein (PrP), nicht jedoch von ppl, durch 30-minutigen ER-
Stress mittels DTT reduziert wird und diese Signalsequenzabhéangigkeit direkt mit der Verfligbarkeit
von ER-luminalem BiP zusammenhéangt. Da BiP unmittelbar nach DTT-Behandlung an fehlgefaltete
Proteine bindet, nimmt die Fraktion I6slicher BiP-Molekiile signifikant ab und ist demnach nicht mehr
fir den Import BiP-abhéngiger Substrate verfligbar (Kang et al., 2006). Diese Substratspezifitat
scheint somit in der Signalsequenz verankert zu sein, welche trotz der hohen Diversitat basierend auf

Sequenzanalysen einen hohen evolutiondren Konservierungsgrad aufweisen. Ppl stellt dabei eines der
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wenigen Vorlauferproteine dar, die sehr effizient importiert werden und weitgehend unabhéngig von
akzessorischen Proteinen wie TRAM oder dem TRAP-Komplex sind (Fons et al., 2003; Kim et al.,
2002; Voigt et al., 1996). Hierbei zeichnet sich die Tendenz ab, dass effiziente Signalpeptide generell
langer als ca. 25 AS sind und eine héhere Anzahl positiv geladener Aminosaurereste aufweisen (Fons
et al., 2003; Voigt et al., 1996; Johanna Dudek, personliche Mitteilung). Da insbesondere PrP unter
ER-Stress anféllig fur eine Aggregation ist, dient dieser substratspezifische, als ,,pre-emptive
quality control“ (pQC) bezeichnete Mechanismus, als Schutz vor einer Uberlastung des ER (Kang
2006).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde anstellte eines Translokationsdefektes ein statistisch
signifikanter Anstieg des ERj3-Importes ins ER semi-permeabilisierter HeLa-Zellen auf ca. 170 %
infolge einer siRNA-vermittelten BiP-Depletion fiir 48 h (ca. 25 % Restprotein) beobachtet. Der
Import von ppl und Syb2 hingegen war nur marginal bzw. gar nicht betroffen (Abbildung 51, A-C).
Die unvollstandige ERj3-Glykosylierung unter diesen Bedingungen kénnte entweder durch mangelnde
Faltungskapazitat des ER aufgrund der BiP-Reduktion bedingt sein oder lediglich die im Vergleich zur
gesteigerten Importrate langsamer ablaufende Aktivitat der Oligosaccharyltransferase widerspiegeln.
Grundsatzlich ist es jedoch wichtig nochmals darauf hinzuweisen, dass zu diesem Zeitpunkt bereits
eine deutliche UPR-Aktivierung beobachtet wurde (Abbildung 44, C, Abbildung 51, D). Da ERj3
stark abhéngig von BiP, Sec63 als auch Sec62 ist und auch dem oben genannten Trend entsprechend
ein kurzes, hydrophobes und demnach ineffizientes Signalpeptid besitzt, wére den bisherigen Daten
zufolge eine Inhibition der Translokation zu erwarten gewesen. Da jedoch immer noch 25 %
Restprotein vorhanden sind, kénnte diese Menge ausreichen, um ERj3 noch effizient zu importieren.
Diese Tatsache erklart allerdings nicht die gesteigerte Importeffizienz. ER]j3 stellt neben seiner BiP-
Abhéngigkeit jedoch auch ein UPR-reguliertes Hsp40-Cochaperon des ER dar (Shen et al., 2002b),
was unter den gegebenen Umsténden einen Sonderfall bildet, wodurch mdglicherweise die BiP-
Abhéngigkeit umgangen werden kann. Wie in Abbildung 51, D dargestellt wiesen dieselben HelLa-
Zellen, die fiir den in vitro Transport verwendet wurden nach 48 h BiP-Reduktion auch eine endogene
ERj3-Synthesesteigerung von ca. 300 % auf. Da die Translokationsreaktion im Retikulozytenlysat
erfolgt, welches nicht von der UPR-Reaktion betroffen ist, spielen Ifsliche, zytosolische Proteine
somit wahrscheinlich keine Rolle. Ferner ist nach 48 h BIP siRNA-Behandlung weder der zelluldre
Sec61a- (Abbildung 55) der Sec63- (Lang, 2012) noch der Sec62-Gehalt (Markus Greiner, personliche
Mitteilung) verdndert und nimmt somit zumindest stéchiometrisch keinen Einfluss auf die
Translokation. Wie unter Punkt Abbildung 44, C gezeigt wurde ist allerdings die Grp170-Synthese auf
ca. 175 % erhoht. Nach Dierks et al. 1996 wird Grpl70 neben BiP eine Rolle beim ER-Import
zugeschrieben (Dierks et al., 1996) und kénnte somit alleine oder zusammen mit dem Ubrigen BiP-
Protein den Import stimulieren. Ein derart geringer BiP-Gehalt kdnnte ferner ausreichend sein, da
dieses aufgrund der artifiziell induzierten UPR nicht an fehlgefaltete Proteine bindet. Neben den

genannten Proteinen kénnten zudem potentiell eine Reihe weiterer Translokon-assoziierter Proteing,
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wie z.B. TRAM, der TRAP-Komplex oder ERj1, unter UPR-Bedingungen einen positiven Einfluss auf
den ERj3-Import und andere UPR-regulierten Proteine nehmen. Da ERj3 neuesten Untersuchungen
zufolge auch trotz seiner GrolRe SRP-unabhangig importiert werden kann konnte die Information fur
den bevorzugten Import gegeniiber dem eigentlich sehr effizienten ppl demnach entweder allein in der
Signalsequenz oder zuséatzlich in der reifen Region verankert sein. Aufgrund der evolutiondr hohen
Konservierung von Signalsequenzen sowie deren spezifischer Regulierbarkeit, wér es auch nicht
verwunderlich, wenn diese Sequenzen noch mehr Information tragen als bisher gedacht (Kim et al.,
2002; Stefan Schorr, personliche Mitteilung). Um festzustellten, ob nach UPR-Induktion moglicher-
weise auch eine Entkopplung der BiP-Abhéngigkeit erfolgt, konnte nach 48 h BIP siRNA-
Transfektion eine 2-stiindige Subtilase-Behandlung durchgefiihrt werden, um den BiP-Gehalt
vollstdndig zu reduzieren und entsprechende Zellen in einem analogen Transportexperiment

untersucht werden.

V11.3.3. BiP fungiert als ER-luminaler Regulator des Sec61-Komplexes

Wie bereits erlautert reprasentiert der Sec6l-Komplex einen der wichtigsten Ca®*-Leckkanale,
insbesondere in sekretorischen Zellen wie HelLa-, HSG- (,human salivary gland*), LNCaP
(,,lymph node carcinoma of the prostate*) oder Pankreas-Zellen, welche eine hohe Translokationsrate
von Proteinen ins ER aufweisen (Flourakis et al., 2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Ong et
al., 2007; Van Coppenolle et al., 2004). Diese Permeabilitat fir Ca** wurde nicht nur elektro-
physiologisch bestatigt, sondern es wurde auch gezeigt, dass CaM Ca?*-abhéngig an das 1Q-Motiv im
zytosolischen N-Terminus von Sec6la bindet und dadurch die lonenpermeabilitdt des Sec61-
Komplexes reduziert (Erdmann et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Mechanismus auf
zellulérer Ebene verifiziert und weiter charakterisiert (VV1.1.2; VI1.2.4). Dabei spielt die Regulation
durch CaM aufgrund der Ca**-Abhéngigkeit vermutlich nur nach Termination der Translokation eine
Rolle, da in diesem Fall Ca*" transient iiber Sec6la austreten kann, wie anhand Freisetzung der
naszierender Polypeptidketten mit Puromycin demonstriert wurde (Amer et al., 2009; Flourakis et al.,
2006; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002). Es wurden ferner Untersuchungen zur lonen-
permeabilitat der Translokase durchgefiihrt, welche auf der Verwendung rauer Mikrosomen mit
arretierten Translokationsintermediaten unterschiedlicher Lange basieren und deren Zuganglichkeit im
Translokationskanal mit Hilfe eines Fluorophors innerhalb der Polypeptidkette bestimmt wurde. Da
dessen Fluoreszenzintensitdt durch Ionen stark reduziert wird (,fluorescence quenching®), konnte
anhand dieser Messungen gezeigt werden, dass das ER-luminale BiP die Translokase vor der Insertion
der Polypeptidkette sowie in der frihen Phase der Translokaktion (~ 70 AS-Reste) von der luminalen
Seite aus gegeniber lonen zu schlielen vermag (Alder et al., 2005; Hamman et al., 1998). Ferner
wurde auch mittels Einzelkanalmessung eine Inhibition der lonenkonduktivitat des in Liposomen
rekonstituierten Sec61-Komplexes durch BiP-Zugabe beobachtet (Wirth et al., 2003).
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Wie schon im Rahmen der Untersuchungen von CaM stellte sich auch hier die Frage, ob der
Mechanismus der Sec61-Regulation durch BiP auf zelluldrer Ebene gezeigt und weiter charakterisiert
werden kann. Der BiP-Proteinlevel in HeLa-Zellen wurde mittels siRNA-Transfektion reduziert und
anschlieRend der Ca®*-Leckstrom sowie der zellulare Ca**-Gehalt per Ca*- imaging“ untersucht.
Bereits nach 24 h siRNA-Behandlung (ca. 60 % Restprotein) war ein signifikant erhdhter Ca*'-
Ausstrom zu beobachteten, welcher entsprechend einem BiP-Level von 30 % nach 48 h nochmals
deutlich gesteigert war (Abbildung 52). Ferner wurde dieser verstarkte Ca**-Leckstrom auch direkt
durch Messung von ER-luminalem Ca®* nachgewiesen (Abbildung 54).

Simultane siRNA-vermittelte Reduktion von Sec61a bewirkte hingegen eine deutliche Inhibition des
BiP-Depletionsphénotyps (Abbildung 56). Demnach fungiert BiP tatséchlich als Regulator des Sec61-
Komplexes auf zelluldrer Ebene. Wie in Abbildung 15 gezeigt ist, wird durch Induktion von ER-Stress
durch DTT oder Tunicamycin ein vergleichbarer Effekt hervorgerufen. Sven Lang konnte
diesbezliglich nachweisen, dass dieser durch ER-Stress erhohte Ca®*-Ausstrom ebenfalls auf Ebene
des Sec61-Komplexes erfolgt und somit vermutlich die Folge einer endogen reduzierten Verfligbarkeit
an BiP ist, welches durch Rekrutierung zu fehlgefalteten Proteinen vom Sec61-Komplex diffundiert
(Lang, 2012; Schauble et al., 2012). Dass es sich hierbei tatsdchlich um eine direkte Interaktion
handelt wurde basierend auf der bereits unter V11.3.2 beschriebenen Studie der Diabetes-assoziierten
Sec61a-Y3444H-Mutante (Lloyd et al., 2010) postuliert, welche in HelLa-Zellen nicht nur zu ER-
Stress filhrt, sondern auch einen generell erhéhten Ca®*-Leckstrom bewirkt, der ferner gegentiber einer
Behandlung mit ER-Stressoren insensitiv ist. Anhand der durch Martin Jung durchgefiihrten
Peptidspot-Analyse bindet BiP an die korrespondierende Sequenz der Minihelix innerhalb von
Schleife 7, wobei die Affinitat dieser Interaktion stark von dem Tyrosin-Rest 344 des hoch-
konservierten Dityrosinrestes innerhalb dieser Region abhdngt. Demnach stellt die ER-luminale
Schleife 7 von Sec6la eine potentielle Interaktions- und Regulationsdoméne zur Modulation des
Sec61-Komplexes dar (Lang, 2012; Schéuble et al., 2012). Dass der ER-luminale Bereich zwischen
TMD 7 und 8 eine wichtige Rolle beim ,,gating des Sec61-Komplexes spielt, wurde ebenfalls in
Transportstudien in Hefe gezeigt, in denen ein Importdefekt infolge einer Insertionsmutation
beschrieben wurde, die eine eingeschrankte Dynamik des Sec61-Komplexes bewirkt (Trueman et al.,
2011). Dennoch spielt diese ER-luminale Schleife in Hefen mdglicherweise nur eine Rolle beim
Offnen, jedoch nicht beim SchlieRen des Translokationskanals. Diese Hypothese wird durch zwei
Aspekte gestutzt: i) Zum einen scheint der Mechanismus BiP-spezifisch und damit Saugetier-
spezifisch zu sein, da eine adaquate Konzentration an Kar2 den Effekt des BiP-Verlustes auf den Ca**-
Leckstrom nicht zu kompensieren vermag (Abbildung 57). Invitro Untersuchungen zeigen sogar
einen dominant-negativen Effekt durch Kar2 (Alder et al., 2005). ii) Zum anderen dient das ER in
Hefen nicht als Hauptspeicher fiir zelluldres Ca** und weist ferner auch keine Regulation durch Ca**-

CaM wie in Sdugetierzellen auf (Harsman et al., 2011c).
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Die Spezifitat konnte dabei, wie schon unter Punkt V11.3.1 spekuliert, auf eine Unféhigkeit von Kar2
zurtickzufiinren sein, mit einem S&ugetier-ERj-Protein funktional zu interagieren, welches die
Funktion bei der Regulation der SchlieBung des Sec61-Komplexes definiert. Dass die Interaktion mit
einem ERj-Protein im Rahmen dieses Mechanismus per se von Bedeutung ist zeigen auch die
Experimente mit den beiden Mutanten BIP-R197E und -R197H, welche trotz gleicher Expression im
Vergleich zur BIP-Wildtyp-cDNA, nicht in der Lage waren den Phénotyp infolge der endogenen BiP-
Depletion (erhdhter Ca®*-Ausstrom) zu retten (Abbildung 57). Da beide Mutanten nicht mehr mit der
J-Domdane von Hsp40-Cochaperonen interagieren konnen und auch ein reduziertes Substrat-
interaktionsvermdgen aufweisen (Awad et al., 2008), kdnnen diese Varianten vermutlich auch nicht
mehr zum Sec61-Komplex rekrutiert werden geschweige denn mit diesem interagieren. In weiteren
Untersuchungen muss zukunftig geklart werden, welches der ERj-Proteine beim ,,gating™ des Sec61-
Komplexes beteiligt ist. Anhand der von Sven Lang durchgefilhrten Untersuchungen scheint ERj1
keine Rolle zu spielen, da zumindest eine Depletion dieses Proteins zu keiner Erhdhung des Ca**-
Leckstroms fiihrt (Lang et al., 2011).

Hinweise auf eine direkte Interaktion zwischen BiP und Sec61o wurden innerhalb der vorliegenden
Arbeit mittels Quervernetzung sowie Ni%*-, pulldown* geliefert (Abbildung 61, A, B). Diese Daten
gehen ferner mit einer kirzlich von Hammadi et al. (2013) publizierten Studie konform, welche
ebenfalls einen Sec6l-vermittelten Ca®*-Ausstrom nach BiP-Depletion oder ER-Stress mittels
Tunicamycin nachgewiesen haben. Ferner wurde eine Interaktion zwischen BiP und Sec61a mittels
Co-Immunoprazipitation gezeigt, welche durch den Peptidyltransferaseinhibitor Anisomycin inhibiert
wird. Der gleiche Inhibitor hemmt auch den Sec61-vermittelten Ca**-Ausstrom aus dem ER (Flourakis
et al., 2006; Hammadi et al., 2013; Van Coppenolle et al., 2004). Dass trotz der relativ hohen
Konzentrationen von Sec6la (ca. 2 uM) und BiP (ca. 5 uM) im ER (Weitzmann et al., 2007;
Zimmermann, 2009) von S&ugetierzellen dennoch auf zelluldrer Ebene bzw. im Zelllysat nur
verhaltnismalig geringe Quervernetzungprodukte oder Coprazipitate gefunden wurden liegt
vermutlich an der Tatsache, dass es sich um eine transiente Interaktion in Form einer BiP-Substrat-
Bindung handelt. Dass diese Interaktion eher schwach ist zeigen auch Studien zur Analyse
funktionaler Multiproteinkomplexe, die an der Translokation beteiligt sind, mittels nativer Gel-
elektrophorese (,,blue native PAGE®) und Immundetektion. Dabei konnte BiP, im Gegensatz zu
Sec61a, in keinem hoher molekularen Komplex wiedergefunden werden. Demnach scheint die BiP-
Sec61-Interaktion bereits unter derartigen Bedingungen sehr instabil zu sein (Wang und Dobberstein,
1999).

Basierend auf den vorliegenden Daten und der Struktur des Sec61-Komplexes (Van den Berg et al.,
2004; Zimmermann et al., 2011) konnte ein potentieller regulatorischer Mechanismus wie folgt
aussehen. Der bisherigen Vorstellung einer Offnung des Sec61-Komplexes zufolge interkaliert die
hydrophobe Signalsequenz eines (naszierenden) Polypeptids zwischen TMD 2b und 7 von Sec61a und

induziert dadurch die Offnung des lateralen Tors und die Entfernung des ,,pore plug® (Gumbart und
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Schulten, 2007). Uber die Interaktion mit einem Saugetier-spezifischen, Translokon-assoziierten
Hsp40-Cochaperon kdnnte BiP zum Sec61-Komplex rekrutiert oder zumindest dessen Interaktion mit
Sec61a durch Stimulation der ATPase-Aktivitat gefordert werden. Durch die Bindung an die luminale
Schleife 7, welche TMD 7 und 8 verbindet, ware dhnlich wie im Fall der Ca**-CaM-Regulation, die
molekulare Néhe fiir eine potentielle Modulation des lateralen Tors gegeben.

Das die Dynamik des Translokon durch Interaktion diverser Proteine beeinflusst werden kann zeigen
nicht zuletzt auch Untersuchungen, in denen durch Zugabe spezifischer Antikdrper gegen Sec6la
einerseits eine SchlieBung des Sec61-Komplexes induziert wird (Hamman et al., 1998) und ferner
Antikorper gegen die Schleife 8 des homologen bakteriellen SecYEG eine Offnung des lateralen Tors
bewirken (Tsukazaki et al., 2008).

Ob weitere akzessorische Proteine der Translokase einen Einfluss auf die Ca*-Homdostase haben
muss kunftig Uberprift werden. Kirzlich durchgefiihrte Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe
Zimmermann zeigen eine signifikante Reduktion des Thapsigargin-induzierten Ca**-Ausstroms aus
dem ER nach Depletion des TRAP-Komplexes auf (Stefan Schorr, persdnliche Mitteilung). Da der
TRAP-Komplex jedoch neben der Substrat-spezifischen Regulation des ER-Importes von
Vorlduferproteinen auch iiber die TRAPa-Untereinheit Ca®" zu binden vermag (Fons et al., 2003;
Wada et al., 1991), bleibt zu klaren, inwieweit es sich um eine Rolle beim ,,gating“ oder lediglich um
die Speicherung von Ca®* handelt. Die Eigenschaft Ca** zu binden, kénnte auch der Grund fiir die
Abnahme des Ca?*-Leckstroms sowie der Konzentration an freiem zellularem Ca®*" nach Grp94-
Depletion sein. Allerdings musste dann ein derartiger Effekt auch fir Calretikulin und Pdi gefordert
werden, da auch diese beiden Proteine neben Grp94 zwei der wichtigsten Ca®*-bindenden Proteine des
ER darstellen. Dass die Depletion keines der Ca**-bindenden Chaperone eine Steigerung des Ca?*-
Leckstroms aus dem ER bewirkt (Abbildung 60), spricht ferner auch fur Spezifitat von BiP, dessen
limitierender Einfluss auf den passiven Ca’*-Efflux als ebenfalls abundantes Ca®*-bindendes ER-
Chaperon nicht von der Ca**-Pufferkapazitat abhangt (Coe, 2009).

V11.4. Hypothetisches Modell des CaM-BiP-Zusammenspiels

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Mechanismen zur Kontrolle des Sec61-vermittelten Ca**-
Leckstroms aus dem ER auf zellulérer Ebene verifiziert und charakterisiert. Da sowohl durch eine
Inhibition von CaM als auch die Reduktion von BiP jeweils fir sich bereits ein signifikanter Anstieg
des Ca?*-Efflux zu beobachten war scheinen diese Regulatoren nicht redundant zu sein und entweder
in Kooperation zu arbeiten oder nacheinander geschaltet zu agieren. Grundsétzlich bietet die
dynamische Struktur des Sec61-Komplexes durch den Aufbau mit lateralem Tor und dem ,,pore plug™
sowie den im Zytosol bzw. ER-Lumen identifizierten Interaktionsdomanen ein raumlich sowie zeitlich
prazise regulierbares System. Wie bereits erlautert interkaliert die hydrophobe Signalsequenz von

Vorlauferproteinen zwischen TMD 2b und 7, welche Teil des lateralen Tors, bestehend aus TMD 2/3
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sowie TMD 7/8, sind und auch in direkter Verbindung zu der den ,,pore plug® bildenden Helix 2a
stehen (Gumbart und Schulten, 2007; Zimmermann et al., 2011). Demnach kdnnte BiP durch Bindung
an die ER-luminale Schleife 7, welche TMD 7 und 8 verbindet, die Modulation des lateralen Tors
sowie Ca’*-CaM in analoger Weise, durch Interaktion mit dem 1Q-Motiv oberhalb von TMD 1,
gebildet durch TMD 1 und 2, die Bewegung des ,,pore plug* bewirken.

Ferner gehen TMD 7 und 8 auch direkt in die zytosolischen Schleifen 6 bzw. 8 lber, welche als
Bindungsstellen fir das Ribosom identifiziert wurden (Kalies et al., 1994; Raden et al., 2000). Somit
ware auch eine Ribosomen-abhangige, vom Zytosol zum ER-Lumen vermittelte Modulation der
Interaktion von BiP mit der Schleife 7 von Sec61a vorstellbar. Dieser Mechanismus erinnert dabei an
die durch Konformationédnderung vermittelte Transition einer Ligandenbindung durch Rezeptoren auf
der Plasmamembran. Eine derartiges, kooperatives Zusammenspiel impliziert jedoch unterschiedliche
,»gating“-Mechanismen fur den co- und posttranslationalen Transport, was auch basierend auf den
Untersuchungen von Crowley et al. 1994 postuliert wurde (Crowley et al., 1994).

Anhand der verfligbaren in vitro Daten scheint BiP insbesondere vor und in der friihen Phase der
Translokation eine wichtige Rolle zu spielen (Hamman et al., 1998). Ferner agiert CaM nur nachdem
Ca®* aus Uber den Sec61-Komplex austritt und Konzentrationen tiber 10 pM erreicht, zumindest in
Nanodomanen um die Porendffnung (Clapham, 2007; Naraghi und Neher, 1997). Dieser Vorgang
erfolgt offensichtlich nach Termination der Translokation trotz der Anwesenheit von BiP im ER-
Lumen (Amer et al., 2009; Lang et al., 2011; Lomax et al., 2002; Van Coppenolle et al., 2004).
Demnach scheint BiP zwar als wichtiger Regulator des Sec61-vermittelten Ca**-Leckstroms aus dem
ER zu fungieren, allerdings ist diese Funktion offensichtlich insbesondere nach Termination der
Translokation weniger effizient, weswegen CaM als weitere Absicherung im Zytosol die SchlieRung
der Translokationspore gewdhrleistet. Ein hypothetisches Model eines kooperativen, seriellen
Agierens beider Mechanismen kénnte demnach wie folgt aussehen: i) VVor der Translokation wie auch
bis zur vollstandigen Insertion einer Polypeptidkette bindet BiP an die ER-luminale Schleife 7 von
Sec61a und hilt den Kanal von luminaler Seite aus geschlossen. Diese Bindung erfolgt vermutlich in
Form einer Substratinteraktion und erfordert die Hilfe eines Hsp40-Cochaperons (Stimulation der
ATPase und/oder Rekrutierung zum Translokon). ii) Bei vollstandiger Insertion der Polypeptidkette
dissoziiert BiP (Hamman et al., 1998). In dieser Konstellation koénnte die Polypeptidkette
moglicherweise allein oder in Kombination mit dem Ribosom die hydrophile Pore gegeniiber Ca*
abdichten (Crowley et al., 1994) iii) Nach der Translokation, d.h. der Freisetzung des Polypeptids aus
der Pore, scheint der Sec61-Komplex transient die Passage von Ca®* zu gewdhren. In Ca®*-
Nanodoménen, die sich um die zytosolische Porendffnung bilden wird CaM aktiviert und zum
1Q-Motiv von Sec6la rekrutiert iv) Die Interaktion mit dem Motiv induziert die SchlieBung des
Kanals und verhindert einen weiteren Ausstrom von Ca*". Zwischenzeitlich assoziiert BiP wieder mit
dem Sec61-Komplex. Da Ca®* in der Folge wieder aus dem Zytosol entfernt wird dissoziiert CaM
daraufhin wahrscheinlich wieder vom 1Q-Motiv (Abbildung 63). Ob durch ein Fehlen beider
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Regulatoren der Ca**-Ausstrom aus dem ER sogar noch weiter gesteigert werden kann und demnach
tatsachlich ein serielles Agieren erfolgt, konnte durch ein Rettungsexperiment mit einer Sec61-
Doppelmutante (Sec61a-R24A/K29A-Y344H) mit defekter Bindestelle fiir BiP (Schleife 7) und CaM
(IQ-Motiv) oder alternativ auf pharmakologischem Weg durch gleichzeitige Behandlung mit ER-
Stressoren und CaM-Antagonisten durchgefiihrt werden. Da CaM dem Modell zufolge nur infolge
einer Ca®*-Freisetzung und demnach aufgrund eines Fehlschlagens der BiP-Regulation agiert, stellt
sich jedoch die Frage, warum CaM nicht in der Lage ist nach BiP-Depletion den erhdhten Ca**-
Ausstrom zu kompensieren. Zwar liegt CaM in der Zelle in einer Konzentration von ca. 10 pM vor
(Black et al., 2004), jedoch interagiert CaM mit hunderten von Zielproteinen (lkura und Ames, 2006),
was folglich die tatsdchliche Verfligbarkeit fiir die Bindung an das Sec61a-1Q-Motiv auf einen
Bruchteil der Gesamtkonzentration reduziert. Demnach ware vorstellbar, dass eine Depletion von BiP
und damit eine Fehlregulation aller aktiven Sec61-Komplexe nicht durch die vorhandene Menge an
CaM-Molekillen kompensiert werden kann, was auch erklaren wirde warum es nach einem ebenso
unphysiologischen Vorgang wie der simultanen Freisetzung aller naszierenden Polypeptidketten in
unterschiedlichen Stadien der Translokation mittels Puromycin zu einem ebenso nicht kompensier-
baren Ca®*-Verlust kommt (Amer et al., 2009; Lang et al., 2011). Wie unter Punkt V1.1.2.3 dargestellt
vermag die alleinige Uberexpression von CAM-GFP den Ca**-Leckstrom aus dem ER sowie dessen
Stimulierbarkeit durch Ophiobolin A zu reduzieren. Demnach muss der Hypothese zufolge auch
gefordert werden, dass diese Uberexpression in dhnlicher Weise auch den gesteigerten Ca**-Leckstrom
nach BiP-Depletion, in Form einer Transrettung inhibieren kann, was ebenfalls eine einfach
durchzufuhrende Untersuchung darstellen wiirde. Um diese Daten jedoch abzusichern, misste ferner
iiberprift werden, ob die Reduktion des passiven Ca®*-Ausstroms aus dem ER durch CAM-GFP-
Uberexpression tatsachlich einer Interaktion mit dem Sec61-Komplex zugrundeliegt und nicht
lediglich eine Pufferung von zytosolischem Ca®* durch die EF-Hande von CaM zugrundeliegt. Daher
kénnten als Kontrolle Untersuchungen wie die Uberpriifung der zellularen Ca**-Konzentration mittels
lonomycin oder eine Stimulation von IPs-Rezeptoren (z.B. durch Carbachol) durchgefiihrt werden,
welche eine Ca?*-Leckstrom-unabhéngige Freisetzung von Ca®* ins Zytosol bewirken und demnach

keine Erniedrigung gegenuber der Kontrolle zeigen sollten.
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Abbildung 63: Modell der postulierten BiP-CaM-Kooperation. 1) Vor der Translokation sowie nach Offnung
der Translokationspore, d.h. bis zur vollstandigen Insertion einer Polypeptidkette (hier als naszierende
Polypeptidkette wahrend der cotranslationalen Translokation) bindet das molekulare Hsp70-Chaperon BiP an die
ER-luminale Seite (vermutlich an Schleife 7 = ,,Jloop* 7) des Sec61-Komplexes (Hamman et al., 1998), und hélt
dessen dynamisches Gleichgewicht im geschlossenen Zustand. Diese Interaktion erfordert die Hilfe eines ER-
luminalen Hsp40-Cochaperons (ERj-Protein) und verlduft vermutlich in Form einer typischen BiP-Substrat-
Interkation (ADP-Form 2 hochaffine Substratbindung). 2) Nachdem das Polypeptid mit einer L&nge von ca. 70
Aminoséuren in die Translokationspore hineinragt dissoziiert BiP (Hamman et al., 1998). Vermutlich reicht
unter diesen Bedingungen die voll inserierte Polypeptidkette (oder in Kombination mit dem Ribosom als RNC)
aus, um die hydrophile Pore gegeniiber eines Austritts von Ca®* auf zytosolischer Seite abzudichten (Crowley et
al., 1994) 3) Nach Termination des Translokationsprozesses ist BiP noch in die Qualitatskontrolle und Faltung
des neu synthetisierten Proteins involviert, weswegen mdglicherweise in einigen Féllen nicht unmittelbar ein
BiP-Molekiil bereitsteht, um wieder an den Sec61-Komplex zu binden und dessen dynamisches Gleichgewicht
in den geschlossenen Zustand zu Uberfihren (im Fall des cotranslationalen Transportes kann dabei die groRe,
Ribosomen-Untereinheit stabil mit dem Sec61-Komplex assoziiert bleiben (Potter und Nicchitta, 2002)). Der
noch gedffnete Sec61-Komplex ist unter diesen Bedingung permeabel fiir Ca**, welches in Nanodoménen um
die zytosolische Porendffnung akkumuliert und in der Region befindliches CaM aktiviert (Erdmann et al., 2011;
Naraghi und Neher, 1997). 4) Ca**-CaM wird zum N-terminalen 1Q-Motiv (CaM-Bindungsmotiv) von Sec61o
rekrutiert, induziert die SchlieBung des Kanals und reduziert so den Ca®*-Verlust. Unterdessen assoziiert BiP
vermutlich wieder mit dem inaktiven Sec61-Komplex, um diesen stabil im geschlossen Zustand zu halten. Da
iiberschiissiges Ca?* um den Sec61-Komplex durch SERCA entfernt wird, dissoziiert CaM daraufhin wieder.

VI1.5. Ca®*-Leckstrom Uber den Sec61-Komplex: Physiologische

Bedeutung?

Es ist allgemein anerkannt, dass zellulare Mechanismen im Laufe der Evolution meist optimiert
werden und je nach Bedeutung oft redundante Wege bestehen. Daher stellt sich nicht zuletzt die Frage:
Hat der Sec61-vermittelte Ca?*-Leckstrom eine physiologische Relevanz? Oder handelt es sich um den

eher unwahrscheinlicheren Fall eines zuflligen Ca?*-Ausstroms und damit um einen evolutionar noch
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unausgereiften Mechanismus? Die Tatsache, dass zwei in verschiedenen zelluldren Kompartimenten
befindliche Proteine auf eine Regulation des Sec61-vermittelten Ca**-Leckstroms spezialisiert wurden
spricht dabei fur erstere Variante. Wahrend die Funktion von CaM moglicherweise nur als
Absicherung bzw. Schutzmechanismus dient, um eine Intoxikation durch (berméRige Ca**-
Akkumulation im Zytosol zu vermeiden, kdnnte der Regulation durch BiP eine tiefgreifender Rolle
zuteilwerden. Als Hauptregulator der UPR und somit als ER-Stresssensor kdnnte Uber einen BiP-
vermittelten Ca®*-Ausstrom der ER-Status an andere Organellen wie das Zytosol oder die
Mitochondrien ibermittelt werden, welche auf den erhéhten Ca*-,input* entsprechend reagieren
kénnen. Eine derartige Funktion ware ferner plausibel, da eine generelle Ubertragung von Ca®*
zwischen ER und Mitochondrien aufgrund der strukturellen und funktionalen Kopplung beider
Organellen zur Kontrolle der zellularen Homdostase, insbesondere wéhrend ER-Stress, kein
unbekanntes Phanomen darstellt (Berridge et al., 2000; Lebiedzinska et al., 2009). Unter anderem
wurde gezeigt, dass in HeLa-Zellen infolge von ER-Stress eine trunkierte Isoform von SERCAL (S1T)
exprimiert wird, welche als Ca?*-Leckkanal fungiert, und Ca®* an die Mitochondrien tbertragt (Chami
et al., 2008). Generell filhrt auch bereits die reine Depletion von ER-luminalem Ca?" zur Apoptose-
Induktion (Hammadi et al., 2013; Skryma et al., 2000). Demnach macht ein BiP-regulierter, Sec61-
vermittelter Ca?*-Leckstrom infolge von ER-Stress Sinn, da so bei einer Unfahigkeit der Zelle den
normalen Status wiederherzustellen, eine direkte Aktivierung der Apoptose erfolgen kann. Wie gezeigt
wurde resultiert die Reduktion von BiP in einem passivem Ca?*-Ausstrom aus dem ER (iber den
Sec61-Komplex und letztlich in einer Induktion der UPR und der Apoptose. Dabei spielt es irrelevant,
ob diese Reduktion an verfligbarem BiP artifiziell durch siRNA-Behandlung oder schlicht durch
Induktion von Fehlfaltung erfolgt (Lang, 2012; Schéuble et al., 2012).

Die Aktivierung der UPR spielt generell eine wichtige Rolle bei einer Reihe von Erkrankungen, wie
Krebs, Diabetes oder neurodegenerativen Stérungen (Senderek et al., 2005; Tsai und Weissman,
2010). Auch die beschriebene Sec61a-Y344H-Mutante wurde urspriinglich im Zusammenhang mit
Diabetes mellitus und Hepatosteatose in Mausen identifiziert (Lloyd et al., 2010). Die Symptome
beruhen dabei auf der Entstehung von ER-Stress und Apoptose, welche insbesondere in B-Zellen des
Pankreas sehr stark ausgeprégt sind. Wie durch Sven Lang gezeigt wurde, weist diese Sec61a-Y344H-
Mutante nach Komplementation des endogenen Sec61a einen generell erhohten Ca®*-Leckstrom sowie
einen Substrat-spezifischen Transportdefekt auf. Ferner vermag BiP an Sec610a zu binden (Abbildung
61, A, B), wobei diese Interaktion auf Ebene von Sec61-Peptidspots, korrespondierend zur Schleife 7,
stark vom Tyrosinrest 344 abhangt (Lang, 2012; Lloyd et al., 2010; Schéuble et al., 2012). Da Zellen
mit dieser Mutation vermutlich keine fehlgefalteten Proteine im ER akkumulieren und auch ansonsten
keine Reduktion an verfugbaren BiP erfahren, was mit einer Dissoziation von den UPR-Rezeptoren
Irel, PERK und ATF6 assoziiert ist, basiert die Induktion der Apoptose vermutlich auf dem erhdhten
Ca”*-Ausstrom aus dem ER. Ferner lasst sich der Ca®*-Ausstrom in der Sec610-Y344H-Mutante im

Gegensatz zum Wildtyp nicht durch weiteren ER-Stress steigern.
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Demnach kénnte BiP tatsachlich zusatzlich tber den Ca®*-Leckstrom den Stress-Zustand des ER
wiedergeben, wodurch bei Bedarf die Apoptose induziert wird. Durch die Fehlfaltung von Proteinen
wird BiP rekrutiert, dadurch wird der Sec61-Leckstrom erhéht, was letztlich zur Ca®*-Uberlastung der
Mitochondrien fiihrt und die Apoptose ausldst. Ferner kann die Apoptose auch iiber die zytosolisch
gelegene Caspase 3/7-Kaskade vermittelt werden, welche durch das Ca”**-sensitive Calpain aktiviert
wird.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde ferner nach 72 h BiP-Depletion ein Anstieg des ER-
luminalen Ca**-Gehaltes beobachtet (Abbildung 53), was auch dem Beginn der Reduktion der Zellzahl
(vermutlich durch Apoptose) entsprach (Abbildung 49, A). AuBerdem wurde bereits nach 48 h eine
leichte Steigerung des SERCA2b Gehaltes detektiert (Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte es sich
ebenfalls, um eine durch die UPR hervorgerufene Reaktion zur Kompensation des Ca?*-Verlustes
handeln. Eine derartige Anpassung wére plausibel, da so der Ca?*-Leckstrom weiter erhéht bleibt bzw.
sogar noch gesteigert wird solange kein BiP zur SchlieBung des Translokons zur Verfigung steht.
Dadurch bleibt jedoch auch simultan der ER-luminale Ca®*-Gehalt hoch genug, um die
Faltungskapazitat der Ca**-abhangigen Chaperone (deren Expression durch die UPR induziert wurde)
zu gewadhrleisten. Somit kann das Gleichgewicht zwischen Wiederherstellung des Normalzustandes
und Apoptose sehr schnell und prazise in Abhéngigkeit von der BiP-Konzentration reguliert werden.
Das heiflt, wenn das ebenfalls Ca®*-abhangige BiP im Verbund mit weiteren Chaperonen den ER-
Stress bewdltigen kann, kénnen nach und nach wieder BiP-Molekille mit Sec61-Komplexen
assoziieren und angepasst an die Faltungslast des ER somit unmittelbar das Signal flr den
programmierten Zellen wieder revidieren. Dass die Apoptose tatsichlich sehr stark vom Ca*'-
Leckstrom abh&ngt zeigen auch Experimente, in denen die Apoptose durch Puromycin- bzw.-
Thapsigargin-Behandlung induziert wurde, diese jedoch lediglich durch Zugabe von Anisomycin und
somit der Unterdriickung des Sec61-vermittelten Ca®*-Ausstroms gerettet werden konnten (Hammadi
etal., 2013).

Dass ER Stressoren wie Tunicamycin oder DTT tatsachlich zu einem transienten Verlust an Ca*" aus
dem ER fuhren wurde auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtet. Hierbei aktivierte eine 10-minitige
Vorbehandlung mit DTT den SOCE (Abbildung 16, B). Vergleichbare Beobachtungen wurden auch in
der Arbeit von Hammadi et al. (2013) gemacht. Zudem konnte die nach 3-stlindiger Vorbehandlung
mit DTT oder Tunicamycin induzierte Ca®*-Reduktion ebenfalls durch eine Blockierung von Sec61-
Komplex mit Anisomycin unterbunden werden (Hammadi et al., 2013). Zur weiteren Verifizierung
dieses Mechanismus konnte in vergleichbaren Co-Prazipitations- oder Quervernetzungsansatzen wie
unter Abbildung 61 untersucht werden, ob der Hypothese zufolge die BiP-R197-Mutanten tatséchlich
unfahig sind an Sec6la zu binden und ferner, ob eine Vorbehandlung mit Tunicamycin bzw. DTT

ebenfalls zu einer reduzierten Interaktion fihrt.
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