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Abstract

Die Fiahigkeit einer Zelle, extrinsische Signale wahrzunehmen, zu verarbeiten und
intrazelluldre Vorginge als Antwort auf einen extrazelluldren Reiz zu regulieren, gehort zu
deren wichtigsten Eigenschaften, ohne die das komplex koordinierte Zusammenspiel
wesentlicher zelleigener Prozesse nicht moglich wire. Dabei sind vor allem Plasmamembran-
lokalisierte Rezeptoren, wie etwa der KDEL-Rezeptor (KDELR), und deren fehlerfreie
Regulation von entscheidender Bedeutung. Das iibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit
bestand in der Etablierung eines theoretischen ,,Trafficking-Modells* zur grundlegenden
Charakterisierung der KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktion in Sdugerzellen.
Durch einen kombinierten Ansatz aus experimentellen ,,Live-Cell-Imaging* Analysen und
adaptiven Monte-Carlo Simulationen konnte ein solches Modell erstellt und sowohl das
mechanistische Verstindnis um die KDELR-Dynamik und Clusterbildung nachhaltig vertieft,
als auch eine mogliche, bislang unbekannte, Funktion des KDELR auf der Oberfldche von

Saugerzellen aufgezeigt werden.

The property of living cells to regulate intracellular events as a response to extrinsic stimuli is
one of their most striking characteristics that allows to precisely balance and coordinate some
of the most basic essential processes. For that matter plasma membrane located receptors like
the KDEL-receptor (KDELR) and their proper regulation in particular play an essential role.
The mayor goal of this study was to design a minimal theoretical Trafficking-Model to further
characterize KDELR-dynamics and basic receptor/ligand-interactions in mammalian cells. A
combined approach of experimental live-cell-imaging studies and adaptive Monte-Carlo
simulations led to the establishment of such a model shedding light on both the mechanistic
understanding of KDELR-dynamics and cluster evolution and a potential new role oft he

KDELR on the mammalian cell surface.
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1. Einleitung

Der zielgerichtete Membrantransport in Sdugerzellen umfasst eine Vielzahl an Organellen
und mit der Transportmaschinerie assoziierte Proteine, welche auch iiber die anatomischen
Grenzen separater Kompartimente hinaus im stindigen Austausch miteinander stehen. Eine
exakte Regulierung dieses sekretorischen Membranflusses ist dabei von essentieller
Bedeutung, um den korrekten Transport von Proteinen zu ihren jeweiligen Zielorten sicher zu
stellen sowie die Homdoostase und Kompositionen der einzelnen Kompartimente aufrecht zu
erhalten. Die Gewdhrleistung dieser umfassenden und schrittweisen Regulierung des
Membrantransports geschieht dabei sowohl in Abhidngigkeit spezialisierter molekularer
Strukturen wie etwa Hiillen- und SNARE-Proteine als auch unter Beeinflussung durch
entsprechende Signalkaskaden zur Kontrolle von Transportraten und Aufrechterhaltung der
Homdoostase (Bonifacino und Glick, 2004; Heinrich und Rapport, 2005; Sallese et al., 2006,
2009). Diese Regulationsmechanismen gelten nicht nur fiir intrazelluldre Signale sondern
auch fiir extrazelluldre Stimuli. Die Fihigkeit, auf einen extrinsisch wahrgenommen Reiz
eine intrinsische Antwort auszulosen, befdhigt eukaryotische Zellen zur prizisen Kontrolle
verschiedenster essentieller Prozesse wie etwa Zellproliferation, Zellmigration,
Neurotransmission oder einer Immunantwort (Casaletto und McClatchey, 2012; Jagaman und
Grinstein, 2012; Munoz et al., 2008; Park und Lee, 2015; Renner et al., 2008; Wajant et al.,
2003). ,,G-protein coupled receptors* (GPCRs) sind in diesem Zusammenhang sowohl fiir das
Erkennen extrazelluldr lokalisierter Liganden, als auch fiir die korrekte Regulierung und
Verarbeitung intrazelluldrer Signalprozesse von zentraler Bedeutung (Hanlon und Andrew,

2015).

1.1 Proteintransport und Signalverarbeitung in Siugerzellen

Eukaryotische Zellen sind zur Ausiibung und Koordination einer Vielzahl hoch komplexer
Aufgaben und Funktionen in der Lage. Ausschlaggebend dafiir ist das korrekte
Zusammenspiel einzelner, hoch spezialisierter Organellen. Der intrazelluldre Protein- bzw.
Membrantransport stellt dabei einen prizise regulierten Prozess dar, an dessen fehlerfreiem
Ablauf vor allem das endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, das ,,ER-Golgi
intermediate compartment (ERGIC) und Endosomen beteiligt sind. Sekretorische Proteine
werden zunédchst im ER durch Chaperone gefaltet und anschlieend iiber den Golgi-Apparat

in das ,,frans-Golgi network* (TGN) transportiert, von wo die Proteine schlieBlich entweder
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in das endosomal/lysosomale System integriert, oder zwecks Sekretion zur Plasmamembran
(PM) weiter geleitet werden (Griffiths und Simons, 1986; Gu et al., 2001; Lee et al., 2004;
Rothman, 1994; Traub und Kornfeld, 1997). Das Membranvolumen, welches dabei das ER
verldsst, betrdgt schitzungsweise 1,5-5 % des maximalen ER-Membranvolumens pro Minute
(Karrenbauer et al., 1990; Thor et al., 2009; Wieland et al., 1987). In Anbetracht der
Tatsache, dass die Oberfliache des ER etwa zehnfach groBer ist als die des Golgi-Apparates
und der PM, stellt dies eine enorm hohe Membranflussrate dar (Griffiths et al., 1984). Der
Golgi-Apparat - als zentrales organisierendes Kompartiment des sekretorischen Wegs - ist
dabei der Hauptempfinger fiir diesen Membranfluss. Das Membranvolumen, um welches der
Golgi-Apparat pro Minute zunimmt, entspricht anndhernd 5-10 % seines gesamten Volumens
(Cancino et al., 2013). Eine solche Transportrate wiirde bereits nach kurzer Zeit zu einem
kritischen Anschwellen des Golgi-Apparats fiihren und somit dessen Funktionalitit
dramatisch einschrinken (Sannerud er al., 2003; Wieland et al., 1987). Zusitzlich ist der
Golgi-Apparat auch Empfinger retrograd transportierter Proteine, welche beispielsweise auf
Ebene der PM internalisiert und/oder zielgerichtet von Endosomen zum Golgi gefiihrt werden
(Rohn et al., 2000; Snider und Rogers, 1985). Um die Komposition der Organellen des
sekretorischen Wegs weiterhin zu erhalten und ein zu starkes Anschwellen des Golgi-
Apparates in Folge des aufgenommen Membranvolumens zu verhindern, ist ein effizienter
Kontrollmechanismus zum weiterfilhrenden Transport vom TGN zu distal gelegenen
Organellen sowie zur Riickfiihrung der transportierten Membran mitsamt der integrierten
Membranproteine unerlisslich. Diese retrograde Riickfithrung von Proteinen des ERGIC zum
ER gilt dabei als der bedeutendste Mechanismus zur Kompensation dieses Membranflusses
(Klumperman, 2000; Sannerud, et al., 2003). Die Wichtigkeit des anterograden Transports
vom Golgi zur PM ist in diesem Zusammenhang nicht eindeutig geklirt, sollte aber
keinesfalls ignoriert werden (Cancino et al., 2013).

Eine rein intrinsische Selbstregulierung der einzelnen Kompartimente reicht dabei nicht aus,
um den Membranfluss entlang der jeweiligen Organellen des sekretorischen Wegs mit der
erforderlichen Prédzision zu kontrollieren. Es wird =zusitzlich ein iibergeordneter
Kontrollmechanismus zur Feinabstimmung der Transportraten und Gewdhrleistung der
Funktionalitit benétigt, bei dem intrazelluldre Signaltransduktion und rezeptorvermittelte
Signalverarbeitung als Antwort auf extrazelluldre Reize eine tragende Rolle spielen (Sallese et
al., 2009). Die urspriingliche Vorstellung intrazelluldrer Signalverarbeitung beruht auf der
initialen Interaktion eines externen Liganden mit einem spezifischen Rezeptor auf der PM.

Das daraus resultierende Signal wird dann durch eine Abfolge exakt koordinierter Ereignisse
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verstirkt und weitergeleitet, wobei spezialisierte Proteine wie Kinasen, Lipasen und GTPasen
an der Fortleitung des Signals in das Zellinnere beteiligt sind. Als direkte Konsequenz einer
solchen Signalkaskade kommt es schlieBlich zu signalspezifischen Reaktionen der Zelle. Der
Gedanke einer strikt auf PM-lokalisierte Rezeptoren limitierten Signaliibertragung hat
mittlerweile jedoch keine Giiltigkeit mehr, da indessen das Vorhandensein diverser, an der
Signalleitung beteiligter Proteine auch intrazelluldr, vor allem in den Membranen der
verschiedenen Organellen des sekretorischen Wegs, nachgewiesen werden konnte (McBride
et al., 2006; Lee et al., 2004; Ron und Walter, 2007; Sallese et al., 2006; Sorkin und von
Zastrow, 2002). Diese Proteine miissen zwar nicht zwingend an der intrazelluldren
Signaltransduktion beteiligt sein, ihre Lokalisation auf diversen Endomembranen liee sich
auch dadurch erklédren, dass diese Proteine nach der Synthese entlang der Organellen des
sekretorischen Wegs zur PM transportiert werden (Marrari et al., 2007; Michaelson et al.,
2002). Allerdings wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass solche Proteine an der
Verarbeitung von PM-vermittelten Signalen entscheidend mitwirken (De Matteis et al., 1993;
Di Fiore und De Camilli, 2001). Dariiber hinaus muss eine intrazelluldre Signaliibertragung
nicht zwingend durch ein extrazelluldres Signal ausgelost werden, sondern kann durchaus
auch einen endogenen Ursprung haben (Asp und Nilsson, 2008; Pulvirenti et al., 2008).

Bei der Verarbeitung extrazelluldr initiierter Signale sind GPCRs und heteromere GTP-
bindende Proteine (G-Proteine) von zentraler Bedeutung. Bei GPCRs handelt es sich um
sicben Transmembrandomédnen umfassende Rezeptoren, welche das Weiterleiten
intrazelluldrer Signale als Antwort auf extrazelluldre Stimuli vermitteln. Dabei fungieren
GPCRs als Liganden gesteuerte ,,Guanine nucleotide exchange factors® (GEFs) fiir
entsprechende G-Proteine. Der rezeptorvermittelte Austausch von GTP an der a-Untereinheit
des heterotrimeren G-Proteins fiihrt zu einer Dissoziation der nun aktivierten a-Untereinheit
vom freien P/y-Subkomplex (Neer, 1995). Beide Komponenten wirken fortan als
Signalmolekiile zur Initilerung und Modulierung von Signalkaskaden ins Zellinnere, wobei
die Signaltransduktion jederzeit durch die intrinsische GTPase-Aktivitit der a-Untereinheit
zum Erliegen kommen kann, indem die GTP gebundene Form der o-Untereinheit in die
entsprechende GDP gebundene Form umgewandelt und somit eine Neuformierung des
inaktiven Heterotrimers begiinstigt wird (Sorkin und von Zastrow, 2002). Zusitzlich zu der
beschriebenen intrinsischen GTPase-Aktivitdit von Go unterstiitzen auch so genannte
,regulator of G-protein signalling““-Proteine (RGS) die Ga-GTP-Hydrolyse, indem sie die fiir
die GTPase-Aktivitit bevorzugte Konformation der Ga-Untereinheiten stabilisieren (Harrison

und Traynor, 2003; Kostenis, 2006; Oldham und Hamm, 2008). Die Rezeptoraktivitit im
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Rahmen der Signalverarbeitung wird zusitzlich durch Rezeptor-spezifische Kinasen (GRKSs)
und ,,second messenger©-abhingige Kinasen (z. B. PKA, PKC) mittels Phosphorylierung
reguliert (Chuang et al., 1996; Reiter und Lefkowitz, 2006). Die Vorstellung, dass GPCRs
entweder in einer aktiven oder ginzlich inaktiven Form vorliegen, ist allerdings stark
vereinfacht und die GPCR-vermittelte Signaltransduktion um ein Vielfaches komplizierter.
Tatsdchlich handelt es sich bei der GPCR-Aktivierung um einen mehrstufigen Prozess, bei
dem Liganden-spezifische Rezeptorkonformationen eine unterschiedliche Initialisierung und
Weiterleitung nachgeschalteter Signalwege bedingen (Kenakin 2009, 2011; Thomson et al.,
2012; Urban et al., 2007). Verschiedene an der GPCR-vermittelten Signaliibertragung
beteiligte Adapterproteine stabilisieren dabei spezifische Rezeptorkonformationen, welche
sich wiederum in ihrer Fihigkeit mit entsprechenden G-Proteinen oder anderen Rezeptor-
assoziierten Proteinen zu interagieren, unterscheiden. Die Rezeptorkonformation bestimmt
also maBigeblich dessen Spezifitit und die Art des intrinsisch transduzierten Signals. Ob ein
Ligand dabei als Agonist, inverser Agonist oder als neutraler Antagonist wirkt, ist nicht
allgemein zu beschreiben und muss fiir jeden Signalweg im Einzelnen betrachtet werden
(Baker et al., 2006; Hoffmann et al., 2008; Kobilka, 2007; Kobilka und Deupi, 2007,
Rajagopal et. al., 2010). Neben den klassischen G-Proteinen wurden in der Vergangenheit
etliche zusitzliche Proteine entdeckt (z. B. P-Arrestine), mit denen GPCRs ebenfalls
interagieren konnen, um weitere Signalwege zu modulieren (Chidiac et al., 1994; Costa et al.,
1992; Kenakin, 2009, 2011; Letkowitz et al., 1993; Rajagopal et al., 2010; Thomson et al.
2012). B-Arrestine fungieren dabei als multifunktionale Adapterproteine, die unabhingig von
G-Proteinen an der Signalverarbeitung im Zusammenspiel mit verschiedenen Mediatoren
beteiligt sind (Gutkind, 2000; Kenakin, 2001/2008; Rajagopal et al., 2010).

Nachdem die initiale Rezeptor/Liganden-Interaktion auf Ebene der PM stattgefunden hat und
der GPCR durch Phosphorylierung aktiviert wurde, kann der entsprechende Rezeptor
endozytiert und in intrazellulire Kompartimente (z. B. Endosomen) eingebracht werden. Die
endozytierten GPCRs werden im Anschluss entweder lysosomal degradiert oder zuriick zur
PM transportiert, um an der Verarbeitung weiter Signalereignisse mitzuwirken (Clague und
Urbe, 2006). Ein solcher Endozytoseprozess muss im Falle der GPCR-vermittelten
Signaltransduktion allerdings nicht zwangsldufig das Ende der Signaliibertragung bedeuten,
sondern kann auch dazu genutzt werden, um das Signal auf einen anderen Signalweg zu
iibertragen (von Zastrow und Sorkin, 2007). Tatsdchlich sind die internalisierten und
endosomal lokalisierten Rezeptormolekiile dazu in der Lage, Endosomen-spezifische

Signalkaskaden zu initiieren, deren Wichtigkeit mit PM-initiierten Signalereignissen
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weitestgehend gleichzusetzten ist. Endozytierte GPCRs konnen beispielsweise MAP-Kinasen
aktivieren und somit das Zellwachstum regulieren oder wéhrend der Embryonalentwicklung
iiber die Rab5-vermittelte Aktivierung von endosomal lokalisiertem APPLI1 die zellulédre
Uberlebensrate sicherstellen (Sallese et al., 2009; Schenck et al., 2008). Eine zentrale Stelle
fiir die Verarbeitung PM-initiierter Signale nimmt der Golgi-Komplex ein, welcher einen
Lokalisationsort fiir eine Vielzahl an Rezeptoren, heterotrimeren G-Proteinen, Kinasen,
Phosphatasen, Phospholipasen sowie Phosphodiesterasen darstellt (Bard et al., 2002/2003;
Denker et al., 1996; Larocca et al., 2004; Nagahama et al., 2002; Sallese et al., 2006; Stow et
al., 1991). Der Golgi-Komplex kann dabei sowohl als eine Art passiver ,,Signalverstarker* fiir
Signale, mit Ursprung auf der PM fungieren, als auch aktiv an der Initiierung von Signalen
beteiligt sein (Sallese et al., 2009). Anschaulich untersucht wurde dieses Phinomen am
Beispiel des Ras-Signalweges (Bivona et al., 2003; Bivona und Philips, 2003/2005). Ras
gehort zu einer Familie von G-Proteinen, die mit der Regulierung wichtiger Prozesse als
Antwort auf PM-initiierte Signaltransduktionen assoziiert sind. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass Ras auf Ebene der PM aktiviert wird, und diese Aktivitit bis hin
zu den Membranen des Golgi-Komplexes beibehalten werden kann (Bivona et al., 2009). Die
Tatsache, dass eine Aktivierung von Ras am Golgi-Komplex, wiedererwarten, scheinbar
keinen Einfluss auf den Membrantransport ausiibt, zeigt, dass der Golgi-Komplex dabei wohl
nicht Ursprung, sondern vielmehr Mediator eines gerichteten Signals ist (Bivona et al., 2009;
Bivona und Philips, 2003). Dariiber hinaus konnte sogar gezeigt werden, dass das Resultat der
Ras-Aktivierung maBigeblich vom Ort der Aktivierung abhéngig ist. In T-Lymphozyten fiihrt
zum Beispiel die Golgi-lokalisierte Ras-Aktivierung zu einer Unterstiitzung des
Zellwachstums, wihrend die PM-lokalisierte Ras-Aktivierung bei der Regulation der
Adhision eine tragende Rolle spielt (Mor et al., 2007/2007; Mor und Philips, 2006).

Erginzend zu den Signalereignissen, die ihren Ursprung durch eine Rezeptor/Liganden-
Interaktion auf Ebene der PM haben und Endomembran-assoziiert in das Zellinnere
transduziert werden, existieren auch Signalmechanismen, welche endogen (z. B. im Golgi-
Komplex) initiiert und beispielsweise durch ER-transportierte Chaperone aktiviert werden
(Asp und Nilsson, 2008; Griffiths et al., 1994; Pulvirenti, 2008). Eine zentrale Rolle fiir die
Kontrolle und Organisation Golgi-assoziierter Signale nimmt dabei der KDEL-Rezeptor
(KDELR) ein (siehe 1.2). Zwei sehr populire Beispiele fiir die endogene Aktivierung bzw.
Fortleitung eines Signals stellen zum Einen die ,,unfolded protein response* (UPR), welche
als Antwort auf eine nicht kontrollierte Verdnderung der ER-Homoostase ausgeldst wird, und

zum Anderen die Einleitung der Apoptose dar (Lee, 2001; Rutkowski und Kaufman, 2004).
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Apoptose kann dabei aufgrund einer Vielzahl verschiedener Griinde ausgeldst werden; allen
ist jedoch die Initilerung zweier hochkomplexer Signalkaskaden gemein: der extrinsische
bzw. intrinsische apoptotische Signalweg (Hill et al., 2003; Ow et al., 2008). Der extrinsische
Weg wird dabei durch die Interaktion zwischen einem Liganden und dessen
korrespondierenden Rezeptor (,,death-receptor) auf der PM inititert und resultiert
schlussendlich in der Ausschiittung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien (Xu und Shi,
2007). Im Gegensatz dazu wird der intrinsische Weg durch interne zelluldre Schiden
ausgelost und beinhaltet sowohl ein entstehendes Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-
apoptotischen Signalproteinen, wie auch die Freisetzung von Kalzium aus dem ER und die
spatere Wiederaufnahme durch Mitochondrien (Fulda und Debatin, 2006). Beide
apoptotischen Signalwege setzen ein hohes Mal} an inter-organellem Informationsaustausch
zwischen ER, Mitochondrien und Zellkern voraus.

Ohnehin nimmt auch der Nukleus eine wichtige Position innerhalb der intrazelluldren
Signalverarbeitung ein. Auch wenn allgemein davon ausgegangen werden kann, dass viele
Signalkaskaden ihren Ursprung auf oder nahe der PM haben, konnte gezeigt werden, dass
manche GPCRs (z. B. jene assoziiert mit Chemokinen und Prostaglandin) auf der Kernhiille
lokalisiert sind und mafgeblich an der Signaltransduktion mitwirken (Lee et al, 2004;

Morinelli et al., 2007; Shibuta et. al., 2002; Spano et. al., 2004).

1.2 Der KDEL-Rezeptor in Sidugerzellen

Bei dem HDEL- bzw. KDEL-Rezeptor handelt es sich um ein sieben Transmembrandoménen
umfassendes Protein, dessen am besten untersuchte Funktion in der Riickfiihrung ER-
residenter Proteine liegt. Innerhalb des sekretorischen Weges ist es unerlésslich, dass 16sliche
ER-residente Proteine im Rahmen vesikuldrer Transportereignisse das Lumen des ER in
Richtung des Golgi-Komplexes verlassen (Pelham, 1988). Die spezifische Riickfiithrung
solcher Proteine wird dabei iiber ein C-terminales Erkennungsmotiv (HDEL in Hefe, KDEL
in Sidugerzellen) vermittelt und iiber die pH-abhingige H/KDELR/Liganden-Affinitéit
reguliert (Pelham, 1989/1990; Wilson et al., 1993). Das saure Milieu des Golgi-Apparates
begiinstigt in diesem Zusammenhang eine effiziente und hoch spezifische Interaktion
zwischen dem H/KDELR und einem geeigneten Liganden unter Bildung eines sehr stabilen
Rezeptor/Liganden-Komplexes. Dieser Komplex wird darauffolgend zuriick zum ER

transportiert, wo dessen Stabilitdt schlieBlich aufgrund des dort vorherrschenden, eher
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neutralen pH-Wertes geschwicht wird und die gebundenen Liganden wieder vom H/KDELR

dissoziieren (siche Abb. 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der KDELR-vermittelten, pH-abhéingigen Riickfiihrung ER-residenter
Proteine. Im leicht sauren Milieu des Golgi-Komplexes binden KDELR-assoziierte Liganden mit hoher Affinitit an
den KDELR unter Bildung eines {ufBlerst stabilen Rezeptor/Liganden-Komplexes. Dieser Komplex wird anschliefSend
zum ER riicktransportiert, wo aufgrund des eher neutralen pH-Werts die Stabilitiit des zuvor gebildeten Komplexes
reduziert wird und der Ligand erneut vom KDELR dissoziiert.

Der fiir die ER-Riickfiihrung verantwortliche Rezeptor wurde erstmals in Saccharomyces
cerevisiae identifiziert und als ein 26 kDa grofes, integrales Membranprotein beschrieben,
welches von dem ERD2-Gen kodiert wird (Semenza et al., 1990). Benannt wurde das
Genprodukt als Erd2p oder, in Anbetracht des fiir die Liganden-Interaktion préferierten
Sequenzmotivs HDEL-Rezeptor. Im Unterschied zur Hefe sind derzeit drei verschiedene
saugerspezifische KDEL-Rezeptor-Isoformen bekannt (Lewis et al., 1990; Semenza et al.,
1990). Das erste humane HDEL-Rezeptorhomolog, hERD2 oder auch KDEL-Rezeptor
(KDELR1 bzw. Erd2.1) genannt, wurde in den friihen Neunzigerjahren von Lewis und
Pelham identifiziert (Lewis und Pelham, 1990). Spiter gelang es zwei Arbeitsgruppen
unabhingig voneinander ein zweites HDEL-Homolog zu charakterisieren (KDELR2 bzw.
Erd2.2) bevor um die Jahrtausendwende, im Rahmen des Genom- und ORFeome-Projekts,
die Existenz eines dritten Homologes (KDELR3 bzw. Erd2.3) aufgedeckt werden konnte
(Collins et al., 2004; Hsu et al, 1992; Lewis und Pelham, 1992). Diese drei

sidugerspezifischen KDELR-Isoformen weisen eine sehr hohe Ubereinstimmung hinsichtlich
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threr Aminosduresequenz auf (72-83,5 %) und sind allesamt hauptsidchlich auf den
Membranen des Golgi-Komplexes, ER bzw. ERGIC lokalisiert (Capitani und Sallese, 2009;
Griffiths et al., 1994; Raykhel et al., 2007). Dabei ist die Lokalisation im ERGIC und cis-
Golgibereich fiinfmal hdufiger als im medialen oder trans-Golgi-Kompartiment, wihrend in
endosomalen Regionen nahezu kein KDELR nachweisbar ist (Griffiths ef al., 1994; Orci et.
al., 1997). Im Hinblick auf die Transkription bzw. Expressionsrate sind allerdings wesentliche
Unterschiede zu beobachten. Mittels quantitativer ,,real-time PCR* wurde gezeigt, dass das
Verhiltnis an mRNA zwischen Erd2.3 und Erd2.1 in HeLa-Zellen bei etwa 5 % liegt,
wihrend Erd2.2 knapp doppelt so stark transkribiert wird wie Erd2.1, wenngleich auch
gewebsspezifische Unterschiede beziiglich der Transkriptionsstirke sowie Variationen
zwischen einzelnen RNA-Proben beobachtet wurden (Raykhel, 2007). Die abgeédnderte
Bezeichnung der sdugerspezifischen KDELRs gegeniiber Erd2p in Hefe resultiert aus deren
unterschiedlichen Liganden-Spezifititen. Wihrend Erd2p in Hefen hauptsidchlich mit HDEL-
Sequenzmotiv tragenden Proteinen interagiert und folgerichtig als HDEL-Rezeptor bezeichnet
wird, stellt KDEL das bevorzugte Sequenzmotiv der humanen Erd2p-Homologe Erd2.1,
Erd2.2 sowie Erd2.3 dar. Uber diese Sequenzmotive hinaus existiert allerdings noch eine
Vielzahl HDEL- und KDEL-dhnlicher Motive mit denen die sdugerspezifischen KDELRs
ebenfalls interagieren konnen (Hulo er al, 2006; Raykhel et al., 2007). In diesem
Zusammenhang wird auch deutlich, dass die einzelnen KDELR-Isoformen durchaus
Unterschiede hinsichtlich ihrer Sequenzaffinitit aufweisen konnen und KDEL nicht zwingend
das priferierte Motiv in  Sdugerzellen sein muss. Mithilfe bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) konnte gezeigt werden, dass Erd2.1 keine stark
gesteigerte Affinitit gegeniiber KDEL aufweist, sondern auch HDEL und diverse HDEL-
dhnliche Motive mit hoher Spezifitit binden kann, wihrend Erd2.3 HDEL gegeniiber KDEL
zu bevorzugen scheint (Raykhel, 2007). Allerdings kann davon ausgegangen werden, dass
diese Detailunterschiede hinsichtlich der Spezifitit nur dann wesentlich zum Tragen kommen,
wenn entsprechende Liganden direkt um eine Interaktion mit dem jeweiligen KDELR
konkurrieren; unter physiologischen Bedingungen sollte jede KDELR-Isoform sowohl mit
HDEL- als auch mit KDEL-Sequenzmotiv tragenden Proteinen effizient wechselwirken
konnen.

Die exakte Topologie des H/KDEL-Rezeptors ist bislang nicht eindeutig aufgeklédrt und wird
in der Fachliteratur kontrovers diskutiert. Sehr hdufig wird der KDELR als ein sieben
Transmembrandomidnen umfassendes, integrales Membranprotein beschrieben, wobei

der N-Terminus luminal und der C-Terminus zytosolisch lokalisiert ist (Semenza et al., 1990;
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Scheel und Pelham, 1988; Townsley et al., 1993). Diesem Modell wird eine alternative
Topologie gegeniibergestellt (sieche Abbildung 2), nach der es sich beim KDELR um ein sechs
Transmembrandoméinen umfassendes Protein handelt, wobei sowohl N- als auch C-Terminus
zytosolisch lokalisiert sind; die siebte Doméne des KDELR ist der Membran in diesem Fall

aufgelagert (Singh et al., 1993).

ER-Lumen

Membran
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N.

m

C.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Topologie des KDEL-Rezeptors. Das hier vorgestellte Modell beschreibt
den KDELR als ein sechs Transmembrandomiinen umfassendes Protein mit einer zusiitzlichen, der PM aufgelagerten
Domiine. N- und C-Terminus sind beide zytosolisch lokalisiert (verindert nach Singh et al., 1993).

In der jiingeren Vergangenheit wurden dem KDELR in Sédugerzellen, {iiber seine
urspriingliche Rolle bei der Riickfithrung ER-residenter Proteine hinaus, zahlreiche weitere
Funktionen zugesprochen. Die wohl wichtigste darunter beschreibt die Funktion des KDELR
als Signalrezeptor und bedeutender Regulator von Golgi-Komplex-assoziierten
Transportvorgidngen. Studien zur Verarbeitung Golgi-Komplex-initiierter Signale als Antwort
auf die Ankunft von Vesikeln aus dem ER zeigen, dass solche Vesikel unter anderem auch
potentielle KDELR-Interaktionspartner enthalten und eine darauffolgende Aktivierung des
KDELR zur Initiierung von Signalereignissen fiihrt, welche schlussendlich zur verstirkten
Aktivierung des retrograden und anterograden Transports fithren.

Dieser Regulationsmechanismus dient dabei wohl {iiberwiegend der Kontrolle und
Abstimmung des intrazelluliren Membranflusses und ist somit fiir die Aufrechterhaltung der
Golgi-Homoostase sowie fiir die bedarfsméBige Aktivierung des intra-Golgi Transports von
entscheidender Bedeutung (Cancino et al., 2013; Giannotta et. al., 2012; Pulvirenti et al.,
2008). Wie der KDELR seine Funktion als Signalrezeptor ausiibt, kann anhand seines
molekularen Aufbaus erklart werden. Die dreidimensionale Struktur des KDELR entspricht
der eines klassischen GPCRs (Giannotta et al., 2012). Folglich ist der KDELR in der Lage,
mit G-Proteinen zu interagieren und ermoglicht somit die Initiierung von Signalereignissen,
welche schlussendlich eine wesentliche Rolle fiir die korrekte Regulation Golgi-Komplex-

assoziierter Transportvorginge einnehmen (siehe Abb. 3). Es wurde gezeigt, dass der KDELR

19



auf Ebene des Golgi scheinbar direkt mit zwei Ga-Proteinen (Gagq bzw. Gas) interagiert und
das zusitzliche Binden eines KDEL-Sequenzmotiv-tragenden Liganden zur Aktivierung
dieser Ga-Proteine durch den KDELR fiihrt (Cancino et al., nicht publiziert; Gainnotta et al.,
2012). Die Aktivierung von Goq reguliert post- und intra-Golgi-Transportereignisse iiber
einen Mechanismus, der im wesentlichen Phospholipase C (PLC), Diacylglicerol (DAG),
Protein Kinase C (PKC) sowie die Tyrosinkinase Src involviert, wihrend Gog den retrograden
Transport indirekt iiber die Regulation der Protein Kinase A (PKA) kontrolliert (Cancino et
al., 2013/nicht publiziert; Giannotta et al., 2012; Pulvirenti et al., 2008).

Regulation von post-

— Src = und intra-Golgi-
_ Transportereignissen

e
™~

Regulation des
— PKA retrograden
— — Transports
Abbildung 3: Schematische und vereinfachte Ubersicht iiber die KDELR vermittelte Regulation Golgi-Komplex-
assoziierter Transportvorginge. Aufgrund seiner GPCR-dhnlichen Struktur ist der KDELR zur Interaktion mit
verschiedenen G-Proteinen, speziell den dargestellten G-Proteinen Ga; und Gag, und der damit verbundenen

Initiierung von Signalereignissen zur Regulation entsprechender Transportvorginge und Aufrechterhaltung der
Golgi Homoostase fihig.

Gog und Go, wirken auf Ebene des Golgi an der Formierung und Sekretion von Vesikeln
sowie auf die Interaktion zwischen PKA und Golgi-Membran ein und beeinflussen somit
malgeblich die korrekte Struktur und Funktionalitit des Golgi-Apparates (Cabrera et al.,
2003; Denker et. al., 1996; Martin et. al., 1999; Muniz et al., 1996/1997; Mavillard et al.,
2010; Stow et al., 1991; Stow und Heimann, 1998). Die Freisetzung des B/y-Subkomplexes
vom heterotrimeren G-Protein aktiviert zudem PLC B3 und bedingt die darauffolgende,
Diacylglycerol-abhéngige Aktivierung von PKCr und PKD am trans-Golgi Netzwerk zwecks
Kontrolle des gerichteten Transports vom Golgi zur PM (Diaz Anel, 2007; Jamora et. al,
1997).
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1.3 Das A/B-Toxin Rizin

Das Pflanzentoxin Rizin ist ein heterodimeres Protein, welches in den Samenschalen des
Wunderbaums Ricinus communis vorkommt wird und zu den potentesten bekannten
pflanzlichen Toxinen gehort. Aufgrund seiner auflerordentlich hohen Toxizitit und der
Tatsache, dass bislang keine wirksame Therapie gegen eine Rizin-Intoxikation etabliert
wurde, wird das Holotoxin als potentielle bio-terroristische und biologische Waffe
klassifiziert. Rizin gehort zu der Gruppe der A/B-Toxine und setzt sich demnach aus zwei
funktionell und strukturell unterschiedlichen Untereinheiten zusammen, welche durch eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind; einer 32 kDa groflen, katalytisch aktiven N-
Glykosidase-Domine (RTA) und einer 34 kDa grof3en, zellbindenden Lektin-Domine (RTB)
(siehe Abb. 4). Dabei vermittelt RTA den eigentlichen toxischen Effekt, wihrend RTB dem
Toxin eine effiziente Aufnahme durch jeweilige Zielzellen ermoglicht. Als Galaktose-
spezifisches Lektin bindet RTB an freie, B-1,4 verkniipfte Galaktosereste wie sie bei
verschiedenen Glykoproteinen und Glykolipiden auf der Zelloberfliche von Siugerzellen
vorkommen (Lord und Spooner, 2011; Sandvig et al., 1976; Spilsberg et al., 2003; Spooner et
al., 2004; Spooner und Lord, 2015).

s N-Glykosidase — Toxzitat

s Lectin = Internalisierung

Abbildung4: Oben: Photographische Dokumentation des Wunderbaums Ricinus communis sowie einer Auswahl
verschiedener Rizinussamen (,,castor beans*), (Audi et al, 2005; Worbs et al., 2011). Unten: Schematische
Untereinheitenstruktur des Pflanzentoxins Rizin bestehend aus den beiden Toxin-Untereinheiten RTA und RTB
(verindert nach Peumans et al., 2001)

Ein gewisser Anteil der an die Zelloberflache gebundenen Rizin-Molekiile wird anschlie3end
endozytiert, wobei sich der Endozytosemechanismus (Clathrin-abhingig oder Clathrin-

unabhingig) in Abhidngigkeit der Oberflachenstruktur, an welche das Toxinmolekiil gebunden
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hatte, unterscheiden kann. Nach der Internalisierung sind die Rizinmolekiile zunéchst in
frithen Endosomen (,,early endosomes*, EE) lokalisiert und konnen von dort aus verschiedene
weitere Transportrouten einschlagen. Ein groer Anteil der aufgenommenen Toxinmolekiile
wird entweder iiber spite Endosomen zu Lysosomen transportiert und dort degradiert oder
verpackt in Recycling-Endosomen zuriick zur PM dirigiert und schlussendlich wieder
ausgeschieden. Ein kleiner Teil der Rizinmolekiile wird jedoch retrograd iiber den Golgi ins
ER transportiert (van Deurs et al., 1988; Spooner et al., 2006).

Der exakte Transportmechanismus von Rizin ist bislang nicht eindeutig aufgeklirt, jedoch
wurde gezeigt, dass der Transport von den endosomalen Kompartimenten zum Golgi-
Komplex Rab9- und Rabl1-unabhingig abliduft, wihrend vermehrt Hinweise fiir einen iiber
die Rab6-Isoformen Rab6A bzw. Rab6A‘ vermittelten Transport sprechen (Iversen et al.,
2001; Utskarpen et al., 2006). Auch eine Beteiligung von Dynamin-2 bzw. einem Dynamin-
Homolog am retrograden Rizintransport wird diskutiert, da Experimente mit '] markiertem,
sulfatiertem Rizin einen inhibitorischen Effekt dieses mutierten Dynamins auf den
Rizintransport von den Endosomen zum Golgi-Apparat aufzeigen konnten (Llorente et al.,
1998). Ein niedriger endosomaler pH-Wert scheint den Transport allerdings nicht zu
beeinflussen (Sandvig und van Deurs, 1996).

Auch der Transport vom Golgi-Komplex zum ER ist bislang nur oberflidchlich verstanden.
Der wohl am besten beschriebene Mechanismus zum retrograden Transport Golgi-
lokalisierter Proteine zum ER verlduft iiber COPI-Vesikel nach erfolgter Bindung an den
KDELR. Allerdings verfiigt Rizin nicht tiber ein KDELR-assoziiertes H/KDEL-dhnliches
Sequenzmotiv, womit dieser Mechanismus keine tragende Rolle spielen sollte. Dariiber
hinaus scheint der Rizintransport zum ER zudem COPI-unabhingig zu verlaufen (Llorente et
al., 2003). Es wird diskutiert, ob Rizin moglicherweise an galaktosyliertes Calreticulin bindet
und somit ein indirekter Transport vom Golgi zum ER ermdoglicht wird, allerdings bleibt der
exakte Transportmechanismus auf weiteres unaufgeklirt (Wesche, 2001). Nachdem das A/B-
Toxin das Lumen des ER erreicht hat, wird die Disulfidbriicke, welche die beiden
Untereinheiten miteinander verbindet, reduktiv gespalten und RTA, nun in seiner potentiell
katalytisch aktiven Konformation vorliegend, wird in das Zytosol transloziert, wo es seinen
toxischen Effekt ausiiben kann. Trotz des oxidierenden Milieus im ER-Lumen wird die
Reduktion der Disulfidbriicke iiber die Proteindisulfidisomerase (PDI) katalysiert (Bellisola et
al., 2004; Majoul et al., 1997; Spooner et al., 2004). Die Translokation aus dem ER erfolgt im
Falle von RTA hochstwahrscheinlich iiber ,.endoplasmatic reticulum associated protein

degradation (ERAD), einen Mechanismus, dessen Funktion eigentlich in der Markierung und

22



Vorbereitung falsch gefalteter Proteine fiir einen spiteren proteasomalen Abbau im Zytosol
liegt. Dabei ist die Polyubiquitinierung der zu degradierenden Proteine, bevorzugt an
Lysinresten, ein essentieller Schritt. Da die katalytisch aktive Rizin-Domine lediglich iiber
vergleichsweise wenige Lysine verfiigt, konnte dieser niedrige Lysingehalt RTA vor der
Degradation schiitzen und einen spidteren ERAD-vermittelten Transport in das Zytosol
ermOglichen (Hazes und Read, 1997). Experimente mit RTA-Varianten, welche einen
hoheren Lysingehalt aufweisen, unterstiitzen diese Vermutung, da sich solche Varianten stets
als anfilliger fiir den proteasomalen Abbau erwiesen (Deeks et al., 2002; Rodighiero et al.,
2002). Warum ein eigentlich natives und funktionales Protein wie RTA als potentielles
Substrat fiir den ERAD-Mechanismus in Frage kommt, ist bislang nicht eindeutig geklért;
allerdings steht die Tatsache, dass sich RTA im ER teilweise entfaltet wahrscheinlich damit in
Zusammenhang. Nahe dem C-Terminus verfiigt RTA {iiber eine groflere Region hydrophober
Aminosduren, welche normalerweise durch die angefiigte B-Doméne verdeckt wird. Nach der
reduktiven Spaltung wird diese Region jedoch zuginglich und kann mit der ER-Membran
interagieren. In Kombination mit der thermalen Instabilitit von RTA fiihrt eine gerichtete
Interaktion mit bzw. Insertion in die ER-Membran zu einer teilweisen Verdnderung in der
Faltung der dreidimensionalen RTA-Struktur. Es wird vermutet, dass diese Struktur als
fehlgefaltetes Protein erkannt und somit ERAD-vermittelt aus dem ER in das Zytosol
transloziert wird. Da ERAD-assoziierte Substrate fiir gewohnlich in 16slicher Form prisent
sein miissen, liegt die Vermutung nahe, dass auch Chaperone wie etwa BiP auf diesen
Mechanismus einwirken (Lamb et al., 1985; Li et al, 2010; Lord und Spooner, 2011; Spooner
et al, 2008). Die exakte Ablauf der RTA-Translokation wurde in verschiedenen Systemen
analysiert (Saccharomyces, Pflanzenzellen, Saugerzellen), wobei neben einigen allgemeinen
Abldufen auch systemspezifische Charakteristika aufgezeigt wurden. In Hefen scheint RTA
bevorzugt iiber nicht-verankerte, nicht-optimierte Dislocons transloziert zu werden und
entgeht dabei dem proteasomalen Abbau (Lord und Spooner, 2011). In Pflanzenzellen scheint
der Prozess nicht von einer zuvor erfolgten Polyubiquitinierung abhéngig zu sein, wenngleich
Cdc48 wohl eine wichtige Rolle spielt und ein gewisser RTA Anteil vor der Translokation
proteasomal degradiert wird (Di Cola et al., 2005; Marshall et al., 2008). In Sidugerzellen ist
dieser Prozess bisher am wenigsten charakterisiert. Es existieren zwar Hinweise fiir eine
Beteiligung von Sec6lp und dem HRD-Komplex-Regulator SEL1L, was wiederum eine
Nutzung wesentlicher ERAD-Komponenten fiir die Dislokation durch RTA nahelegen wiirde,
jedoch lassen sich auch Argumente finden, die diese Annahme entkréften. So scheint Derlin-

1, eine wichtige Komponente des sdugerzellspezifischen Dislocons, nicht von Bedeutung fiir
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die RTA-Translokation in Sdugerzellen zu sein (Lilley und Ploegh, 2004; Redman et al.,
2011; Simpson et al., 1999; Wesche et al., 1999; Ye et al., 2004).

Nachdem RTA schlieBlich im Zytosol, seinem eigentlichen Wirkungsort, angekommen ist,
liegt es zunichst als fehlgefaltetes Protein vor und muss zur Ausiibung seines toxischen
Effekts wieder in eine aktive Konformation gebracht werden. Zwar wurde in vitro beobachtet,
dass RTA seine katalytische Aktivitit in der Ndhe von Ribosomen wiedererlangen kann, in
vivo scheint fiir diesen Vorgang jedoch das zytosolische Chaperon Hsc70 benétigt zu werden
(Argent et al., 2000; Spooner et al., 2008). Hsc70 iibt in diesem Zusammenhang
wahrscheinlich zwei wesentliche Funktionen aus. Zum Einen scheint es die Loslichkeit der
translozierten RTA-Molekiile zu verbessern und somit eine Ribosomen-unterstiitzte
Riickfaltung in die korrekte Konformation zu ermoglichen; zum anderen konnte Hsc70 die
RTA Molekiile durch das Maskieren der hydrophoben Aminosdurebereiche stabilisieren und
somit die Interaktion mit der ER Membran einschrinken (Lord und Spooner, 2011). Nach
erfolgter Translokation und Riickgewinnung der katalytischen Aktivitit konnen die RTA-
Molekiile schlieBlich ihren toxischen Effekt ausiiben.

Der eigentliche, toxische Effekt von Rizin beruht auf der permanenten und irreversiblen
Inhibierung eukaryotischer Ribosomen (siehe Abb. 5). Durch die katalytische Aktivitit als N-
Glykosidase ist RTA in der Lage, einen spezifischen Adeninrest innerhalb eines hoch
konservierten ,feedback loop* der 28S-rRNA der 60S ribosomalen Untereinheit zu
deadenylieren. Diese Deadenylierung verhindert eine Wechselwirkung mit dem ,,chain
elongation factor 2 (ELF2), wodurch eine folgende Interaktion zwischen der mRNA und der
rRNA nicht mehr moglich ist. Aufgrund dessen kommt die Proteinbiosynthese an dem
betroffenen Ribosom permanent zum Erliegen, was schlussendlich zum Zelltod fiihrt (Endo,
1988; Lord, 2003; Olsnes und Pihl, 1972; Olsnes et al., 1975/1976; Sandvig und van Deurs,
2000).
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mRNA

Ribosom Loop innerhalb der 28S rRNA der

Inaktivierung 60S Untereinheit
60S Ribosom

RTA \

Naszierende Polypeptidkette

Zytosol
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Ribosomen-inaktivierenden Wirkung von Rizin. Durch die N-
Glykosidase Aktivitit von RTA wird ein spezifischer Adeninrest innerhalb eines hoch konservierten ,,feedback loop*
der 28S-rRNA der 60S Untereinheit eukaryotischer Ribosomen deadenyliert. Durch diese Deadenylierung ist eine

Interaktion zwischen mRNA und rRNA nicht mehr moglich und die Proteintranslation an dem betroffenen Ribosom
kommt irreversibel zum Erliegen (verindert nach Audi et al., 2005).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Es ist hinldnglich bekannt, dass Rezeptor-Clusterbildung in Pro- und in Eukaryonten fiir die
korrekte Erkennung, Verarbeitung und Transduktion verschiedener Signale von
entscheidender Bedeutung ist. Zwar wurde dieses Phidnomen fiir eine Reihe wichtiger
Rezeptoren, wie etwa Neurotransmitter-Rezeptoren in Sédugerzellen oder Chemotaxis-
Rezeptoren in Bakterien, beschrieben, die Mechanismen der zugrunde liegenden
molekularbiologischen Prozesse sind allerdings bislang nur oberfldchlich verstanden. Das
tibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit bestand somit darin, das grundlegende
Verstindnis um die KDELR-Dynamik sowie die KDELR/Liganden-Interaktion in
Saugerzellen zu vertiefen sowie die Mechanismen hinsichtlich der KDELR- bzw. Liganden-
Clusterformierung und -Entwicklung ndher zu charakterisieren. AbschlieBend sollten die
dabei gewonnen Erkenntnisse die Etablierung eines minimalistischen ,,Trafficking-Modells*
zur Beschreibung der KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktionen ermdglichen.

Zum Erreichen dieses Ziels sollten ,Live Cell Imaging“-Analysen an Sdugerzellen nach
externer Applikation fluoreszenzmarkierter Modell-Liganden (eGFP-RTA, eGFP-RTA™XPEL,
RTA-E177D, RTA-E177D"PEY) durchgefiihrt und die zeitabhingige Clusterbildung und -
Entwicklung analysiert werden. Dabei war vor allem von Interesse, inwiefern das zusétzliche

Anfiigen eines KDELR-assoziierten Sequenzmotivs (H/KDEL) die Clusterentwicklung

beeinflusst. Ergidnzende Studien mit fluoreszenzmarkierten KDELR-Varianten sollten
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zusitzlich eine detaillierte Analyse der intrazelluliren KDELR-Lokalisation sowie des
KDELR-Transports unterstiitzen, als auch die Dokumentation expliziter KDELR/Liganden-
Interaktionen auf Ebene der zelluldaren PM ermoglichen. Kombiniert mit und unterstiitzt durch
adaptive Monte-Carlo-Simulationen sollten die gewonnenen experimentellen Erkenntnisse
schlussendlich die Voraussetzungen fiir die Konstruktion eines ,,Trafficking-Modells* zur

Beschreibung der KDELR-Dynamik in Sdugerzellen schaffen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Stimme

2.1.1.1 Verwendete Bakterienstimme

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme wurden der
Stammsammlung des Instituts fiir Molekular- und Zellbiologie der Universitit des Saarlandes

entnommen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Bakterienstimme sowie deren Genotyp und Herkunft

Stamm Genotyp Herkunft
endAl hsdR17 (rK12-mK12+)
Escherichia coli Nova Blue  supE44 thi-l recAl gyrA96 relAl
. o Novagen
Slngles lac F’[proA+B+
laclqZAM15::Tn10] (TetR)
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
D80lacZAM 15 AlacX74 recAl
Escherichia coli TOP10 deoR araD139 A(araleu) 7697 Invitrogen
galU galK rpsL (StR) endAl
nupG
Escherichia coli BL21 " ompT gal dem lon hsdSB(B- ;00,41 (Studier und Moffatt,
mB-) MDE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1986
(DE3) 1 ind1 sam1 ninS)) )

2.1.1.2 Verwendete Hefestimme

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Hefestimme wurden der
Stammsammlung des Instituts fiir Molekular- und Zellbiologie der Universitit des Saarlandes

entnommen (sieche Tabelle 2).

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Hefestemmii sowie deren Genotyp und Herkunft

Genotyp Herkunft

Saccharomyces cerevisiae MATo, his3A1; leu2AO; lys2A0;

BY4742 ura3Ao0 EUROSCARF
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MATa;, ade; ade3; his3-200; leu2-
.. 3
Saccharomyces cerevisiae |, 3 5> TRp) erd2-Neo (mit Pellham und Semenza
YAL2 Plasmid pYA12(2uURA3 ADE3
SEC12)

2.1.2 Verwendete Siugerzelllinien

Samtliche verwendeten Sdugerzelllinien sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Siugerzelllinien

Zelllinie Merkmale Herkunft
Humane, epitheliale
HeLa Zervixcarzinom-Zelllinie, ATCC® (CCL-2.2™)

Monolayer, adhirent
Humane, epithiliale
Zervixkarzinom-Zelllinie,
T-REx™ HeLa Monolayer, adhirent, Thermo Fisher Scientific
Tetrazyklin basierte
Kontrolle der Genexpression
Humane, embryonale
Nierenzelllinie,
HEK-293 Fibroblasten-Zellen, Sigma-Aldrich
Monolayer, adhirent und in
Suspension
Humane, embryonale
Nierenzelllinie,
Fibroblasten-Zellen,
Monolayer, adhdrent und in

™ ™
Flp-In T;;f x" HEK- Suspension, spezialisiert auf ~ Thermo Fisher Scientific
den Einbau von Flp-InTM
Expressionsvektoren,

Tetrazyklin basierte
Kontrolle der Genexpression
Flp-In"" T-REx " HEK-293
Flp-In™ T-REx"™ HEK- nach erfolgter, stabiler . .
293-Erd2.1-mCherry Integration einer mCherry Vorliegende Arbeit
markierten Erd2.1-Variante
Flp-In"" T-REx """ HEK-293
Flp-In"™ T-REx™ HEK- nach stabiler Integration . .
293.Erd2.1-FLAG einer FLAG markierten Vorliegende Arbeit
Erd2.1-Variante
Humane, epitheliale,
Karzinom-Zellline, enthalt ® ™
humane Papilloma Viren, ATTCT(CCL-23"7)
adhérent

HEp-2
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SH-SYSY

Humane, epitheliale
Neuroblastoma-Zelllinie,
adhérent und in Suspension

ATTC® (CRL-2266™)

RAW-Blue™

Makrophagenzelllinie aus
Mus musculus, etabliert
aus Tumorgeweben
(induziert durch
"Abelson murine leukemia
virus*), adhérent

Invivogen®

IC-21

Peritoneale
Makrophagenzelllinie aus
Mus musculus, etabliert aus
SV40 transformierten
C57BL/6 Makrophagen,
adhérent

ATCC® (TIB-189™)

2.1.3 Verwendete Plasmide

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Plasmide sind in der nachfolgenden Tabelle 4

aufgelistet.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Plasmide sowie deren Beschreibung und Herkunft

Plasmid

pET-24a"

Beschreibung
Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem
T7-Promotor

Herkunft

Novagen

pET-24a"-RTA

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie RTA
Sequenz

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a*-RTAHPEL

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie RTA
Sequenz mit C-terminalem
HDEL-Motiv

Bjorn Becker, Dissertation
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pET-24a*-RTAKPEL

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie RTA
Sequenz mit C-terminalem
KDEL-Motiv

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a"-eGFP-RTA

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie eGFP-
getaggter RTA Sequenz

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a*-eGFP-RTA"PEL

Expressionsvektor mit KanR
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie eGFP-
getaggter RTA Sequenz mit C-
terminalem HDEL-Motiv

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a*-eGFP-RTAXEL

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie eGFP-
getaggter RTA Sequenz mit C-
terminalem KDEL-Motiv

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a"-eGFP-
RTAE177D

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie eGFP-
getaggter RTAE177D Sequenz

Bjorn Becker, Dissertation

pET-24a"-eGFP-
RTAE177D"PEL

Expressionsvektor mit KanR-
Gen, T7-Tag
Sequenz, His6-Tag, IPTG-
induzierbarem

T7-Promotor sowie eGFP-
getaggter RTAE177D Sequenz
mit C-terminalem HDEIL-Motiv

Bjorn Becker, Dissertation

pRS-315

,shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence’ (CEN),
Promotor Pg, , ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),

LEU2- und AmpR-Gen

Sikorski und Hieter, 1989
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pRS-315-Erd2.1mC

»shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence* (CEN),
Promotor Pg,, ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),
LEU2- und AmpR-Gen sowie
mCherry getaggter Erd2.1
Sequenz

Vorliegende Arbeit

pRS-315-Erd2.2mC

»shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence* (CEN),
Promotor Pg,, ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),
LEU2- und AmpR-Gen sowie

mCherry getaggter Erd2.2
Sequenz

Vorliegende Arbeit

pRS-315-Erd2.3mC

,»shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence* (CEN),
Promotor Pg,, ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),
LEU2- und AmpR-Gen sowie

mCherry getaggter Erd2.3
Sequenz

Vorliegende Arbeit

pRS-315-Erd2p

,»shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence* (CEN),
Promotor Pg, , ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),
LEU2- und AmpR-Gen sowie

Erd2p Sequenz

Julia Dausend, Dissertation

pRS-315-Erd2AC

»shuttle“-Vektor mit ,,yeast
centromere sequence* (CEN),
Promotor Pg, , ,,autonomously
replicating sequence” (ARS),
LEU2- und AmpR-Gen sowie

einer C-terminal verkiirzten,

nicht funktionalen Erd2p
Sequenz

Julia Dausend, Dissertation

pcDNA3.1

Sadugerexpressionsvektor

Thermo Fisher Scientific

pcDNA3.1-Erd2.1mC

Saugerexpressionsvektor mit
einer mCherry markierten
Erd2.1 Sequenz

Vorliegende Arbeit

pcDNA3.1-Erd2.2mC

Saugerexpressionsvektor mit
einer mCherry markierten
Erd2.2 Sequenz

Vorliegende Arbeit

pcDNA3.1-Erd2.3mC

Sédugerexpressionsvektor mit
einer mCherry markierten
Erd2.3 Sequenz

Vorliegende Arbeit

pcDNAS/FRT/TO

Expressionsvektor zur stabilen
Integration von DNA mit
HygromycinR-Gen,
Tetrazyklin-induzierbarem
CMYV-Promotor, FRT-Stellen

Invitrogen
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Expressionsvektor zur stabilen
Integration von DNA mit

pcDNAS/FRT/TO- HygromycinR-Gen,

Erd2.1mC

Tetrazyklin-induzierbarem Vorliegende Arbeit
CMYV-Promotor, FRT-Stellen
und einer mCherry markierten
Erd2.1 Sequenz

Expressionsvektor zur stabilen
Integration von DNA mit

pcDNAS5/FRT/TO- HygromycinR-Gen,

Erd2.2mC

Tetrazyklin-induzierbarem Vorliegende Arbeit
CMYV-Promotor, FRT-Stellen
und einer mCherry markierten
Erd2.2 Sequenz

Expressionsvektor zur stabilen
Integration von DNA mit

pcDNAS/FRT/TO-Erd2.1- HygromycinR-Gen,

FLAG

Tetrazyklin-induzierbarem Vorliegende Arbeit
CMV-Promotor, FRT-Stellen
und einer FLAG markierten
Erd2.1 Sequenz

2.1.4 Oligonukleotide

Samtliche im Verlauf der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer konnen der nachstehenden

Tabelle 5 entnommen werden.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Primer in 5”-3 Leserichtung

Primer 5°-3"Sequenz
5'Erd2.1 gaattctctagaATGAATCTCTTCCGATTCCTGGGAGAC
5°Erd2.2 gaattctctagaATGAACATTTTCCGGCTGACTGGGG
5'Erd2.3 gaattctctagaATGAACGTGTTCCGAATCCTCGG

5’Erd2.1mCherry
SOE

GGAAGAAGTTGAGTTTGCCGGCAATGGTGAGCAAGGGCGAG
GAG

5’Erd2.2mCherry
SOE

GGAAAGAAGCTCAGTTTGCCAGCAATGGTGAGCAAGGGCGA
GGAG

5’Erd23mCherry
SOE

GAAAGAAGTTAAGTCTTCCAATGCCAATCTGAATGGTGAGCA
AGGGCGAGGAG

3’Erd2.1mCherry
SOE

CTCCTCGCCCTTGCTCACCATTGCCGGCAAACTCAACTTCTTC
C

3’Erd2.2mCherry
SOE

CTCCTCGCCCTTGCTCACCATTGCTGGCAAACTGAGCTTCTTT
CC
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3’Erd2.3mCherry CTCCTCGCCCTTGCTCACCATTCAGATTGGCATTGGAAGACTT

SOE AACTTCTTTC

3'mCherry ggatccgggcccTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

2.1.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Nitrocellulose-Membran
Whatman-Papier
Dialysemembranen

Kryorohrchen

Zellkulturflaschen

24/48/96-Well Zellkulturtetsplatten
Microwell-Testplatten
Elektroporationskiivette

Hyper Ladder 1 kb

Prestained Protein Ladder
Protease-Inhibitor (EDTA frei)
RNase

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer

dNTPs

Restriktionsendonukleasen
p-Dishes, 35 mm high

u-Dishes, 35 mm high glass bottom
u-Dishes, 35 mm high grid

Nicht explizit aufgelistete Chemikalien wurden von den Firmen

,,Merk* erworben.

2.1.6 Verwendete Kits

pSTBlue-1 AccepTor ™ Vector Giga Kit
innuPREP Plasmid Mini Kit

Bicinchoninic acid Kit for protein determination

Roche

BioRad, Miinchen
Millipore, Deutschland
Nalgene, Cryoware
Cellstar/Greiner
TPP/Cellstar/Greiner
Thermo Scientific
BioRad

Bioline

Fermentas

Roche

Fermentas
Fermentas/AppliChem
Fermentas/AppliChem
Roche
Fermentas/Roche

Ibidi

Ibidi

Ibidi

,AppliChem®, ,,Roth* bzw.

Novagen
analytic Jena
Sigma
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Gel Extraction Kit Omega bio-tek

Gene Elute HP Plasmid MidiPrep Kit Sigma Aldrich

In vitro Toxicology Assay Kit, XTT based Sigma-Aldrich

Flp-In™ T-REx™ Core Kit Thermo Fisher Scientific
FuGENE® HD Transfection Reagent Promega

Western Lightning Plus Perkin Elmer

2.1.7 Verwendete Antikorper

Verwendete primire Antikorper sind in Tabelle 6 gelistet.

Tabelle 6: Verwendete primére Antikorper samt eingesetzter Verdiinnung und Herkunft

Antikorper Verdiinnung Herkunft
anti-PE, Maus 1:50 Sigma
2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierungsbedingungen

2.2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli Fliissigkulturen erfolgte in LB-Medium bei 37 °C iiber Nacht
und unter konstantem Schiitteln bei 220 rpm im Schiittelinkubator Multitron der Firma
nInfors®“. Zur Anzucht von E. coli-Kolonien wurden LB Agarplatten verwendet. Zwecks

langfristiger Lagerung wurden Kryokulturen angelegt und bei -80 °C gelagert (siehe 2.2.1.4).

2.2.1.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae Fliissigkulturen erfolgte in YPD-Medium oder einem
geeigneten definierten Mangel-Medium (,,drop-out* bzw. d/o-Medium) bei 30 °C iiber Nacht

unter konstantem Schiitteln bei 220 rpm im Schiittelinkubator Multitron der Firma ,,Infors®.
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Die Anzucht von Kolonien erfolgte mittels YPD- bzw. d/o-Agarplatten iiber einen Zeitraum
von 3-5 d bei 30 °C. Zur langfristigen Lagerung wurden Kryokulturen angelegt und
bei -80 °C gelagert (siehe 2.2.1.4).

2.2.1.3 Kultivierung von Sdugerzellen

Adhirente HelLa, HEK-293, SHSY-4Y, RAW-Blue und HEp2-Zellen wurden wie unter
2.2.5.1 beschrieben aufgetaut und in DMEM-Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem fotalem
Kilberserum (FCS; 30 min bei 56 °C) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Adhirente IC21-
Zellen wurden in RPMI-Medium mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS bei 37 °C und 5 % CO,

kultiviert.

2.2.1.4 Herstellung von Kryokulturen fiir Bakterien und Hefen

1 ml einer frischen Ubernachtkultur wurde mit 1 ml 99 % Glycerin in einem Kryorshrchen

vermischt und fortan bei -80 °C gelagert. Zur Kryokonservierung von Sdugerzellen siehe

2.2.5.1.2.

2.2.1.5 Verwendete Niahrmedien und Losungen

Samtliche Medien und Losungen wurden, sofern nichts anderes angegeben, 20 min bei

121 °C autoklaviert und bei RT gelagert. Agarplatten wurden bei 4 °C gelagert.

LB-Medium

Trypton/Pepton 1%
Hefe-Extrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden zusétzlich 1,5 % Agar zugegeben. Der Ansatz
wurde in H,O dest. gelost.
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SOC-Medium

Trypton 2%
Hefe-Extrakt 0,5 %
NaCl 10 mM
Glukose 20 mM
MgCl, 10 mM
KCl 10 mM

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost.

YPD-Medium

Glukose 2%
Pepton 2%
Hefe-Extrakt 1 %

Die Glukose wurde in 200 ml H,O dest. geldst, wihrend der Rest in 800 ml H,O dest. gelost

wurde. Die Losungen wurden getrennt autoklaviert und anschlieend vereint.

10 x ,,drop-out* Mix
Adenin, Uracil, Histidin

Arginin, Tryptophan, Methionin jeweils 0,2 g/l
Tyrosin, Lysin, Isoleucin jeweils 0,3 g/l
Phenylalanin 0,5 g/1
Leucin, Aspartat jeweils 1 g/l
Threonin 2 g/l

Valin 2,5 g/l

Zur Herstellung eines Selektionsmediums wurden entsprechende Aminosduren weggelassen
und die iibrigen Zusitze den Angaben entsprechend abgewogen und in einem Morser

durchmischt.

Definiertes Mangel-Medium (,,drop-out* bzw. d/o)

Losung A:
Ammoniumsulfat 5¢g/l
,,drop-out* Mix 0,87 g/l

Der Ansatz wurde in 250 ml H,O dest. gelost
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Losung B
Glukose/Raffinose/(Galaktose) 20 g/1/ (30 g/)

Zur Herstellung von Glukose- bzw. Raffinose-haltigem Medium wurden 20 g/l des
entsprechenden Zuckers eingewogen. Fiir Galaktose-haltige definierte Mangelmedien wurde
30 g/l Galaktose eingewogen. Zur Herstellung von Agarplatten wurden zusitzlich 15 g/l Agar

zugegeben. Die Ansitze wurden anschlieBend in 700 ml H,O dest. gelost.

Losung C
YNB w/0 amino acids 1,7 g/l

Der Ansatz wurde in 50 ml H,O dest. gelost, sterilfiltriert und anschlieBend mit den

autoklavierten Losungen A und B zum fertigen definierten Mangelmedium vereint.

DMEM-Medium
Dulbecoo’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) wurde von der Firma ,,Sigma-Aldrich*

bezogen und bei 4 °C gelagert.

RPMI-1640-Medium
RPMI-1640-Medium wurde von der Firma ,,Sigma-Aldrich* bezogen und bei 4 °C gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 PCR (,,Polymerase Chain Reaction‘‘) Varianten

2.2.2.1.1 PCR (,,Polymerase Chain Reaction*)

Die ,,Polymerase Chain Reaction* (PCR) ist eine von Karry Mullis 1983 entwickelte
Methode, um in vitro ausgewihlte Nukleinsdureabschnitte mittels flankierender Primer zu
amplifizieren. StandartméBig wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgendes Protokoll

verwendet:
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DNA 0,2 ul

Primer 57 0,25 ul
Primer 3~ 0,25 ul
Tag-Polymerase 0,5 ul
10 x Tag-Puffer Sul
dNTPs (Roche) 1 ul
H,O dest. ad 50 ul
94 °C 2 min
94 °C 30s

57 °C 30s 27 Zyklen
72 °C 1 min
72 °C 7 min

2.2.2.1.2 SOE (,,Splicing by Overlapping Extension*) PCR

Die SOE-PCR stellt eine spezielle Variante der PCR dar, die es ermdglicht, liickenlose
Fusionsgenabschnitte zweier unterschiedlicher DNA-Ursprungssequenzen herzustellen.
Hierzu werden die beiden zu fusionierenden Nukleinsidureabschnitte zunichst in einer ersten
PCR getrennt voneinander amplifiziert, wobei darauf zu achten ist, dass der 3’-Primer des
ersten Genabschnitts und der 5°-Primer des zweiten jeweils homologe Sequenzen aus den 5°-
bzw. 3"-Enden der jeweiligen Genabschnitte enthalten. In einer darauffolgenden zweiten PCR
werden diese Amplifikate als Template eingesetzt. Zusitzlich enthilt dieser zweite PCR-
Ansatz lediglich die flankierenden Primer der ersten PCR (5°-Primer Genabschnitt 1 und 3°-
Primer Genabschnitt 2). Durch das darauffolgende ,,Annealing* der iiberlappenden Bereiche
findet eine vollstindige Replikation des neuen Fusionsgenabschnittes statt. StandartméaBig

wurde fiir alle SOE-PCRs folgendes Protokoll verwendet:

1. PCR

Puffer 2,5 ul
Primer 5~ 0,25 ul
Primer 37 0,25 ul
dNTPs 0,5 ul
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DNA 1 ul

Polymerase 0,25 ul

H,O dest. ad 25 ul

Verwendet wurde das ,,FastStart High Fidelity PCR System* der Firma ,,Roche*

95 °C 2 min
95 °C 20s

57 °C 20s 25 Zyklen
72 °C 1 min
72 °C 7 min

2. PCR

Puffer 2,5ul
Primer 57 0,25 ul
Primer 3~ 0,25 ul
dNTPs 0,5 ul
DNA je2,5ul
Polymerase 0,25 ul
H,O dest. ad 251

Als Template wurden die gereinigten Amplifikate der ersten PCR eingesetzt. Verwendet

wurde das ,,FastStart High Fidelity PCR System* von ,,Roche®.

95 °C 2 min

95 °C 20s

54 °C 20s 25 Zyklen
72 °C 1 min

72 °C 7 min

2.2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode zur gréfenabhingigen Auftrennung von
Nukleinsduren in einem elektrischen Feld. In einem basischen Milieu wandern die
Nukleinsduren nach Anlegung einer elektrischen Spannung aufgrund ihres stark negativ

geladenen Phosphatriickrades zur Anode. Grofle Fragmente bewegen sich dabei langsamer als
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kleine durch das feinporige Agarosegel. Die Agarosekonzentration des verwendeten Gels
bestimmt dabei die Effizienz der Auftrennung, wobei ein hoherer Agarosegehalt in der Regel
eine feinere Auftrennung bedingt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet. Die Proben
wurden dabei jeweils mit 5 x GLB versetzt (Endkonzentration 1 %) und bei 400 mA und
160 V in 1 x TE-Puffer aufgetrennt. Fiir groBe Gele wurde die Spannung auf maximal 250 V
erhoht. Als GroBenstandart wurde der Marker ,Hyper Ladder* der Firma ,,Bioline*
verwendet. AbschlieBend wurden die Gele mindestens 10 min in Ethidiumbromid inkubiert
und mit dem ,,ChemiDoc-XRS-System* der Firma ,,Biorad“ und der Software ,,Quantity

One* analysiert.

10 x TBE-Puffer

Tris/HCL 0,89 M
Borsiure 0,89 M
EDTA 20 mM

Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt und die einzelnen Bestandteile in H,O dest. gelost.

GLB-Puffer

Glycerin (96 %) 50 %
SDS 1%
EDTA 125 mM
Bromphenolblau 0,05 %
Xylencyanol 0,05 %

Die einzelnen Bestandteile wurden in H,O dest. gelost.

2.2.2.3 Methoden zur DNA Isolierung

2.2.2.3.1 Alkalische Lyse

Bei der alkalischen Lyse handelt es sich um eine géingige Methode zur Isolierung von

Plasmid-DNA. Hierbei wurden 1,5 ml einer frischen E. coli Ubernachtkultur 1 min bei
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13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand (US) verworfen und das Pellet in 100 ul GTE
resuspendiert. Dabei ist auf eine vollstindige Resuspendierung des Zellpellets zu achten, da
dies die Effizienz der DNA-Isolierung mafigeblich beeinflusst. Die Suspension wurde 5 min
bei RT inkubiert, mit 200 ul NaOH-SDS versetzt, mehrfach vorsichtig invertiert und weitere
5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden dem Ansatz 150 ul KAC zugegeben, kriftig
geschiittelt und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation wurden 400 pl
des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefi mit 800 ul Ethanol (99%/vergillt) iiberfiihrt,
vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 1 min
bei 13000 rpm wurde das Pellet getrocknet und in 20 ul sterilem H,O dest. aufgenommen.
Die isolierte Plasmid-DNA wurde fortan bei -20 °C gelagert.

GTE

Glucose 50 mM
Tris/HCL 25 mM
EDTA 10 mM

Die einzelnen Bestandteile wurden in H,O dest. gelost und der pH-Wert mit HCI auf 8,0

eingestellt.

NaOH-SDS

NaOH 0,2 M
SDS 1%

Die einzelnen Bestandteile wurden in H,O dest. gelost

Kaliumacetat
Eisessig 29,5 ml
Der Ansatz wurde mit H,O dest. auf 100 ml aufgefiillt und der pH-Wert mit KOH auf 4,8

eingestellt.

2.2.2.3.2 MiniPrep-Plasmidisolierung

Eine MiniPrep-Plasmidisolierung erméglicht im Vergleich zur alkalischen Lyse eine vielfach
reinere Isolierung von Plasmid-DNA. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das

»innuPREP  Plasmid Mini Kit“ der Firma ,Analytic Jena“ verwendet und die
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Plasmidisolierung nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde bei -20 °C
gelagert.

2.2.2.3.3 MidiPrep-Plasmidisolierung

Bei der MidiPrep-Plasmidisolierung handelt es sich um eine Variante der MiniPrep-
Plasmidisolierung, die zur Isolierung und Reinigung groBerer DNA Mengen geeignet ist. Fiir
solche MidiPrep-Plasmidisolierungen wurde das ,,Gene Elute HP Plasmid MIDIPrep Kit* der
Firma ,,Sigma Aldrich* verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die isolierte

Plasmid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt

2.2.2.3.4 DNA Isolierung aus Agarosegelen

Zur Reisolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das ,,Gel Extraction Kit*“ der Firma
,Omega bio-tek” verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die DNA wurde

anschlieBend bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.2.4 Restriktionsanalysen

Samtliche im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Restriktionsanalysen wurden
mit Restriktionsenzymen und Puffersytemen der Firma ,,Fermentas* durchgefiihrt. Die
verwendete Menge an Enzym und entsprechendem Puffer entsprach stets den
Herstellerangaben. Préparative Restriktionen wurden iiber einen Zeitraum von 3 h bei 37 °C
inkubiert, wohingegen Restriktionen zu Kontrollzwecken lediglich 1-2 h bei 37 °C inkubiert
wurden. Eine Ausnahme bildeten Restriktionsansitze, die das Enzym Apal enthielten, diese
wurden bei 30 °C inkubiert. Um die Effizienz der iibrigen Restriktionsenzyme nicht zu
beeintrichtigen, wurde die DNA zunichst ausschlieBlich mit Apal verdaut, nach
gelelektrophoretischer  Auftrennung reisoliert und anschlieBend mit dem zweiten
Restriktionsenzym erneut verdaut (37 °C). Die eingesetzte DNA-Menge betrug immer 1 pg.
Samtliche Ansdtze wurden nach der Inkubation mit 5 ul GLB versetzt (Endkonzentration in

der Probe 1 x) und gelelektrophoretisch analysiert.
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2.2.2.5 Ligation

Enzymatisch linearisierte DNA-Fragmente konnen durch Verwendung geeigneter DNA-
Ligasen wieder zu einem vollstindigen Plasmid zusammengefiigt werden. Die Ligase
katalysiert hierbei die dafiir notwendige Bildung von Phosphodiester-Bindungen. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden T4-DNA Ligasen der Firmen ,,Fermentas* und ,,Applichem*

verwendet. StandartméBig wurde fiir Ligationsansitze folgendes Protokoll verwendet:

Vektor-DNA 7 ul
Insert-DNA 10 ul
Ligase 1 ul
10 x Ligase-Puffer 2 ul

Das Verhiltnis aus eingesetzter Vektor- und Insert-DNA konnte je nach DNA-Gehalt
variieren. Die Inkubation der Ansitze erfolgte entweder bei 16 °C iiber Nacht oder fiir 2 h bei

RT.

2.2.2.6 Transformation von E. coli

2.2.2.6.1 AccepTor™ Klonierung

Zur Uberpriifung der korrekten Identitit entsprechender Konstrukte wurden diese in den
,,AccepTorTM Vector pSTBlue-1* kloniert. Dabei wurde das ,,pSTBlue Vector Giga Kit* der
Firma ,,Novagen* verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die Konstrukte wurden

anschliefend von der Firma ,,GATC Biotech (K6ln)* sequenziert.

2.2.2.6.2 Elektroporation von E. coli

Die Elektroporation ist eine Methode zur Transformation von Bakterienzellen, bei der durch
schwache elektrische Impulse Poren in der Membran der zu transformierenden Zelle erzeugt
werden. Vor der -eigentlichen Transformation miissen zunidchst elektrokompetente
Bakterienzellen hergestellt werden. Zu diesem Zweck wurden 5 ml einer frischen
Ubernachtkultur von E. coli Top10 in 500 ml LB Medium iiberimpft und bis zum Erreichen

einer optischen Dichte (OD) von 1-1,5 bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die OD wurde
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spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm gegen zellfreies LB-Medium als
Referenz iiberpriift. Nach Erreichen der gewiinschten OD wurde die Zellsuspension 15 min
auf Eis inkubiert und 10 min bei 8000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Bei sdmtlichen folgenden
Arbeitsschritten ist darauf zu achten, die Zellen moglichst auf Eis zu lagern. Die Zellen
wurden anschliefend zweimal mit 100 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin gewaschen und 5
min bei 8000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im
Riickfluss resuspendiert. Die Suspension wurde im Anschluss in 1,5 ml Reaktionsgefifie
iiberfithrt und 5 min bei 8000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und das Pellet in 200 pl eiskaltem 10 %-igem Glycerin aufgenommen.
AbschlieBend wurden die nun elektrokompetenten Zellen zu je 40 pl aliquotiert und
bei -80 °C gelagert. Um die Leitfdhigkeit der Ligationsansitze, welche fiir die Transformation
eingesetzt werden zu reduzieren, wurden diese im Vorfeld durch Dialyse entsalzt. Diese
Dialyse wurde 40 min gegen 10 %-iges Glycerin auf Dialysemembranen der Firma ,,Millipore
(0,025 pm)*“ durchgefiihrt. Dem Liagtionsansatzt wurde anschlieBend 1 Tropfen steriles
Glycerin (99 %) hinzugefiigt und zu den kompetenten Zellen gegeben. Die eigentliche

Elektroporation wurde in Elektroporationskiivetten und dem Elektroporator ,,Gene Pulser 1I*
der Firma ,,Biorad* bei 2,5 kV, 25 pF und 200 Ohm durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen
sofort in 800 ul vorgewdrmtes SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Im Anschluss wurden 300 ul der transformierten Zellen auf LB-Agarplatten mit
einem geeigneten Antibiotikum zur Selektion ausplattiert. Hierzu wurden vorher je 20 ul
einer 25 mg/ml Kanamycin-Stammlésung bzw. 40 pul einer 50 mg/ml
Ampicilin-Stammlésung mit H,O dest. auf 200 ul aufgefiillt und das gesamte Volumen auf
den LB-Agarplatten ausplattiert. AbschlieBend wurden die Platten iiber Nacht bei 37 °C

inkubiert und auf gewachsene Kolonien iiberpriift.

2.2.2.7 Methoden zur DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration isolierter Plamid-DNA wurde mit dem NanoDrop 2000c
Spektrophotometer der Firma ,,Peqlab Biotechnologie GmbH* bestimmt. Alternativ wurde
zur Konzentrationsbestimmung das Spektralphotometer ,,UV-visible Spectrometre* der Firma
,,Pharmacia Biochrom* verwendet. Hierzu wurden die Proben 1:60 mit H,O verdiinnt und die

Absorption bei 260 nm in einer Quarzkiivette gemessen.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 SDS-PAGE

Durch eine SDS-Gelelektrophorese konnen Proteine durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes der Grofle nach getrennt werden. Das Prinzip entspricht dabei dem der
Agarosegelelektrophorese. Vor der eigentlichen Trennung werden die Proben mit SDS-
Probenpuffer (denaturierend) versetzt und 5 min bei 95 °C gekocht. Zur Analyse von
Membranproteinen wurden die Ansitze 15 min bei 55 °C inkubiert. Nachdem die Proben auf
die SDS-Gele aufgetragen wurden (siehe Tab. 7) wurden diese mit 1 x Kathoden- und 1 x
Anodenpuffer aufgetrennt. Die angelegte Spannung betrug dabei zu Beginn 80 V und wurde
nach etwa 15 min auf 120 V erhoht. Die Gele wurden im Anschluss entweder fiir Western-

Analysen oder Coomassie-Firbungen eingesetzt.

Anodenpuffer (5 x)Tris/HC1 121,1 g/l
Tris/HCI wurde in H,O dest. gelost.

Kathodenpuffer (5 x)
Tris/HC1 60,55 g/l
SDS S5¢g/l

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost.

SDS Probenpuffer (reduzierend)

Tris/HCI pH 8,45 900 mM
Glycerol 24 %

SDS 4%
B-Mercaptoethanol 10 %
Phenolrot Spatelspitze
Serwa Blue White Spatelspitze
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SDS-Gele

Tabelle 7: Zusammensetzung der Gele fiir SDS-PAGE (Rezept fiir 2 Gele)

5,88 ml Rotiphorese Gel 30 1,62 ml Rotiphorese Gel 30

5 ml Tris/HCI pH 8,45 3,1 ml Tris/HCI pH 8,45

2,12 ml H,O dest. 7,78 ml H,O dest.

2 ml Glycerin (79 %) 25 ul TEMED

25 ul TEMED 80 ul Ammoniumperoxodisulfat (10 %)

80 ul Ammoniumperoxodisulfat (10 %)

2.2.3.2 Coomassie Fiarbung

Die Coomassie Farbung ist eine Methode zur unspezifischen Firbung von Proteinen. Dabei
interagiert der Triphenylmethan-Farbstoff ,,Coomassie Brilliant Blue* im sauren Milieu mit
den basischen und aromatischen Aminosiureseitenketten der zu firbenden Proteine. Nach
erfolgter Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Gele mit der entsprechenden
Farbelosung benetzt, die Fiarbelosung kurz aufgekocht und danach 20-30 min bei RT unter
sanftem Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wurden die Gele mehrmals mit Entfirbelsung

gewaschen und photographisch dokumentiert.

Férbelosung
Coomassie blau R 0,1 %

Der Ansatz wurde mit Entfiarbelosung aufgefiillt.

Entfirbelosung
Methanol 30 %
Essigsdure (99,5 %) 7,5 %
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2.2.3.3 Western Blot Analyse

Ein Western Blot ist eine Methode zur Uberfiihrung von Proteinen auf eine geeignete
Trigermembran. Ublicherweise werden dafiir PVDF-Membranen eingesetzt. Im Anschluss
konnen die so iibertragenen und immobilisierten Proteine auf unterschiedliche Weise weiter
analysiert werden. Nach Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Gele wenige
Minuten unter sanftem Schiitteln in Transferpuffer dquilibriert. Blottingpapiere sowie die
Nitrozellulosemembran (jeweils zugeschnitten auf 9,5 x 6 cm) wurden ebenfalls in
Transferpuffer &dquilibriert. Die verwendete Membran wurde im Vorfeld zusitzlich in
Methanol geschwenkt. Fiir simtliche Western Blot Analysen wurde das ,,.SemiDry*-Blotting-
Verfahren angewandt. Hierzu wurden Blottingpapier, Membran, SDS-Gel und ein weiteres
Blottingpapier schichtweise aufeinandergestapelt. Die Uberfilhrung der Proteine auf die
Membran wurde iiber einen Zeitraum von 1,5 h bei 15 V und 50 mA pro Gel im ,,Trans-Blot
SD Electrophoretic Transfer Cell-System* der Firma ,,Biorad* durchgefiihrt. Anschlieend
wurde die Membran entweder 1 h bei 20 °C oder iiber Nacht bei 4 °C in 15 ml Blockingpuffer
unter sanftem Schiitteln inkubiert. Nach dem Blocken wurde die Blockinglosung verworfen
und die Membran 1 h bei 20 °C mit 10 ml der priméiren Antikorperlosung unter Schiitteln
inkubiert. Danach wurde die Membran 3-mal 8 min in Waschpuffer unter Schiitteln
gewaschen bevor sich eine einstiindige Inkubation mit 10 ml der sekundéren
Antikorperlosung anschloss. AbschlieBend wurde die Membran erneut dreimal 8 min
gewaschen und die Membran analysiert. Zum Entwickeln wurden 400 pl einer 1:1 Mischung
aus Luminol-Losung und Enhancer-Losung gleichmifig auf die Membran gegeben und diese
im Anschluss mithilfe des ChemiDoc-XRS-Systems“ von ,,Biorad“ und der Software

,Quantity One* analysiert und dokumentiert.

Transferpuffer

Tris/HC1 3,3 g/
Glycin 14,4 g/1
Methanol 20 %
SDS 1 g/l

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost
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Waschpuffer

Tris/HCL 0,1 M
NaCl 0,1 M
Tween 20 0,05 %

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost

Blockingpuffer

5 % Magermilch in Waschpuffer

Entwickler
Western Lightning plus ECL Enhanced Luminol Reagent 50 %
Western Lightning plus ECL Enhanced Oxidizing Reagent 50 %

2.2.3.4 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

2.2.3.4.1 Rekombinante Expression nicht fluoreszenzmarkierter RTA-Varianten

Zur rekombinanten Expression von RTA™S, RTATSHPEL gowie RTAPSKPEL wurden jeweils
500 ml LB-Medium mit 5 ml der entsprechenden frischen Ubernachtkultur beimpft und bis
zum Erreichen der ODgyy zwischen 1 und 1,5 bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Danach wurde
die Expression der RTA-Varianten durch Zugabe von 1 mM IPTG und anschlieBender
Inkubation fiir 3 h unter Schiitteln bei 28 °C induziert.

2.2.3.4.2 Rekombinante Expression fluoreszenzmarkierter RTA-Varianten

Zur rekombinanten Expression der fluoreszenzmarkierten RTA-Varianten eGFP—RTAHiS,
eGFP-RTAMSHPEL - oGFP.RTAMSKPEL  (owie der RTA-Varianten  mit verminderter
katalytischer Aktivitit eGFP-RTA-E177D"® und eGFP-RTA-E177D™HPEL wurden 500 ml
LB-Medium mit 5 ml einer entsprechenden, frischen Ubernachtkultur beimpft und bis zum
Erreichen einer ODgyy zwischen 1 und 1,5 bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Danach wurde
die Expression der RTA-Varianten durch Zugabe von 1 mM IPTG und anschliefender
Inkubation fiir 5 h bei 20 °C unter Schiitteln induziert.
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2.2.3.4.3 Rekombinante Expression verschiedener eGFP-Varianten

Die rekombinante Expression von eGFP™ sowie eGFP™*MPEL erfolgte analog zu der

rekombinanten Expression nicht fluoreszenzmarkierter RTA-Varianten (siehe 2.2.3.4.1)

IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid)

IPTG wurde in H,O dest. gelost, sterilfiltriert und bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.3.5 Zellernte und Zellaufschluss von E. coli

Die Zellen wurden 10 min bei 8000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 5 ml Bindepuffer
(siehe 2.2.3.6) resuspendiert und die Suspension bei -80 °C gelagert. Der Zellaufschluss
erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung unter Verwendung des ,,Soniprep 150 Ultrasonic
Desintegrator* der Firma ,,MSE*. Vor dem Aufschluss wurde der Zellsuspension 20 ul/ml
EDTA-freier Proteaseinhibitor (Roche) zugegeben. Die Beschallung der Zellen erfolgte in 5
Zyklen mit jeweils 15 s Dauer und 30 s Pause bei 20 Microns. Dabei war darauf zu achten,
die Zellen stets ausreichend zu kiihlen. AnschlieBend wurde das Lysat zu je 2 ml aliquotiert,
10 min bei 15000 rpm und 4 °C zentrifugiert, filtriert und zur Proteinreinigung mittels

Affinitdtschromatographie eingesetzt.

2.2.3.6 Proteinreinigung mittels Affinititschromatographie

Die Reinigung der Proteine erfolgte iiber das angefiigte His¢-Tag unter Verwendung einer
,HisTrap HP* Sidule (5 ml) von ,,GE Healthcare* und einer konstanten FlieBgeschwindigkeit
von 4 ml/min. Das korrekte Binden der Proteine an die Sdulenmatrix wurde dabei durch einen
Bindepuffer mit niedrigem Imidazolgehalt (10 mM) unterstiitzt, wogegen ungebundene
Proteine wihrend dieses Prozesses durch Waschen entfernt wurden. Die anschlieende
Elution der gereinigten Proteine erfolgte mithilfe eines Elutionspuffers mit entsprechend
hohem Imidazolgehalt (500 mM). Im Anschluss an die Reinigung wurde das Eluat in 1 x PBS
umgepuffert. Dieser Pufferaustausch erfolgte iiber zwei hintereinandergeschaltete ,,HiTrap
desalting* Sdulen der Firma ,,GE Healthcare* bei einer konstanten FlieBgeschwindigkeit von

1,5 ml/min. Das Eluat wurde abschlieBend durch wiederholte Zentrifugation in ,,Vivaspin 20
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columns® mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa der Firma ,,Sartorius® konzentriert. Die

Vorbereitung und Lagerung samtlicher verwendeter Siulen erfolgte nach Herstellerangaben.

Bindepuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 20 mM

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt

Elutionspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 20 mM

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost und der pH-Wert auf 7,2 eingestellt.

2.2.3.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde das ,,Pierce Protein BCA Kit* der Firma

, Thermo Scientific* verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.

2.2.4 Hefespezifische Methoden

2.2.4.1 Lithiumacetat-Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Das Prinzip der Lithiumacetat-Transformation von Hefezellen beruht auf der Begiinstigung
der Hitzeschock bedingten Aufnahme von Fremd-DNA iiber die Oberfliche von Hefezellen
durch vorhergehende Behandlung mit Alkali-Kationen und ,,Carrier-DNA®“. 2 ml einer
frischen Ubernachtkultur von Saccharomyces cerevisiae wurden 5 min bei 8000 rpm
zentrifugiert, das Pellet in 1 ml H,O dest. gewaschen und in 100 pl Lithiumacetat/TE
resuspendiert. Im Anschluss wurden den Zellen 20 pl hitzedenaturiertes Heringssperma als
,Carrier-DNA*, 2 ul Plasmid-DNA sowie 1,2 ml PEG-Loésung zugegeben und 30 min bei

30 °C und 220 rpm inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation schloss sich ein 15-miniitiger
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Hitzeschock bei 42 °C an. Danach wurden die Ansitze 10 s bei 13000 rpm zentrifugiert,
zweimal in 500 pl TE-Puffer gewaschen und schlieBlich in 500 ul TE-Puffer aufgenommen.
AbschlieBend wurden die Ansidtze auf Agarplatten mit entsprechendem selektivem

Mangelmedium ausplattiert und 3-5 d bei 30 °C inkubiert.

10 x TE-Puffer
Tris/HC1 100 mM
EDTA 10 mM

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost und der pH-Wert mit HCI auf 7,5 eingestellt.

10 x Lithiumacetat

Lithiumacetat IM
Das Lithiumacetat wurde in H,O dest. gelost und der pH-Wert mit Essigsdure auf 7,5

eingestellt

1 x Lithiumacetat/TE

10 x TE 1 Teil
10 x Lithiumacetat 1 Teil
H,O dest. 8 Teile
PEG-L6sung

10 x TE 1 Teil
10 x Lithiumacetat 1 Teil
50 % PEG 4000 8 Teile

2.2.4.2 FOA Selektion

Die FOA Selektion stellt eine Methode zur gezielten Eliminierung eines zuvor
transformierten Plasmides dar. Voraussetzung ist es, dass das zu eliminierende Plasmid fiir
ein funktionelles URA3-Genprodukt kodiert. Die verwendeten Zellen wurden zunichst in
Leu-d/o-Galaktose-Medium angezogen und anschlieBend auf FOA-Agar kultiviert. Dabei
wird die im FOA-Agar enthaltene S5-Fluororotsdure unter Anwesenheit eines URA3-
Genproduktes zu zytotoxischem 5-Fluorouracil umgewandelt. Folglich konnen nur solche

Zellen auf FOA-Agar wachsen, welche das URA3-kodierende Plasmid zuvor eliminiert
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haben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fiir samtliche FOA-Selektionen stets der
Hefestamm S. cerevisiae YA12 (Aerd2) verwendet. Nach erfolgter Transformation wurden
die Hefen in 3 ml Leu-d/o-Galaktose-Medium {iiberimpft und 48 h bei 30 °C und 220 rpm
kultiviert. AnschlieBend wurden je 10 upl der zu selektierenden Kultur auf eine FOA-
Agarplatte getropft, die Platte 5 d bei 30 °C inkubiert und schlieBlich photographisch

dokumentiert.

FOA-Agar

Doppelt konzentriertes Ura-Leu d/o-Medium wurde mit einer strerilfiltrierten, 0,2 %-igen 5-

Fluororotstammlosung im Verhiltnis 1:1 gemischt (FOA-Endkonzentration 0,1 %).

2.2.4.3 Methylenblau-Agardiffusionstest

Ein Methylenblau-Agardiffusionstest (MBA) ist eine Methode zur Ermittlung von
Toxinaktivitdt bzw. Toxinsensitivitit. Dabei werden Hefezellen zunichst in Methylenblau-
haltigen Agar eingebettet und das zu analysierende Toxin in ein zuvor gestanztes Loch
gefiillt. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Toxinkonzentration entlang der
diffundierten Strecke im Agar logarithmisch abnimmt, kann bei entsprechender Wirkung ein
Hemmhof um das mit Toxin befiillte Loch ausgemacht und somit Riickschliisse iiber die
Toxizitdt getroffen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde stets der Hefestamm
S. cerevisiae YA12 fiir Methylenblau-Agardiffusionstests verwendet. Im Vorfeld wurden die
eingesetzten Kulturen 48 h bei 30 °C und 220 rpm inkubiert und anschlieBend auf eine
einheitliche Zellzahl eingestellt. Zu diesem Zweck wurde zunichst die ODgyy der Kulturen
bestimmt um anhand der nachstehenden Formel das benétigte Volumen fiir eine ODgpp von
0,68 in einem 1000 ul Ansatz zu errechnen.

OD; *V;=0D;, + V;

(OD; = ODggp der Kultur; Vi =7?; OD, = 0,68; V, = 1000 ul)

Das benotigte Volumen wurde in ein Reaktionsgefdfl iiberfiihrt, 3 min bei 13000 rpm
zentrifugiert und das erhaltende Pellet in 1000 ul sterilem H,O dest. aufgenommen.
Methylenblau-Agar wurde aufgekocht und anschliefend in einem entsprechend temperierten
Wasserbad auf 54 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurden je 1 x 10° Zellen in 15 ml Agar
pipettiert, vermischt und in eine Petrischale gegossen. Nach Erstarren des Agars wurden

mithilfe eines Korkbohrers Locher gestanzt und je 100 pl der zu analysierenden Toxine
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eingefiillt. Die Platten wurden abschlieBend 5-7 d bei RT inkubiert und der
Hemmhofdurchmesser ermittelt sowie fotografisch dokumentiert.

Methylenblau-Agar

Losung A

SC-Mix ILl1g

Citrat 18 ¢

Ammoniumsulfat 5¢g

Methylenblau Spatelspitze

Der Ansatz wurde in 700 ml H,O dest. gelost und der pH-Wert mit K,HPO, auf 4,7
eingestellt.

Losung B

YNB w/0 amino acids 1,7¢g

Der Ansatz wurde in 100 ml H,O dest. gelost und sterilfiltriert

Losung C
Galaktose 30g
Agar 16 g

Der Ansatz wurde in 200 ml H,O dest. gelost
Losung A und C wurden getrennt voneinander autoklaviert und mit Losung B zum

kompletten Medium vereint.

Mcllvaine Puffer pH 4.7 (100 ml)
0,1 M Citrat 52 ml
0,2 M Di-Natriumhydrogenphosphat 48 ml
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2.2.5 Zellkultur

2.2.5.1 Auftauen und Einfrieren von Siugerzellen

Samtliche im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Sdugerzelllinien wurden nach
dem selben Protokoll aufgetaut bzw. eingefroren. Die dabei verwendeten Zellkulturmedien

und deren Zusammensetzung wurden den Herstellerangaben gemifl ausgewéhlt.

2.2.5.1.1 Auftauen von Sdugerzellen

Die aufzutauenden Kryokulturen wurden dem fliissigen Stickstoff entnommen und in einem
Wasserbad bei 37° C iiber einen Zeitraum von 2-3 min aufgetaut. Um das fiir
stoffwechselaktive Zellen toxische DMSO zu entfernen, wurde die Zellsuspension in ein
Falcon mit 5 ml vorgewidrmtem Zellkulturmedium iiberfiihrt und 10 min bei 300 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 1 ml vorgewédrmten Medium vorsichtig resuspendiert
und in eine Zellkulturflasche (25 sz) mit Zellkulturmedium ohne Antibiotika iiberfiihrt. Die

Zellen wurden fortan bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2.2.5.1.2 Kryokonservierung von Sdugerzellen

Jeweils 3 x 10° Zellen wurden in 1 ml frischen, eiskaltem Einfriermedium (Zellkulturmedium
mit 10 % DMSO) aufgenommen und in KryorShrchen innerhalb einer mit Isopropanol
gefiillten Kryokammer iiber Nacht bei -80 °C gelagert. Am Folgetag wurden die Zellen der

Gefrierkammer entnommen und langfristig in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.2.5.2 Passagieren von Siugerzellen

Zum Passagieren von adhirenten Hela-, HEK-293-, HEp- sowie RAW-Blue Siugerzellen
wurde das Medium entfernt, die Zellen durch einmaliges Schwenken mit 1 x PBS gewaschen
und anschlieBend mit einer Trypsin/EDTA-L6sung benetzt. HEK-293-Zellen wurden nicht
mit 1 x PBS gewaschen, da PBS bereits zum Ablosen der Zellen von der Zellkulturflasche
fiihren kann. Nach 3-5 min Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurde der Erfolg der
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Trypsinierung mikroskopisch iberpriift und die abgelosten Zellen in frischem
Zellkulturmedium aufgenommen. Zur Aussaat in Zellkulturtestplatten wurde die Zellzahl
mithilfe einer Neubauer Zihlkammer (Kammertiefe 0,1 mm) bestimmt. HEK-293-Zellen
wurden in der Regel in Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturtestplatten ausgesit. Die {ibrigen
Zellen wurden der gewiinschten Zelldichte entsprechend in eine neue Zellkulturflasche
iiberfiihrt und bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

Adhirente IC21-Zellen wurden im Prinzip analog passagiert, mit der Ausnahme, dass hier auf
die Verwendung von Trypsin/EDTA verzichtet wurde. Stattdessen wurden die Zellen mit
1 x PBS benetzt, 15 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und anschlieBend mit einem

sterilen Zellschaber abgelost.

2.2.5.3 Vitalitiatsbestimmung mittels XTT-Assay

Zur Vitalitidtsbestimmung von Sdugerzellen wurde das ,,In Vitro Toxicology Assay Kit* der
Firma ,,Sigma-Aldrich* verwendet. Die Vitalitdt wird dabei indirekt iiber die Bestimmung der
mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitdt lebender Zellen ermittelt. Durch die Aktivitit
mitochondrialer Dehydrogenasen wird der Tetrazolium-Ring des Tetrazoliumsalzes XTT
(,,2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxyanilide  inner salt®)
unter Bildung eines orangefarbenen Formazan-Derivates reduziert. Die Absorption dieses
Derivates kann anschlieBend spektralphotometrisch bei 450 nm bestimmt werden.

Fir die Vitalitatsbestimmung wurden 1 x 10° Zellen/Well in 24-Well-Zellkulturtestplatten
ausgesit und 24 h bei 37 °C und 5 % CO,; kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
Toxin behandelt und erneut 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach erfolgte die
eigentliche Vitalititsbestimmung. Die Zellen wurden zu Beginn 3 min bei 1200 rpm
zentrifugiert, mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und schlieBlich mit 200 pl Zellkulturmedium
(ohne Phenolrot) iiberschichtet. Die Ansidtze wurden dann durch Zugabe von 50 ul XTT-
Reagenz (Endkonzentration 20 %) komplettiert. Das lyophilisierte Reagenz wurde im Vorfeld
in 5 ml Zellkulturmedium (ohne Phenolrot) gelost. Die so behandelten Zellen wurden
anschliefend 3 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubation wurden die
Zellen ein weiteres mal 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert und die Absorption des 1:10
verdiinnten Uberstandes spektralphotometrisch bei 450 nm gegen 1 x PBS als Referenz

gemessen.
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2.2.5.4 Transfektion von Siugerzellen

2.2.5.4.1 Transiente Transfektion von Sdugerzellen

Zur transienten Transfektion von Sidugerzellen wurde das ,,FuGene HD Transfection Reagent*
der Firma ,,FuGene‘ verwendet. Als Richtlinie wurde die ,,FuGene HD Transfection Protocol
Database‘ zu Rate gezogen. Standartméfig wurden die Transfektionsansitze mit 2,5 ug DNA
und 8,75 pl Transfektionsreagenz angesetzt und mit sterilem H,O dest. auf 125 pl aufgefiillt
und durch mehrmaliges, vorsichtiges Pipettieren durchmischt. Nach 10 min Inkubation bei

RT wurde der Ansatz tropfchenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben.

2.2.5.4.2 Stabile Transfektion von Sdugerzellen

Zur zielgerichteten Integration von DNA in das Genom von Flp-In™ T-REx™ HEK-293-

Zellen wurde das ,,Flp—InTM T—REXTM—System“ der Firma ,,Invitrogen‘ verwendet.

2.2.5.5 Zellaufschluss von Sdugerzellen

2.2.5.5.1 Zellaufschluss mittels RIPA-Puffer

Zu lysierende Sidugerzellen wurden mittels Trypsin/EDTA abgeldst, mit geeignetem
Zellkulturmedium auf 1 ml Gesamtvolumen aufgefiillt und es wurde anschlieBend die
Zellzahl bestimmt. Dannach wurden die Zellen 8 min bei 300 x g und 4 °C pelletiert, das
Pellet in RIPA-Puffer resuspendiert (50 pl/1 x 10° Zellen) und der Ansatz schlieBlich mit
20 pl Proteaseinhibitor (Roche) komplettiert. AbschlieBend wurden die Ansétze, nach einer
30-miniitigen Inkubation auf Eis, 30 min bei 12000 x g zentrifugiert und der US bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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RIPA-Puffer

Tris/HCI 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
IGEPAL 1%
Na-Deoxycholat 1 %
SDS 0,1 %

Der Ansatz wurde in H,O dest. gelost.

2.2.5.5.2 Zellaufschluss mit Glasperlen und SDS-Probenpuffer

Die Zellen wurden durch Trypsin/EDTA abgelost, mit geeignetem Zellkulturmedium auf 1 ml
Gesamtvolumen eingestellt und 8 min bei 300 x g und 4 °C pelletiert. Anschlieend wurde
das Zellpellet in 250 pul SDS-Probenpuffer aufgenommen, mit wenigen Glasperlen ergénzt (1-
1,5 mm Durchmesser), mindestens 5 min unter starkem Schiitteln resuspendiert und

schlieBlich 15 min auf Eis inkubiert.

2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie

2.2.6.1 Immunfluoreszenz

HelLa-Zellen (1 x 10° ) wurden auf 12 mm Deckgldser adhiriert, 18 h bei 37 °C und 5 % CO,
kultiviert und schlieBlich mit 160 pg/ml eGFP-RTA™®" bzw. eGFP-RTA behandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen 20 min lang auf Eis inkubiert, 10-mal mit 1 x PBS (pH 7,4)
gewaschen, mit 3 % Paraformaldehyd bei 4 °C fixiert und 1 h in Blockingpuffer (1 % BSA in
PBS) bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen 2 h mit einem anti-GFP Antikorper
behandelt, weitere sechsmal gewaschen und mit einem PE-markierten anti-Maus Antikorper
inkubiert. Nach sechs weiteren Waschschritten wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch
dokumentiert. Verwendet wurde das Fluoreszenzmikroskop Biozero BZ 8000 der Firma

,Keyence* unter Standardeinstellungen.
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2.2.6.2 Konventionelle Fluoreszenzmikroskopie

Fiir konventionelle fluoreszenzmikroskopische Studien wurden die zu analysierenden Zellen
auf Deckgldsern adhiriert und mit dem Fluoreszenzmikroskop Biozero BZ 8000 der Firma

,Keyence unter Standardeinstellungen dokumentiert.

2.2.6.3 , Live Cell Imaging*

,oLive Cell Imaging® von Sdugerzellen wurden mithilfe des konfokalen Laserscanning
Mikroskops LSM 710 META der Firma ,,Carl Zeiss GmbH* unter Verwendung eines 63 x
Objektivs von ,,Zeiss* (Immersionslosung aus Wasser und Ol, numerische Apertur 1,3)
durchgefiihrt. Anregungswellenlidnge des verwendeten Lasers, Laserintensitdt und eingesetzte
Filter wurden dem nachzuweisenden Fluorophor entsprechend angepasst (sieche Tabelle 8).

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software ,,ZEN Blue* bzw. ,,ZEN Black*.

Tabelle 8: Zusammenfassende Auflistung der zum Anregen entsprechender Fluorophore verwendeten Parameter

Fluorophor Anregungswellenlinge (nm) Laserintensitét (%) Filter (nm)
eGFP 488 2,1 496-554
mCherry 543 4,5 578-673

2.2.7 Monte-Carlo Simulationen

Dem in der vorliegenden Arbeit vorgestellten minimalistischen ,,Trafficking-Modell* liegen
folgende mathematischen Parameter zugrunde. Sdmtliche Berechnungen wurden von der AG
Santen der Universitit des Saarlandes im Rahmen des SFB 1027 kooperierend durchgefiihrt.
Unter der Annahme einer konstanten Rezeptormenge wihrend der Experimente kann die
Beziehung zwischen der Menge an Rezeptor auf der Zelloberfliche ng,+ und der
intrazelluldren Rezeptormenge nyyx beschrieben werden als ngs + nyyx = 1. Werden zusitzlich
noch die Rate an endozytierten Vesikeln oy sowie die Rate an Vesikeln welche zur
Zelloberfliche transportiert ogi, in Betracht gezogen, kann die zeitabhingige Rezeptor-

Clusterentwicklung wie folgt beschrieben werden
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dnsurf
dt

= Ogain Poulk = Qoss Msurf-

Wird zusitzlich der Anteil an Zelloberflichen-lokalisierten Rezeptormolekiilen zu Beginn
einer Messung nosurf bzw. der Anteil an entsprechenden Rezeptormolekiilen nachdem die
Clusterentwicklung ein Gleichgewicht erreicht hat n”g,s beriicksichtigt, ergibt sich fiir die
Zeitabhidngige Clusterentwicklung folgende Abhingigkeit

0 -t/10
nsurf(t) = 1'1gosurf + (Il surf ~ nwsurf) € v .

Die ClustergroBenverteilung p(s) wird beschrieben als

aSi Si Si

ERARD TS
wobei die Variablen s, i und j jeweils unterschiedliche Clustergroflen definieren und pg die
Wabhrscheinlichkeit darstellt mit der ein Rezeptor zu einem Cluster der Groe s; hinzugefiigt
wird. Die Wahrscheinlichkeit dass ein Cluster von geringerer Grofe als s gebildet wird ist

definiert durch

plsi(t) <s]=p (ti > 2)

Die Wahrscheinlichkeit einer Clusterbildung p(ti) zum Zeitpunkt t; wird beschrieben als

SchlieBlich wird die Clustergro3enverteilung definiert als

op[si(t) <s]

PO)= 5= %(1‘5):

m.\.)l,_.

Fiir weitere mathematische Details siche Becker et al., 2016.
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3. Ergebnisse

Die am besten untersuchte Funktion der KDELRs in Sidugern ist die pH-abhingige
Riickfiihrung ER-residenter Proteine. Die hochspezifische Interaktion zwischen KDELR und
dem riickzufiihrenden Protein wird dabei durch ein C-terminal gelegenes Sequenzmotiv
(KDEL oder KDEL-dhnlich) ermdglicht. Fiir lange Zeit wurde dieser Riickfiihrungs-
Mechanismus als die essentielle Hauptfunktion der KDELRs angesehen, in jiingerer
Vergangenheit hat sich diese Ansicht jedoch grundlegend geédndert. Mittlerweile ist bekannt,
dass die KDELRs nicht nur im ER- und Golgi-Kompartiment, sondern auch auf Ebene der
PM lokalisiert sind, um dort die Interaktion mit und Internalisierung von entsprechenden
Liganden zu vermitteln (Eisfeld et al., 2000; Henderson et al., 2013; Riffer et al., 2002;
Schmitt und Breinig, 2006). Wihrend der Riickfiihrungsmechanismus ER-residenter Proteine
gut verstanden ist, sind die exakten Vorgidnge und Mechanismen, welche eine
KDELR/Liganden-Interaktion auf der PM betreffen, bislang kaum untersucht. Demnach
bestand das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit darin, das Verstindnis iiber die
KDELR-Dynamik und die KDELR/Liganden-Interaktion auf Ebene der PM zu vertiefen und
die zugrunde liegenden Mechanismen der KDELR-Clusterbildung und -Entwicklung sowie
der Liganden-Bindung durch den Rezeptor nédher zu charakterisieren. Die somit gewonnenen
Erkenntnisse sollten abschlieBend die Etablierung eines grundlegenden biophysikalischen

,» Trafficking-Modells* ermdoglichen.

3.1 Herstellung fluoreszenzmarkierter KDEL-Rezeptorvarianten

3.1.1 Herstellung mCherry-markierter KDEL-Rezeptorvarianten durch SOE-PCR

Die wohl gingigste und praxisnaheste Methode zur anschaulichen Dokumentation
intrazelluldrer Prozesse ist die Markierung geeigneter Proteine und zelluldrer Strukturen
mittels fluoreszierender Proteine bzw. Farbstoffe. Wenngleich eine solche Markierung in
vielen Fillen vergleichsweise einfach zu realisieren ist, kann diese, vor allem nach
Markierung mit verhédltnismidBig groen Fluoreszenzproteinen, eine eingeschrinkte,

physiologische Funktionalitét der priparierten Zielstrukturen mit sich bringen. Daher wurden
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im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunidchst fluoreszenzmarkierte KDELR-Varianten
hergestellt und deren biologische Funktionalitédt anschlieBend iiberpriift.

Zur Analyse der KDELR-Clusterbildung als Antwort auf eine externe Liganden-Applikation
mittels ,,Live Cell Imaging* wurden mCherry-markierte Varianten von Erd 2.1, Erd 2.2 sowie
Erd 2.3 hergestellt. Dabei wurde mCherry durch SOE-PCR unter Verwendung der unter 2.1.4
aufgefiihrten Primer an den C-Terminus der jeweiligen Rezeptorvariante fusioniert. Nach
erfolgter Bestitigung der korrekten Identitit der Konstrukte durch Sequenzierung wurden
diese in den Siugerexpressionsvektor pCDNAS-FRT/TO (Invitrogen) integriert. Eine
schematische Darstellung der finalen Konstrukte sowie der fiir ,,Live Cell Imaging*-Analysen

verwendeten Modell-Liganden ist Abbildung 6 zu entnehmen.

a)

Erd2.1

b)

Erd2.3

1 —

Abbildung 6: Schematische Darstellung der in der voliegenden Arbeit konstruierten fluoreszenzmarkierten KDELR-
Varianten und Modell-Liganden. Die mCherry-markierten Varianten von Erd2.1, Erd2.2 sowie Erd2.3 (a) wurden mittels
SOE-PCR hergestellt. Die eingesetzten Modell-Liganden (b) bestehend aus der katalytisch aktiven Doméne von Rizin
(RTA), einem N-terminal vorgeschalteten ,mammalian enhanced green fluorescene protein“ (eGFP) zur
fluoreszenzmikroskopischen Dokumentation sowie einem C-terminalen (His)s-Tag zur affinitidtschromatographischen
Reinigung.

Um die Signalstirke und Fluoreszenzqualitit der mCherry-markierten KDELR-
Rezeptorvarianten zu {iiberpriifen, wurden T-REx-HeLa-Zellen mit den entsprechenden
fluoreszenzmarkierten KDEL-Rezeptorvarianten transfiziert und anschlieend

fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation humaner T-REx-HeLa-Zellen nach Transfektion mit
pCDNAS-FRT/TO-Erd 2.1-mCherry (links) sowie pCDNAS-FRT/TO-Erd 2.2-mCherry (rechts). 1 x 10° Zellen wurden
in 60 um-Dishes ausgesit und 48 h nach der Transfektion fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Die Konstruktion der mCherry-markierten KDEL-Rezeptorvarianten Erd 2.1-mCherry und
Erd 2.2-mCherry verlief erfolgreich. Fiir beide Varianten konnten deutlich sichtbare und klar
unterscheidbare Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Folglich eigneten sich diese
Konstrukte fiir die darauf aufbauenden ,,Live Cell Imaging*-Studien hinsichtlich KDELR-
Dynamik, -Lokalisation und Rezeptor/Liganden-Interaktion. Erd2.3-mCherry konnte zwar
ebenfalls erfolgreich mittels SOE-PCR hergestellt und in pPCDNAS-FRT/TO kloniert werden,
fluoreszenzmikroskopische ~Analysen zeigten jedoch eine signifikant schwichere
Signalstirke, die sich kaum von der Autofluoreszenz nicht transfizierter Zellen unterschied
(Daten nicht gezeigt). Die nachfolgenden Experimente zur Etablierung eines grundlegenden

,» Trafficking-Modells* beschriankten sich zunéchst auf die KDELR Variante Erd2.1-mCherry.

3.1.2 Funktionalititsnachweis der KDEL-Rezeptor/mCherry Fusionsproteine

Die Uberpriifung der korrekten Funktionalitit der mCherry-markierten KDELR-Varianten
erfolgte durch FOA-Selektion und MBA-Tests (Abb. 8). Frithere Studien mittels FOA-
Selektion und anschlieBender Methylenblau-Agardiffusionstests konnten belegen, dass die
sdugerspezifischen KDELRs sowohl den Verlust einer funktionalen Erd2p-Variante in
S. cerevisiae vollstindig komplementieren, als auch die Riickgewinnung der zuvor verloren
gegangenen Sensitivitit gegen das Killertoxin K28 vermitteln (Diplomarbeit Domenik
Rammo). Bei K28 handelt es sich um ein o/p heterodimeres Toxin welches von so genannten
Killerstimmen der Hefe S. cerevisiae sezerniert und dessen effiziente Aufnahme in Zielzellen

iber ein C-terminales HDEL Sequenzmotiv vermittelt wird (Becker et al., 2016). Demnach
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sollte die Reproduktion dieser Resultate unter Verwendung der mCherry markierten KDELR-
Varianten  deren  biologische  Aktivitit  bestdtigen. Die  Experimente  zum
Funktionalititsnachweis der KDELR/mCherry-Fusionsproteine wurden in Zusammenarbeit
mit Frau Daniela Tavouli im Rahmen ihrer Bachelor-Arbeit am Institut fiir Molekular- und

Zellbiologie an der Universitit des Saarlandes durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Nachweis der biologischen Aktivitit mCherry-markierter KDELR-Varianten. Die KDELR-Varianten
Erd2.1-, Erd2.2- sowie Erd2.3-mCherry wurden in den Hefeexpressionsvektor pRS315 kloniert und in den S. cerevisiae-
Stamm YA12 transformiert. Zur Kontrolle wurden nicht transformierte Hefen sowie solche verwendet, welche mit denen des
wildtypischen HDEL-Rezeptors Erd2p bzw. einer C-terminal verkiirzten, nicht funktionalen HDELR-Variante Erd2AC
transformiert wurden. Klone wurden anschliefend in Leu d/o-Gal-Medium angezogen und tiber Nacht bei 30 °C und
konstantem Schiitteln bei 220 rpm inkubiert. AbschlieBend wurden jeweils 5 ul der Ubernachtkulturen auf FOA-Agar
getropft, weitere 5 Tage bei 30 °C inkubiert und die Platte photographisch dokumentiert (a). Nachweis der wiedererlangten
K28-Sensitivitit der zuvor FOA-selektierten Klone. Die Zellen wurden in Methylenblau-haltigem Agar eingebettet, mit
verdiinntem Killertoxin K28 behandelt (1:20 in Mclllvaine, pH 4,7), 5 d bei 20 °C inkubiert und auf erkennbare Hemmhofe
analysiert (b).

Die FOA-Platte wurde nach Ablauf der Inkubationszeit hinsichtlich Zellwachstum analysiert
(Abb. 8 a). Erwartungsgemdll war fiir sdmtliche Klone, welche den wildtypischen Erd2p-
Rezeptor exprimieren, ein ausgeprigtes Wachstum auf dem FOA-haltigen Ndhrmedium zu
beobachten. Das Wachstum der mit Erd2.1- sowie Erd2.2-mCherry transformierten
Hefekulturen fiel dhnlich stark aus, Erd2.3-mCherry exprimierende Hefezellen zeigten nur
schwaches, die Negativkontrollen kein Wachstum.

Darauf aufbauend wurde die Sensitivitidt der transformierten und FOA-selektierten Hefen
gegen das Killertoxin K28 analysiert. Hefezellen vom Stammhintergrund YA12 zeigen
aufgrund des fehlenden ERD2-Rezeptorgens fiir gewohnlich keine, oder nur eine sehr stark
eingeschrinkte Sensitivitit gegeniiber einer externen K28-Applikation. Demnach wire die
Wiedererlangung der K28-Sensitivitit nach erfolgter Transformation mit den mCherry-

markierten KDELR-Varianten ein weiterer Beweis fiir deren in vivo Funktionalitit (Abb. 8 b).
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Sowohl fiir die mit Erd2.1-mCherry als auch mit Erd2.2-mCherry transformierten
Hefekulturen konnte ein deutlicher Hemmhof beobachtet werden. Der durchschnittliche
Hemmhofdurchmesser war dabei mit dem vergleichbar, welcher fiir Erd2p-exprimierende
Hefen zu verzeichnen war. Die Resultate belegen die wiedergewonnene Sensitivitit der
getesteten Kulturen gegen K28 und bestitigen somit die korrekte Funktionalitit der
KDELR/mCherry-Fusionsproteine. Fiir Erd2.3-mCherry exprimierende Zellen konnte kein
vergleichbarer Hemmhof festgestellt werden sondern lediglich eine deutlich kleinere Zone mit
eingeschranktem Wachstum nach Applikation von weniger stark verdiinntem (1:10) bzw.

unverdiinntem K28 (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.2 KDEL-Rezeptor/Liganden-Clusterbildung und -Entwicklung in

Sédugerzellen

Um einen ersten Eindruck iiber die KDELR-Dynamik und die KDELR/Liganden-Interaktion
auf der PM zu gewinnen, wurde die Clusterbildung und -entwicklung extern applizierter,
fluoreszenzmarkierter Modelliganden, welche ein C-terminales KDEL-Sequenzmotiv tragen
(Abb. 6), fiir verschiedene Sdugerzelllinien mittels CLSM analysiert und mit der
Clusterentwicklung von Liganden ohne entsprechende Erkennungssequenz verglichen. Die
dabei eingesetzten eGFP-markierten RTA-Varianten wurden im  Vorfeld der
fluoreszenzmikroskopischen ~ Studien stets rekombinant in E. coli exprimiert,
affinititschromatographisch gereinigt (siehe 2.2.3.4-2.2.3.7) und mittels Coomassie-Farbung
bzw. XTT-Test (siehe 2.2.3.2 bzw. 2.2.5.3) hinsichtlich Reinheit und biologischer Aktivitit
tiberpriift.

3.2.1 KDEL-Rezeptor/Liganden-Clusterentwicklung an HelLa-Zellen

3.2.1.1 ,,Live Cell Imaging* von HeL.a-Zellen

Im Rahmen einer ersten Serie von Experimenten wurden 1 x 10° HeLa-Zellen in 60um-
Dishes (Ibidi) ausgesit und nach 24 h Kultivierung mit 160 ug/ml eGFP-RTA"PE" behandelt,
fiir 180 min bei 37 °C und 5 % CO; mittels CLSM analysiert und die Clusterentwicklung des

extern applizierten Liganden fluoreszenzmikroskopisch beobachtet (Abb. 9).
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Abbildung 9: ,,Live Cell Imaging‘-Analyse (45 Bilder/h) von HeLa-Zellen. Die HelLa-Zellen wurden nach externer
Applikation von eGFP-RTA™PE (160 pg/ml) 180 min bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Dargestellt sind drei
aussagekriftige Zeitpunkte.

Es ist klar zu erkennen, dass Anzahl, Intensitit und GroBe der entstehenden Cluster an der
Zellperipherie der HeLa-Zellen im Verlauf der Zeit stark zunehmen. Zur Quantifizierung
wurde der aufgenommene Film anschlieBend zunéchst in einzelne, aufeinanderfolgende
Einzelbilder unterteilt und fiir jedes einzelne Bild der Hintergrund so reduziert, dass
schwarz/weil} Bilder entstanden (Abbildung 10 a). Unter Verwendung dieser schwarz/weillen
Einzelbilder wurde dann die Entwicklung der hellen Pixelbereiche im Detail analysiert, wobei
die Helligkeit dieser Pixelbereiche mit der zuvor beobachteten Fluoreszenzintensitit des
extern applizierten Liganden korreliert. Auf diese Weise kann die zeitliche Evolution der
Fluoreszenzsignale auf der Zelloberflache quantifiziert werden (Abbildung 11 b). Sémtliche
Quantifizierungen wurden in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ludger

Santen der Fachrichtung Theoretische Physik der Universitit des Saarlandes durchgefiihrt.
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Abbildung 10: Quantifizierung der ClustergrofSenentwicklung extern applizierter KDELR-Modell-Liganden auf der
Zelloberfliche von HeLa-Zellen. ,.Live Cell Imaging* von HeLa-Zellen (45 frames/h) nach externer Applikation von 160
pug/ml eGFP-RTA™EL (1), Zeitabhiingige Entwicklung der Fluoreszenzintensitit von Liganden-Clustern an der
Zelloberflache von HeLa-Zellen (b). Die Clusterentwicklung wurde nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-

RTA"PE" flyoreszenzmikroskopisch dokumentiert und quantifiziert (links) und mit der Clusterentwicklung nach Behandlung
mit 160 pg/ml eGFP-RTA verglichen (rechts).

Die ,Live Cell Imaging“-Analysen zeigten eindeutig eine zeitabhingige Formierung und
Entwicklung der eGFP-RTA" " _Cluster auf der Zelloberfliche. Nach einer anfinglichen
Verzogerung in der Cluster-Formierung (t < 20 min) war in der Regel ein starker Anstieg der
ClustergroBBe und Clusteranzahl zu beobachten, welcher typischerweise nach etwa 80 min ein
Maximum erreichte. Ab diesem Zeitpunkt blieb die zu verzeichnende Fluoreszenzintensitiit,
unter Beriicksichtigung kleinerer Schwankungen, weitestgehend stabil. Durchgefiihrte
Kontrollexperimente mit eGFP-RTA zeigten eine im Vergleich stark reduzierte
Clusterbildung an bzw. nahe der PM.

Da die Clusterentwicklung in frithen Stadien der ,,Live Cell Imaging*“-Experimente aufgrund
der vergleichsweise starken Hintergrundfluoreszenz nur eingeschrinkt analysiert werden
konnte, wurden HeLa-Zellen mit 160 ug/ml eGFP-RTA™" sowie eGFP-RTA®P"" behandelt
und nach 5 min Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, 10 mal mit 1 x PBS gewaschen. Zur
Kontrolle wurden erneut HeLLa-Zellen mit einem Modell-Liganden ohne KDELR-assoziiertes
Erkennungsmotiv eingesetzt. Anschlieend wurden die Zellen hinsichtlich bereits gebundener

Signale mittels CLSM analysiert (Abb. 11).
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Abbildung 11: Friihzeitig gebundene Modell-Liganden an der Zelloberfliiche von HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden
mit 160 pg/ml eGFP-RTA"XPEL bzw. e GFP-RTA behandelt, 5 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, 10 mal mit 1 x PBS
gewaschen und hinsichtlich friihzeitig gebundener Signale analysiert.

2) eGFP-RTA eGFP-RTAHDEL eGFP-RTA eGFP-RTAHDEL

GFP

Overlay

b) 4°C, 5 min

Hellfeld GFP Overlay

eGFP-RTA

eGFP-RTAHDEL

Abbildung 12: Nachweis PM lokalisierter Modell-Liganden nach externer Applikation auf HeLa-Zellen. HeLa-Zellen
wurden mit 160 pg/ml eGFP-RTAPPEL bzw. eGFP-RTA behandelt, 30 s bei 37 °C (oben, links) bzw. 5 min bei 4 °C (a,
rechts) inkubiert und hinsichtlich erkennbarer Signale an der Zellperipherie beobachtet. Immunfluoreszenz wurde an nicht
permeabilisierten HeLa-Zellen nach externer Applikation von 160 ug/ml eGFP-RTA™E" bzw. eGFP-RTA durchgefiihrt. Die
Zellen wurden 1 h bei 37 °C inkubiert, mit 3 % Paraformaldehyd fixiert und extrazelluldr gebundene Liganden mittels anti-
GFP bzw. anti-PE visualisiert. Die Kolokalisation zellgebundener Liganden ist in Form gelb/orangefarbener Signale zu
erkennen (b).
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Es ist zu erkennen, dass bereits eine fiinfminiitige Inkubation mit 160 ug/ml eGFP-RTAPXPEE
ausreicht, um eine deutliche Cluster-Formierung an der Zelloberfliche von HelLa-Zellen zu
beobachten. Nach externer Applikation von eGFP-RTA war erwartungsgemill keine
vergleichbare Clusterbildung erkennbar. In einer Reihe darauf aufbauender Experimente
wurde zusitzlich das Clusterverhalten nach 30 s Inkubation analysiert (Abb. 12). Ergiinzend
wurden analog durchgefiihrte Analysen bei einer erniedrigten Temperatur von 4 °C sowie
Immunfluoreszenz-Studien mit nicht-permeabilisierten HeLa-Zellen durchgefiihrt, um
ausschlieBen zu konnen, dass es sich bei den beobachteten Clustern grofltenteils um
endozytierte Modell-Liganden handelt (Abb. 12). Es wird deutlich, dass selbst eine 30
Sekunden andauernde Toxinbehandlung zur Ausbildung erster, vergleichsweise kleiner
Cluster an der Peripherie von HeLa-Zellen ausreichte. Die Studien bei 4 °C sowie die
durchgefiihrte Immunfluoreszenz belegten zudem die Lokalisation der beobachteten Signale

auf der Zelloberfliche.

3.2.1.2 Plasmamembranfirbung von HeLa-Zellen und Expression

fluoreszenzmarkierter KDEL-Rezeptorvarianten

Nachdem erste Erkenntnisse hinsichtlich der Dynamik extern applizierter Modell-Liganden
an HeLa-Zellen gewonnen wurden, sollte nun das Verstiandnis beziiglich der Lokalisation und
Dynamik der KDELRSs in Sdugerzellen vertieft werden. Um die Rezeptorlokalisation ndher zu
charakterisieren, wurde die Plasmamembran von Hela-Zellen im Anschluss an die
Transfektion mit fluoreszenzmarkierten KDEL-Rezeptorvarianten zusitzlich mittels
Fluorescein-markiertem (FITC) Ricinus communis-Agglutinin (RCA) gefirbt und die KDELR

Lokalisation fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (Abb. 13).

Abbildung 13: Humane TRex™ HeLa-Zellen nach Transfektion mit Erd 2.1-mCherry (links) sowie Erd 2.2-mCherry
(rechts) und anschlieBender Plasmamembranfirbung mittels RCA. Die Plasmamembran wurde 48 h nach der
Transfektion mit RCA markiert und die Zellen im Anschluss fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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Wie in Abb. 13 dargestellt waren vereinzelte Signale auf Ebene der Plasmamembran bzw. in
Plasmamembrannihe zu erkennen. Diese Beobachtungen decken sich mit der Annahme, dass
die humanen KDELRs, zumindest in geringer Kopienzahl auch auf Ebene der
Plasmamembran von Séugerzellen lokalisiert sind. Im Rahmen ergénzender Experimente
wurden die Zellen zusitzlich mit 160 pg/ml nicht fluoreszenzmarkierter Varianten der bereits
vorgestellten Modell-Liganden (RTA™XPEL 7w, RTA) behandelt, nach 15 min Inkubation
bei 37 °C und 5 % CO; fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert und hinsichtlich einer

eventuell auftretenden Veridnderung der intrazelluliren KDELR Verteilung analysiert

a)
b)

Abbildung 14: Humane TRex™ HeLa-Zellen nach Transfektion mit Erd 2.1-mCherry und anschlieBender
Behandlung mit RTAXPEL (3) sowie RTA (b). Die Plasmamembran wurde 48 h nach der Transfektion mit RCA markiert
und die Zellen im Anschluss an eine 15 min andauernde Toxinapplikation fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Im Anschluss an die externe Applikation der Modell-Liganden war eine Verdnderung der

intrazelluliren Rezeptorlokalisation zu erkennen (Abb. 14). Nach Behandlung mit RTAXPE-
waren vermehrt Zellen zu beobachten, die eine ringformige Rezeptoranordnung an der

Zellperipherie nahe der PM zeigen. Analog durchgefiihrte Experimente mit RTA"PFH

zeigten
ein vergleichbares Resultat (Daten nicht gezeigt), wihrend dieser Effekt nach Behandlung mit

RTA ohne KDELR-Bindemotiv nur in abgeschwichter Form beobachtet werden konnte.
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Unterschiede zwischen den analysierten Rezeptorvarianten Erd2.1-mCherry bzw. Erd2.2-

mCherry konnten jedoch nicht festgestellt werden.

3.2.1.3 Koexpression fluoreszenzmarkierter KDEL-Rezeptorvarianten in HelLa-Zellen

Aufbauend auf den bereits gewonnenen grundlegenden Erkenntnissen sollte im Rahmen der
folgenden Experimente tiberpriift werden, ob unterschiedliche KDELR-Homologe aufgrund
threr im Detail ungleichen Affinitit fiir verschiedene H/KDEL-dhnliche Sequenzmotive
(Raykhel et al., 2007) auch in unterschiedlichem Ausmall auf eine externe Liganden-
Applikation reagieren. Dazu wurden TRex' ™ HeLa-Zellen mit Erd2.1-eGFP und Erd2.2-
mCherry kotransfiziert, mit 160 pg/ml RTAXP® behandelt und im Hinblick auf eine
Veridnderung der intrazelluliren KDELR-Distribution fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Abb. 15). Es fillt auf, dass die beiden Rezeptorvarianten vor der Liganden-Applikation sehr
stark in den Bereichen des ER und Golgi-Apparates kolokalisierten. Nach erfolgter
Behandlung mit RTAXPE" war eine Veriinderung hinsichtlich dieser KDELR-Distribution zu
beobachten. Es erschienen nun vermehrt Signale an der Zellperipherie. Des Weiteren schien
sich die Kolokalisation der beiden Rezeptorvarianten aufzuheben, so dass mehr

unterscheidbare Signale zu erkennen waren.

a) b)

Abbildung 15: Humane TRex™ HeLa-Zellen nach Kotransfektion mit Erd 2.1-eGFP und Erd 2.2-mCherry. Die
Zellen wurden 48 h nach der Transfektion zunichst ohne Toxinzugabe (a) und anschlieend nach 30 min. Behandlung mit
160 pg/ml RTAXPEL (b) fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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3.2.2 KDEL-Rezeptor/Liganden Clusterentwicklung an HEK-293-Zellen

Die initiale Charakterisierung der KDELR/Liganden-Dynamik in Séaugerzellen, welche
schlussendlich zur Etablierung eines ersten, grundlegenden ,,Trafficking-Modells* fiihrte
(sieche 3.3) wurde ausschlieBlich am Beispiel von Hela-Zellen durchgefiihrt. Um das
,» Irafficking-Modell* langfristig komplexer zu gestalten und die KDELR-Dynamik in einem
breiteren Kontext zu analysieren, wurden ergédnzende ,Live Cell Imaging“-Studien an
alternativen Sédugerzelllinien, hier am Beispiel der humanen Nierenepithelzelllinie HEK-293,
durchgefiihrt.

Frithere Experimente zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse mCherry-markierter KDELR-
Varianten wurden stets in HeLa-Zellen nach transienter Transfektion der zu analysierenden
KDELRs durchgefiihrt. Zum Erlangen erster Erkenntnisse ist diese schnelle und einfach
umzusetzende Methode auch durchaus geeignet, um allerdings langfristig nachhaltige und
reproduzierbare Resultate zu erzielen, ist eine groBere Kontrolle iiber die Expression der
Rezeptorvarianten von Vorteil. Transiente Transfektionen bedingen in der Regel deutliche
Schwankungen in der Expressionsstirke sowie im Vorhandensein nicht transfizierter Zellen.
Daher wurde im Rahmen dieser Versuchsreihe zunichst die fluoreszenzmarkierte KDELR-
Variante Erd2.1-mCherry stabil unter Kontrolle eines Tetrazyklin-induzierbaren Promotors in
das Genom von Flp-In™ T-REx™ HEK-293-Zellen integriert und das Expressionsprofil nach
Induktion mit verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen sowohl fluoreszenzmikroskopisch
als auch mittels Western-Analyse studiert (Abb. 16 und 17). Die Herstellung der stabil
transfizierten Flp-In™ T-REx™ HEK-293-Zelllinie erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau
Nazli Acik wihrend ihrer Bachelor-Arbeit, die Uberpriifung der Tetrazyklin-abhingigen
Expression erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Daniela Tavouli im Rahmen ihrer Bachelor-

Arbeit.
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Abbildung 16: Tetrazyklin-abhingige Expressionsstiirke von Erd2.1-mCherry nach stabiler Integration in das
Genom von Flp-In™ T-REx™ HEK-293-Zellen. Die Zellen wurden zwecks Induktion der Expression mit verschiedenen

Tetrazyklin-Konzentrationen behandelt (1 mg/ml (a), 100 ng/ml (b), 50 ng/ml (c), 10 ng/ml (d)), 48 h bei 37 °C und 5 %
CO; kultviert und anschlieend fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert.

Die Resultate zeigten eine deutliche Abschwichung der Anzahl und Intensitdt beobachteter
Fluoreszenzsignale nach Reduktion der zur Induktion eingesetzten Tetrazyklinkonzentration.
Der Einsatz von 1 pg/ml Tetrazyklin fiihrte, wie auch nach transienter Transfektion hdufig
beobachtet, zu einer starken Erd2.1-mCherry-Uberexpression. Das Signal erscheint somit sehr
diffus; einzelne Rezeptormolekiile bzw. Cluster sind kaum noch zu identifizieren. Eine
Konzentration von 10 ng/ml Tetrazyklin resultierte in einer schwachen Rezeptorexpression,
welche kaum noch von der Autofluoreszenz nicht transfizierter Zellen zu unterscheiden war
(Negativkontrolle nicht gezeigt). Die Induktion mittels 100 bzw. 50 ng/ml Tetrazyklin
erbrachte die besten Ergebnisse. Vor allem nach Applikation von 100 ng/ml sind einzelne,
klar unterscheidbare Signale zu beobachten, wodurch die so behandelten Zellen fiir
weiterfiilhrende fluoreszenzmikroskopische Studien hinsichtlich der KDELR-Dynamik
geeignet erscheinen. Die hier vorgestellten Beobachtungen stehen im Einklang mit den
parallel dazu durchgefiihrten Western-Analysen. Demnach ist eine Tetrazyklinkonzentration

von mindestens 10 ng/ml notwendig, um eine zu detektierende Rezeptorexpression zu
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ermoglichen, wihrend zwischen 1 pg/ml und 20 ng/ml Abschwichungen der Signale zu

erkennen sind (siehe Abb. 17).

M lug 100ng 10ng 1Ing 0.lng 0.0lng M lug 100ng 50ng 20ng 10ng

:k&. u-» ; MJM-- <— KDELR
- :
R

Abbildung 17: Western-Analyse zur Uberpriifung der Expressionsstirke von Erd2.1-mCherry nach stabiler
Integration in das Genom von von Flp-In™ T-REx™ HEK-293-Zellen. Zur Western-Analyse wurden je 1 x 10° Zellen
mit verschiedenen Tetrazyklin-Konzentrationen zur Induktion der Expression behandelt, 48 h bei 37 °C und 5 % CO,
kultiviert und der exprimierte KDELR schlielich mittels anti-mCherry-AK und einem sekundiren anti-rabbit-HRP-AK
detektiert.

3.2.2.1 ,,Live Cell Imaging* von HEK-293 Zellen

Bisherige Studien zur Liganden-Clusterformierung an der Zelloberfliche von Sdugerzellen
lieferten zwar FErkenntnisse hinsichtlich der Geschwindigkeit der Clusterbildung
sowie -Entwicklung und deuten aufgrund der beobachteten Unterschiede im Clusterverhalten
der eingesetzten Modell-Liganden auf eine Beteiligung der KDELRSs hin; ein direkter Beweis
fiir eine KDELR-vermittelte Interaktion mit dem Modell-Liganden auf der Zelloberfldche ist
damit allerdings noch nicht erbracht. Um zu zeigen, dass die Clusterentwicklung tatsdchlich
KDELR-vermittelt abliuft, wurden stabil transfizierte Flp-In"™ T-REx™ HEK-293-Erd2.1-
mCherry Zellen nach Induktion der Expression mittels 100 ng Tetrazyklin mit 160 pug/ml
eGFP-RTA"P  behandelt und  fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich  festzustellender

Rezeptor/Liganden-Interaktionen analysiert (Abb. 18).
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Abbildung 18: ,,Live Cell Imaging“-Analyse stabil transfizierter Flp-In™ T-REx™ HEK-293-Erd.2.1-mCherry-
Zellen. Die Expression wurde 48 h vor der ,,Live Cell Imaging®“-Analyse mittels 100 ng/ml Tetrazyklin induziert, die Zellen
mit 160 pg/ml eGFP-RTA"PE" behandelt und mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, fluoreszenzmikroskopisch
dokumentiert.

Zwar waren deutliche Signale sowohl fiir den mCherry-markierten KDELR als auch fiir den
eGFP-markierten Modell-Liganden an der Zellperipherie zu erkennen, eine klare Interaktion
zwischen Rezeptor und Ligand war jedoch nicht feststellbar. Analog durchgefiihrte
Experimente mit unterschiedlich stark induzierten Flp-In™ T-REx™™ HEK-293-Erd2.1-
mCherry Zellen (1 pg/ml — 10 ng/ml) lieferten vergleichbare Resultate (Daten nicht gezeigt).
Fluoreszenzmikroskopische Studien nach erfolgter Induktion der Expression mit 1 pg/ml
Tetrazyklin lieBen zwar bisweilen liberlagernde Signale in Form orange/gelb-fluoreszierender
Bereiche erkennen; aufgrund des sehr diffusen mCherry-Signals nach einer so starken
Genexpression (Abb. 16) war jedoch keine eindeutige Rezeptor/Liganden-Interaktion
feststellbar. Eine Clusterentwicklung von extern appliziertem eGFP-RTA"PEY auf der
Zelloberflache von HEK-293-Zellen war zwar durchaus feststellbar, verlief im Allgemeinen

jedoch etwas schwicher als an HeLa-Zellen beobachtet (siche Abb. 23).

3.2.3 KDEL-Rezeptor/Liganden Clusterentwicklung an HEp-2-Zellen

Zur Ausweitung der bereits gewonnenen FErkenntnisse an Hela-Zellen wurde die
Clusterentwicklung extern applizierter Modell-Liganden analog zu den unter 3.2.1
vorgestellten Versuchen zusitzlich an der humanen Epithelzelllinie HEp-2 analysiert (Abb.

19).
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Abbildung 19: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von HEp-2-Zellen nach Applikation
verschiedener Modell-Liganden. Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTAPPEL (a) bzw.
eGFP-RTA (b) mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Dargestellt sind vier aussagekriftige
Zeitpunkte (120 Bilder/h).

Die ,,Live Cell Imaging*“-Analysen an HEp-2-Zellen zeigten eine dhnliche Clusterformierung
und -Entwicklung wie sie auch bei HelLa-Zellen zu beobachten war. Auch hier wurde eine
zeitabhiingige Clusterentstehung auf der Zelloberfliche nach externer Applikation von eGFP-
RTA"PEY deutlich, welche bei den durchgefiihrten Kontrollexperimenten mit eGFP-RTA
nicht feststellbar war. Die maximale beobachtete Fluoreszenzintensitit der gebildeten Cluster

war allerdings schwicher als an HeLLa-Zellen beobachtet werden konnte (siehe Abb. 23)
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3.2.4 KDEL-Rezeptor/Liganden-Clusterentwicklung an SH-SY5Y-Zellen

Nachdem fiir die Charakterisierung der KDELR-Dynamik am Beispiel von HeLa-, HEp-2-
sowie HEK-293-Zellen bereits erste Erfolge erzielt werden konnten, sollte im Rahmen darauf
aufbauender Experimente die Clusterentwicklung erstmals fiir Neuronen unter Verwendung
der humanen Neuroblastoma Zelllinie SH-SY5Y untersucht werden. Dazu wurden, analog zu
den bereits beschriebenen Versuchen, SH-SY5Y-Zellen mit 160 pg/ml eGFP-RTA bzw.
eGFP-RTA" ™" behandelt und der Verlauf der Clusterbildung und -Evolution iiber mehrere
Stunden mittels CLSM dokumentiert (Abb. 20)
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Abbildung 20: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von SH-SY5Y-Zellen nach Applikation
verschiedener Modell-Liganden. Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTAPPEL (a) bzw.
eGFP-RTA (b) mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Dargestellt sind drei aussagekriftige
Zeitpunkte (120 Bilder/h).
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Auch am Beispiel von SH-SYS5Y-Zellen war eine deutliche Formierung und Entwicklung
fluoreszierender Signale an der Zellperipherie nach externer Applikation von eGFP-RTAMPF"
festzustellen. Im Unterschied zu den bislang untersuchten Sdugerzelllinien schien die initiale
Clusterformierung im Falle von SH-SY5Y-Zellen jedoch schneller stattzufinden. Die
ansonsten stets zu beobachtende Verzogerung der Clusterentwicklung bis t > 20 min war hier
nicht in vergleichbarer GroBenordnung zu erkennen; nach 20 min waren bereits zahlreiche
und vergleichsweise grofe Signalcluster an der Zelloberfliche erkenntlich. Die maximale
Fluoreszenzintensitiat der akkumulierenden Signale auf bzw. nahe der PM schien derweil

allerdings schwicher als an HeLa-Zellen beobachtet wurde (siehe Abb. 23).

3.2.5 KDEL-Rezeptor/Liganden Clusterentwicklung an RAW-Blue Makrophagen

Ergidnzend zu den bisherigen CLSM-Analysen wurden analoge Experimente an der Maus-
Makrophagen-Zelllinie RAW-Blue durchgefiihrt. Dabei war vor allem die Frage von
Interesse, inwiefern die fiir Makrophagen charakteristische, stark erhthte Endozytoserate den
Verlauf der Clusterbildung und -Entwicklung nach externer Applikation geeigneter Modell-
Liganden beeinflusst. Dazu wurden RAW-Blue Makrophagen mit 160 ug/ml eGFP-RTAPE-
bzw. eGFP-RTA als Negativkontrolle behandelt und iiber mehrere Stunden mittels CLSM
dokumentiert. Allerdings lieferten diese fluoreszenzmikroskopischen Studien zunichst keine
eindeutig interpretierbaren Resultate. Es schien, unabhidngig von der Art des extern
applizierten Modell-Liganden, keine Clusterentwicklung stattzufinden. Tatsédchlich legte eine
erste, grob durchgefiihrte Quantifizierung der Signalentwicklung durch die AG Santen sogar
eine schwichere Clusterevolution nahe, als sie in fritheren Studien nach Applikation der
Negativkontrolle eGFP-RTA zu verzeichnen war (sieche Abb. 23). Da wihrend der
mikroskopischen Analyse der Makrophagen stets ein recht starker, fluoreszierender
Hintergrund vorhanden war, wurden im Rahmen ergénzender Experimente RAW-Blue Zellen
erneut mit 160 pg/ml eGFP-RTA"PF" behandelt und nach 5 min Inkubation bei 37 °C und 5
% CO, mehrmals mit 1x PBS gewaschen um somit, nach Eliminierung des Hintergrunds

eventuell vorhandene, schwache Signale zu detektieren.
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Abbildung 21: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von RAW-Blue Makrophagen nach
Applikation von eGFP-RTA" ™™, Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTA™PE" 5 min bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert, 10 mal mit 1 x PBS gewaschen und hinsichtlich frithzeitig gebundener Liganden
fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Nach Beseitigung des fluoreszierenden Hintergrunds durch wiederholtes Waschen mit 1 x
PBS waren vereinzelte Cluster an der Peripherie der RAW-Makrophagen zu erkennen (Abb.
21). Im Unterschied zu den im Rahmen fritherer Studien iiberpriiften Sdugerzelllinien
schienen sich die Cluster im Verlauf der Zeit allerdings nicht, oder kaum, in ihrer Anzahl,

GroBe und Intensitit zu entwickeln.

3.2.6 KDEL-Rezeptor/Liganden Clusterentwicklung an 1C-21-Zellen

Aufbauend auf den bereits gewonnenen Erkenntnissen an RAW-Blue Makrophagen wurde
eine zweite Makrophagen-Zelllinie getestet, die Maus Makrophagen-Zelllinie IC-21. Ahnlich
wie bei den Experimenten mit RAW-Blue Makrophagen konnte auch im Falle der IC-21-
Zellen keinerlei Clusterbildung oder Entwicklung beobachtet werden, unabhingig vom
eingesetzten Modell-Liganden und der Dauer der Messung (siche Abb. 23). Analog zu den
Analysen der RAW-Blue Makrophagen wurden auch hier Zellen nach 5 miniitiger
Behandlung mit eGFP-RTA"P wiederholt mit 1 x PBS gewaschen und auf das

Vorhandensein gebundener Signale iiberpriift.

Abbildung 22: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von IC-21-Zellen nach Applikation von
eGFP-RTA"PFL, Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTA™E" 5 min bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert, 10 mal mit 1 x PBS gewaschen und hinsichtlich friihzeitig gebundener Liganden fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Der sichtbare, fluoreszierende Hintergrund ist Resultat der digitalen Amplifikation nach Bearbeitung der
Aufnahmen mithilfe der Software ,,ZEN Blue*.
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Wie in Abb. 22 zu erkennen ist, konnten fiir IC-21-Zellen im Unterschied zu RAW-Blue
Makrophagen selbst nach Eliminierung des fluoreszierenden Hintergrunds Kkeinerlei
gebundene oder internalisierte Signale festgestellt werden. Die in Abb. 22 sichtbare
Fluoreszenz resultiert aus der digitalen Amplifikation des Fluoreszenzsignals wihrend der
Bearbeitung der Aufnahmen mittels der Software ,,ZEN Blue* und deutet somit nicht auf ein

ineffizientes Waschen und den damit verbundenen Verbleib des Hintergrunds hin.
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Abbildung 23: Quantifizierung der ClustergroSenentwicklung extern applizierter KDELR-Modell-Liganden auf der
Zelloberfliiche von Siugerzellen. Die Clusterentwicklung wurde nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTAPE-
fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert und quantifiziert.

3.3 Adaptive Monte-Carlo-Simulation und Etablierung eines
minimalistischen ,,Trafficking-Modells** zur Beschreibung der KDELR-
Dynamik in HeLa-Zellen

Das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, langfristig das Verstidndnis {iber
die KDELR-Dynamik und die in vivo beobachteten KDELR/Liganden-Interaktionen auf
Ebene der PM zu vertiefen und die zugrunde liegenden Mechanismen der Clusterbildung und
-Entwicklung néher zu charakterisieren. Infolge dessen wurden Monte-Carlo-Simulationen
(MC-Simulation) zur Etablierung eines minimalistischen ,,Trafficking-Modells* durchgefiihrt
(Abbildung 24). MC-Simulationen stellen ein stochastisches Verfahren dar, welches auf dem
Prinzip einer sehr groen Anzahl unabhéngig durchgefiihrter Zufallsexperimente verwendet
werden kann, um schwer- oder unlosbare Probleme anhand der Wahrscheinlichkeitstheorie

numerisch zu 16sen. Die Zufallsexperimente konnen dabei entweder real oder im Rahmen von
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Computersimulationen mit geeigneten Algorithmen durchgefiihrt werden. Dieses Modell
dient demnach zur grundlegenden Beschreibung von Verlust und Zugewinn an KDEL-
Rezeptormolekiilen wihrend Endozytoseereignissen und Transportvorgiangen zur PM.
Samtliche in dieser Arbeit gezeigten und diskutierten Simulationen wurden dabei in enger
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ludger Santen der Fachrichtung
Theoretische Physik der Universitit des Saarlandes im Rahmen des SFB 1027 angefertigt.
Die der Simulation zugrunde liegenden mathematischen Details wurden bereits kooperierend
publiziert (Becker et al., 2016).

Im Rahmen des ,Trafficking-Modells* wird die Plasmamembran als rechteckiges
Gitternetzwerk mit einer GroBe von 4 x 10° Gittern bei einer GittergroBBe von 10 nm definiert.
Die GroB3e des Netzwerks orientiert sich dabei an der Grofe einer HelLa-Zelle, wihrend die
Gittergrole wiederum anndhernd der durchschnittlichen GroBe eines Rezeptors entspricht.
Demnach kann jedes Gitter maximal von einem Rezeptor, entweder mit gebundenem
Liganden oder ohne Ligand, okkupiert werden. In Bezug auf die durchschnittliche Grof3e
eines Clathrin-umhiillten Vesikels von 50-100 nm kann die Ausdehnung eines
Endozytoseereignisses einen Bereich zwischen 5 x 5 und 10 x 10 Gittern umfassen und
betrifft folglich sdmtliche Rezeptormolekiile, der entsprechenden Region. Die Anzahl an
Rezeptormolekiilen die aus dem Zellinneren zur Oberfliche transportiert werden, variiert
zwischen Null und der maximalen Vesikelkapazitit, wobei diese Rezeptormolekiile nach
Ankunft zufillig auf die verfiigbaren Bereiche auf der PM verteilt werden. Unter der
Annahme, dass es sich bei Frequenz, riumlicher Ausdehnung und Zielort fiir Endozytose und
Rezeptorriickfiihrung um unabhéngige, stochastische Ereignisse handelt, beriicksichtigt dieses
Modell asymmetrische Raten fiir Endozytose und Vesikeltransport zu zufillig ausgewéhlten
Regionen an der Zelloberfliche. Somit prisentiert dieses Modell ein in sich konsistentes
Ungleichgewicht (,,non equilibrium steady state*) zwischen der Rate an Vesikeln, die zur

Zelloberfldche transportiert werden (0igin) und der Endozytoserate (otoss)-
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Abbildung 24: Schematische Darstellung eines minimalistischen ,,Trafficking-Modells zur grundlegenden
Beschreibung von Verlust und Zugewinn an KDEL-Rezeptormolekiilen wihrend Endozytose und Riickfiihrung zur
PM. Das Modell beschreibt ein ,,non equilibrium steady state” zwischen der Endozytoserate (o) und der Rate an Vesikeln,
die zur PM transportiert werden (a,;,) bei gleichbleibender Rezeptor-Gesamtmenge, unterteilt in die Menge an Rezeptor im
Zellinneren (nu,y) und die Rezeptormenge an der Zelloberfliche (ng,). Ein zufillig ausgewihlter Bereich fiir ein
stattfindendes Endozytoseereignis ist in rot markiert, ein entsprechender Bereich fiir die Ankunft eines Vesikels aus dem

Zellinneren in blau.

Mithilfe dieses , Trafficking-Modells“ wurden Simulationen zur zeitabhingigen
Ligandenclusterbildung und Clusterentwicklung durchgefiihrt und mit den Ergebnissen der

real durchgefiihrten Experimente verglichen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Vergleichende Darstellung der Akkumulation und Clusterentwicklung von extern applizierten Modell-
Liganden an HeLa-Zellen. Verglichen werden experimentelle Daten (schwarz gepunktete Linie), Ergebnisse der Simulation
(blau gestrichelte Linie) und die analytischen Ausdrucksformen Eq 2 und Eq 3. Die rot gepunktete Linie entspricht der
analytischen Ausdrucksform mit der Gleichung O,y = Qoss = 1.3 X 10!, Die griine Linie représentiert die angepasste,
analytische Ausdrucksform unter Beriicksichtigung von ,excluded volume‘-bedingten Rezeptorinteraktionen und der
moglichen Auto-Amplifizierung des Rezeptortransports. Die Startpunkte der Simulation und der analytischen
Ausdrucksformen wurden dem zeitverzogerten Beginn der Clusterentwicklung entsprechend angeglichen.

Aus Abb. 25 wird ersichtlich, dass die simulierten Daten mit den realen Resultaten nahezu
tibereinstimmen. Die rot gepunktete Linie (Abb. 25, Eq. 2) reprédsentiert hierbei die
analytische Ausdrucksform mit der Gleichung Oguin = Oloss = 1.3 X 10%s!.  Der hier
vorgestellte Mechanismus bildet allerdings eine vereinfachte Vorstellung des intrazelluldren
Rezeptortransportes ab, bei dem Phidnomene wie ,.excluded volume* oder eine mogliche
Auto-Amplifizierung des Rezeptortransportes keine Beriicksichtigung finden. Werden diese
Vorginge ebenfalls in Betracht gezogen, muss die analytische Ausdrucksform entsprechend
angepasst werden, um die in vivo beobachtete Clusterentwicklung iiber die Zeit zu

reproduzieren (Abb 25, Eq. 3; fiir mathematische Details siehe Becker et al., 2016).

3.4 Einfluss der Temperatur und der Liganden-Konzentration auf die

KDELR/Liganden Clusterentwicklung bei Hel.a-Zellen

Nachdem die bisherigen Studien zur KDELR-Dynamik in Hela-Zellen erfolgreich die
Etablierung eines vereinfachten ,, Trafficking-Modells* moglich gemacht hatten, bestand der
Fokus erginzender Experimente darin, dieses ,, Trafficking-Modell* weiter auszubauen, um

die KDELR-Dynamik hinsichtlich komplexerer Fragestellungen und im Rahmen eines
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breiteren Kontextes charakterisieren zu konnen. Die erste Fragestellung, welche zu diesem
Zweck adressiert wurde, war der Einfluss einer Verdnderung grundlegender
Versuchsparameter auf die Clusterbildung und -Entwicklung nach externer Applikation
geeigneter Modell-Liganden auf HelLa-Zellen. Eine erste Reihe von Experimenten hatte zum
Ziel, jene Clusterentwicklung nach Anpassung der grundlegendsten duBeren Bedingungen,
der Versuchstemperatur sowie der Konzentration an extern appliziertem Modell-Liganden zu

analysieren.

3.4.1 Einfluss der Temperatur auf die KDELR/Liganden-Clusterentwicklung bei HeLa-
Zellen

Vor der Durchfithrung der eigentlichen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen bei
verdnderter Umgebungstemperatur wurde das ,, Trafficking-Modell* entsprechend angepasst.
Unter Beriicksichtigung der van-"t-Hoff schen Regel wurde eine um den Faktor 2-4
verlangsamte KDELR-Clusterentwicklung bei 25 °C und eine damit einhergehende
Verinderung der Kinetik und des Kurvenverlaufs erwartet. Demnach wurden fiir die
folgenden Simulationen die Vesikeltransportraten oioss und Ogin um das Dreifache reduziert.
Um die Aussagekraft dieser Simulation zu iiberpriifen, wurden dann komplettierende ,,Live
Cell Imaging* Experimente durchgefiihrt. Hierzu wurden, analog zu den Versuchen bei
37 °C, jeweils 1 x 10° HeLa Zellen in 60 um Zellkulturtestplatten ausgesit, 24 h bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert und anschlieBend mit 160 pug/ml eGFP-RTA" ™" behandelt. Die
mikroskopische Dokumentation erfolgte unmittelbar nach Ligandenapplikation bei einer
konstanten Umgebungstemperatur von 25 °C iiber einen Zeitraum von 180 min. Abbildung 26
zeigt die Resultate dieser fluoreszenzmikroskopischen Studien sowie die Daten der

vorhergegangenen Simulation.
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Abbildung 26: Verinderung der Akkumulation und Clusterentwicklung von extern appliziertem eGFP-RT

AHDEL

der Zelloberfliche von HeLa-Zellen bei einer konstanten Umgebungstemperatur von 25 °C und 37 °C. Die um den
Faktor 3 reduzierte Clusterentwicklung der Simulation (links) repriasentiert den bekannten und durch die van-"t-Hoff schen
Regel beschriebenen Effekt einer Temperaturverdnderung auf Endozytose und intrazelluldre Transportprozesse. Die
Simulation deckt sich mit den Beobachtungen der real durchgefiihrten Experimente (rechts).

In Anbetracht der im Vorfeld angepassten Simulation wurde eine zeitlich verzogerte
Clusterentwicklung bei nahezu gleichbleibendem maximalem Saturationsniveau erwartet.
Diese Vermutung konnte durch die durchgefiihrten ,,Live Cell Imaging* Analysen bestitigt
werden. Die simulierte Kinetik wird durch die real beobachtete Clusterentwicklung bei 25 °C

im Vergleich zu 37 °C eindeutig bestitigt.

3.4.2 Einfluss der Konzentration extern applizierter Modell-Liganden auf die

KDELR/Liganden-Clusterentwicklung bei HeLa-Zellen

Analog zum Einfluss einer Veridnderung der Umgebungstemperatur wurde ebenfalls der
Effekt einer alternierenden Konzentration von extern appliziertem Liganden auf die
Clusterbildung und -Entwicklung an der Oberfliche von Hela-Zellen analysiert. Dazu
wurden analog zu den vorherigen Experimenten jeweils 1 x 10° HeLa Zellen in 60 um
Zellkulturtestplatten ausgesit, 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und schlieBlich mit
verschiedenen Konzentrationen von eGFP-RTA"™P"" behandelt. Verwendet wurden hierbei
neben der iiblichen Konzentration von 160 pug/ml geringere Ligandenkonzentrationen von
40 ug/ml und 14 pg/ml. Nach der Applikation wurden die Zellen bei einer konstanten
Temperatur von 37 °C iber einen Zeitraum von 180 min fluoreszenzmikroskopisch

dokumentiert. Abbildung 27 zeigt den dosisabhingigen Effekt auf die KDELR/Liganden-
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Clusterentwicklung und die entsprechend angepassten Parameter der Simulation im Hinblick

auf das ,, Trafficking-Modell*.
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Abbildung 27: Dosisabhingige Verinderung der Akkumulation und Clusterentwicklung von extern appliziertem
eGFP-RTA" Y auf der Zelloberfliche von HeLa-Zellen bei einer konstanten Temperatur von 37 °C. Die
Vesikeltransportraten der Simulation (links) wurden angepasst, um eine optimale Ubereinstimmung mit den Daten der real
durchgefiihrten Experimente (rechts) zu erreichen.

Die Ergebnisse zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen der KDELR/Liganden-
Clusterentwicklung und der Konzentration des applizierten Liganden. Eine Verringerung der
Liganden-Konzentration fiihrte erwartungsgemif auch zu einem stark verminderten Auftreten
von Clustern an der Zelloberflidche. Im Unterschied zum Einfluss der Temperatur, wurde bei
der Verringerung der Liganden-Konzentration allerdings nicht nur die Clusterentwicklung
verlangsamt, sondern das maximale Saturierungsniveau ebenfalls dosisabhdngig vermindert.
Dies duBlerte sich dariiber hinaus in den angepassten Vesikeltransportraten der Simulation.
Wiihrend sich die Verdnderung der Temperatur noch im gleichen Mafe auf ayoss und 0gain
auswirkte, wurden diese durch eine Variation der Konzentration extern applizierter
Modellliganden unterschiedlich beeinflusst. Die Rate der Vesikel, die zur Plasmamembran
transportiert werden (ogin), Wurde dabei wesentlich stirker beeinflusst als die Endozytoserate
(oyess). Demzufolge scheinen Hela-Zellen die zur PM transportierte KDELR-Menge in

Abhingigkeit von extern verfiigbaren Liganden entsprechend regulieren zu konnen.
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3.5 Untersuchungen zum anterograden KDELR-Transport

Um ein tieferes Verstindnis iiber die Bildung und Entwicklung von KDELR/Liganden-
Clustern zu entwickeln und die Frage aufzuklédren, inwiefern die KDEL-Rezeptoren bereits in
Form von vorgebildeten Clustern oder innerhalb von Mikro-Doménen auf der Zelloberfldche
existieren, wurde die Clustergroflenverteilung P(s) des extern applizierten Modell-Liganden
eGFP-RTA™ " zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Wie Abbildung 28 zeigt, waren zu
friithen Zeitpunkten stets nur vergleichsweise kleine Cluster sichtbar, wihrend mit

fortdauernder Messung die Clustergrofe allgemein zunahm.
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Abbildung 28: Zeitabhiingige Evolution der Clustergrofe von extern appliziertem eGFP-RTA"P®" auf HeLa Zellen.
(a) Eine ,log-log“-Darstellung der zeitabhingigen Clustergrofenentwicklung P(s). Die gestrichelte Linie reprisentiert die
optimale ,,power-law*-Anpassung P(s) ~ s® wobei p =~ 2.1 + 0.1. (b) Clusterevolution auf zufillig ausgewihlten Regionen
der Zelloberfldche zu verschiedenen Zeitpunkten.

Bei genauer Analyse wird deutlich, dass die Evolution der Clustergrofe sich entsprechend
einer ,,power-law*“-Verteilung P(s) ~ sP mit B =~ 2 verhilt. Mit Ausnahme der anfinglichen
Verzogerung in der Clusterentwicklung (t < 20 min) lédsst sich dieses Verhalten iiber den
gesamten Clusterbildungsprozess feststellen. Dieses ,,power-law*-Verhalten zeigt, dass die
Verteilung der KDELR-Cluster an der Zelloberfliche nicht so stattfinden kann, wie im
Rahmen des ,,Trafficking-Modells* zunidchst angenommen. Bisher wurde vermutet, dass
sowohl Endozytoseereignisse als auch der Transport von KDELRs zur PM auf strikt zuféllige
Zielorte beschrinkt sind. Die Moglichkeit einer lateralen Rezeptordiffusion entlang der
Zelloberflache wurde ebenfalls nicht beriicksichtigt. Auf diese Weise ldsst sich durch die
Simulation allerdings keine ,power-law* Verteilung der ClustergroBenentwicklung
reproduzieren. Auch unter Beriicksichtigung erginzender Szenarien fiir die KDELR-Dynamik
an der Zelloberflache, wie etwa laterale Diffusion oder Rezeptor-Rezeptor-Anziehungskrifte,
war keine ,,power-law“-dhnliche Evolution der Clustergrole zu beobachten (Abb. 29),
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(Boggara et al., 2013; Saffman und Delbriick, 1975; Guo und Levine, 1999; Reddy et al.,
2014). Die Kurvenverldufe entsprachen eher einer exponentiellen Clustergroflenverteilung.
Eine ,,power-law“-Verteilung ldsst sich nur unter der Annahme simulieren, dass KDELRs zu
bevorzugten Stellen an der Zelloberfldache transportiert werden und dieser Transport einer

auto-Amplifizierung unterliegt.

1072 10" 1
Abbildung 29: Vergleich unterschiedlicher Szenarien zur ClustergroBenverteilung (P(s)) von extern applizierten
Modell-Liganden auf HeLa Zellen. Dargestellt sind verschiedene, simulierte Szenarien zur KDELR-Dynamik. Der rote
Graph reprisentiert P(s) bei t = 120 min fiir zufillig zur PM verteilte, lateral nicht mobile Rezeptoren. Der blaue Graph zeigt
P(s) unter Beriicksichtigung einer lateralen Rezeptordiffusion sowie Anziehungskriften zwischen benachbart lokalisierten
KDELRs. Der schwarze Graph zeigt P(s) unter der Annahme, dass der KDELR Transport zu bevorzugten Stellen auf der

Zelloberflache stattfindet. Nur mithilfe dieses Szenarios kann die zuvor beobachtete ,,power-law“-Verteilung von P(s)
simuliert werden.

Es ist hinldnglich bekannt, dass die Regulierung und Umsetzung intrazellulédrer
Transportvorgidnge eng mit dem Zytoskelett der Zelle assoziiert ist. Dabei findet der KDELR-
Transport vom Golgi zur PM voraussichtlich entlang der Mikrotubuli (MT) statt, wihrend
beim Vesikeltransport und Austausch nahe der Zelloberfliche wahrscheinlich Aktinfilamente
eine tragende Rolle spielen. Zwar ist die in vivo stattfindende Rezeptordynamik wesentlich
komplizierter und komplexer reguliert und wird auch von Faktoren beeinflusst, die in dem
hier vorgestellten ,, Trafficking-Modell*“ keine Beriicksichtigung finden (z. B. Dicke der PM,
Lipid-Zusammensetzung usw.); dennoch kann aufgrund der bislang gewonnenen
Erkenntnisse davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem intrazelluliren KDELR-
Transport um einen Tubulin- und Aktin-abhéngigen Prozess handelt. Dieser Umstand wiire
auch eine plausible Erklarung fiir das Vorhandensein bevorzugter KDELR-Zielbereiche auf
der Zelloberfliche. Zur experimentellen Aufklirung dieser These wurden HelLa-Zellen mit
einer mCherry-markierten Variante von Erd2.1 transfiziert und die Rezeptordynamik

fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Dynamik von Erd2.1-mCherry in HeLa-Zellen. (a) In vivo
Dynamik von Erd2.1-mCherry. Die transfizierten HeLa-Zellen wurden mittels eines CLSM dokumentiert (720 Bilder/h). Die
dargestellte ,,heat map“ zeigt die akkumulierte Fluoreszenzintensitit der aufeinanderfolgenden Bilder. (b) Frequenz der
Ankunft von Vesikeln an der Zelloberfliche iiber einen Zeitraum von 500 s. (c) Frequenz des Vesikeltransports zur
Zellperipherie in unbehandelten bzw. mit eGFP-RTAPE- behandelten Zellen (p < 0,01).

Die Beobachtungen belegen, dass der anterograde KDELR-Transport zur Zellperipherie nicht
gleichmifig oder zufillig iiber die Distanz der Plasmamembran verteilt stattfindet, sondern es
vielmehr bestimmte Zielbereiche zu geben scheint, die hdufiger als Ziel des vesikuldren
Transports besetzt werden. Zusitzlich konnte ein allgemein erhohter KDELR-Transport zur
PM in eGFP-RTA"P" behandelten Zellen gegeniiber unbehandelten Zellen festgestellt
werden. Die Beobachtungen stehen somit im Konsens zu den vorher gewonnenen
Erkenntnissen beziiglich der dosisabhingigen Clusterentwicklung extern applizierter Modell-
Liganden und unterstiitzen die mathematische Vorhersage des ,,Trafficking-Modells* und
somit auch die Vermutung, dass KDELRs zu bevorzugten Zielbereichen auf der

Zelloberfldche transportiert werden.
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3.6 Einfluss des Zytoskeletts auf die KDELR-Dynamik in HelLa-Zellen

Aktiver Proteintransport entlang des Zytoskeletts wird durch MT- und Aktin-Filamente
ermdglicht. Filamentoses F-Aktin ist dabei hautsdchlich im Bereich des Zellkortex lokalisiert
und an Zellmigration, Endozytose und Vesikeltransport nahe der Zellperipherie mafigeblich
beteiligt, wiahrend MT fiir den Dynein/Kinesin vermittelten Transport von Vesikeln und
Organellen essentiell sind (Hancock, 2014; Huber et al., 2015; Soldati und Schliwa, 2006).
Basierend auf den zuvor geschilderten Erkenntnissen hinsichtlich der KDELR-Verteilung
entlang der Zellperipherie (siehe 3.5) und der dosisabhingigen Clusterentwicklung extern
applizierter Liganden (siehe 3.4.2) sollte im Rahmen der folgenden Versuchsreihe analysiert
werden, inwiefern die KDELR-Dynamik von einem intakten und funktionellen Tubulin- bzw.

Aktin-vermittelten Proteintransport entlang des Zytoskeletts abhingig ist.

3.6.1 Einfluss der Mikrotubuli auf die KDELR-Dynamik in HeLLa-Zellen

Zur Uberpriifung, ob MT tatsichlich eine tragende Rolle fiir die KDELR-Dynamik ausiiben,
wurden 1 x 10° HeLa-Zellen nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, sowohl mit einer
mCherry-markierten Variante von Erd2.1 als auch mit einer eGFP-markierten Variante von [3-
Tubulin kotransfiziert und der KDELR-Transport entlang der fluoreszenzmarkierten MT

mittels CLSM dokumentiert (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation und Quantifizierung des MT-abghiingigen KDELR-
Transports und Clusterentwicklung extern applizierter KDELR-Modell-Liganden an HeLa-Zellen. (a)
Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation des Transports einzelner Erd2.1 Cluster (rot) entlang der Mikrotubuli (griin).
Dargestellt ist eine Sequenz fiinf aufeinanderfolgender Aufnahmen (720 frames/h) von HeLa-Zellen, welche sowohl eine
mCherry-markierte Variante des KDELRs Erd2.1 als auch GFP-markiertes f-Tubulin exprimieren. Die Pfeile markieren
Bereiche einer beispielhaften Rezeptor/Tubulin-Kolokalisation. (b) Kolokalisation zwischen GFP-Tubulin und Erd2.1-
mCherry. Dargestellt ist die Kolokalisationsrate iiber einen Zeitraum von 500 s. (c) Clusterentwicklung nach externer
Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTA™E bei Colchizin behandelten HeLa-Zellen (2,5 uM Colchizin, 60 min vor Beginn
der Messung; rot) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (schwarz).

Die Aufnahmen zeigten eine klare Rezeptor/Tubulin-Kolokalisation und einen direkten
Transport des fluoreszenzmarkierten KDELRs Erd2.1 entlang der Mikrotubuli in HeLa-
Zellen. Dariiber hinaus zeigten quantitative Analysen eine vergleichsweise hohe
Kolokalisationsrate. Um die Wichtigkeit intakter MT fiir den KDELR-Transport weiter
aufzuklidren, wurden HeLa-Zellen mit 2,5 uM Colchizin behandelt, 60 min bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert und anschlieBend die Clusterentwicklung von extern appliziertem eGFP-
RTAHPEE analysiert (sieche Abb. 30 c). Colchizin hemmt den MT-Aufbau, indem es an freies
Tubulin bindet und dieses somit fiir die MT-Assemblierung nicht mehr zur Verfiigung steht.
Dabei konnte eine sichtlich abgeminderte Clusterentstehung und ClustergroBenentwicklung
im Vergleich zu behandelten Zellen festgestellt werden. Die Clusterentwicklung nach
Colchizin-Behandlung entspricht eher der zuvor beobachteten Clusterentwicklung nach
Applikation von eGFP-RTA ohne KDELR assoziiertes Sequenzmotiv (sieche 3.2.1).
Zusitzlich  zeigten ,Live Cell Imaging“-Analysen mit HeLa-Zellen, welche die

fluoreszenzmarkierte KDEL-Rezeptorvariante Erd2.1-mCherry exprimierten, eine deutliche
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Verringerung der KDELR-Mobilitdt nach analoger Behandlung mit Colchizin. Wihrend der
KDELR-Transport in Bereichen des Golgi bzw. ER nahezu vollig zum Stillstand kam, wurde
die Mobilitit der fluoreszenzmarkierten Rezeptormolekiile nahe der Zellperipherie hingegen
nur im geringen MaBle beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend zeigen die hier
priasentierten Ergebnisse die Abhingigkeit der KDELR/Liganden-Clusterentwicklung nahe
der PM vom aktiven KDELR-Transport entlang der MT.

3.6.2 Einfluss von Aktin auf die KDELR-Dynamik in HeLLa-Zellen

Analog zu den bereits vorgestellten Untersuchungen zum Mikrotubuli-vermittelten KDELR-
Transport in HeLa-Zellen, wurde nun die Bedeutung von Aktin im Hinblick auf die KDELR-
Dynamik ndher analysiert. Die zuvor gewonnene Erkenntnis, dass die Colchizin bedingte
Blockierung der MT offenbar keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die
Rezeptormolekiile nahe der Zellperipherie ausiibte, legt nahe, dass cortikale Aktin-Filamente,
auf die eine Colchizin Behandlung keine Wirkung zeigt, fiir den KDELR Transport und die
Endozytose auf der PM verantwortlich sind. Zur experimentellen Klirung dieser Frage
wurden HeLa-Zellen mit 10 uM Phalloidin behandelt, 90 min bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert und die Clusterentwicklung von extern appliziertem eGFP-RTA™™" (160 ug/ml)
mittels CLSM analysiert und mit unbehandelten Zellen verglichen (Abbildung 32).

Phalloidin bindet an F-Aktin und verhindert dessen Depolymerisierung.

L} L)
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Abbildung 32: KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in HeLa-Zellen nach Phalloidin Behandlung. HeLa-Zellen
wurden mit 10 uM Phalloidin behandelt, 90 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und anschlieend die Clusterentwicklung
von extern appliziertem eGFP-RTA"PE" mittels CLSM dokumentiert und mit unbehandelten Zellen verglichen.

Die Resultate zeigten eine eindeutige Reduzierung der Clusterentwicklung in Phalloidin-
behandelten Hela-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Ergidnzende Studien an

HelLa-Zellen, welche die fluoreszenzmarkierte ~KDELR-Variante Erd2.1-mCherry
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exprimierten, zeigten ebenfalls eine Verringerung der KDELR-Mobilitit nahe der
Zellperipherie (Daten nicht gezeigt) und unterstiitzen somit die Vermutung, dass der aktive,
Aktin vermittelte KDELR-Transport essentiell fiir dessen Dynamik und Féhigkeit zur

Ligandeninteraktion ist.

3.7 Studien zur KDELR/Liganden-Clusterentwicklung nach Applikation

katalytisch vermindert aktiver Modell-Liganden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bereits wichtige Erkenntnisse zur subzelluldren
KDELR-Lokalisation, = KDELR-Dynamik  sowie = KDELR/Liganden-Interaktion in
Sdugerzellen gewonnen. Dabei wurden stets, den adressierten Fragestellungen entsprechend
modifizierte Varianten der katalytisch aktiven Rizin-Doméne (RTA) als Modell-Liganden
eingesetzt. Ein idealer Modell-Ligand sollte sich allerdings moglichst neutral verhalten und
nicht durch die bloBe Applikation an sich bereits diverse Effekte in der zu analysierenden
Zielzelle auslosen. Nur dann kann definitiv angenommen werden, dass beobachtete Effekte
und zelluldre Antworten auch tatsdchlich Resultat einer KDELR-vermittelten Interaktion mit
dem Liganden und nicht etwa Konsequenz eines moglicherweise unbekannten Effekts nach
Applikation einer katalytisch aktiven Substanz sind. Aus diesem Grund bestand das
iibergeordnete Ziel der nun présentierten Versuchsreihe darin, die bereits gewonnenen
Erkenntnisse zur KDELR-Dynamik in Sdugerzellen unter Verwendung einer katalytisch stark
vermindert aktiven RTA-Variante, RTA-E177D, zu reproduzieren. Die E177D-Varianten
zeichnen sich durch eine fiinfzigfach verringerte Zytotoxizitit im Vergleich zu wildtypischem
RTA aus. Der Grund hierfiir liegt in dem Anfiigen einer Methylengruppe und der damit
verbundenen Positionsveranderung von Argl80 innerhalb des RTA-Molekiils. Dadurch wird
der zuvor enge rdaumliche Kontakt zwischen Argl80 und Tyr80 unterbrochen und die
betroffenen Seitenkette verkiirzt, was wiederum die angesprochene Verminderung der
biologischen Aktivitit von RTA bedingt (Allen et al., 2007). Samtliche hier vorgestellten
Experimente zur Charakterisierung der Clusterentwicklung extern applizierter RTA-Varianten
mit verminderter katalytischer Aktivitdt wurden in Zusammenarbeit mit Saskia Altmaier im
Rahmen ihrer Bachelor-Arbeit am Institut fiir Molekular- und Zellbiologie an der Universitét

des Saarlandes durchgefiihrt.
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3.7.1 KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in HeLa-Zellen nach Applikation von RTA-
E177D

Die CLSM-Analysen zur Clusterformierung und -Entwicklung vermindert toxischer
Varianten der Rizin A-Kette (RTA-E177D) wurden analog zu den bereits vorgestellten
Experimenten mit wildtypischem RTA durchgefiihrt. Demnach wurden HelLa-Zellen mit 160
ng/ml eGFP-RTA-E177D"P*" bzw. eGFP-RTA-E177D behandelt und iiber mehrere Stunden
bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM dokumentiert (Abb. 33).

a) t = 0 min t =20 min t =77 min t =120 min
|

g

B

-

Bl ') $ : &L

A [ D6 30 e

o | hY. ‘ |

%

N . k .

b)

t =0 min t =20 min

ﬁ . :

Abbildung 33: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von HeLa-Zellen nach Applikation
verschiedener Modell-Liganden. Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTAE177D"PE (a)
bzw. eGFP-RTAE177D (b) mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Den Aufnahmen nach
Behandlung mit eGFP-RTAE177D ist zusitzlich noch eine vergleichende Abbildung nach Applikation von eGFP-
RTAE177D"PEL gegeniibergestellt (links). Dargestellt sind ausgewihlte Zeitpunkte wihrend der Messung (120 Bilder/h).

eGFP-RTAE177DHDEL
eGFP-RTAE177D
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Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Clusterformierung nach externer Applikation von
eGFP-RTAE177D"P " bzw. eGFP-RTAE177D zeigt vergleichbare Resultate zu den friiher
durchgefiihrten und beschriebenen Experimenten unter Verwendung der katalytisch aktiven
RTA-Varianten. Auch fiir eGFP-RTAE177D"P"" war nach einer initialen Verzogerung in der
Clusterbildung eine eindeutig zeitabhidngige Formierung und Entwicklung fluoreszierender
Cluster an der Zelloberfliche von HelLa-Zellen zu beobachten. Kontrollexperimente mit
eGFP-RTAE177D zeigten eine vergleichsweise stark verminderte Signalentwicklung, auch
wenn bisweilen in sehr spiten Phasen der ,,Live Cell Imaging* Studien auch nach Applikation
von eGFP-RTAE177D Signale an der Zellperipherie feststellbar waren.

Darauf aufbauend wurden HeLa-Zellen transient und unter Kontrolle eines konstitutiven
Promotors mit einer mCherry-markierten Variante des KDELR Erd2.1 (Erd2.1-mCherry)
transfiziert, 48 h lang kultiviert und nach Behandlung mit 160 ug/ml eGFP-RTAE177D"""
fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb. 34). Dabei stand vor allem die Frage im
Vordergrund, ob nach erfolgter Uberexpression einer KDELR-Variante in HeLa-Zellen
ebenfalls eine erhohte bzw. effizientere Clusterbildung und -Evolution an der Zelloberfldche

stattfindet.

t =0 min t =20 min t =70 min t =90 min

eGFP-RTAE177DHDEL

Abbildung 34: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation der Clusterentwicklung an HeLa-Zellen nach erfolgter
Uberexpression einer mCherry-markierten Variante von Erd2.1. Die Uberexpression erfolgte durch transiente
Transfektion von HeLa-Zellen mit Erd2.1-mCherry unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors. Die Zellen wurden mit
160 pug/ml eGFP-RTAE177D"PE: behandelt und mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert.
Dargestellt sind ein Nachweis der erfolgreichen Erd2.1-mCherry Expression (links) sowie vier relevante Messzeitpunkte (t0,
t20, t77, t90 min)

Erneut war eine deutliche und zeitabhédngige Clusterentwicklung nach externer Applikation
von eGFP-RTAE177D"P" an der Zelloberfliche von Erd2.1-mCherry iiberexprimierenden
HeLa-Zellen zu erkennen. Ob sich die Uberexpression der KDELR-Variante tatsdichlich
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stirkend auf die Clusterentwicklung ausgewirkt hat kann jedoch erst nach einer exakten
Evaluation und Quantifizierung der Signale beurteilt werden; diese Analysen erfolgen aktuell

in Kooperation mit der AG Santen.

eGFP-RTAE177D eGFP-RTAE177DHPEL e GFP-RTAE177DHPEL /E

42 min

t

Abbildung 35: Vergleichende Darstellung fluoreszenzmikroskopischer Analysen zur Clusterentwicklung an HeLa-
Zellen. Dargestellt sind HeLa-Zellen nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-RTAE177D (links), eGFP-
RTAE177D"PEL (Mitte) sowie eGFP-RTAE177D"PE: nach vorheriger Uberexpression von Erd2.1-mCherry (rechts) jeweils
42 min nach erfolgter Applikation.

Analog zu den Experimenten mit wildtypischen RTA-Varianten als Modell-Liganden wurden
auch die sehr frithen Stadien der Clusterentwicklung nach externer Applikation von eGFP-
RTAE177D""" und eGFP-RTAE177D analysiert. Dazu wurden Hela-Zellen mit jeweils
160 ug/ml der erwédhnten Liganden behandelt, 30 s bzw. 5 min bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert, nicht gebundene Signale durch wiederholtes Waschen mit 1 x PBS entfernt und die

Zellen schlieBlich fluoreszenzmikroskopisch auf bereits gebundene oder internalisierte

Liganden tiberpriift (Abb. 36).
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Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation friihzeitig gebundener Modell-Liganden an der
Zelloberfliiche von HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit 160 pg/ml eGFP-RTAE177D"PE" bzw. eGFP-RTAE177D
behandelt, bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, 10 mal mit 1 x PBS gewaschen und hinsichtlich gebundener Signale analysiert.
Dargestellt sind Zellen die (von links nach rechts) 30 s, 5 min, 120 min mit eGFP-RTAE177D"PEL bzw. 120 min mit eGFP-
RTA-E177D behandelt wurden.

Bereits nach kurzer Inkubationszeit von 30 s bzw. 5 min waren erste schwache Signale an der
Zelloberfldche zu erkennen, welche nach einer linger durchgefiihrten Liganden-Applikation
erwartungsgemill in Anzahl und Intensitit zunahmen. Nach Applikation des Kontroll-
Liganden eGFP-RTAE177D iiber einen Zeitraum von 2 h waren ebenfalls schwache Signale
erkennbar, wenngleich die beobachtete Intensitdt im direkten Vergleich etwas geringer
ausfiel.

Die hier gezeigten Studien mit RTA-Varianten verminderter Toxizitit stehen somit
durchgehend im Einklang mit den fritheren Experimenten unter Einsatz wildtypischer RTA-

Varianten.

3.7.2 KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in HEK-Zellen nach Applikation von
RTAE177D

Nachdem erste Erkenntnisse zur Clusterentwicklung der katalytisch vermindert aktiven RTA-
Varianten bei HeLa-Zellen ein nahezu identisches Resultat erbrachten wie die urspriinglich
durchgefiihrten Experimente mit nativem RTA, wurden ergiinzende Studien an alternativen
Saugerzelllinien durchgefiihrt. Erneut dienten diese Experimente dazu, die KDELR-Dynamik
in einem breiteren Kontext adressieren und mit den bereits anhand des erstellten ,, Trafficking-

Modells* etablierten Resultaten vergleichen zu konnen.
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Im Rahmen des Versuchs wurden Flp-In"™ T-REx™ HEK-293 Zellen eingesetzt, welche eine
FLAG-getaggte Variante des KDELR Erd2.1 stabil und unter Kontrolle eines Tetrazyklin-
induzierbaren Promotors im Genom tragen. Die FLAG-Markierung war dabei fiir diesen
Versuch nicht von Bedeutung, wichtig war lediglich die Moglichkeit, eine KDELR Variante
gezielt und kontrolliert in HEK-293 Zellen exprimieren zu konnen. Fiir die eigentliche
Analyse wurden die betreffenden Zellen (Flp-In"™ T-REx™ HEK-293) nach der Aussaat mit
1 pg/ml Tetrazyklin zwecks Induktion der Expression behandelt, 48 h spiter 160 pg/ml
eGFP-RTA-E177D"P*" appliziert und die Zellen schlieBlich bei 37 °C und 5 % CO, mehrere
Stunden fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (Abb. 37).

t=20min t= 60 min t=120min t=120 min

eGFP-RTAE177DHDEL

Abbildung 37: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliiche stabil transfizierter Flp-In™ T-REx™
HEK-293-Erd2.1-FLAG-Zellen nach externer Applikation von eGFP-RTAE177D"*", Die Induktion der Expression
wurde 48 h vor der ,Live Cell Imaging®“-Analyse mittels 1 ug/ml Tetrazyklin induziert, die Zellen mit 160 pg/ml eGFP-

RTAE177D"PEL behandelt und mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Dargestellt
sind ausgewihlte Zeitpunkte wihrend der Messung sowie Zellen ohne Induktion der Expression (rechts).

Wie zu erwarten war eine eindeutige zeitabhingige Clusterentwicklung nach externer
Applikation des Modell-Liganden eGFP-RTAE177D"P" an der Zelloberfliche zu
beobachten. Inwiefern die vorher stattgefundene Induktion der Erd2.1-Uberexpression die
dokumentierte Clusterevolution beeinflusst hat, kann aufgrund rein visueller Eindriicke nicht
verldsslich beurteilt werden. Zwar ist im direkten Vergleich mit dem durchgefiihrten
Kontrollexperiment ohne initiale Induktion der Expression eine verminderte
Signalentwicklung zu erkennen, allerdings steht diese sehr schwache Clusterformierung nicht
im Einklang mit fritheren ,Live Cell Imaging“-Studien mit Flp-In™ T-REx™ HEK-293
Zellen. Fiir gewohnlich ist auch ohne eine im Vorfeld induzierte Uberexpression einer

KDELR-Variante ein mit HeLLa-Zellen vergleichbares Clusterverhalten zu erwarten.
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3.7.3 KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in SH-SYSY-Zellen nach Applikation von
RTAE177D

Analog zu den Studien zur Charakterisierung der KDELR-Dynamik unter Verwendung
verschiedener RTA-Varianten als Modell-Liganden, sollte nun auch die Clusterentwicklung
der RTA-Varianten mit verminderter, katalytischer Aktivitdt fiir Neuronen mithilfe der
humanen Neuroblastoma Zelllinie SH-SYS5Y untersucht werden. Dazu wurden, analog zu den
bereits beschriebenen Versuchen, SH-SY5Y-Zellen mit 160 pg/ml eGFP-RTAE177D bzw.
eGFP-RTAE177D" " behandelt und der Verlauf der Clusterbildung und Evolution iiber
mehrere Stunden mittels CLSM dokumentiert (Abb. 38).

t=S min t=20 min t =140 min t =190 min t =20 min t =140 min

eGFP-RTAE177DHPE

Abbildung 38: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von SH-SY5Y-Zellen nach Applikation
verschiedener Modell-Liganden. Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 ug/ml eGFP-RTAE177D"PE-
(links) bzw. eGFP-RTAE177D (rechts) mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Dargestellt sind
ausgewihlte Messzeitpunkte (t5, t20, t140, t190 min und wiederholt mit 1 x PBS gewaschen (links); t20, t140 min (rechts)).

Die Beobachtungen entsprechen abermals den Erwartungen. Nach externer Applikation von
eGFP-RTA-E177D"P"" war eine deutliche zeitabhiingige Evolution der fluoreszierenden
Signale an der Zellperipherie von SH-SYSY zu erkennen, die im Falle der Applikation des
Kontroll-Liganden eGFP-RTA-E177D nicht festzustellen war. Lediglich in den sehr spiten
Phasen der ,,Live Cell Imaging“-Analyse wurde auch nach eGFP-RTA-E177D-Behandlung
eine leicht gesteigerte Clusterentwicklung beobachtet. Die hier prisentierten Beobachtungen
stehen im Einklang mit den fritheren Studien unter Verwendung katalytisch aktiver RTA-
Varianten, fiir ein abschlieendes Fazit bedarf es allerdings einer bildgenauen Evaluation und

Quantifizierung der Entwicklung der Fluoreszenzintensitit, welche bislang noch aussteht.

98



3.7.4 KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in IC21-Zellen nach Applikation von RTA-
E177D

Parallel zu den bereits vorgestellten Studien zur Clusterentwicklung verschiedener Modell-
Liganden nach Behandlung von Zelllinien mit erhohter Endozytoserate wurden nun auch die
RTA-Varianten mit verminderter katalytischer Aktivitdt hinsichtlich ihres Clusterverhaltens
gegeniiber solchen Zelllinien analysiert. Im Rahmen einer ersten Versuchsreihe wurden IC21-
Zellen mit 160 pg/ml eGFP-RTAE177D"""" bzw. eGFP-RTA-E177D behandelt und iiber
mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, analysiert (Abb. 39).

eGFP-RTAE177DHPE

Abbildung 39: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von IC-21-Zellen nach Applikation von
e¢GFP-RTAE177D"PFY, Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 ug/ml eGFP-RTAE177D"®" mehrere
Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert. Dargestellt sind ausgewdhlte Messzeitpunkte (von links nach
rechts: t20 min ohne digitale Amplifikation des Signals, t5, t45, t140 min). Der sichtbare fluoreszierende Hintergrund ist
Resultat der digitalen Amplifikation nach Bearbeitung der Aufnahmen mithilfe der Software ,,ZEN Blue“. Ohne diese
Bearbeitung erschienen die Aufnahmen tiefschwarz (120 Bilder/h).

Es war zu keinem Zeitpunkt, unabhingig von der Identitdt des applizierten Liganden, eine
Bildung oder Evolution von Clustern an der Zelloberfldche der analysierten IC-21-Zellen zu
beobachten (Daten fiir eEGFP-RTAE177D nicht gezeigt). Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit den in der Vergangenheit durchgefiihrten Experimenten mit IC-21-Zellen nach

Applikation katalytisch aktiver RTA-Varianten als Modell-Liganden.
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3.7.5 KDELR/Liganden-Clusterentwicklung in RAW-Blue-Zellen nach Applikation von
RTA-E177D

Erginzend zu den Studien mit IC-21-Zellen wurden analoge Experimente mithilfe der Maus-
Makrophagen-Zelllinie RAW-Blue durchgefiihrt. Demnach wurden RAW-Blue-Zellen mit
160 pg/ml eGFP-RTAE177D"P ! bzw. eGFP-RTAE177D als Negativkontrolle behandelt und
tiber mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO; fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (Abb.
40).

t=120 min t=S min t =45 min t=120 min

e¢GFP-RTAE177D
eGFP-RTAE177DHPE

Abbildung 40: Analyse der Rezeptor-Clusterentwicklung an der Oberfliche von RAW-Blue Makrophagen nach
Applikation verschiedener Modell-Liganden. Die Zellen wurden nach externer Applikation von 160 pg/ml eGFP-
RTAE177D (links) bzw. eGFP-RTAE-177D"PEL (rechts) mehrere Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mittels CLSM analysiert.
Dargestellt sind ausgewihlte Messzeitpunkte (von links nach rechts: t120, t5, t45, t120 min).

Es war nur eine vergleichsweise schwache und zeitlich verzégerte Clusterformierung an der
Zellperipherie von RAW-Blue Makrophagen zu erkennen. Im Gegensatz zu HeLa-Zellen
waren erste deutliche Signale erst nach 45 min identifizierbar. Auch die maximale Intensitit
der gebildeten Cluster erschien wesentlich schwécher als im Rahmen der Experimente mit
HelLa, HEK-293 sowie SH-SY5Y-Zellen festgestellt werden konnte. Nach Applikation des
Kontroll-Liganden eGFP-RTAE177D fand keinerlei Clusterbildung statt.
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3.8. XTT-basierte Vitalititsbestimmung von Sidugerzellen nach Applikation

katalytisch aktiver RTA-Varianten

Die im Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten ,,.Live Cell Imaging“-Studien fiihrten,
in Abhdngigkeit der eingesetzten humanen Zelllinie zu teils deutlich unterschiedlichen
Ergebnissen. Folglich stellt sich die Frage, wie diese Abweichungen des Clusterverhaltens
trotz identisch applizierter Modell-Liganden und analoger Versuchsbedingungen zu Stande
kommen. Eine mogliche Erkldarung hierfiir wére die eingeschrinkte oder nicht vorhandene
Fahigkeit der Zellen effizient, mit den extern applizierten Modell-Liganden zu interagieren
bzw. diese zu internalisieren. Zur experimentellen Adressierung dieser Fragestellung wurde

AMPEL einen toxischen Effekt auf die einzelnen

tiberpriift, inwiefern eine Applikation von RT
Saugerzelllinien ausiibt. Das Ausbleiben eines entsprechenden Effekts wire ein starkes Indiz
fiir die Unfédhigkeit der Zielzelle, das applizierte Toxin effizient aufnehmen zu konnen. Die
hier vorgestellten Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Saskia Altmaier als Teil ihrer
Bachelor-Arbeit am Institut fiir Molekular- und Zellbiologie an der Universitit des Saarlandes
durchgefiihrt.

Die Bestimmung der Zytotoxizitdt nach externer Liganden-Applikation erfolgte indirekt iiber
einen XTT-basierten Zellvitalititsnachweis. Dazu wurden jeweils 1 x 10° Zellen der zu
analysierenden Sdugerzelllinien in 24-Well Zellkulturtestplatten ausgesit, 24 h bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert und schlieBlich mit 160 pg/ml RTA"®" bzw. RTA ohne KDELR
assoziiertes Sequenzmotiv sowie mit 1 x PBS als Negativkontrolle behandelt. Weitere 24 h

spater wurde die Vitalitit der Zellen mittels XTT photometrisch bei 450 nm iiberpriift (Abb.
41).
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Abbildung 41: XTT-basierter Zellvitalititsnachweis zur indirekten Uberpriifung der toxischen Wirkung extern
applizierter RTA-Varianten gegeniiber verschiedenen Siugerzelllinien. 1 x 10° Zellen wurden in 24-Well
Zellkulturtestplatten ausgesit, nach 24 h Kultivierung mit 160 ug/ml RTA"PEL bzw. RTA behandelt und weitere 24 h spiter
spektralphotometrisch bei 450 nm auf ihre Vitalitit iiberpriift. Als Kontrollen dienten 1 x PBS bzw. DMEM-behandelte
Zellen.

Die Ergebnisse bestitigen groBtenteils die Beobachtungen der ,,Live Cell Imaging“-Studien.

Wie zu erwarten iibte RTAHPEL

nach externer Applikation auf HeLLa-Zellen einen deutlichen,
zytotoxischen Effekt aus, wihrend die Applikation von RTA einen vergleichsweise
schwachen toxischen Effekt bedingte. Eine &hnliche Aussage ldsst sich auch fiir die
analysierten SH-SY5Y-Zellen treffen, wohingegen fiir RAW-Blue Makrophagen, unabhingig
von der Art des applizierten Toxins, keinerlei toxischer Effekt zu beobachten war. Die
Experimente mit Flp-In™ T-REx'™ HEK-293-Zellen lieferten allerdings kaum
nachvollziehbare Resultate. Sowohl Flp—InTM T-REx™ HEK-293-Zellen, welche vor der
Liganden-Applikation mit Tetrazyklin zwecks Induktion einer Erd2.1 Uberexpression
behandelt wurden, als auch nicht induzierte Zellen zeigten sich stets stark sensitiv gegeniiber

HDEL
A

den verwendeten RTA-Varianten. Zwischen RT und der eigentlich weniger toxisch

wirkenden RTA-Variante ohne HDEL-Motiv wurde kein Unterschied festgestellt. Es kann
somit festgestellt werden dass sich die analysierten Sdugerzellen hinsichtlich ihrer Sensitivitit

HDEL
A

gegeniiber einer externen RT -Applikation unterscheiden.
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4. Diskussion

Die Fiahigkeit einer Zelle, extrinsische Signale wahrzunehmen, zu verarbeiten und
intrazelluldre Vorginge als Antwort auf einen extrazelluldren Reiz zu regulieren, gehort zu
deren wohl wichtigsten und faszinierendsten FEigenschaften, ohne die das komplex
koordinierte Zusammenspiel wesentlicher zelleigener Prozesse nicht moglich wire. Dabei
nehmen vor allem Plasmamembran-lokalisierte Rezeptoren wie beispielsweise GPCRs eine
bedeutende Stellung ein, indem sie eine Vielzahl unterschiedlichster Liganden, wie etwa
Peptide, Hormone oder Medikamente erkennen und somit eine ligandenspezifische zelluldre
Antwort vermitteln konnen (Hanlon und Andrew, 2015). In diesem Kontext stellt das
transmembrane Rezeptor-Clustering einen weit verbreiteten Prozess dar, der in Pro- wie in
Eukaryonten fiir die physikalische Rezeptor/Liganden-Interaktion sowie fiir die Verarbeitung
und Umsetzung von Signalen von Wichtigkeit ist. Zahlreiche, an der Zelloberfliche
lokalisierte Rezeptorklassen, wie etwa EGF- und T-Zell-Rezeptoren oder solche die von
diversen A/B-Toxinen und Viren fiir ihren Zelleintritt parasitiert werden, assemblieren sich zu
Rezeptor-Clustern innerhalb dynamischer Dominen auf oder nahe der Plasmamembran und
ermoglichen der Zelle dadurch eine gezielte Modulation von Signalereignissen im Hinblick
auf die Signalsensitivitidt und Rezeptor/Liganden-Interaktion (Abrami et al., 2003; Abulrob et
al., 2010; Bray et al., 1998; Eierhoff et al., 2010; Hanlon und Andrew, 2015). Obwohl
bekannt ist, dass eine solche Rezeptor-Cluster-Formierung und -Entwicklung bei zahlreichen
Rezeptoren eine Rolle spielt, wirft die detaillierte Charakterisierung dieser Clusterformierung
bislang allerding immer noch einige Fragen auf. Nicht zuletzt aufgrund der Tatsache, dass
viele Krankheiten direkt mit Stdrungen der Membranrezeptor Funktionalitit assoziiert sind,
ist es langfristig von groBter Wichtigkeit, das grundlegende Verstindnis der Regeln und
Prinzipien der Rezeptor-Clusterformation und der damit verbundenen Signalverarbeitung zu
vertiefen und mechanistisch zu verstehen (Abulrob et al., 2010; Casaletto und McClatchey,
2012; El-Rayes et al.. 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Rezeptordynamik sowie Rezeptor/Liganden-
Interaktion des sdugerspezifischen KDEL-Rezeptors analysiert und in Form eines
grundlegenden ,,Trafficking-Modells* nédher charakterisiert werden. In der Vergangenheit
wurde stets angenommen, dass die Interaktion zwischen H/KDELR und seinen
entsprechenden Liganden hauptsidchlich auf die Membranen des Golgi-Komplex sowie des

ER limitiert ist und dass die Hauptfunktion des H/KDELR in der Riickfithrung ER-residenter
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Proteine zur Vermeidung ihrer Sekretion besteht. In der jlingeren Vergangenheit riickten
allerdings mehr und mehr erginzende Funktionen des H/KDELR in den Fokus. So wurde
beispielsweise gezeigt, dass der H/KDELR ebenfalls fiir das Binden extrazelluldrer Liganden,
wie etwa dem neurotrophischen Faktor MANF oder dem Hefe-Killertoxin K28 an der
Zelloberfliache zustindig ist (Eisfeld et al., 2000; Henderson et al.,2013; Riffer et al., 2002;
Schmitt und Breinig, 2006). In Anbetracht dessen sollte es moglich sein, das Clusterverhalten
sowie die Internalisierung und den intrazelluldren Transport von H/KDEL-Sequenzmotiv-
tragenden Modell-Liganden nach erfolgter Bindung an den KDELR in Sidugerzellen zu
analysieren und ein grundlegendes ,, KDELR-Trafficking-Modell* zur Charakterisierung der
KDELR-Dynamik zu etablieren.

Fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung der KDELR/Liganden-

Interaktion an der Zelloberflache von HelLa-Zellen

Die KDELR-Clusterbildung und -Entwicklung wurde zunéchst am Beispiel von HeLa-Zellen
unter Verwendung eGFP-markierter Varianten der katalytisch aktiven Subdoméne von Rizin
(RTA) analysiert. Da Rizin bzw. RTA, im Gegensatz zu einigen anderen Vertretern der A/B-
Toxin-Familie, nicht iiber ein H/KDEL-dhnliches Sequenzmotiv verfiigt, wurde im Rahmen
dieser Clusterevolutionsstudien eine RTA-Variante mit einem kiinstlich angefiigten HDEL-
Sequenzmotiv verwendet und das Clusterverhalten mit einer Variante ohne Retentionsmotiv
verglichen (Becker et al., 2016). Diese rekombinant exprimierten und iiber
Affinitdtschromatographie gereinigten fluoreszenzmarkierten RTA-Varianten iibten nach
Applikation weiterhin einen toxischen Effekt auf HelLa-Zellen aus. Dieser beobachtete
toxische Effekt steht in Einklang mit fritheren Studien, welche eine gesteigerte in vivo
Toxizitdt von RTA nach dem Anfiigen einer C-terminalen H/KDEL-Sequenz zeigten und
belegen somit die nach wie vor gegebene biologische Aktivitit der fluoreszenzmarkierten
RTA-Varianten (Becker und Schmitt, 2011; Wales ef al, 1993). Die ,Live Cell Imaging*-
Analysen zeigten eindeutig eine zeitabhingige Formierung und Entwicklung der eGFP-
RTAMPEL_Cluster auf der Zelloberfliche. Durchgefiihrte Kontrollexperimente mit eGFP-RTA
zeigten eine im Vergleich hierzu stark reduzierte Clusterbildung auf oder nahe der PM.
Warum es im Falle der Kontrollexperimente mit eGFP-RTA iiberhaupt zu einer beginnenden
Clusterformierung kommt, kann mehrere Griinde haben. Zum Einen wurde im Rahmen dieser
frilhen Studien stets ein deutlicher Uberschuss (160 pug/ml) an extern appliziertem Modell-

Liganden eingesetzt. Demnach ist es durchaus moglich, dass sich temporir einzelne kleinere
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Cluster auf den Zellen als Resultat zufélliger Anlagerung bilden. Da es sich allerdings um ein
zufilliges Auflagern auf die Zelle und nicht um eine effiziente rezeptorvermittelte Interaktion
zwischen Liganden und der Zelloberfldache handelt, diffundieren die Liganden wahrscheinlich
im Verlauf der Messung wieder in das umgebende Medium. Die Bobachtung, dass fiir diese
Cluster kaum GroBenentwicklung und zudem in sehr spdten Phasen der CLSM-Analysen in
einzelnen Fillen sogar ein Riickgang der Fluoreszenzintensitit erkennbar ist, untermauert
diese Vermutung zusitzlich. Auch das fiir die Reinigung der Modell-Liganden C-terminal
angefiigte Polyhistidin-Tag bedingt moglicherweise eine nicht KDELR-vermittelte
Interaktion zwischen der PM und den applizierten Liganden. Histidin gehort aufgrund seines
Imidazol-Rests zu der Gruppe der basischen, positiv geladenen Aminosduren. Allerdings ist
Histidin die einzige Aminosdure, welche unter physiologischen pH-Bedingungen ihre Ladung
wechseln kann. Imidazol-Gruppen weisen einen pK,-Wert von 6,0 auf, demnach liegt Histidin
bei einem pH-Wert von 6,0 zu 50 % protoniert vor und verhilt sich bei einem pH-Wert von
8,0 entsprechend ladungsneutral. Es kann aber dennoch nicht ginzlich ausgeschlossen
werden, vor allem wihrend entsprechend langer Inkubationszeiten, dass eine schwache
elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem teilweise positiv geladenen (His)e-Tag und
der negativ geladenen PM stattfindet (Cooper, 2000). Allerdings wurden sidmtliche, im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigten ,,.Live Cell Imaging“-Analyse in pH-neutralen
Milieus (Zellkulturmedium bzw. PBS pH 7.4) durchgefiihrt. Demnach sollte Histidin
tiberwiegend nicht protoniert vorliegen und eine effiziente Interaktion mit der PM somit
weitestgehend ausgeschlossen sein. Daher liegt die Vermutung nahe, dass auf der PM
zumindest zeitlich und rdumlich limitiert Mikrodoménen mit tempordr erniedrigten pH-
Werten existieren. Die Existenz bestimmter Mikrodoménen wie ,,Lipid Rafts®, Caveolae,
,,Clathrin Coated Pits*, ,, Tetraspanin Enriched Microdomains* usw. im Allgemeinen wurde
bereits mehrfach dokumentiert und auch mit Signaltransduktion und Rezeptor/Liganden-
Wechselwirkungen in Verbindung gebracht (Delos Santos et al., 2015; Hancock, 2006). So
konnte beispielsweise fiir den EGFR gezeigt werden, dass dessen Clusterformierung
innerhalb von Mikrodoméinen auf der PM die Signaltransduktion in das Zellinnere unterstiitzt
(Abulrob et al., 2010). Auch fiir die RTK-vermittelte Regulierung diverser Signalereignisse
scheinen verschiedene PM-Mikrodoménen von essentieller Bedeutung zu sein (Delos Santos
et al., 2015). In diesem Zusammenhang wurde auch dokumentiert, dass ,,Clathrin Coated
Pits*“ an der effizienten Transduktion von Signalen mitwirken, ohne dass dafiir die
Endozytose des eigentlichen Rezeptors notwendig ist (Delos Santos et al., 2015). Auch die

stets beobachtete Cluster-Formierung und -Entwicklung nach externer Applikation geeigneter
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Modell-Liganden legt die Existenz solcher Mikrodoménen nahe. Es steht in Anbetracht der
Fachliteratur auler Frage, dass eine effiziente Interaktion zwischen dem KDELR und seinen
spezifischen Liganden einen leicht sauren pH-Wert voraussetzt, wihrend ein neutraler pH-
Wert im Unterschied dazu die Dissoziation gebundener Liganden vom KDELR begiinstigt
(Wilson et al., 1993). Moglicherweise spielen fiir die effiziente Interaktion zwischen KDELR
und entsprechenden Liganden auf der Zelloberfliche inter-organelle Kontaktstellen eine
Rolle. Die Bedeutung solcher Plasmamembran-Kontaktstellen mit anderen Organellen fiir
spezielle Signalereignisse wurde bereits aufgezeigt. IGFR1 wurde beispielsweise innerhalb
spezieller Plasmamembran-Einstiilpungen nachgewiesen, welche in direktem Kontakt mit der
Kernhiille standen und dort an der Regulation Ca**-assoziierter Signalereignisse in den
Zellkern beteiligt waren (Ibarra er al., 2013). Demzufolge wire auch die Existenz von
entsprechenden Kontaktstellen zwischen PM und Golgi denkbar. Innerhalb dieser
Mikrodominen wiirde dann auch exakt das Milieu vorzufinden sein, welches fiir eine
effiziente KDELR/Liganden-Interaktion auf der Zelloberfliche notwendig ist. Die
Moglichkeit einer Histidin-bedingten Interaktion mit der PM, unabhidngig von dem
Vorhandensein eines KDELR-assoziierten Sequenzmotivs, widerlegt indes allerdings
keinesfalls die im Rahmen der Clusterevolutionsstudien gewonnenen Erkenntnisse und die
daraus resultierenden Riickschliisse hinsichtlich einer KDELR-vermittelten Liganden-
Interaktion. Aufgrund der vergleichsweise kleinen Grée der Histidin-Markierung ((His)e)
sollten nur recht schwache, elektrostatische Wechselwirkungen auftreten, sowohl innerhalb
des Proteins als auch mit der PM (Terpe, 2003). Demnach wird eine tatsdchlich auftretende
Rezeptor/Liganden-Interaktion immer ungleich effizienter sein als eventuell vorhandene
Histidin-vermittelte Wechselwirkungen.

Generell muss angemerkt werden, dass die Clusterentwicklung im Rahmen der einzelnen
Messungen trotz identischer Versuchsbedingungen bisweilen leicht unterschiedlich verlaufen
ist. Fiir diesen Umstand gibt es zwei Erkldrungsansitze. Zum einen wurde es in der Regel
vermieden, die verwendeten Modell-Liganden vor den ,,Live Cell Imaging*“-Studien ldngere
Zeit aufzubewahren, da sie selbst bei optimaler Lagerung innerhalb weniger Wochen
prazipitierten und somit fiir die Studien zur Clusterevolution unbrauchbar wurden. Demnach
wurden die Liganden stets im kleineren Mafstab gereinigt und moglichst frisch den Zellen
appliziert. Allerdings unterschieden sich die einzelnen Chargen bisweilen durchaus
hinsichtlich ihrer Effizienz, nach erfolgter Applikation an die Zielzellen zu binden und
Cluster zu formieren. Auch unterschieden sich die verwendeten Sdugerzellen hin und wieder

in ihrer Vitalitit und somit auch hinsichtlich ihrer Féhigkeit, auf die externe Liganden-
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Applikation zu reagieren. Allerdings handelte es sich bei diesen beobachteten Schwankungen
ausnahmslos um Detailunterschiede, welche die Aussagekraft der hier prisentierten Daten
nicht einschrinken.

Typischerweise verliuft die eGFP-RTA" *"_Clusterentwicklung an HeLa-Zellen in strikt
voneinander unterscheidbaren Phasen ab. Nach einer anfinglichen Verzogerung der Cluster-
Entwicklung (t < 20 min) ist ein rascher Anstieg der Clustergrofle zu verzeichnen, welche
nach etwa 80 min ihr Maximum erreicht. Von diesem Zeitpunkt an bleibt die beobachtete
ClustergroBe, von kleineren Schwankungen abgesehen, weitestgehend stabil. Dieses
Verhalten ist charakteristisch fiir die Stochastik eines Prozesses, welcher sich nicht streng im
Gleichgewicht befindet, bei dem sich allerdings dennoch eine Balance einstellt zwischen dem
Verlust an Signalen aufgrund stattfindender Endozytose bzw. dem Riickdiffundieren nicht
effizient gebundener Liganden in das umgebende Medium und dem Zugewinn neuer Signale.
Die anfingliche Verzogerung in der Clusterentwicklung ist mit groBer Wahrscheinlichkeit
Resultat eines technischen Problems der CLSM-Analysen. Im Rahmen der hier diskutierten
Clusterevolutionsstudien wurde, wie bereits erwihnt, ein deutlicher Uberschuss an
fluoreszenzmarkiertem Modell-Liganden appliziert. Daher ist wihrend der ,,Live Cell
Imaging“-Experimente in der Regel eine vergleichsweise starke Hintergrundfluoreszenz
vorhanden gegen die kleine, sich in der beginnenden Formierung befindlichen Cluster auf der
Zelloberfliche zunichst nicht sichtbar waren. Erst wenn die Cluster eine bestimmte Grofe
erreicht haben und die Fluoreszenzintensitit jener Cluster folglich entsprechend hoch ist,
werden sie in Form von klar detektier- und auswertbaren Clustern erkennbar. Somit entstand
bei diesen Experimenten zur Clusterevolution bei HeLa-Zellen der Eindruck einer zu Beginn
verlangsamten Formierung, physiologisch scheint diese verlangsamte Clusterentwicklung,
zumindest in einer solchen GroBenordnung, jedoch nicht stattzufinden. Experimente an HeLa-
Zellen, welche kurze Zeit nach erfolgter Liganden-Applikation (30 s bzw. 5 min nach
Applikation) mehrfach zwecks Eliminierung der Hintergrundfluoreszenz gewaschen wurden
unterstiitzen diese Annahme. Auf diese Art behandelte HeLa-Zellen zeigten stets schwache,
aber dennoch deutlich erkennbare Signale auf der Zelloberfldche, welche nach 5 min bereits
stark an Intensitit gegeniiber den auftretenden Signalen nach 30 s zugenommen hatten. Somit
scheint bereits kurze Zeit nach Liganden-Applikation eine Entwicklung der gebundenen
Cluster stattzufinden.

Um die Frage zu adressieren, ob die zu beobachtenden Modell-Liganden tatsdchlich auf
Ebene der PM interagieren und akkumulieren oder ob ein Grofiteil dieser Signale bereits

endozytiert wurde und tatséchlich eher im endosomalen Kompartiment oder in Bereichen des
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kortikalen ER lokalisiert ist, wurden Hela-Zellen bei einer konstanten Temperatur von 4 °C
mit den zu testenden Liganden behandelt und hinsichtlich der Cluster-Formierung analysiert.
Da die dabei detektierten Signale an der Zelloberfliche zweifelsohne mit den Signalen der
Clusterevolutionsstudien bei 37 °C vergleichbar waren, belegen diese Experimente somit
eindeutig, dass die eingesetzten Liganden nach der Applikation auf Ebene der PM
lokalisieren, da eine effiziente Endozytose bei 4 °C nicht moglich ist. Der klare Nachweis
gebundener Liganden an der Zelloberfliche von HelLa-Zellen mittels ergidnzender
Immunfluoreszenz-Studien unterstiitzt diese These zusitzlich. Diese Erkenntnisse bedeuten
allerdings keineswegs, dass eine Aufnahme der an die PM gebundenen Liganden unméglich
ist. Im Verlauf dieser hier vorgestellten Studien zur Clusterentwicklung auf der Zelloberfldche
konnte durchaus eine teilweise Internalisierung einzelner Cluster bzw. Liganden und folglich
auch der intrazelluldre Transport entsprechend aufgenommener Molekiile beobachtet werden,;
die exakte zeitliche bzw. kinetische Analyse dieser Endozytoseereignisse wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit allerdings nicht beriicksichtigt und bleibt somit Gegenstand
zukiinftiger Projekte.

Erginzend zu den rein auf die Analyse der Liganden-Cluster beschrinkten Studien sollten
Experimente mit Zellen, welche fluoreszenzmarkierte Varianten des KDELRs exprimierten,
die Aufklirung der intrazelluliren @ KDELR-Distribution sowie den direkten,
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis einer KDELR/Liganden-Interaktion auf der PM
ermoglichen. Aus diesem Grund wurden mCherry-markierte Varianten der humanen
KDELRs Erd2.1, Erd2.2 sowie Erd2.3 hergestellt und deren Eignung als Reporterkonstrukt
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Fiir Erd2.1-mCherry sowie Erd2.2-mCherry konnten
auch starke und klar unterscheidbare Signale nach erfolgter Transfektion in HeLa- bzw. HEK-
293 Zellen beobachtet werden. Signale fiir Erd2.3-mCherry waren zwar auch nachweisbar,
jedoch um ein Vielfaches schwicher als die der iibrigen KDELR-Homologe und somit auch
nur bedingt fiir fluoreszenzmikroskopische Dokumentationen geeignet. Da der Fokus fiir die
geplanten Untersuchungen zur schrittweisen Etablierung eines ,Trafficking-Modells*
allerdings ohnehin auf dem KDELR Erd2.1 lag, erwies sich dieser Umstand als
vernachlidssigbar. Zwar stellt die Markierung zelluldrer Strukturen mit Farbstoffen bzw.
Fluoreszenzproteinen die wohl am weitesten verbreitete Methode zur Visualisierung
intrazelluldrer Prozesse dar, frei von Risiken ist dieses Vorhaben jedoch keineswegs. Es gibt
zahlreiche Berichte iiber die negativen Auswirkungen hinsichtlich Transport, Lokalisation
und physiologischer  Funktionalitit fluoreszenzmarkierter —Proteine. Vor allem

Fluoreszenzproteine, deren GroBe leicht die GroBe der Zielproteine erreichen oder gar
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iibersteigen kann, konnen die biologische Funktionalitit der markierten Proteine erheblich
einschrinken (Han ef al., 2015; Heymann et al., 2015; Skube et al., 2010; Swulius und
Jensen, 2012). Demnach wurde die Funktionalitit der mCherry-markierten KDELR-Varianten
mittels FOA-Selektion iiberpriift. Dabei wurde die physiologische Funktionalitét fiir Erd2.1-
mCherry und Erd2.2-mCherry eindeutig bewiesen. Da die eingesetzten Hefezellen vom
Stammbhintergrund YA12 (Aerd2) nicht iiber eine funktionelle H/KDELR-Variante verfiigen
und aufgrund der Kultivierung auf FOA-Agar auch das zum Uberleben dringend notwendige
SECI2-Gen nicht ldnger exprimieren konnen, belegt deren Wachstum auf FOA-Agar
eindeutig die biologische Funktionalitit der zuvor transfizierten KDELR-Varianten. Auch der
darauf aufbauende Methylenblau-Agardiffusionstest zur Uberpriifung der K28-Sensitivitit
belegte, dass die Fluoreszenzmarkierung offenbar keinen negativen Einfluss auf die Funktion
der KDELRs ausiibt. Die zur FOA-Selektion verwendeten Hefezellen vom Stammhintergrund
YAI2 zeigen aufgrund des fehlenden Erd2p-Rezeptors fiir gewohnlich keine, oder lediglich
eine sehr stark eingeschrinkte Sensitivitit gegeniiber einer externen K28-Applikation.
Demnach ist die beobachtete Wiederherstellung der K28-Sensitivitit nach erfolgter
Transformation mit den mCherry-markierten KDELR-Varianten ein weiterer Beweis fiir
deren physiologische Funktionalitét. Fiir Erd2.3-mCherry konnte allerdings nur eine erheblich
eingeschrinkte Funktionalitit nachgewiesen werden.

Zwar wird die Topologie des KDELRs bisweilen kontrovers diskutiert, die zytosolische
Lokalisation des C-Terminus wird allerdings nicht angezweifelt (Scheel und Pelham, 1988;
Semenza et al., 1990; Singh et al., 1993; Townsley et al., 1993). Somit sollten die an der
Liganden-Bindung beteiligten luminal orientierten Aminosduren Arg-5, Asp-50, Tyr-162 und
Asn-165 (Scheel und Pelham, 1998) nicht durch das C-terminal und somit zytosolisch
lokalisierte Fluoreszenzprotein beeintrachtigt werden. Moglicherweise bedingt das Anfiigen
eines vergleichsweise groBlen Fluorophors eine Fehlfaltung des Rezeptors oder dessen
fehlerhafte Insertion in die Membran; fraglich bleibt jedoch, warum dies angesichts der
immens hohen Ubereinstimmung der Aminosduresequenzen der KDELRs, ausschlieBlich
Erd2.3 betreffen sollte. Uberdies belegen Studien anhand des GPCRs B-Adrenorezeptors, dass
ein Anfiigen verschiedener Fluoreszenzproteine (u. a. mCherry) an den C-Terminus des
Proteins keinerlei Auswirkungen auf dessen Lokalisation und Funktionalitit ausiibt (Bubnell
et al., 2013). Zur finalen Kldrung dieser Frage wire wohl die Aufkldrung der exakten,
dreidimensionalen Struktur des KDELR notig, allerdings wurde bislang noch keine

Kiristallstruktur eines humanen KDELRS etabliert.
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Zwecks nachhaltiger Analyse der KDELR-Dynamik in Sdugerzellen wurde Erd2.1-mCherry
stabil und unter Kontrolle eines Tetrazyklin-induzierbaren Promotors in das Genom von Flp-
In™ T-REx™ HEK-293-Zellen integriert. Diese spezialisierte HEK-Zelllinie wurde
ausgewihlt, da das Flp-In"™ T-REx™-System hervorragend fiir den zielgerichteten Einbau
von DNA-Abschnitten und fiir eine spétere kontrollierte Genexpression geeignet ist. Dariiber
hinaus sollten die Studien zur KDELR-Dynamik langfristig ohnehin auf alternative Zelllinien,
darunter auch HEK-293, ausgeweitet werden. Transiente Transfektionen bedingen in der
Regel deutliche Schwankungen in der Expressionsstirke sowie das Vorhandensein nicht
transfizierter Zellen ein Problem, das durch die Verwendung der Flp-In™ T-REx™ HEK-
293-Zellen vermieden werden kann. Auflerdem ist es von groBer Wichtigkeit, eine gewisse
Kontrolle iiber Zeitpunkt und Stirke der KDELR-Expression zu haben. Es wurde gezeigt,
dass eine unkontrollierte Uberexpression eines KDELR-Homologes in Siugerzellen
verheerende Konsequenzen fiir Golgi-Komplex-assoziierte Transportvorgédnge und die Golgi-
Homoostase mit sich bringen kann. So fiihrt eine KDELR-Uberexpression beispielsweise zu
einer reduzierten Bildung GTPase-aktivierender Proteine, wodurch wiederum die Regulation
des frithen intrazelluliren sekretorischen Weges sowie des anterograden Transports
beeintriachtigt wird (Aoe et al., 1997; Semenza et al., 1990). Die Uberexpression des humanen
Erd2-dhnlichen Proteins ELP1 bedingt sogar die Ausbildung eines Phédnotyps dhnlich einer
Brefeldin-A Behandlung (Hsu et al., 1992). Dariiber hinaus wurde dokumentiert, dass eine
generelle GPCR-Uberexpression die fehlerhafte Regulierung Mitogen-aktivierender
Proteinkinasen bedingt und somit die Signaltransduktion zur Kontrolle essentieller zelluldrer
Prozesse wie Zelldifferenzierung, Zellwachstum oder Apoptose einschrinkt (Ito er al., 1995).
Der KDELR tendiert nach Uberexpression zusitzlich zu einer vermehrten Lokalisation in
Lysosomen und verstirkt die Autophagie-Induktion, was sich im Hinblick auf die geplanten
,Live Cell Imaging*“-Experimente gleich aus zwei Griinden suboptimal darstellt, sowohl im
Hinblick auf die intrazellulire KDELR-Distribution als auch auf die Signalwirkung (Wang et
al., 2011). Die unkontrollierte Uberexpression erschwert somit die Gewinnung substantieller
Daten hinsichtlich der KDELR-Dynamik. Eine verldssliche Analyse der intrazelluldren
Lokalisation und Distribution wird durch die Fehllokalisation nahezu unméglich. Aullerdem
ist auch im Hinblick auf die wichtige und hoch komplexe Funktion des KDELR als
Signalrezeptor und Regulator des Golgi-Transports eine Uberexpression dringend zu
vermeiden. Aufgrund des gewaltigen Schadens beziiglich der Regulation Golgi-assoziierter
Transportvorgdnge und dem damit verbundenen Eingriff in die Zellphysiologie eignen sich

Zellen in diesem stark gestressten Zustand nicht mehr als Modell-Systeme, speziell nicht fiir
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die Analyse von Rezeptor/Liganden-Wechselwirkungen und den daraus resultierenden,
zelluldren Konsequenzen. Mithilfe des hier verwendeten Flp—InTM T—REXTM—Systems lasst
sich die KDELR-Expression nach Belieben induzieren und die Expressionsstirke durch
Variation der zwecks Induktion eingesetzten Tetrazyklin-Konzentration den Anforderungen
entsprechend modulieren. Die vom Hersteller empfohlene Tetrazyklin-Konzentration liegt bei
1 pg/ml, was auch allgemein als die Konzentration gilt, welche zu einer maximalen
Transkriptionsaktivitit in Saugerzellen fiihrt, wie Studien anhand eines vergleichbaren
Expressionssystems unter Verwendung verschiedener Tetrazyklin-Derivate zeigten (Gossen
et al., 1995). Demnach eignet sich diese Konzentration von 1 pg/ml allerdings nicht fiir die
Studien zur KDELR-Dynamik, da der Rezeptor weiterhin stark tiberexprimiert vorliegen
wiirde. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine Tetrazyklin-Konzentration
ermittelt, welche ein moglichst natiirliches Expressionsprofil des KDELR begiinstigt.
Western-Analysen sowie fluoreszenzmikroskopische Dokumentationen von Zellen, welche
mit Tetrazyklin-Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 1 pg/ml behandelt wurden, zeigten,
dass die optimale Konzentration zur mikroskopischen Dokumentation klarer und einzeln
wahrnehmbarer Signale zwischen 100 ng/ml und 50 ng/ml Tetrazyklin liegt. Allerdings ist es
unwahrscheinlich, dass hier eine anndhrend natiirliche Expression des KDELR vorliegt, es
herrscht eher eine weniger starke Uberexpression vor. Die Signale der Western-Analyse
waren deutlich stdrker als solche Signale, welche in nativen Zellen mit anti-Erd2.1
Antikorpern zum Nachweis der nativen Expression festgestellt wurden (Daten nicht gezeigt).
Allerdings zeigten die verwendeten Antikorper auch deutliche Kreuzreaktionen, so dass die
Qualitit der Detektion durchaus in Frage gestellt werden muss. Noch niedrigere Tetrazyklin-
Konzentrationen erwiesen sich ebenfalls als unbrauchbar, da die Expression des KDELR dann
zu schwach fiir eine angemessene Analyse war. Bisweilen konnte die sichtbare Fluoreszenz
nicht mehr von der Autofluoreszenz der Negativkontrolle unterschieden werden bzw. fiel fiir
Western-Analysen unter die Nachweisgrenze. Ohne einen entsprechenden AK zum Nachweis
des KDELR nach nativer Expression konnen hinsichtlich der Expressionsstirke des Rezeptors
wihrend der einzelnen Experimente nur spekulative Aussagen getroffen werden.
Dementsprechend problematisch verliefen auch die Analysen zum Nachweis einer direkten
KDELR/Liganden-Interaktion auf der PM von Sdugerzellen. Eine solche Interaktion zwischen
dem mCherry-markierten KDELR und dem eGFP-markierten Modell-Liganden sollte
bestenfalls in Form einer klaren Uberlagerung der Proteine als gelb/orange-erscheinendes
Signal identifizierbar sein. Zwar waren solche Signale in stark iiberexprimierenden Zellen

(Tetrazyklin-Konzentration 1 pg/ml) bisweilen feststellbar, aufgrund des diffusen Signals und
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der Tatsache, dass der KDELR in diesen Zellen hochstwahrscheinlich fehllokalisiert, kann
hierbei jedoch nicht von einer klar erwiesenen KDELR/Liganden-Interaktion auf der PM
gesprochen werden. Analysen von Zellen nach geringerer Tetrazyklinbehandlung zeigten
keinerlei iiberlagernde Signale, welche fiir eine Interaktion sprechen wiirden. Da eine solche
Interaktion wahrscheinlich innerhalb sehr kurzer Zeit stattfindet und die Geschwindigkeit der
Internalisierung des Liganden nach erfolgter Bindung wohl als sehr hoch eingeschétzt werden
muss, stellt auch die Limitierung der zeitlichen Auflosung ein ernstes Problem dar. Die im
Rahmen der ,Live Cell Imaging“-Studien eingesetzten Fluoreszenzproteine eGFP und
mCherry blichen bei zu starker Belichtung sehr schnell aus. Aus diesem Grund wurden die
gemessenen Zellen in der Regel nur zweimal pro Minute fiir wenige Sekunden belichtet.
Auch die bisweilen recht hohe Phototoxizitit war speziell bei mehrstiindigen Analysen ein
Problem, das nur durch Verringerung der zeitlichen Auflosung umgangen werden konnte. Fiir
den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis einer direkten KDELR/Liganden-Interaktion auf
der PM sind die Grenzen des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Systems erreicht. Zur
langfristigen Aufkldarung dieser Fragestellung miissten sowohl die rdumliche als auch zeitliche
Auflosung verbessert und womdglich auch besser geeignete Fluorophore ermittelt werden.
Die grundsitzliche Aussagekraft sdmtlicher Studien zur Clusterentwicklung ohne eine
ergidnzende Expression fluoreszenzmarkierter KDELRs muss allerdings nicht angezweifelt
werden, da die verwendeten Zellen die KDELRs ausnahmslos natiirlich exprimierten. Zwar
ist bekannt, dass sich die KDELR-Expression in Abhédngigkeit vom physiologischen Zustand
der Zelle sowie als Antwort auf die Applikation biologisch aktiver Substanzen (z. B.
Thapsigargin) &dndern kann; jedoch handelt es sich in diesen Fillen nicht um eine
unkontrollierte Uberexpression als Folge genetischer Manipulation, sondern schlichtweg um
eine unter physiologischen Bedingungen ablaufende Reaktion der Zelle auf verinderte dullere

Umstidnde (Llewellyn et al., 1997; Wang et al., 2011).

Adaptive Monte-Carlo-Simulation der KDELR/Liganden-Dynamik auf der
Zelloberfliche von Hel.a-Zellen

Die im Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studien zur Charakterisierung der
Clusterentwicklung extern applizierter KDELR-assoziierter Modell-Liganden an HeLLa-Zellen
resultierten in der Etablierung eines profunden Modells zur grundlegenden Beschreibung der
KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktionen. Um dies zu realisieren, wurden

experimentelle Daten zusammen mit numerischen Methoden und Monte-Carlo-Simulationen
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in Betracht gezogen und auf Basis der somit gewonnenen Erkenntnisse ein minimalistisches
Modell zur Beschreibung von Verlust und Zugewinn an KDEL-Rezeptormolekiilen wihrend
Endozytose und Riicktransport zur PM konzipiert. Die diesem ,, Trafficking-Modell* zugrunde
liegenden Parameter wurden entsprechend der den durchgefiihrten Experimenten zugrunde
liegenden Abldaufe und Beobachtungen definiert und reflektieren demnach Erfahrung und
Erkenntnisstand beziiglich der Rezeptor-Dynamik in Sidugerzellen. Der Umfang des die PM
darstellenden Gitternetzwerkes von 4 x 10° Gittern, die Grofe der einzelnen Gitter von
jeweils ~ 10 nm sowie die vorgeschlagene Vesikelgrole zwischen 50 und 100 nm (5 x 5 — 10
x 10 Gitter) entsprechen den bekannten, durchschnittlichen Dimensionen fiir HeLa-Zellen
bzw. gingiger Rezeptoren und Vesikel (Agrawal et al., 2010; Guo und Levine, 1999; Reddy
et al., 2010). Somit wird bei diesem Modell beriicksichtig, dass jedes Einzelgitter von
maximal einem KDEL-Rezeptor, mit Ligand oder ohne, okkupiert sein kann. Die
Entscheidung, asymmetrische Vesikeltransportraten sowie zufillige Zielorte beziiglich
Endozytose und Rezeptor-Riickfithrung zu beriicksichtigen, griindet auf der Vermutung, dass
es sich bei Frequenz, raumlicher Ausdehnung und Zielort fiir diese Prozesse um unabhingige
stochastische Ereignisse handelt. Stattfindende Endozytose fiihrt in diesem Zusammenhang
zur vollstindigen Eliminierung sdmtlicher Rezeptormolekiile der Zielregion, wéhrend die
Anzahl an Rezeptoren, die in Vesikel verpackt zur Zelloberfliche riickgefithrt werden,
zwischen 0 und der maximalen Vesikelkapazitit schwankt, wobei diese Rezeptormolekiile
nach Ankunft zufillig auf Bereiche auf der PM verteilt werden. Das Modell beriicksichtigt
dabei zu Beginn stets eine zufillige Rezeptor-Verteilung auf der Zelloberfldache, wobei sich
Anzahl und rdaumliche Ausdehnung der Rezeptor-Molekiile tiber die Zeit entwickeln und
schlieBlich einen Zustand erreichen, bei dem sich ein ausgewogenes Verhiltnis zwischen
Verlust und Zugewinn Zelloberfldchen-lokalisierter Rezeptor-Molekiile einstellt. Zusitzlich
wird anhand des hier diskutierten Modells immer davon ausgegangen, dass der Zelle ein
deutlicher Uberschuss an potentiellen Liganden zur Verfiigung steht und somit die
Moglichkeit nicht okkupierter KDELRSs als Folge einer zu geringen Liganden-Konzentration
ausgeschlossen ist. Jeder KDELR auf oder nahe der PM sollte dazu in der Lage sein, mit
mindestens einem Liganden zu interagieren. Die unter Verwendung dieses minimalistischen
,, Trafficking-Modells* erstellten Simulationen zur Clusterevolution an der Zelloberfldche von
HeLa-Zellen stimmten mit den Beobachtungen der experimentell durchgefiihrten ,,.Live Cell
Imaging“-Studien iiberein und bestitigen somit die konzeptionelle Nachvollziehbarkeit des
hier vorgestellten Modells. Allerdings kann anhand dieses Modells bisher lediglich eine stark

vereinfachte Vorstellung der intrazelluldren Rezeptordynamik abgebildet werden. Phinomene
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wie etwa ,excluded volume®, also die mangelnde Verfiigbarkeit von Volumen fiir ein
Molekiil aufgrund eines anderen bereits vorhandenen Molekiils, oder eine eventuelle Auto-
Amplifizierung des Rezeptortransports finden dabei bislang noch keinerlei Beriicksichtigung.
Die dem Modell zugrunde liegenden experimentellen Daten erlauben bislang keine
komplexere Charakterisierung der Rezeptor/Liganden-Interaktion. Zwar kann die analytische
Ausdrucksform durch eine Anpassung dieser freien Parameter in Einklang mit der in vivo
beobachteten Clusterentwicklung gebracht werden, jedoch liegen dieser Anpassung keine real
durchgefiihrten Experimente zugrunde. Ein weiteres Phianomen, welches durch das hier
diskutierte Modell nur unzureichend adressiert werden kann, betrifft die Gesamtzahl an
verfiigbaren KDELRs innerhalb der Zelle. Dieses Modell setzt stets eine konstante Zahl an
KDELRs wihrend des experimentellen Zeitfensters voraus. Wihrend diese Vorstellung bei
sehr kurzen Messungen, wie etwa den Analysen zur Clusterformierung nach 30 s bzw. 5 min,
wahrscheinlich Bestand haben wird, ist eine strikt gleichbleibende Rezeptoranzahl im
Rahmen der mehrstiindigen ,,.Live Cell Imaging“-Studien eher fraglich. Moglicherweise
konnen die Studien mit KDELR-iiberexprimierenden Zellen unter diesem Gesichtspunkt
betrachtet werden, da sie aufgrund der sehr starken Expression wohl nahezu mit KDELR-
Molekiilen ,,gesittigt sind; fiir Zellen, denen eine natiirliches KDELR-Expressionsprofil
zugrunde liegt, gilt das allerdings nur unter Vorbehalt. Dass sich die KDELR-Expression in
Abhingigkeit vom physiologischen Zustand der Zelle dndert und entsprechend moduliert
werden kann, steht aufler Frage. Zum Beispiel beeinflusst eine Thapsigargin-Behandlung und
der damit induzierte ER-Stress die Anzahl an KDELR mRNA, wobei sogar die
Transkriptmenge der einzelnen KDELR-Homologen unterschiedlich beeinflusst wurde
(Llewellyn et al., 1997; Wang et al., 2011). Wie schnell diese Anpassung in solchen Fillen
erfolgt, ist jedoch unklar; nachgewiesen wurde eine Verdnderung in der KDELR-
Expressionsstirke immer erst nach Zeitrdumen, welche die Versuchszeit der hier

durchgefiihrten ,,Live Cell Imaging*“-Experimente (max 5 h) deutlich tiberschritten.

Einfluss der Temperatur und Liganden-Konzentration auf die

Clusterentwicklung

Anhand der bereits diskutierten Studien zur KDELR-Dynamik in HeLa-Zellen konnte ein
,» Irafficking-Modell“ zur grundlegenden Charakterisierung der KDELR-Dynamik und
KDELR/Liganden-Interaktion etabliert werden, welches eine klar zeitabhingige

Clusterentwicklung nach externer Liganden-Applikation beschreibt. Dariiber hinaus wurden
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erhebliche Unterschiede in Abhdngigkeit der Identitdt des applizierten Modell-Liganden
ersichtlich. Liganden mit einem natiirlichen KDELR-assoziierten Erkennungsmotiv
(H/KDEL) zeigten stets ein effizienteres Binden an die Zellen, wie auch eine schnellere und
starkere Clusterentwicklung iiber die Zeit im Vergleich zu Liganden ohne entsprechendes
Motiv und unterstiitzen somit die Theorie einer KDELR-Funktion an der PM von
Saugerzellen. Darauf aufbauend sollten kiinftige Projekte die Komplexitit des ,,Trafficking-
Modells* schrittweise erhohen, um die KDEL-Dynamik langfristig in einem breiteren
Kontext und hinsichtlich erweiterter Fragestellungen adressieren zu konnen. Die in diesem
Zusammenhang durchgefiihrten Experimente zum Einfluss der Temperatur und Konzentration
an extern appliziertem Liganden lieferten dabei substantielle Erkenntnisse zum tieferen
Verstéindnis iiber die KDELR/Liganden-Clusterevolution in HeLa-Zellen. Es konnte eindeutig
gezeigt werden, dass die KDELR-Clusterentwicklung, der van-t-Hoff'schen Regel
entsprechend bei einer erniedrigten Umgebungstemperatur verlangsamt abliduft. Nach
Senkung der Versuchstemperatur auf konstante 25 °C wurde, im Vergleich zu den zuvor
durchgefiihrten Studien bei 37 °C, eine etwa um den Faktor 3 verzogerte Clusterentwicklung
festgestellt, wihrend das maximale Saturierungsniveau der fluoreszierenden Liganden-Cluster
an der Zellperipherie unverdndert blieb. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den an
der van-"t-Hoff schen Regel orientierten Anpassungen des ,, Trafficking-Modells* hinsichtlich
der Vesikeltransportraten oioss und 0.in. Erginzende Studien zeigten dariiber hinaus einen
strikt dosisabhidngigen Effekt auf die KDELR/Liganden-Clusterentwicklung. Eine
Verringerung der Konzentration an extern appliziertem Liganden brachte ebenfalls eine
verminderte Clusterbildung und Entwicklung mit sich. Von besonderem Interesse ist hierbei,
dass im Unterschied zu den Beobachtungen bei erniedrigter Umgebungstemperatur, die
Reduzierung der applizierten Liganden-Dosis sowohl die Geschwindigkeit der
Clusterentwicklung als auch die maximale Clusteranzahl bzw. Intensitit beeinflusste. Um
diese experimentellen Beobachtungen durch Simulationen anhand des ,,Trafficking-Modells*
reproduzieren zu konnen, wurden die Vesikeltransportraten ojoss und 0,gqin €rneut entsprechend
angepasst. Wiahrend allerdings zur Simulation des temperaturabhingigen Effekts auf die
Clusterentwicklung die Transportraten im gleichen Malle abgeidndert wurden, erfordert die
Simulation des dosisabhingigen Effekts auf die Clusterevolution eine differentielle
Angleichung dieser Parameter. Demnach zeigt sich die Rate an Vesikeln, die aus dem
Zellinneren zur PM transportiert werden (Ogain), stirker beeinflusst durch die
Konzentrationsidnderung als die Rate an endozytierten Vesikeln (oys). Die experimentellen

Daten in Kombination mit den durch das ,, Trafficking-Modell* bereitgestellten Informationen
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belegen, dass die Konzentration an extern appliziertem Liganden einen direkten Einfluss auf
die Menge an zur PM transportierten KDELR-Molekiilen hat. Eine Erhohung der Liganden-
Konzentration bedingt gleichermaBen auch eine gesteigerte KDELR-Transportrate zur
Zelloberflaiche, wihrend die Reduzierung der -eingesetzten Liganden-Konzentration
folgerichtig diesen KDELR-Transport zur PM einschridnkt. In Anbetracht dessen schien die
Zelle den KDELR-Transport zur Zelloberfliche in Abhingigkeit von extern verfiigbaren
Liganden entsprechend regulieren zu konnen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den
Analysen zur differentiellen Anpassung der intrazelluliren Erd2.1-eGFP bzw. Erd2.2-
mCherry-Verteilung als Antwort auf eine externe Applikation von RTA®PF" Tatsichlich
mehren sich in jiingerer Zeit Hinweise darauf, dass bestimmte Liganden nicht nur einen
Einfluss auf PM-lokalisierte Membranrezeptoren haben, sondern entsprechende Rezeptoren
auch durch Membrantransport und Organell-lokalisierte Signalereignisse im Zellinneren
modulieren kénnen (Babcock und Li, 2013). Diese fungieren dabei sozusagen als ,,Chaperon-
Ersatz“ und beeinflussen die Transporteffizienz bestimmter Transmembranproteine zur
Zelloberflaiche (Kuryatov et al., 2005; Lester, et al., 2009/2012; Sallette, et al., 2005;
Srinivasan et al., 2012). In diesem Zusammenhang wurden unter anderem auch GPCRs
erforscht, deren strukturelle Ahnlichkeit zum KDELR hinlinglich besprochen wurde. Auch
wenn diese Phdnomene nicht direkt mit den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit
vergleichbar sind, zeigen sie dennoch die prinzipielle Moglichkeit einer gesteigerten
Membranrezeptor-Rekrutierung zur PM als Folge einer Rezeptor/Liganden-Interaktion auf
der Zelloberflache.

Zusammenfassend liefern die hier vorgestellten Ergebnisse, erginzt mit den numerischen
Daten des ,,Trafficking-Modells*, einen ersten wichtigen Einblick zum langfristigen
mechanistischen Verstindnis des KDELR/Liganden-Clusterverhaltens an der Zelloberfliche

von Saugerzellen.

Anterograder KDELR-Transport zu bevorzugten Regionen der

eukaryotischen Plasmamembran

Um ein tieferes Verstindnis von den zugrunde liegenden Mechanismen der
KDELR/Liganden-Clusterentwicklung auf der Zelloberfliche insbesondere hinsichtlich
KDELR-Transport und -Distribution nach externer Liganden-Applikation zu erlangen, wurde
die Liganden-Clustergroenverteilung P(s) des extern applizierten Modell-Liganden eGFP-

RTA"PP im Detail analysiert. Die Klirung dieser Fragestellung ist vor allem im Hinblick auf
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die komplexe Dynamik der eukaryotischen PM interessant. Bei der zelluldaren PM handelt es
sich keineswegs um ein starres Organell; im Gegenteil handelt es sich hierbei um ein im
hochsten Malle dynamisches Kompartiment, welches prézise reguliert wird. Dariiber hinaus
existieren auf der Zelloberfliche verschiedene Mikrodoménen, wie etwa ,,Lipid-Rafts* oder
Caveolae, die eng mit Rezeptortransport und Signaltransduktion in Verbindung gebracht
werden (Hancock, 2006). Es wurde bereits gezeigt, dass verschiedene PM-lokalisierte
Rezeptoren, wie etwa der Acetylcholin-Rezeptor (AchR), ,Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) oder der ,,Transforming Growth Factor beta Receptor (TGF-f), mit
,Lipid Rafts* assoziiert werden konnen (Abulrob et al., 2010; Campagna und Fallon, 2006;
Chen et al., 2015). Zusitzlich wurde am Beispiel des ,.epidermal growth factor receptor*
(EGFR) dokumentiert, dass eine bevorzugte Rezeptor-Clusterformierung innerhalb
bestimmter Mikrodoménen auf der PM fiir die korrekte Signaltransduktion in das Zellinnere
von grofBer Wichtigkeit ist, und dass sich T Zell-Rezeptoren in Form vorgebildeter Cluster auf
der PM formieren kénnen, wobei dieses ,,pre-clustering sowohl die Liganden-Sensitivitit als
auch die Aktivierungsgeschwindigkeit entsprechender Signalwege signifikant erhoht
(Abulrob et al., 2010; Castro et al., 2014). Die exakte Analyse der zeitabhingigen
ClustergroBenverteilung und -Entwicklung auf der Zelloberfliche sollte zur Klidrung der
Frage beitragen, inwiefern Rezeptor ,,pre-clustering” und PM lokalisierte Mikro-Doménen
auch fiir den KDELR in HeLa-Zellen eine Rolle spielen.

Die Experimente zeigten durchweg einen zeitabhingigen Clustergroenanstieg, nachdem zu
Beginn der einzelnen Messungen stets nur verhéltnisméBig kleine Cluster beobachtet werden
konnten. Bei genauer Analyse wird deutlich, dass sich die Evolution der Clustergrof3e
entsprechend einer ,,power-law*“-Verteilung P(s) ~ sP mit B = 2 verhilt. Mit Ausnahme der
anfianglichen Verzogerung in der Clusterentwicklung (t < 20 min) ldsst sich dieses Verhalten
tiber den gesamten Clusterbildungsprozess feststellen. Diese Beobachtungen stehen zunéchst
allerdings im Widerspruch zu den Aussagen des ,Trafficking-Modells“. Im Rahmen des
Modells wurden bislang stets strikt zufillige Zielorte fiir stattfindende Endozytoseereignisse
sowie fiir den KDELR-Transport zur PM beriicksichtigt und komplexere Szenarien fiir die
KDELR-Dynamik, wie etwa die Moglichkeit einer lateralen Rezeptdiffusion oder eventuell
auftretende Rezeptor-Rezeptor-Anziehungskrifte, ebenfalls nicht in Betracht gezogen
(Boggara et al., 2013; Saffman und Delbriick, 1975; Guo und Levine, 1999; Reddy et al.,
2014). Das Einbeziehen dieser moglicherweise relevanten Phdnomene in die Simulationen
gemal des ,, Trafficking-Modells* fiihrte allerdings auch nicht zu einer Reproduktion der real

observierten ,,power-law*“-Verteilung der ClustergroBenevolution P(s). Die simulierten
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Kurvenverldufe entsprachen stets einer exponentiellen Entwicklung der Clustergrofle, wie sie
experimentell niemals bestitigt werden konnte. Eine ,,power-law“-Verteilung ldsst sich nur
unter der Annahme eines nicht zufilligen KDELR-Transports zu bevorzugten Positionen an
der Zelloberflache nach vorheriger KDELR-auto-Amplifizierung simulieren. Diese Theorie
eines nicht zufilligen, sondern gerichteten KDELR-Transports zu priferierten Regionen auf
der Zelloberfliche, konnte im Rahmen ergédnzender Studien auch experimentell bestitigt
werden. Die Dokumentation der Rezeptordynamik einer fluoreszenzmarkierten Variante von
Erd2.1 (Erd2.1-mCherry) belegte eindeutig die Existenz priferierter Bereiche auf der PM,
welche hiufiger als Ziel des vesikuldren Transports frequentiert werden. Zusétzlich wurde ein
allgemein erhohter KDELR-Transport zur PM in eGFP-RTA"P"behandelten Zellen
gegeniiber nicht-behandelten Zellen festgestellt. Diese Beobachtungen stehen somit nicht nur
im Konsens zu den vorher gewonnenen Erkenntnissen beziiglich der dosisabhingigen
Clusterentwicklung nach externer Applikation geeigneter Modell-Liganden, sie stehen auch
im Einklang mit den Parametern des ,,Trafficking-Modells* und widerlegen die urspriingliche
Annahme eines auf zufillige Zielbereiche limitierten KDELR-Transports zur PM. Aufgrund
dieser Erkenntnisse stellt sich nun die Frage, warum solche priferierten KDELR-Zielregionen
auf der PM existieren und wie der gerichtete Transport zu eben diesen Bereichen ermoglicht
wird. Moglicherweise spielen hier Details hinsichtlich der PM-Komposition eine Rolle.
Faktoren wie Proteingehalt, molekularer Aufbau oder Lipidkomposition der PM konnen
laterale Diffusionsereignisse deutlich beeinflussen (Huang et al, 2016) und sich somit
moglicherweise auch im Zusammenhang mit Rezeptortransport und intrazelluldrer
Rezeptordistribution als prigend erweisen. Die wohl wahrscheinlichste und
nachvollziehbarste Erklirung wire es allerdings, von einem Tubulin- bzw. Aktin-abhidngigen
KDELR-Transport auszugehen, weshalb diese Moglichkeit im Rahmen ergénzender Studien

adressiert wurde.

Einfluss von Tubulin und Aktin auf die KDELR Dynamik in HeLa-Zellen

Es ist allgemein bekannt, dass Regulation und Ausfiihrung intrazelluldrer Transportvorginge
in Sdugerzellen eng mit den unterschiedlichen Komponenten des eukaryotischen Zytoskeletts
assoziiert sind. Fiir den aktiven Proteintransport entlang des Zytoskeletts sind vor allem
Mikrotubuli (MT) und Aktin-Filamente verantwortlich. Der Dynein/Kinesin-vermittelte
Transport von Vesikeln und Organellen erfolgt dabei entlang der MT, wéhrend

Zelloberflachen-assoziierte Phidnomene wie etwa Zellmigration, Endozytose und
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Vesikeltransport nahe der PM durch Zellkortex lokalisiertes, filamentdses F-Aktin unterstiitzt
werden (Hancock, 2014; Huber er al, 2015; Soldati und Schliwa, 2006). Nicht zuletzt
aufgrund der bereits diskutierten Beobachtungen hinsichtlich priferierter Zielbereiche fiir den
anterograden KDELR-Transport zur PM ist es durchaus naheliegend diesen KDELR-
Transport als einen Tubulin- und Aktin-abhédngigen Prozess zu definieren, auch wenn
abermals eingerdumt werden muss, dass sich die in vivo stattfindende Rezeptor-Dynamik
ungleich komplexer gestaltet als durch das hier vorgestellte ,, Trafficking-Modell* beschrieben
und wesentliche den Rezeptortransport prigende Faktoren (z. B. Membrandicke,
Lipidzusammensetzung usw.) somit nicht beriicksichtigt werden. Ungeachtet dieser
Limitation des Modells unterstiitzen zahlreiche Studien an anderen PM-lokalisierten
Rezeptoren die hier aufgestellte These eines Tubulin-vermittelten KDELR-Transports zur
Zellperipherie. So konnte gezeigt werden, dass eine Desintegration der MT die nahezu
vollstindige Immobilisierung von EGFR- und cAMPR-Clustern zur Folge hatte und dariiber
hinaus auch die EGFR-Endozytose negativ beeinflusste (Boggara et al., 2013; de Keijzer et
al., 2011; Kharchenko et al., 2007; Sakai et al., 1991). Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten ,,Live Cell Imaging*-Analysen mit eGFP-markiertem a-Tubulin sowie
mCherry-markiertem Erd2.1 zeigten eine klare Rezeptor/Tubulin Kolokalisation sowie einen
direkten KDELR-Transport entlang der MT in HeLa-Zellen. Eine zusétzliche Behandlung der
Zellen mit Colchizin zeigte zudem einen signifikanten Effekt auf die KDELR-Dynamik und
KDELR-assoziierte Transportvorgidnge. Colchizin stellt ein dulerst potentes Spindelgift dar,
welches die dynamische Mikrotubuli-Assemblierung verhindert, indem es an freies Tubulin
bindet und dieses somit fiir den Mikrotubuli-Aufbau nicht mehr zur Verfiigung steht. Sowohl
Anzahl als auch Intensitdt beobachteter Cluster wurde durch die Colchizin-Behandlung im
Vergleich zu nicht behandelten Zellen drastisch reduziert. Auch schien die
ClustergroBBenentwicklung nach MT-Blockade deutlich eingeschrinkt. Der Effekt war in der
Tat so stark, dass die Clusterentwicklung von extern appliziertem eGFP-RTA" " eher der im
Rahmen fritherer Studien beobachteten Clusterentwicklung von eGFP-RTA ohne KDELR-
assoziiertem Sequenzmotiv entsprach. Zusitzlich konnte eine deutliche Verringerung der
KDELR-Mobilitdt nach Colchizin-Behandlung nachgewiesen werden. Zusammenfassend
deuten diese Erkenntnisse stark auf eine Abhingigkeit des gerichteten KDELR-Transports
sowie der KDELR/Liganden-Clusterevolution vom aktiven Transport entlang intakter MT
hin. Interessanterweise waren allerdings nicht alle Kompartimente der Zelle von diesem
Effekt betroffen. Wihrend der KDELR-Transport in Bereichen des Golgi bzw. ER nahezu

vollig zum Stillstand kam, wurde die Mobilitit der fluoreszenzmarkierten Rezeptormolekiile
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nahe der Zellperipherie hingegen nur im geringen MaBle beeinflusst. Diese Beobachtung
deutet auf eine untergeordnete Rolle der MT fiir die KDELR-Dynamik nahe der PM hin. Die
bereits geschilderte Tatsache, dass selbst nach Colchizin-Behandlung zwar eine initiale
Clusterformierung an der Zelloberfliche stattfindet, die Clustergréfe sich jedoch nahezu nicht
mehr entwickelt, unterstiitzt diese Vermutung zusitzlich. Wahrscheinlich zeigen sich fiir die
KDELR-Dynamik nahe der PM kortikale Aktin-Filamente zustindig, auf welche Colchizin
keinen inhibierenden Effekt ausiibt. Moglicherweise werden das initiale Binden des Liganden
an die PM und die darauffolgende Formierung erster, kleinerer Cluster Aktin-abhéngig und
Tubulin-unabhiéngig reguliert. Da allerdings aufgrund der Colchizin bedingten MT-Blockade
der KDELR Transport aus dem Zellinneren nicht oder nur stark eingeschriankt moglich ist,
findet im Anschluss an diese beginnende Clusterformierung keine Clusterentwicklung statt.
Experimente mit Phalloidin-behandelten Zellen zur Inhibierung des Aktin-vermittelten
Transports zeigten sowohl eine stark reduzierte Clusterbildung und -Entwicklung, als auch
eine deutlich eingeschrinkte KDELR-Mobilitit nahe der Zelloberfldche und stehen somit im
Einklang mit den zuvor geduBlerten Hypothesen hinsichtlich der Bedeutung von Aktin fiir die
KDELR-Dynamik in HeLa-Zellen. Um den Zusammenhang zwischen einzelnen
Komponenten des eukaryotischen Zytoskeletts und der KDELR-Dynamik detaillierter zu
analysieren, wire es von groBem Vorteil, einzelne KDELR-Molekiile iiber lingere Zeitraume
in Verbindung mit fluoreszenzmarkiertem Aktin und Tubulin entlang ihres Transportweges
verfolgen zu konnen. Dies war aufgrund der bereits mehrfach angesprochenen geringen
zeitlichen Auflosung der ,Live Cell Imaging“-Studien im Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich, weshalb die Visualisierung des direkten KDELR-Tubulin-Transports auf wenige

Einzelbilder beschrinkt bleibt.

Ausweitung der Studien zur KDELR/Liganden-Clusterentwicklung auf

erginzenden Siugerzelllinien

Im Hinblick auf das urspriinglich formulierte Ziel der vorliegenden Arbeit, die Etablierung
eines ersten minimalistischen ,,Trafficking-Modells* zur grundlegenden Beschreibung der
KDELR-Dynamik sowie KDELR/Liganden-Interaktionen in HeLa-Zellen, wurden mit den
bereits diskutierten Daten substantielle Erkenntnisse gewonnen, welche schlussendlich in der
Erstellung eines ,,Trafficking-Modells* resultierten. Dieses Modell basiert bislang allerdings

ausschlieBlich auf experimentellen Daten unter Verwendung von Hela-Zellen. Obwohl
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HelLa-Zellen eine der am weitesten verbreiteten Modell-Sdugerzelllinien der
molekularbiologischen Forschung darstellen, wird die Aussagekraft des ,,Trafficking-
Modells* durch diese Limitation auf eine einzelne Sadugerzelllinie dennoch eingeschrinkt.
Unter Beriicksichtigung der hoch komplexen und weitreichenden Funktionen des KDELRs
als Signalrezeptor und Regulator Golgi-assoziierter Transportvorgidnge ist es durchaus
wahrscheinlich, dass hinsichtlich der KDELR-Dynamik und vor allem im Hinblick auf die
Reaktion der Zelle auf eine externe Liganden-Applikation, deutliche Unterschiede zwischen
einzelnen Sdugerzelllinien auftreten konnen (Cancino et al., 2013; Giannotta et. al., 2012;
Pulvirenti et al, 2008). Auch die exakte intrazellulire KDELR-Lokalisation
bzw. -Distribution scheint nicht in jeder Sédugerzelllinie identisch zu sein. So existieren
eindeutige Hinweise auf eine KDELR-Lokalisation auf Ebene der PM in SH-SY5Y- und
HEK-293-Zellen, wihrend dieser Umstand im Allgemeinen fiir Sdugerzellen nach wie vor als
nicht definitiv bewiesen gilt (Henderson et al, 2013). Zur langfristigen Stirkung der
Relevanz des ,,Trafficking-Modells* sowie zur Analyse der KDELR-Dynamik in einem
breiteren Kontext wurden die Studien zur Clusterformierung und Entwicklung nach externer
Applikation geeigneter Modell-Liganden auf weitere Saugerzelllinien ausgeweitet. In diesem
Zusammenhang wurden die humane Nierenepithelzelllinie HEK-293, die humane
Epithelzelllinie HEp-2, die humane Neuroblastoma Zelllinie SH-SYSY sowie die Maus-
Makrophagen-Zelllinien RAW-Blue und IC-21 analysiert. Im Rahmen dieser Experimente
wurden teils dramatische Unterschiede in der Clusterentwicklung zwischen den jeweiligen
Zelllinien festgestellt. Wahrend die beobachtete Clusterentwicklung in HEK-293-Zellen
sowie HEp-2-Zellen zwar insgesamt schwicher aber durchaus mit der Clusterevolution in
Hela vergleichbar war, liel sich fiir die Neuroblastoma-Zellline SH-SYSY eine etwas
schnellere Clusterformierung feststellen. Vor allem bei Betrachtung frither Messzeitpunkte (t
< 20 min) lassen sich an der Peripherie von SH-SYS5Y-Zellen bereits erste, schwache Cluster
dokumentieren, wihrend bei HeLa, HEK-293 sowie HEp-Zellen zu diesen frithen Zeitpunkten
noch keine gebundenen Signale zu verzeichnen waren. Die fiir HeLa-Zellen ausnahmslos
beobachtete, und im Rahmen des ,,Trafficking-Modells* entsprechend beriicksichtigte, initiale
Verzogerung der Clusterbildung lédsst sich fiir SH-SYS5Y demnach nur in einem deutlich
geringeren Ausmal registrieren. Demnach muss die Clusterentwicklung bei SH-SYS5Y-Zellen
vergleichsweise schneller ablaufen, so dass die erforderliche ClustergroBe und damit
verbundene Signalintensitit schneller die notwendige Grenze zur visuellen Wahrnehmbarkeit

gegen den fluoreszierenden Hintergrund wihrend der Messung iiberschreitet. Die maximal

121



wahrnehmbare Clustergrofe, Anzahl und Signalintensitit erschien derweil allerdings deutlich
schwicher als an HeLa-Zellen beobachtet.

Experimente mit Makrophagen-Zelllinien lieferten komplett gegenteilige Resultate. Sowohl
fir RAW-Blue als auch fiir IC-21 war nahezu keine Clusterbildung feststellbar. Beide
Zelllinien erschienen im Rahmen der ,,Live Cell Imaging®“-Studien als iibe die Applikation
von eGFP-RTA"™"" keinerlei Effekt aus. Teilweise war die zu erkennende
Clusterentwicklung sogar schwicher als in fritheren Studien mit HelLa-Zellen nach
Behandlung des Kontroll-Liganden ohne KDELR-assoziiertes Sequenzmotiv eGFP-RTA
beobachtet wurde. Eine Analyse der sehr frithen Messzeitpunkte durch Entfernen des
applizierten Liganden und der damit verbundenen Eliminierung des fluoreszierenden
Hintergrunds offenbarte zwar vereinzelte, sehr schwache Signale an der Peripherie von RAW-
Blue Makrophagen, eine Evolution dieser Cluster schien jedoch nicht stattzufinden. Dies
erkliart das Unvermogen, sichtbare Cluster im Rahmen der ,,Live Cell Imaging*“-Studien zu
dokumentieren, da diese Cluster, obwohl sie sich initial zu formieren scheinen, aufgrund der
mangelnden Groflen- und Intensitdtsentwicklung nie stark genug werden, um gegen den
vorhandenen, fluoreszierenden Hintergrund sichtbar zu werden. Fiir IC-21-Zellen wurden
indes nicht einmal diese vorldufigen Cluster zu frithen Messzeitpunkten festgestellt.
Applizierte Liganden, gleich welcher Art, interagierten zu keinem Zeitpunkt mit der IC-21
Zellmembran.

Die Aufklarung der Frage warum es diese, teils deutlichen Unterschiede gibt und was solche
Zellen, welche auf eine externe Liganden-Applikation scheinbar nicht reagieren, von den
iibrigen Zelllinien unterscheidet, gestaltet sich sehr schwierig. Ein moglicher, wenngleich
unwahrscheinlicher Erkldrungsansatz beruht auf den unterschiedlichen Endozytoseraten der
analysierten Zelllinien. Insbesondere Makrophagen sind fiir eine vergleichsweise stark
erhohte Endozytoseaktivitdt bekannt. Demnach konnte die nicht vorhandene Clusterbildung
und Entwicklung damit erklirt werden, dass die Internalisierung der Liganden schlichtweg so
schnell ablduft, dass dieser Prozess vor allem angesichts der schwachen zeitlichen Auflésung
im Rahmen der durchgefiihrten ,,Live Cell Imaging®“-Studien nicht zu dokumentieren war.
Allerdings miissten dann vermehrt Signale im Zellinnern zu beobachten sein, was weder bei
den Analysen von RAW-Blue noch von IC-21-Zellen der Fall war. Eine durchaus
naheliegende jedoch kaum zu beweisende Erkldrung, wére eine nicht stattfindende
KDELR/Liganden-Interaktion auf der Zelloberfliche, entweder weil bei entsprechenden
Zellen keine PM-lokalisierte KDELR-Fraktion existiert oder weil die Effizienz dieser

Interaktion eingeschrinkt ist. Auch konnte der vermutete, und im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit durch das ,, Trafficking-Modell“ naheliegende Mechanismus der Liganden-abhingigen
KDELR-Rekrutierung zur PM in RAW-Blue und IC-21 nicht oder stark verdndert ablaufen.
Die Beobachtung, dass sich bei RAW-Blue Makrophagen initiale Cluster bilden, welche aber
keinerlei GroBBenentwicklung zeigen, unterstiitzt diese Annahme. Auch konnte es hinsichtlich
vorhandener Mikrodominen auf der PM Unterschiede geben, welche die Interaktion zwischen
KDELR und extern applizierten Modell-Liganden erschweren oder gar verhindern. Allerdings
muss betont werden, dass spezialisierte Mikrodominen auch in Immunzellen fiir die korrekte
Modulierung unterschiedlichster Signalereignisse von enormer Wichtigkeit sind. So ist die
Lokalisation verschiedener Immuno-Rezeptoren innerhalb von Mikrodominen in Antigen-
prasentierenden Zellen fiir eine effiziente Antigen-Erkennung, die Ausbildung der
immunologischen Synapse sowie T-Zell Aktivierung obligatorisch (Zuidscherwoude et al.,
2013).

Im Hinblick auf frithere Erkenntnisse zur gesteigerten in vivo Toxizitdt gegen HeLa-Zellen
nach dem Anfiigen einer KDELR-assoziierten Signalsequenz an den C-Terminus von RTA
(H/KDEL) (Becker und Schmitt, 2011; Wales et al, 1993) wurde iiberpriift, wie sensitiv sich
die jeweiligen Zelllinien ihrerseits gegeniiber einer RTAPPE:-Applikation verhalten. Die
erhéhte Zytotoxizitit von RTA"™" im Vergleich zu RTA ohne entsprechendes KDELR
assoziiertes Sequenzmotiv legt eine effizientere Aufnahme durch die Zielzelle bzw. einen
wirkungsvolleren retrograden Transport in das Zytosol als Folge einer KDELR-vermittelten
Interaktion nahe. Demzufolge sollten Zellen, deren Fihigkeit KDELR vermittelt auf einen
extrazelluldiren Stimulus zu reagieren, eingeschrdnkt ist, auch weniger sensitiv gegeniiber
einer Behandlung mit RTA"P"" reagieren. Die in diesem Zusammenhang durchgefiihrten
Studien konnten die Beobachtungen der ,Live Cell Imaging*“-Analysen allerdings nur
teilweise bestidtigen. Zwar zeigten sich HelLa- und SH-SY5Y-Zellen erwartungsgemif
sensitiv.  und  RAW-Blue-Zellen  erwiesen sich im  Einklang mit den
fluoreszenzmikroskopischen Dokumentationen als weitestgehend resistent, die Experimente
mit HEK-293- sowie IC-21-Zellen lieferten hingegen kaum auswertbare Resultate. Die
Toxizitat wurde stets indirekt {iber die Aktivitit mitochondrialer Dehydrogenasen mittels
XTT-Tests ermittelt. Die dabei ermittelten Werte fiir HEK-293-Zellen unterlagen dabei so
starken Schwankungen und erwiesen sich als so inkonsistent (bisweilen zeigten Toxin-
behandelte Zellen eine hohere Vitalitit als nicht behandelte), dass Aufgrund der XTT-Tests
keine verldssliche Aussage getroffen werden kann. Experimente mit IC-21-Zellen zeigten
sogar noch weniger verldssliche Resultate, so dass auf die Pridsentation der betreffenden

Daten verzichtet wurde. Es ist bekannt, dass die fiir den indirekten Nachweis der Vitalitét
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unbedingt notwendige Reduktion des Tetrazolium-Rings zu einem wasserloslichen Formazan-
Derivat von variablen Faktoren wie Zellzahl und Proliferationsrate abhiingig ist (Scudiero et
al., 1988). Da stets Zellen unterschiedlicher und teils recht hoher Passagen verwendet wurden
und sich die exakte Zellzahl trotz korrekter Zellzahlermittlung vor der Aussaat aufgrund
auftretender Unterschiede in der Teilungs- bzw. Wachstumsrate zwischen einzelnen Proben
durchaus unterscheiden kann, ist eine teilweise Verfilschung der gewonnenen Daten aufgrund
der genannten Ursachen nicht auszuschlie3en.

Moglicherweise resultieren die beobachteten Unterschiede hinsichtlich des Clusterverhaltens
aus einer ungleichen Komposition der PM. Studien zur Plasmamembran-Organisation in SH-
SYS5Y-Zellen belegten unlidngst ein deutlich veridndertes Verhalten hinsichtlich lateraler
Diffusion als in Hela-Zellen, welches mit einem geringeren Proteingehalt bzw. einer
unterschiedlichen Lipid-Zusammensetzung in Verbindung gebracht wird (Huang et al., 2016).
Unterschiedliche Makrophagen-Zelllinien variieren zudem teils recht deutlich im Hinblick auf
Proliferation, Zytokinexpression, Morphologie sowie Expression der Oberflachenmarker in
Abhingigkeit externer Faktoren wie Kultivierungsmedium, Kultivierungsdauer oder gar des
verwendeten Oberflichenmaterials zur Adhidsion (Chamberlain 2015). Im Zusammenhang
dazu wurde dokumentiert, dass Unterschiede in der Rezeptorverteilung die entsprechend
rezeptorvermittelte zellulire Antwort auf externe Stimuli merklich beeinflussen (Radkar,

2008).

Charakterisierung der KDELR/Liganden-Clusterentwicklung unter
Verwendung des Modell-Liganden RTA-E177D

Bisherige Studien zur subzelluliren KDELR-Lokalisation, KDELR/Liganden-Interaktion
sowie KDELR-Dynamik in Siugerzellen lieferten substantielle Erkenntnisse und
ermOglichten schlussendlich die Etablierung eines theoretischen ,,Trafficking-Modells* zur
grundlegenden Charakterisierung der KDELR-Dynamik in HeLa-Zellen. Im Rahmen dieser
Studien wurden stets modifizierte Varianten der katalytisch aktiven Domine des A/B-Toxins
Rizin (RTA) als Modell-Liganden verwendet. Jedoch kann eben diese katalytische Aktivitit
fiir die Adressierung bestimmter Fragestellungen ein wesentliches Problem darstellen. Vor
allem im Hinblick auf die hoch komplexe Funktion des KDELRs als wichtiger Regulator des
Golgi-Transports sollte sich ein idealer Modell-Ligand zur Analyse dieses Rezeptors nach
Applikation so neutral wie moglich verhalten. Ansonsten ist es schwierig, die beobachteten

Effekte auch definitiv als zelluldre Antwort auf die Rezeptor/Liganden-Interaktion und nicht
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als Konsequenz eines moglicherweise unbekannten Effekts einer ohnehin katalytisch aktiven
Substanz zu bewerten. Aus diesem Grund wurden die bereits gewonnenen Erkenntnisse zur
KDELR-Dynamik in Sidugerzellen unter Verwendung einer katalytisch stark vermindert
aktiven RTA-Variante, RTA-E177D, wiederholt. Die E177D-Varianten zeichnen sich dabei
durch eine fiinfzigfach-verringerte Zytotoxizitidt im Vergleich zu wildtypischem RTA aus.
Durch eine angefiigte Methylengruppe und der damit verbundenen Positionsveridnderung von
Argl80 innerhalb des RTA-Molekiils wird der zuvor enge rdumliche Kontakt zwischen
Argl180 und Tyr80 unterbrochen und die betroffene Seitenkette verkiirzt, was wiederum die
Verminderung der biologischen Aktivitidt von RTA zur Folge hat (Allen et al., 2007).

Die durchgefiihrten ,,Live Cell Imaging*“-Analysen zur Clusterentwicklung nach Applikation
der vermindert toxischen RTA-Varianten erbrachten durchweg nahezu identische Ergebnisse
wie sie in den zuvor umgesetzten Experimenten mit katalytisch aktiven RTA-Varianten
bereits erzielt wurden. Im Detail lieBen sich zwar kleinere Unterschiede feststellen, so
erschien die maximal erreichte Fluoreszenzintensitit in einzelnen Messungen etwas hoher und
die Clusterentwicklung an HEK-293- sowie SH-SY5Y-Zellen verlief insgesamt schwicher als
im Rahmen fritherer Studien beobachtet, alles in allem waren die erzielten Resultate jedoch
durchaus mit den urspriinglichen ,,.Live Cell Imaging*“-Studien vergleichbar. Dariiber hinaus
konnen die registrierten Detailunterschiede anhand der durchgefiihrten Experimente nicht
angemessen beurteilt werden, da zunéchst noch eine detaillierte bildgenaue Evaluation und
Quantifizierung der Signalintensitidt erfolgen muss. Des Weiteren existieren natiirlich auch
hier die bereits diskutierten Probleme hinsichtlich chargenabhingiger Liganden-Qualitdt und
abweichender Zellvitalitit, so dass die beobachteten Detailunterschiede nicht zwangsldufig
eine mit dem KDELR bzw. dem applizierten Liganden in Verbindung stehende Ursache
haben miissen. Zusammenfassend ist jedoch die Reproduktion der initialen Studien zur
Clusterevolution nach externer Applikation Kkatalytisch aktiver RTA-Varianten unter
Verwendung katalytisch vermindert aktiver RTA-Varianten gelungen. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen

Erkenntnisse von der biologischen Aktivitit des Liganden negativ beeinflusst worden sind.
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5. Ausblick

Das iibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung -eines
theoretischen ,,Trafficking-Modells* zur grundlegenden numerischen Charakterisierung der
KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktion. Bislang ist die Aussagekraft dieses
Models noch weitestgehend auf Hela-Zellen limitiert. Um die Komplexitit und
Nachvollziehbarkeit zukiinftig zu stirken, ist eine detaillierte bildgenaue Evaluation und
Quantifizierung der ,,Live Cell Imaging*“-Analysen ergidnzender humaner Zelllinien zwingend
notwendig. Gleiches gilt fiir simtliche Studien unter Verwendung katalytisch vermindert
aktiver RTA-Varianten. Im Rahmen dieser Studien an erginzenden S&dugerzelllinien ist
insbesondere die Frage von Interesse, wie die beobachteten Unterschiede im Clusterverhalten
nach externer Applikation von KDELR-Modell-Liganden zu erkliren sind. Ergéinzend sollten
auch die der KDELR-Clusterdynamik zugrunde liegenden, biophysikalischen Mechanismen
detaillierter charakterisiert werden, zum Beispiel durch Analyse der Aufnahme biotinylierter
KDELRs in Abhéngigkeit einer externen Liganden-Applikation. Die zusitzliche Markierung
subzelluldrer Kompartimente wie Golgi, ER oder (frithe) Endosomen wiirde eine genauere
Analyse der KDELR-Dynamik innerhalb der entsprechenden Kompartimente ermdoglichen
und die Komplexitidt des bereits entwickelten , Trafficking-Modells* sinnvoll erweitern.
Langfristig ist auch die prizise Beschreibung der KDELR-Clusterkomposition von grofer
Wichtigkeit. Vor allem die Frage aus wie vielen einzelnen Rezeptormolekiilen sich ein
Cluster zusammensetzt und die damit gewonnene Erkenntnis beziiglich der Rezeptor-
Gesamtmenge innerhalb eines beobachteten subzelluliren Kompartimentes ist in diesem
Zusammenhang von Interesse. Ebenfalls informativ wire die Klidrung der Fragestellung,
inwiefern ein siRNA-vermittelter ,,knock-down* ausgewihlter Proteine, welche mit Rezeptor-
Endozytose bzw. dem Transport von der PM zu Endosomen in Verbindung stehen, die
KDELR-Clusterbildung und -Entwicklung beeinflusst. Im Zusammenhang damit wére auch
die Konstruktion einer KDELR- , knock-out*“-Zelllinie von gro3em Nutzen.

Diese experimentellen Ansdtze konnten langfristig zur detaillierten Charakterisierung der
KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktion sowie zur prédzisen Beschreibung der
zugrunde liegenden biophysikalischen Prinzipien beitragen und schlieBlich die Etablierung

eines umfassenden ,, Trafficking-Modells* ermoglichen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden wichtige und grundlegende Erkenntnisse
hinsichtlich der Dynamik und Liganden-Interaktion von KDEL-Rezeptoren (KDELR) in
Saugerzellen gewonnen. Die Studien beziiglich der Liganden-Clusterentwicklung an
Saugerzellen belegten eindeutig, dass ein KDELR-assoziiertes Sequenzmotiv (H/KDEL) fiir
eine deutliche Interaktion und Clusterentwicklung extern applizierter Modell-Liganden auf
der Zelloberfliche von essentieller Bedeutung ist. Ergidnzende Monte Carlo-Simulationen
(MC) zeigten zusitzlich eine strikte Abhingigkeit des beobachteten Clusterverhaltens von der
Umgebungstemperatur sowie der Konzentration an appliziertem Liganden. Letztere
Erkenntnis deutet zudem auf die Fahigkeit eukaryotischer Zellen hin, den KDELR-Transport
zur Plasmamembran (PM) in Abhingigkeit von der extern verfiigbaren Liganden-
Konzentration modulieren zu konnen. Dariiber hinaus wurde die Notwendigkeit eines intakten
Zytoskeletts fiir die Clusterbildung und -Entwicklung sowie fiir den KDELR-Transport zur
Zelloberflidche bestitigt und eine starke Verminderung der Clusterentwicklung durch
Hemmung aktiver Endo- bzw. Exozytoseereignisse aufgezeigt. Desweiteren deckten
Analysen mit fluoreszenzmarkierten KDELR-Varianten eine ungleiche, jedoch nicht zufillige
intrazellulire KDELR-Verteilung auf. Tatsédchlich existieren Bereiche der eukaryotischen
PM, welche hdufiger als KDELR-Transportziel frequentiert werden und wo somit eine
deutlich hohere Menge an lokalisiertem KDELR vorliegt. Zusammenfassend deuten die
gewonnenen Resultate stark auf eine KDELR-Funktion auf Ebene der eukaryotischen PM
hin. Die urspriinglich formulierte Zielsetzung der vorliegenden Arbeit wurde durch die
Etablierung und Publikation eines grundlegenden theoretischen ,,Trafficking-Modells* zur
numerischen Beschreibung der KDELR-Dynamik und KDELR/Liganden-Interaktion in
HeLa-Zellen erreicht.
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