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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In allen eukaryotischen Zellen fungiert das Endoplasmatische Retikulum (ER) als Zellorganell
der Proteinsynthese und als Hauptspeicherorganell fiir Ca?* und ist somit entscheidend fiir die
Ca*"-Homoostase der Zelle. Der in der ER-Membran befindliche Sec61-Komplex dient hierzu
als Proteintranslokase und wurde zudem als ein Ca?'-Leckkanal beschrieben, durch den
Ca*"-Tonen in das Zytosol permiieren. Zur Regulation dieses Ca**-Efflux stehen im Zytosol und
ER-Lumen Proteine zur Verfligung, zu denen auch das im ER befindliche BiP gehort.

BiP zdhlt zu der Gruppe von Faltungshilfsprotein, die sog. Chaperone, und unterdriickt
dariiber hinaus das Ca?'-Leck aus dem ER. ER-Stress fiihrt zu einem ungewollten Ca**-Leck
aus dem ER in das Zytosol, was die Ca?*-Homdostase der Zelle bis hin zur Apoptose verindert.
Es hat sich gezeigt, dass chemisch hergestellte Chaperone unter anderem auch iiber dem
Mechanismus der Proteinfaltung Zellen vor ER-Stress schiitzen konnen. Bisher ist jedoch der
direkte Effekt von chemischen Chaperonen auf die Ca?’-Homdostase und das Ca**-Leck von
Zellen unzureichend untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit war es das Ca?’-Leck durch Verwendung von bekannten
Sec61-Modulatoren gesondert, sowie in Kombination mit zwei chemischen Chaperone
4-Phenylbutyrat (4-PBA) und Azoramide (AZO) vergleichend und funktionell zu erforschen.
Hierzu wurden Ca**-Imaging-Experimente mittels des zytosolischen Ca**-Indikators Fura-2 an
humanen HEK-293 Zellen durchgefiihrt und die Ca?*-Homdostase dieser Zellen sowie deren
Anderungen nach Behandlung mit obengenannten pharmakologischen Stoffen charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine 12-miniitige Behandlung mit 4-PBA oder AZO zu
einer Reduktion des Ca?'-Lecks bis hin zu ~75% fiihrte. Auch nach pharmakologische
induzierte ER-Stress fiihrte die Behandlung mit den beiden chemischen Chaperonen zu einer
deutlichen Reduktion des Ca?'-Lecks ebenfalls bis hin zu ~75% im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zusitzlich lieB sich ein dosisabhingiger Effekt fiir 4-PBA und AZO
herausstellen, wohingegen die Verlingerung der Behandlung mit 4-PBA auf 30 Minuten in
einer geringeren Senkung des Ca?*-Efflux resultierte. Der aktive Metabolit Phenylacetat (PAA)
verringerte das zytosolische Ca**-Leck um mehr als ~50%. Ferner zeigte sich, dass die
Inkubation mit 4-PBA zu einer Verringerung des gesamten zelluldren Ca?*-Gehaltes um ~50%
fithrte. Diese Ergebnisse legen den Verdacht nahe, das chemische Chaperone mdglicherweise
einen protektiven Effekt auf unter ER-Stress stehende Zellen aufweisen und die

Ca**-Homoostase bzw. das Ca?*-Leck positiv beeinflussen.
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Abstract

In all eukaryotic cells, the endoplasmic reticulum (ER) functions as a major site of protein
synthesis and as main releasable Ca** storage organelle. Thus, ER is crucial for the cellular
Ca®*-homeostasis in which the Sec61 complex, located in the ER membrane, serves as a protein
translocase while also acting as Ca?" leak channel allowing Ca?" ions permeate into the cytosol.
This aforementioned effect is referred to as Ca®* efflux which is known to utilize regulatory
Proteins available in the cytosol and ER Lumen including, but not limited to the ER luminal
protein termed BiP. BiP belongs to the protein folding group named Chaperones which assist
in protein folding and also suppresses Ca*" leak from the ER.

Furthermore, ER stress may cause Ca?" leak from the ER into the cytosol altering cellular Ca**
homeostasis to the point of apoptosis. Among other mechanisms, chemically produced
chaperones, which induce protein folding, have also been shown to protect cells from ER stress.
However, to this date studies are insufficient in identifying possible direct effects of chemical
chaperones on cellular Ca?* homeostasis and Ca?* leak.

This scientific research aims to explore and characterize comparatively and functionally
the Ca** leak by using known Sec61 modulators independently, as well as in combination with
two chemical chaperones known as 4-phenylbutyrate (4-PBA) and azoramide (AZO). For this
purpose, Ca®* imaging experiments using the cytosolic Ca®* indicator Fura-2 were performed
on human HEK-293 cells and their cellular Ca?" homeostasis.

A 12-minute treatment with aformentioned pharmacological agents 4-PBA or AZO
resulted in a reduction of Ca®* leak up to ~75%. Also, after pharmacological induced ER stress,
treatment with the two chemical chaperones resulted in a significant reduction of Ca** leak also
up to ~75% compared against the control group. In addition, a dose-dependent effect could be
highlighted for 4-PBA and AZO, whereas prolongation of treatment with 4-PBA to 30 minutes
resulted in a smaller reduction of Ca?" efflux. The active metabolite phenyl acetate (PAA)
decreased cytosolic Ca?* leak by more than ~50%. Furthermore, incubation with 4-PBA was
shown to result in a ~50% reduction in total cellular Ca** content.

In conclusion these results indicate that chemical chaperones may have a protective

effect on ER-stressed cells and positively influence Ca** homeostasis and/or Ca*" leak.
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2. Einleitung

2.1. Das Endoplasmatische Retikulum (ER)

Im Jahre 1945 beschrieb Keith R. Porter et al. die uns heute als endoplasmatische Retikulum
(ER) bekannte Struktur; er fiihrte seine Experimente damals unter dem Elektronenmikroskop
an Fibroblasten von Hiithnern durch. In der Originalliteratur heif3t es ,,a granular background
and details of a darker lace-like reticulum which in places appears to be made up of chains of
"vesicles™, zu Deutsch frei libersetzt: “ein korniger Hintergrund mit Details eines dunkleren
spitzenartigen kleineren Netzes, das stellenweise aus kleinen bldsschenférmigen Ketten zu
bestehen scheint (Porter et al., 1945; Puri und Morris, 2018). Heute wissen wir, dass in
eukaryotischen Zellen das ER ein weitldufiges, dynamisches intrazelluldres, retikuldres
(netzartiges) Membranennetzwerk ist (Friedman und Voeltz, 2011; Zimmermann, 2016).
Zelltypabhingig stellt es mit > 10% des kompletten Zellvolumens (Voeltz et al., 2002) das
groBBte membranhaltige Zellorganell dar (Phillips und Voeltz, 2016). Das ER als solches kommt
essentiellen Funktionen innerhalb der Biogenese (Synthese und Translokation) von
sekretorischen und Plasmamembranproteinen, deren Insertion in die ER-Membran, und der
zelluldren Ca?’-Homoostase nach (Zimmermann, 2016; Zimmermann et al., 2011). Um die
verschiedenen Aufgaben auszuiiben, ist es in spezielle, morphologisch unterschiedliche
Strukturen untergliedert. Hierzu zdhlt die dullere Kernmembran (NE) des Nukleus; das glatte
wagranuldre®, bzw ,,smooth “ ER (sER) ohne anhaftende Ribosomen; das transitionale ER (tER)
und das raue, ,,rough“ ER (tER), an dem auf zytosolischer Seite Ribosomen gebunden sind
(Puri und Morris, 2018; Schwarz und Blower, 2016). Aus diesen Einheiten bildet sich ein
polygonales Netzwerk von tubuldren, flachen ,sheet“-dhnlichen, kurvigen und
zisternenférmigen Membranen, die einen gemeinsamen luminalen Raum Formen und mit
andere Zellorganellen iiber die sogenannte Membran Kontakt Stelle (MCS; engl. ,,membrane
contact sides*) in Kontakt stehen (English und Voeltz, 2013; Friedman und Voeltz, 2011;
Phillips und Voeltz, 2016). Durch die Verbindung von Ribosomen direkt mit der Membran des
rER konnen Polypeptidketten parallel in das Lumen des rER translatiert und transloziert
werden, von luminalen Chaperonen bei der Faltung unterstiitzt und posttranslationale
Modifikationen unterzogen werden. Die drei groBen Gruppen der vom rER synthetisierten
Molekiile sind Sekretorische Proteine, integrale Membranproteine und luminal-residente
Proteine des ER, des Golgi-Apparates, der Kernhiille und der Lysosomen (Mandon et al., 2013).
Im Unterschied dazu bildet das SER den Platz der Synthese von Fettsdureabkdmmlingen wie
Cholesterol, Triacylglycerol, Phospholipide und Steroidmolekiile (darunter auch
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Steroidhormone) sowie der Detoxifikation (Mcmaster, 2001; Puri und Morris, 2018). Dariiber
hinaus kommt das ER ebenfalls der wichtigen Funktion der ER-Qualitditskontrolle (ERQC) bei
der Proteinassemblierung nach, die sich in drei Abschnitte gliedert: (I) Beschleunigung der
Faltung, (I) Aktivierung der unfolded protein response (UPR) und (III) Demontage und
Wiederverwertung der pathologisch gefaltete Substrate im Zuge der sogenannten
ER-assozierten Degradation (ERAD) bzw. der Ausschleusung ins Zytosol zur Autophagy
(Moon et al., 2018; Morito und Nagata, 2015; Yoo et al., 2017). Durch die Vernetzung und
Koordination mit intrazelluldren Organellen iibt das ER seine facettenreiche Rolle aus. Hierzu
zahlt insbesondere intrinsische und extrinsische Stérungen wahrzunehmen, Stress Signale zu
kombinieren und zu lenken, zelluldre Prozesse zu steuern und als zentraler Koordinator der

Zelle, die zellulare Homoostase aufrechtzuerhalten (Moon et al., 2018).

2.2. Proteintransport ins ER

Um neu synthetisierte oder noch zu synthetisierende Vorlduferproteinen fiir die weitere
Prozessierung in das Lumen des ER zu schleusen, stehen in Sdugetierzellen zwei bekannte
Wege zur Verfiigung: cotranslationale und posttranslationale Translokation. Wéhrend der
posttranslationale Weg iiber zytosolische Chaperone den Hitzeschockproteinen (HSP) der HSP
Familie 70 und 90 funktioniert, basiert der cotranslationale Transportmechanismus auf dem
signal recognition particle (SRP) (Abb. 2.1) (Lang et al., 2017; Zimmermann, 2016;
Zimmermann et al., 2011). Der cotranslationale Transport scheint der in Sdugetierzellen

bevorzugte Importmechanismus von Proteinen zu sein (Zimmermann und Blatch, 2009).

2.2.1. Cotranslationale Translokation

Mit Beginn der Translation des Ribosoms im Zytosol der Zelle, entsteht eine naszierende
Polypeptidkette (PPK), die aus der Unterseite der groen 60 Svedberg (S) Untereinheit (UE)
des Ribosoms durch einen Tunnel nach auflen tritt (Greber, 2016; Jha und Komar, 2011). Der
SRP, ein 11S konservierter Ribonukleotidkomplex, bindet reversibel an eine spezifische
hydrophobe Signalsequenz aus 15 bis zu 50 Aminosduren (AS) am N-Terminus der

naszierenden Aminosédurekette, sobald diese erscheint (Dudek et al., 2015; Martoglio und
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Dobberstein, 1998; Walter und Blobel, 1983; Zimmermann et al., 2011). Die Signalsequenz
weist einen positiv geladenen N-terminalen Abschnitt und eine polare C-terminale Region auf
(Martoglio und Dobberstein, 1998), welche vom SRP erkannt und gebunden wird und zu zwei
bekannten Interaktionen fiithrt. Zum einen kommt es durch die Bindung von SRP an die grof3en
UE des Ribosoms zu einer verzdgerten oder pausierten Proteinsynthese, zum anderen vermittelt
er die reversible Bindung des sogenannte Ribosom-Nascent-Complex (RNC) bestehend aus
Ribosom, Ribonukleinsdure (RNA, engl. ribunucleic acid) und PPK mit Signalpeptid (SP)
(Saraogi und Shan, 2011). SRP-vermittelt kommt es zum Transport und zur Bindung an die
Ziel ER-Membran iiber die Interaktion zwischen SRP und der a-UE des signal-recognition-
particle receptor (SR) (Saraogi und Shan, 2011). Dieser heterodimere SR-Komplex aus
zytosolischer a-UE und ER-membranstindiger B-UE iiberfithrt den RNC zielfithrend zum
Sec61-Komplex (Shan et al., 2009). Dort angekommen vermittelt der SR den Transfer des RNC
auf den Sec61-Komplex, wobei der Tunnel der 60S UE mit der PPK iiber die Pore des
Sec61-Komplexes platziert wird (Jadhav et al., 2015). Gleichzeitig hydrolisiert der SRP-SR
Komplex gebundenes Guanosintriphosphat (GTP) zu Guanosindiphosphat (GDP), der
Komplex dissoziiert voneinander, wodurch die naszierende PPK dann die ER-Membran
passieren oder als Transmembranprotein in diese inseriert werden kann (Lang et al., 2017).
Kernkomponente des ER-Translokons bildet in Séugetieren der heterotrimere Sec61-Komplex,
bestehend aus den drei UE Sec61a, B, y (Dudek et al., 2015). Fiir den Import von Proteinen in
das ER-Lumen werden weitere Komponenten, wie das luminale Chaperon immunoglobulin
heavy chain binding Protein (BiP) oder ebenso Glukose reguliertes Protein 78-kDa (GRP78)
genannt, BiPs Co-Chaperone und Membran-Rezeptoren Sec62/Sec63-Komplex und
ER-associated dnaJ protein (ERj1), sowie dessen nukleotid-exchanging-faktors (NEF) silence
growth defects of IRE1 LHSI double deleted strain (Sill) und glucose-regulated protein 170
(GRP170) bendtigt (Zimmermann et al., 2011). Anders als bei der posttranlationalen
Translokation wird die naszierende PPK bis auf 70 AS, davon 40 AS im Ribosom und 30 AS
um die ER-Membran zu {iberbriicken, mittels der Synthese am Ribosom aktiv in die
Translokationspore eingefiihrt und so ein gerichteter Import ermoglicht (Beckmann et al., 1997;

Liao et al., 1997; Ooi und Weiss, 1992).
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Abbildung 2.1: Cotranslationale Translokation von naszierenden Polypeptidketten in das ER (Nach Park und

Rapoport, 2012; Zimmermann et al., 2011 modifizierte Abbildung).
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I. Der ribosom-nascent-complex (RNC) bestehend aus kleiner und groBer ribosomaler Untereinheit (UE:
40S/60S), RNA (hell blau), aus der 60S UE ragenden Polypeptidkette (grau) mit Signalsequenz (rot) und diese
bindende signal-recognition-particle (SRP); bindet an die zytosolische a-UE des in der ER-Membrangebundenen
SRP-Rezeptor (SR). Dieser Komplex wird durch die membrangebundene f-UE des SR zum Sec61-Translokon
transportiert. II. Hier wird die Signalsequenz in die Kernkomponente des Sec61-Komplexes iiberfiihrt und das
Ribosom translatiert das Polypeptid weiter durch die Sec61a-UE. III. Die Signalsequenz legt sich mit dem
N-terminalen Ende in Richtung zytosolischer Seite des Sec61-Komplexes und die Polypeptidkette (PPK) wird
zunehmend synthetisiert. Die Signalsequenz wir durch Hydrolyse von der Signalpeptidase (SPase) vom Rest der
Aminosdurekette getrennt und wird im Anschluss innerhalb der ER-Membran mittels der Signalpeptidpeptidase
(SPPase) ein letztes Mal hydrolisiert. IV. Nach vollstindiger Translation der Polypeptidkette in das Lumen des
ER 16st sich das Ribosom von diesem und zerfdllt in seine zwei UE. V. Auf ER-luminaler Seite nimmt das
molekulare Chaperon immunoglobulin heavy chain binding Protein (BiP) die PPK entgegen und iiberfiihrt dieses
von einer ungefalteten in eine gefaltete Form. V1. Der Adenosintriphosphat (ATP)ase-Zyklus von BiP, der die
Faltung der PPK beschleunigt, benétigt fiir den Zyklus sogenannte Nukleotid Exchanging Faktors (NEFs) Silence
growth defects of IRE 1, LHS1 double deleted strain (Sill) und Glukose reguliertes Protein 170 (GRP170). Dariiber
hinaus sind die beiden zytosolischen J-Doménen des Sec61-Komplexes Erjl und Sec62/Sec63 an der Hydrolyse
von ATP zu Adenosindiphosphat ADP beteiligt. Im Detail wird der BiP-ATPase-Zyklus in Abbildung 2.2 erldutert.

2.2.1. Posttranslationale Translokation

Neben dem cotranslationalen Transportweg in das ER, welcher bevorzugt fiir exkretorische
Proteine verwendet wird, steht der Zelle auch die posttranslationale bzw. SRP-unabhéngige
Translokation zur Verfiigung, welche insbesondere der Substratversorgung fiir das ER selber
dient (Muller und Zimmermann, 1987; Rapoport et al., 2017). In Séugetierzellen werden die
Vorlauferproteine bereits im Zytosol an freien Ribosomen synthetisiert und dann von den
dortigen HSP70 Chaperone samt derer HSP40 Cochaperone gebunden (Zimmermann et al.,
2011). Durch diese Hilfsproteine, wozu auch Calmodulin (CaM) zu fallen scheint, wird zum
einen die Faltung und Aggregation der Polypeptidketten unterbunden und gleichzeitig ein
Transport zur zytosolischen Membranoberfliche des ERs ermoglicht (Ast et al., 2013; Rapoport
et al.,, 2017). An dieser entsteht ein fiir die Translokation der PPK notwendiger Komplex,
bestechend aus dem Sec61-Kanal mit Sec62/63-Komplex, welcher als erster Schritt das
Sec61-Translokon in eine aktive Form mit gedéffnetem Kanal iiberfiihrt (Dudek et al., 2015;
Linxweiler et al., 2017; Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000; Wu et al., 2019). Eine
ER-spezifische Signalsequenz des Polypeptids, das sogenannte Sekretorische Perkusor
Polypeptid (SPP) fungiert als Mediator fiir die Bindung zwischen der zu translozierenden
Aminosédurekette und dem Sec61-Translokon/Sec62/Sec63-Komplex, wobei dieser zusammen
mit BiP die Insertion von SPP in das Translokon erleichtert (Hassdenteufel et al., 2018). So

konnte gezeigt werden, dass die Bindung von SPP an ein Translokon Subkomplex BiP-reguliert
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stattfindet (Lyman und Schekman, 1997) und es nach erfolgter Bindung zur Ablésung der
Chaperone auf zytosolischer Seite kommt, wohingegen auf ER luminaler Seite das Chaperon
BiP die PPK entgegennimmt und so das Protein vollstindig in das Lumen des ER gelangt (Plath
und Rapoport, 2000). Wihrend das Polypeptid im Rahmen des cotranslationalen Transportes
aktiv durch die Pore geschoben wird, fungiert im posttranslationalen Transportmodus BiP in
Form einer molekularen Zahnrad-Ratsche, wodurch die Aminosaurekette mittels sukzessiver
Assoziation mehrerer als Cluster gebiindelter BiP-Proteine in das ER-Lumen importiert wird
(Griesemer et al., 2014; Liebermeister et al., 2001; Matlack et al., 1999). Entsprechend des
BiP-ATPase Zyklus sind bei diesem Vorgang ER luminale Co-Chaperone und NEFs beteiligt,
um das Protein zu internalisieren, wobei das Polypeptid noch wihrend oder nach der
Translokation entsprechend seiner Aufgabe und seines Zielortes auf luminaler Seite der ER
Membran prozessiert wird (Zimmermann et al., 2011). Dazu stehen der Signal Peptidase
Complex  (SPC)  sowie  Oligosaccahryl  Transferase  (OST) und/oder  die
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Transamidase zur Verfiigung. Die posttranslationale oder
auch SRP-unabhéngige genannte Translokation ist die seltener genutzte Transportvariante in
Sdugetierzellen; wenn auch GPI-verankerten Membranproteine, wie z.B. spezifische
Oberflachen Proteine auf Zellen wie Erythrozyten, nur iiber diesen Transportweg in die
Membran inseriert werden (Zimmermann et al., 2011). Das Erkennen der mittels GPI-
Transmembrandomine zu verankernden Proteinen ist auf Grund einer speziellen weniger
hydrophoben Signalsequenz gegeniiber der nicht mittels GPI-Anker zu inserierender
Membranproteine zu erkldren (Goldshmidt et al., 2008; Zimmermann und Blatch, 2009). Um
wihrend der posttranslationalen und cotranslationalen Translokation einen Verschluss der Pore
gegeniiber einem ungewolltem Ca?*-Verlust (Ca?*-Leck) zu bewirken, sind zum einen BiP
zusammen mit dessen Co-Chaperonen ERj3 und ERj6, sowie Ca**-Calmodulin (CaM) in
Kollaboration mit dem Sec62-Protein als allosterische Effektoren, als auch zum anderen die
Kanalstruktur selbst fiir den Verschluss des Kanals gegeniiber dem Ca’*'-Leck und

Stabilisierung der Ca?*-Homoostase des ER beteiligt (Zimmermann, 2016).
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2.3. Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone sind wichtige Enzyme der Proteinbiosynthese, welche einer strengen
Transkriptionskontrolle unterstehen und verstéirkt bei Glukose- und Ca**-Mangel, oxidativem
oder ER-Stress, Toxin-Exposition oder einer Uberlastung der Proteinsynthesekapazitit im
Rahmen einer tibermiBigen Biosynthese exprimiert werden (Mattoo und Goloubinoff, 2014).
Aktuell sind ~150 Gene fiir molekulare Chaperone auf dem menschlichen Genom bekannt,
welche sich aus den HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP 40, HSP27 und vielen weiteren
Co-Chaperonen zusammensetzten (Gestwicki und Shao, 2019; Hageman und Kampinga, 2009;
Kampinga et al., 2009). Die wohl bekanntesten Vertreter sind die ER-residenten Chaperone
BiP, Proteindisulfidisomerasen (PDI), Calretikulin (CRT) und dessen membrangebundenes
Homolog Calnexin (CNX) (Dudek et al., 2009b).

Fiir die Proteinbiogenese kommen alle zelleigenen Faltungshilfsproteine drei additiven
Aufgabenbereichen nach:
(I) Der Adenosintriphosphat (ATP)-abhéngigen Faltung und dem Zusammenbau von neu
importierten, naszierenden Polypeptidketten wahrend der de novo Synthese oder der Auflosung
von zusammengelagerten, metastabilen, moglicherweise toxischen Proteinaggregaten zur
Ermoglichung der spontanen, nativen Neufaltung (Finka et al., 2016; Mattoo und Goloubinoff,
2014). Diese Mechanismen kommen sowohl bei korrekt synthetisierten als auch bei
fehlerhaften Substraten zum Tragen, um sie in einen dennoch funktionierenden Zustand zu
iiberfithren. Fehlerquellen bei der Proteinfaltung konnen vielseitiger Herkunft sein und
beispielsweise durch genetische Mutationen, fehlerhafte Transkription/Translation, zelluldrer
Stress oder toxische Metaboliten entstehen (Vembar und Brodsky, 2008). Dies fiihrt dann
wiederum zu exponierten, nicht nativen, hydrophoben oder hypoglykolisierten Bereichen
innerhalb der Polypeptidkette der Proteine, an welche molekulare Chaperone binden, um eine
Neufaltung zu initiieren und eine Aggregation zu verhindern (Behnke et al., 2015; Mekahli et
al., 2011).
(IT) Der Proteinqualititskontrolle, so z.B. durch den Export von fehlerhaften oder nicht in ihre
native Konformation zu tiberfiihrende Polypeptide in das Zytosol fiir den dortigen Abbau durch
Proteasomen (ERAD) (Dudek et al., 2009b).
(III) Einfluss auf die UPR durch Signaltransduktion zu Ribosom und Genom, falls das
Proteinqualitdtskontrolle-System durch fehlgefaltete und aggregierte Polypeptide iiberlastet
wird (Oh et al., 2011). Auch weitere Chaperone kommen ebenfalls einer Ca**-bindenden

Komponente nach und bilden somit im ER ein stark Ca**-haltiges Milieu, welches fiir die
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korrekte Proteinfaltung notwendig ist (sieche Dudek et al., 2009b; Miyake et al., 2000). So
konnte ihre Aktivitit auf Ca?* angewiesen sein, da drastische Anderungen der
Ca’**-Konzentration im ER ([Ca?*]gr) zur Fehlfaltung von Polypeptiden fiihrt, sowie ein
Uberschreiten der Proteinfaltungskapazitit in die Induktion der UPR oder Apoptose iibergehen
kann (Romisch, 2004; Walter und Ron, 2011). Fiir Sdugetierzellen sind drei ER-Membran
staindige UPR-Sensoren als zentrale Regulatoren der UPR bekannt (Fribley et al., 2009; Shu et
al., 2018): Die zwei Kinasen Proteinkinasen RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK)
und [Inositol-requiring Enzyme [ (IREl) sowie der Transkriptionsfaktor Activating
Transcription Factor 6 (ATF6). Diese besitzen jeweils eine ER-luminale Doméne fiir die
Interaktion mit BiP, sowie zytosolische Doménen die entweder selektiv Transkription
induzieren (IRE1/ATF6/XBP1-Signalweg) (Uemura et al., 2009; Yoshida et al., 2001) oder die
globale Transkription und Translation verringern konnen (PERK/elF2a/ATF4/CHOP-
Signalweg) (Durose et al., 2009; Guan et al., 2014). Im Anschluss an die Translokation miissen
insbesondere sekretorisch bestimmte Polypeptide, die etwa ein Drittel aller auf dem
menschlichen Genom codierten Proteine ausmachen, fiir die jeweiligen speziellen Funktionen
weiter prozessiert werden (Behnke et al., 2015). Zentrales Augenmerk liegt auf der korrekten
Uberfiihrung in die Tertifir- und Quartirstruktur Struktur des Proteins, durch die im ER
befindlichen Chaperone, zu denen insbesondere BiP, PDI und CRT/CNX zihlen. PDI bildet
Disulfidbriicken innerhalb des Polypeptids aus, CRT und CNX interagieren mit glykosylierten
Kettenabschnitten (Mekahli et al., 2011). In diesem Zusammenspiel helfen sie gemeinsam die
naszierenden Polypeptidketten und bereits im ER-Lumen vorkommende, ungefalteten Proteine
in ihre richtige Konformation zu tiberfiihren. Gleichzeitig tiberwachen sie die Qualitét dieses
Prozesses und fiihren das Protein bei Versagen der Faltung dem Abbau iiber ERAD zu (Behnke
et al., 2015). Dieser gesamte Prozess ist bekannt als ERQC.

2.3.1. BiP/GRP78

Das im ER-Lumen vorkommende, Ca?*-abhingige, molekulare Chaperon BiP/GRP78 und in
prokaryonten HSPAS genannte Protein, ist Bestandteil der sogenannten heat shock proteine
70-kDa (HSP70) Familie (Dudek et al., 2009b; Howell, 2017; Melnyk et al., 2015). Der Name
GRP78 ist auf die Experimente von Shiu et al. (1977) zuriickzufiihren, in der schnellwachsende

Tumorzellen Zellen einer Depletion von Glukose ausgesetzt und GRP78 darauthin verstérkt

10



Einleitung

exprimiert wurde (Shiu et al., 1977). Spater wurde festgestellt, dass das im Nachhinein gleiche
Protein, sich nicht-kovalent an inkomplett zusammengebaute, schwere Ketten von
Immunglobulinen (1g) innerhalb von pra-B-Lymphozyten band und auf den Namen BiP getauft
wurde (Haas und Wabl, 1983). Wie wichtig dieses Protein fiir das Leben ist, zeigten Luo et al.
(2006) im Rahmen ihrer Arbeit am Mausmodell, bei der die Deletion des BiP-Genlokus letal
fiir die Versuchstiere endete (Luo et al., 2006). Sie zeigten, dass BiP fiir Zellproliferation und
als Apoptoseschutz in der friihen Embryonalentwicklung von Midusen notwendig ist. Die
allgemeine Struktur von BiP besteht aus zwei Untereinheiten (siche Mayer, 2010; Morshauser
et al., 1995; Xu et al., 2018; Zhu et al., 1996): Zum einen aus einer ~ 44kDa groBBen am
N-Terminus  befindlichen  Nukleotid-Binde-Domdne  (NBD), die eine leichte
ATP-Hydrolyse-Aktivitit aufweist und in a-helikalen Strukturkonformationen angeordneten
ist. Zum anderen aus einer ~ 25kDa grof3en Substrat-Binde-Domdne (SBD), die erstens aus
einer B-Faltblattstruktur reichen Bindetasche (SBDf), zweitens aus einer beweglichen
C-terminalen ~ 10kDa groBen o-helikalen Verschluss-Domine (SBDa), die je nach
Funktionszustand die Peptidbindetasche 6ffnen oder verschlieBen kann, sowie drittens eine
ungeordnete aus ~ 30AS bestehende Schwanzdoméne besteht. BiP kommt als zentrales Protein
vielfdltigen Zellfunktionen nach wie der co- und posttranslationalen Proteinsynthese, ERAD,
der Ca*-Bindung und Minimierung des Ca*'-Lecks aus dem ER via Sec6la, sowie der
Adaption auf ER-Stress mittels der UPR. So besitzt BiP als Chaperon die Fahigkeit fehlgefaltete
und ungefaltete Proteine (UP) von ihrer primiren in die korrekte Tertidr- und Quartarstruktur
zu Uberfilhren und wird in seiner Funktionsweise von weiteren Interaktionspartnern wie
Co-Chaperone, NEFs und Signalpeptiden beeinflusst (Dudek et al., 2009a; Melnyk et al., 2015).
BiP erkennt dafiir ungefaltete, hydrophobe Bereiche naszierender Polypeptidketten, mit
Ausnahme von Glykoproteinen bei denen die meisten N-Glykosylierungsstellen spét in der
AS-Sequenz auftreten (Behnke et al., 2015; Clerico et al., 2015; Griesemer et al., 2014; Pobre
et al,, 2019). Fiir glykosylierte Proteine stehen dafiir die Lektine, 16sliches CRT und
membrangebundenes CNX zur Faltung in die native Konfirmation zur Verfiigung (Melnyk et
al., 2015; Molinari und Helenius, 2000). Die Eignung UPs transient, allosterisch zu binden und
abzugeben, wird durch einen Zyklus von ATP-Bindung, Hydrolyse und Nukleotid Austausch
reguliert, der zusétzlichen Co-Faktoren unterliegt (siche Pobre et al., 2019). Dazu gehdren
sieben ER-localized DnaJ-like proteins (ERdjs/ERjs), welche als Co-Chaperone der
klassischen HSP40 Familie zugerechnet werden und membrangebunden (ERj1, ERj2/Sec63,
ERj4, ERj7) oder luminal (ERj3, ERj5, ERj6/p58'FK) vorliegen (siehe Behnke et al., 2015;

Melnyk et al., 2015). Diese kdnnen mittels ihrer J-Doméne mit BiP interagieren und so bei
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dessen Funktionen wéhrend der Proteinfaltung (ERj3 und 6), ERAD (ERj4 und 5),
Proteintranslokation (ERj1 und ERj2/Sec63), sowie UPR (ERj1) assistieren und beeinflussen.
Es zeigte sich, dass unter ER-Stress, Glukose-Deprivation oder im Rahmen der UPR, BiP und
seine Co-Chaperone zunehmend synthetisiert werden (Melnyk et al., 2015).

Nach aktuellen Forschungsstand geht man davon aus, dass BiP je nach Bedingung der Zelle
mehrere Zustinde einnehmen kann. In einer nativen Zelle mit normaler Homoostase bindet und
verschlieBt BiP Sec6la und liegt im Zytosol als Adenosindiphosphat (ADP)-ribosyliertes
(Chambers et al., 2012) und moglicherweise phosphoryliertes Protein vor. In dieser Form
konnte es als inaktiver BiP-Pool oligomerischer Molekiile im ER-Lumen gel6st sein und schnell

bei sich dndernden Bedingungen (z.B. Ca®*-Verlust) reaktiviert werden (Behnke et al., 2015;

Weitzmann et al., 2007). Beispielsweise wurden in zwei Studien an menschlichem und
tierischem BiP (Drosophila) zwei Enzyme (drosophila filamentation induced by cAMP [dFIC]
und huntington yeast-interacting protein E [HYPE]) detektiert, die durch ER-Stress zunahmen
und die NBD von BiP mittels Ampylation modifizierten (Ham et al., 2014; Sanyal et al., 2015);
das heilit sie spalten ein Adenosinmonophosphat (AMP). BiP ist entsprechend der HSP70
Familie ein ATP-abhéngiges molekulares Chaperon, welches iiber eine niedrige intrinsische
Magnesium (Mg>")-abhingige ATPase-Aktivitit verfiigt und woriiber die Funktion und
Regulation der Bindung von Polypeptiden geschieht (Behnke et al., 2015; Xu et al., 2018). So
kommt es mit Bindung von ATP zum Verschluss der NBD und dann zum allosterischen
Informationsaustausch zur SBD, was mit Bindung von Substraten reziprok von der SBD zuriick
zur NBD verlduft (Mayer, 2013). Sobald der Energietrager ATP eine Bindung mit der NBD
eingeht, induziert dies eine erhohte Flexibilitit der SBD, genauer der Bindetasche (SBD), bei
gleichzeitiger Offnung der a-helikalen Verschlussdomine (SBDa) (Pobre et al., 2019). Zudem
wird die Substratbindetasche der SBD deutlich affiner fiir Polypeptide (10x - 50x) und die
Assoziations- und Dissoziationsrate von Polypeptiden nimmt stark ab (9x —400x) (Kityk et al.,
2018). In Kristallstrukturmodellen konnte gezeigt werde, dass bei der ATP-gebundenen Form
von BiP die Verschlussdomdne (VD) von der SBD an eine Struktur der NBD bindet und so eine
feste, reversible Einheit aus NBD-SBD entsteht, welche mit der Hydrolyse von ATP erneut in
unabhingig voneinander fungierende Enzymanteile zerfillt (Behnke et al., 2015). Durch diesen
Vorgang verschliet sich die VD und die SBD geht in einen hoch-affinen Zustand fiir
gebundene Polypeptide mit langsamen Binde- und Ldseraten (Mayer, 2013). Neben der
konformationsbedingten Regulation des ATPase-Zyklus von BiP wird dieser ebenfalls durch
die aus der HSP40 Familie stammenden Co-Chaperone ERjs (syn. ERdjs/Dnal) Proteine

beeinflusst. Im Lumen des ER binden sie direkt an ungefaltete Peptide (Substrate) regulieren
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deren Substrattransfer zur ATP-gebundenen Form von BiP und auch die Initiation der
ATP-Hydrolyse, bei gleichzeitiger Fixation des Peptides durch den Schluss der VD (Behnke et
al., 2015; Pobre et al., 2019). Einen groflen Stellenwert nehmen bei diesen Prozessen die
katalytisch aktive J-Domédnen der vier luminalen ERjs 3 bis 6 ein (Melnyk et al., 2015;
Misselwitz et al., 1999) und tiben wie im Folgenden beschrieben noch weiteren Einfluss auf die
Faltung von Polypeptiden aus. So konnen sie die Affinitdt von BiP fiir ATP und dessen
ATPase-Aktivitét steigern, Substrate in dessen ADP-Status einschleusen, deren Anlieferung
regulieren und dabei mithelfen an welcher Position, mit welcher Geschwindigkeit, welches
Substrat von HSP70s gebunden wird (Behnke et al., 2015; Guo und Snapp, 2013; Melnyk et
al., 2015; Pobre et al., 2019). Wenn auch der genaue Mechanismus noch unklar ist, binden ERjs
direkt an Peptide und transportieren sie zu BiP, um sie in den ATPase-Zyklus zu integrieren
(Mayer und Kityk, 2015). Als ein Haupt Co-Chaperon konnte das luminale ERj3 in vitro
aufgezeigt werden, welches wie BiP unter ER-Stress verstirkt exprimiert wird, durch das
konservierte Histidin-Prolin-Aspartat (HPD)-Motif der J-Doméne BiP’s ATPase-Aktivitit
stimuliert, Substrate direkt bindet und zu BiP transportiert, wobei es die VD der SBD 6ffnet
und somit die Bindung des beforderten Substrates erleichtert (Behnke et al., 2015; Jin et al.,
2009; Marcinowski et al., 2011; Melnyk et al., 2015; Shen und Hendershot, 2005).

Dariiber hinaus zeigte sich, dass die hohe Ca**-Konzentration auf die ATPase-Aktivitit von
BiP hemmend wirken. Dies unterstreicht das erforderliche Zusammenspiel von BiP mit seinen
Co-Chaperonen als Hilfsproteine (sieche Behnke et al., 2015; Lamb et al., 2006). So fiihrt Ca?*
zu einer fast 1000-fach hoheren Affinitdit von BiP fiir ADP und dadurch bedingt zur
Verhinderung des Nukleotidaustausches mit verminderter ATPase-Aktivitdt. Fiir die
Freisetzung eines gebundenen Proteins und den Wiedereintritt in den ATPase-Zyklus muss das
in der NBD befindliche ADP gegen ATP getauscht werden, was unter physiologischen
ATP-Bedingungen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir die Substratfreisetzung und
dessen Trennung von BiP Co-Chaperone abhingig ist (Marcinowski et al., 2011; Mayer und
Kityk, 2015). Diese gleichzeitig stattfindenden Vorgénge machen den Bedarf einer weiteren
Klasse regulatorische Enzyme notwendig, den sogenannten NEFs. Die zwei NEFs, Sill und
GRP170, begiinstigen schlieBlich durch ihre hohe Affinitit BiP-ADP die Ablosung von ADP
und die K*/Mg?*-abhingige Neubindung von ATP an die NBD und somit die Freisetzung des
Substrates oder dessen Ubermittelung zur Degradation (Behnke et al., 2015; Weitzmann et al.,

2007).
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des ATPase-Zyklus von BiP im ER (Nach Behnke et al., 2015; Mayer
und Kityk, 2015; Pobre et al., 2019 modifizierte Abbildung).

I. In der Abwesenheit von hohen Mengen ungefalteter Proteine (Substrate) wird BiP posttranslational durch
Ampylation modifiziert und dadurch inaktiviert. Ampyliertes BiP nimmt eine Struktur mit
,2Angedockter-Doméne* ein, dhnlich dem ATP-gebundenen Status und liegt in multimerischer Form vor, in der es
keine produktive Interaktion mit ERjs eingehen kann. Wenn der Bedarf an BiP steigt, werden die Modifikationen
entfernt und so ein leicht zugénglicher Pool an BiP fiir eine mogliche Reaktivierung freigegeben. I1. Sobald BiP
ATP und K* gebunden hat, kommt es zu einer Konformationsanderung die zu einer Struktur fiihrt, in der sich BiPs
SBDB (blau) und NBD (rot) in engem, kompaktem Kontakt zueinander und mit offener a-helikal
Verschlussdoméne (SBDo = grauer harken) befinden. Die Kombination iiberfiihrt BiP in eine Form, in der es
ungefaltete Proteine (Substrate) mit leichter Affinitdt bindet und dessen Konformation dazu gedacht ist, das
Substrat ,,herauszudriicken®. III. Substrate (gepunktete Linie) die mit J-Doméne enthaltenen Proteinen assoziiert
sind, wie z.B. das Dnal-like Co-Chaperone ERd;j3 (griin), binden mit hoher Rate an die offene Konformation von
HSP70, wodurch sie in den BiP-ATPase-Zyklus eingefiihrt und dariiber auch der Zyklus reguliert werden kann.
Nachdem das ungefaltete Protein initial von diesem gebunden und zu BiP transportiert wurde, steigert es die BiPs
ATPase Aktivitit wihrend es gleichzeitig das Substrat an BiP anheftet. Die Substratbindung induziert den
Verschluss der SBD und die Dissoziation der SBD von der NBD bei erhaltener Verbindung iiber die konservierte
interdoméne Verbindung (dunkel blau), was zu einer Rotation der NBD Bindetasche hin zu einer Stellung fiihrt,
die optimal fiir die ATP-Hydrolyse ist (Mayer und Kityk, 2015). IV. Nach der Mg**-abhingigen Hydrolyse von
ATP, geht BiP in einen Status mit geringer Bindung und Freisetzung von Substraten iiber. Um das Substrat
freizusetzen und fiir ein anderes Protein empféanglich zu sein, also BiP einen Wiedereintritt in den ATPase-Zyklus
zu gewihren, muss ADP durch ATP ersetzt werden. Da das Ca?'-reiche Milieu des ER die ADP-Bindung
begiinstigt, wird die ADP Dissoziation durch die NEFs GRP170 und Sill katalysiert. Die
Nukleotidaustausch-Reaktion von ADP mit ATP fiihrt zur Insertion der interdoménen Verlinkung bei kompaktem
Kontakt der NBD mit der SBDB mit Offnung der SBDa und dadurch induzierten Freisetzung des Substrates bei
hohen Raten.

14



Einleitung

2.3.2. Calretikulin und Calnexin (CRT/CNX)

Substrate die speziellen Aufgaben nachkommen sollen (z.B. Export, Transmembranproteine
[Glykokalix] oder lysosomale Proteine), werden wihrend der Translation im ER-Lumen mittels
der N-Oligosaccharyltranferase (OST) mit Oligosaccharylresten (OSR) glykosyliert (Ellgaard
und Frickel, 2003). Diese OSR sind mittels eines Dolichylrestes in der Membran verankert und
binden mittels zwei Phosphat-Atomen den Oligosaccharylrest. Wahrend des Transfers wird der
OSR dann an das Asparagin (Asn) des Asn-X-Ser/Thr-Motif (Serin/Threonin) gebunden
(Behnke et al., 2015; Gavel und Von Heijne, 1990). AnschlieBend werden durch die

Glukosidase I & II jeweils eins der drei Glukose Molekiile entfernt bis nur noch ein
Glukose-Molekiil iibrigbleibt und durch diese Modifikation die Polypeptidkette fiir die Lektine
CRT und CNX markiert ist (Abb. 2.3) (Hammond et al., 1994; Vassilakos et al., 1998; Ware et
al., 1995). CRT ist ein 46kDa, multifunktionales, Ca?>*-bindendes Chaperon, welches frei im
Lumen des ER vorliegt (Michalak et al., 1999); wohingegen das 90kDa CNX als dessen
membrangebundenes Homolog mittels einer zusitzlichen membrangebunden Doméne in das
ER-Lumen ragt (Michalak et al., 2009). Die beiden verfiigen iiber weitere Bindungsstellen fiir
ATP, Ca**, Zink (Zn?"), nicht-native Polypeptide und das Enzym ER Protein-Disulfid
Oxidoreduktase/Isomerase 57-kDa (ERp57), was ein Interaktionspartner der zwei Lektine
darstellt (Williams, 2006). So sind CRT/CNX fiir die Bindung und Faltung eines ungefalteten
Glykopeptides nicht-kovalent an das Co-Chaperon ERp57 gebunden, welches {iber
Disulfidbriicken das zu faltenden Substrat zentriert (Ellgaard und Frickel, 2003). Gemeinsam
bilden diese 3 Molekiile den sogenannten ,,Calretikulin/Calnexin-Zyklus* (CRT/CNX-Zyklus),
welcher fiir die Faltung de novo synthetisierter (Glyko)-Proteine und die Qualititskontrolle
verantwortlich ist (Gelebart et al., 2005; Trombetta, 2003). Nach korrekter Faltung wird mittels
Glukosidase II der letzte Glukoserest entfernt, das Substrat aus dem Lektin-Chaperon-Zyklus
freigesetzt und entlang des sekretorischen Proteinsignalweges weiter transportiert, wobei der
verbleibende OSR erst im Golgi-Apparat entfernt wird (siche Behnke et al., 2015). Bei
unvollstindiger Faltung der Polypeptidketten im ER konnen die Substrate den Zyklus im
Rahmen der ERQC-Maschinerie bis zu einer ausreichenden Konfiguration mehrfach
durchlaufen, beziehungsweise bei Misserfolg der korrekten Faltung der ERAD zugefiihrt

werden.
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Abbildung 2.3: Prozessierung von Proteinen (Nach Zimmermann et al., 2011 modifizierte Abbildung).

I. Nach vollendeter Translation 16st sich das Ribosom von Sec61 und zerfillt in seine beiden Untereinheiten. Fiir
die weitere Faltung von der Polypeptidkette (PPK) stehen je nach Endziel des Substrates zwei Stoffwechselwege
zur Verfiigung. Fiir vornehmlich das ER bestimmte Substrate steht I.I. und fiir exokrine Substrate ILII. zur
Verfiigung. IL.I. Das freie HSP70 Chaperon BiP nimmt luminal die naszierende und nicht glykosilierte PPK auf
und hilft bei der weiteren Faltung. II. Den durch die N-Oligosaccharyltranferase (OST) glykosylierte PPK werden
mittels Glukosidase I & II jeweils ein Glukose-Molekiil entfernt. III. AnschlieBend bindet die letzte
Glukose-Molekiil reversibel an freies Calretikulin (CRT) oder membrangebundene Calnexin (CNX). Fiir die
Bindung und Faltung ist die PPK neben den beiden Lektinen zur Zentrierung zusétzlich iiber Disulfidbriicken mit
ER Protein-Disulfid Oxidoreduktase/Isomerase 57-kDa (ERp57) gebunden. IV. Nach vollendeter Faltung wird
mittels Glukosidase II der letzte Glukoserest entfernt. Der verbleibende Oligosaccharylrest wird nach dem
Transport in den Golgi-Apparat entfernt.
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2.3.3. Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI)

Innerhalb der PDI-Familie von Séugetieren sind aktuell 20 Proteine bekannt, die verschiedene
Funktionen in oxidativer Faltung von Proteinen im ER erfiillen (Kozlov et al., 2010). Das
16sliche, heterodimere ERp57, auch Glukose reguliertes Protein 58 kDa (GRP58) oder Protein
Disulfid-Isomerase A3 (PDIA3) genannt, stellt den bekanntesten Vertreter der humanen PDI
dar, welche aus 4 Thioredoxin-dhnlichen Doménen bestehen (a, a” und b, b") (Ellgaard und
Ruddock, 2005; Turano et al., 2011). So kénnen dessen 2 katalytischen Doménen (a, a”)
oxidative Faltung, Reduktion und Isomerisation von N-Glykoproteine vollziehen (Dong et al.,
2009; Frickel et al., 2004; Williams, 2006). Dazu muss ERp57 im Falle des CRX/CNX-Zyklus
zunichst mit den positiv geladenen Abschnitten der beiden Doménen (b, b") eine Verbindung
mit dem negativ geladenen Abschnitt der P-Doméine von den Lektinen CRX/CNX eingehen
(Kozlov et al., 2006). Dies geschieht auf der einen Seite durch Isomerisierung nicht-nativer,
sowie den Austausch bestehender Disulfidbriicken und auf der anderen Seite durch Oxidation
von Thiol-/Sulfhydrylgruppen (SH-Gruppen) (Ali Khan und Mutus, 2014). Es wurde gezeigt,
dass PDI eine von der Isomeraseaktivtidt unabhingige, intrinsische Chaperonaktivitét besitzt
und dessen Promotor ein ER stress response element (ERSE) darstellt, das wie bei diversen
Chaperone eine gesteigerte Eigenproduktion in Anpassung an ER-Stress und die UPR
ermoglicht (Castillo et al., 2015; Wang et al., 2015). Es gibt noch weitere Oxidoreduktasen im
ER-Lumen wie z.b. ERCalcistorin/PDI und ERp72, welche ebenfalls der Rolle von
Ca** Bindung (Pufferung) nachkommen und so einen wesentlichen Bestandteil des

Gleichgewichtes der Ca?>*-Homdoostase des ER bilden (Coe und Michalak, 2009).

2.34. GRPY%4

Glukose reguliertes Protein 94-kDa (GRP94), auch als Endoplasmin und Heat shock protein
90-kDa beta member 1 (HSP90B1) bezeichnet, ist ein ER-residentes molekulares Chaperon der
HSP90 Familie (Chen et al., 2005). Anders als BiP spielt es eine wichtige Rolle in der
Proteinfaltung von sekretorischen und membranspezifischen Proteinen, wie beispielsweise
Toll-Like-Rezeptoren auf Immunzellen, wohingegen sich in der gleichen Arbeit von Randow
et al. (2001), kein Einfluss von GRP94 auf die ER-Stress-Toleranz der Zellen zeigte (Randow
und Seed, 2001). Dennoch gehoért GRP94 zu den ER-Stress Genen, welche im Rahmen der
UPR hochreguliert werden; dies erklért sich aufgrund seiner Funktion im Rahmen der ERQC
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(Ostrovsky et al., 2009). Ebenfalls kann es im Rahmen der Proteinfaltung spezieller Proteine
wie beispielsweise Ig zu direkter, ternidrer Komplexbildung zwischen GRP94 und BiP mit dem
Substrat kommen; auch weitere Studien haben ein funktionelles Zusammenspiel zwischen
HSP70 (BiP) und HSP90 (GRP94) gezeigt (Ostrovsky et al., 2009; Sun et al., 2019). So konnten
Sun et al. (2019) herausstellen, dass (1) BiP die ATPase-Aktivitit von GRP94 erhoht, (2) die
Interaktion zwischen diesen nukleotidspezifisch ist (20-fach hoher, wenn BiP ADP gebunden
hat) und die Bindung zwischen der NBD von BiP und der mittleren Doméine von GRP9%4
stattfindet, (3) BiPs SBD konformationsbedingt verantwortlich ist fiir die niedrige Affinitit von
GRPY9%4 in BiPs ATP-gebundenen Zustand, (4) BiP und GRP94 nur in Verbindung gehen
konnen, wenn BiP in der ADP-Konfiguration ist. Dariiber hinaus zeigt GRP94 eine Funktion
als Immun-Chaperon, &hnlich einem Zytokin fungierend. Es wird von nekrotischen Zellen
freigesetzt, durch spezifische CD91 Rezeptoren auf dendritischen Immunzellen in diese
internalisiert und induziert dadurch die angeborene sowie die erworbene Immunantwort mit
Ausschiittung von IL-12 und TNFa (Schild und Rammensee, 2000). GRP94 ist eines der am
meisten vorkommenden Ca?*- puffernden Proteine im ER, welches zwar eine geringe Affinitit,
dafiir aber eine hohe Kapazitit mit 15 Ca**-Bindungsstellen aufweist (Coe und Michalak,

2009).

2.4. Ca?-Homoostase

Fir Aufrechterhaltung und Funktionsfahigkeit intrazelluldrer Stoffwechselprozesse und
Signalwege stellt Ca?* einen universellen und unerlésslichen Botenstoff dar (Berridge et al.,
2000). So spielt Ca®* bei verschiedensten physiologischen Prozessen in unterschiedlichen
Zelltypen eine zentrale Rolle. Das breite Spektrum reicht von Transmitterausschiittung in
Synapsen von Neuronen und damit verbundenen Lern- und Gedéchtnisprozessen,
Proteintransport, Transkription, Muskelkontraktion (Berridge et al., 2003; Berridge et al.,
2000), Sekretionsprozesse wie Endo- und Exozytose (Clapham, 2007), {iber Zellproliferation,
Differenzierung bis zur Aktivierung von zytotoxischen T- und Killerzellen im Rahmen einer
Immunreaktion (Schwarz et al., 2013). Der Einfluss von Ca?" auf Enzyme, Transporter und
Ionenkanile als auch die Tatsache, dass eine Hyperkalzidmie toxische Folgen bis hin zur
Induktion der Apoptose fiir die Zelle zur Folge haben kann (Clapham, 2007; Pinton et al., 2008;
Shah et al., 2006), unterstreicht die Wichtigkeit ein intrazellulires Ca**-Gleichgewicht zu
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erhalten. Dafiir hat jede Zelle die Moglichkeit mittels chemischer und physikalischer Signale
intrazelluldr gelegene Ca®*-Speicher zu entleeren oder aus dem Extrazellularraum (EZR)
zusitzliches Ca?" iiber Kanile direkt zu rekrutieren und mit Ca**-puffernden Proteinen zu
binden (Arruda und Hotamisligil, 2015; Clapham, 2007) (Abb. 2.4). Jeder Zelltyp weist
entsprechend seiner physiologischen Anforderungen eine einzigartige Kombination dieser
Pumpen und Kanile (Berridge et al., 2000), Proteine und intrazelluldrer Ca**-Speicher auf.
Saugetieren besitzen neben dem ER, als grofites Ca?'-Hauptspeicherorganell, das
Mitochondrium, den Golgi-Apparat sowie den Zellkern zur Ca**-Speicherung (Phillips und
Voeltz, 2016), die alle membrangebunden mit dem ER via MCS in Kontakt stehen (English
und Voeltz, 2013; Prakriya und Lewis, 2015). Wihrend die freie Ca?*-Konzentration im
Zytosol, in dieser Arbeit als [Ca®']; dargestellt, nur bei ~100 nM (50-200 nM) liegt, zeigt sich
ein etwa 5,000 — 60,000-facher Unterschied zum totalen luminalen Ca?"-Gehalt im ER, der bei
1-3 mM liegt, wobei das freie, nicht gebundene Ca?*, in dieser Arbeit als [Ca?*]gr benannt, im
Mittel auf ~400 uM (von 50 - 800 uM) geschitzt wird (Carreras-Sureda et al., 2018; Coe und
Michalak, 2009; Michalak et al., 2009; Yang et al., 2019). Die Ca**-Konzentration im EZR, in
dieser Arbeit als [Ca®']e beschrieben, weist eine Konzentration von 1-2 mM auf und ist damit
je nach Literatur zwischen 5000- und 40000-fach groBer im Vergleich zur [Ca?"]i (Carreras-
Sureda et al., 2018; Clapham, 2007).

Folgende Krankheiten kdnnen hieraus beispielhaft pathomechanisch abgeleitet werden: Die
Fehlregulation der Ca**-Homoostase kann neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer
und Chorea Huntington begiinstigen (Bezprozvanny, 2010; Demuro et al., 2010) und
fehlerhafte spannungsgesteuerte Ca®’-Kandle Migrine, Epilepsie, Ataxie und muskulédre
Paralysen sowie Herzrhythmusstérungen bedingen (Lorenzon und Beam, 2008; Zamponi et al.,
2010). Dass ein Abfall von [Ca?']er eher als ein Anstieg der [Ca*']i Apoptose induziert
(Mekahli et al., 2011), zeigt wie wichtig es fiir das ER ist, die Ca*'-Homdostase

aufrechtzuerhalten.
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Abbildung 2.4: Aufrechterhaltung der [Ca’*]i-Homdostase der Zelle.

Schematische Darstellung von Ionen-Transportern/Kanilen die an der Aufrechterhaltung der [Ca?*]i-Homdostase
entgegen der Konzentrationsgradienten beteiligt sind. Die in ruhenden Zellen bestehende zytosolischen
Ca?"-Konzentration von ~ 100 nM/1 ist im Vergleich zur Konzentration des Extrazellularraum (EZR) ~1 mM/1
und dem Lumen des ER ~200 uM/1 deutlich niedriger. Fiir ein gerichteten Ca?*-Efflux aus dem Zytosol sorgen
ATP-abhingig zum ecinen die Ca**-ATPasen SERCA (ER) sowie PMCA (Plasmamembran) als auch
energicunabhingig iiber den Na'/Ca’'-Exchanger (NCX) (Plasmamembran), der drei Na'-lonen gegen ein
Ca?"-Ion tauscht. Fiir einen aktiven Ca®'-Influx in das Zytosol sorgen in der ER Membran des rauen ER der
ligandgesteuerte Inositol 1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor (IP3R), sowie passiv als Leck-Kanal der Sec61-Komplex
(Ca**-Leck). Eine sinkende [Ca*']er fiihrt zur Oligomerisation zweier STIM Molekiil, die nach anschlieBender
Diffusion der ER-Membran zur Plasmamembran durch Interaktion mit den dort resident vorliegenden
Orai-Kanilen zu deren Aktivierung fiihren. Dies bewirkt einen aktiven Ca**-Influx aus dem EZR in das Zytosol,
dem store operated calcium entry (SOCE), und ermdglicht mit Hilfe der SERCA ein Nachfiillen des wichtigsten
Ca?*-Speicherorganells der Zelle, dem ER. Zur Unterbrechung dieses Vorganges und Demaskierung des
sogenannten Ca*'-Lecks, kam bei den Experimenten der SERCA-Pumpen Inhibitor Thapsigargin (TG) zum
Einsatz. Zur VergroBerung des Ca?*-Lecks und Induktion von ER-Stress auf die Zelle, wurden die ER-Stressoren
Ophiobolin A (OPHIO) und Trifluoperazin (TFP) als CaM-Antagonisten sowie Tunicamycin (TUNI) und
Dithiothreitol (DTT) verwendet, welche dagegen ER-Stress durch Anhdufung missgefalteter Proteine
verursachen. Das glatte ER dient insbesondere in Muskel- und Nervenzellen als Ca?*-Speicher. In diesen erfolgt
die Freisetzung von gespeichertem Ca?" in das Zytosol, iiber den in der ER-Membran befindlichen
Ryanodin-Rezeptoren (RyR).
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24.1. Pumpen und Kanile der Zellmembran

Weil das [Ca?*]i bei 50 - 200 nM und das [Ca**]c bei ~ 1-2 mM liegt, pumpt die sogenannte
Plasma Membrane Calcium-ATPase (PMCA) kontinuierlich unter Energie (ATP)-Verbrauch
Ca®* gegen den Konzentrationsgradienten aus dem Intrazellularraum (IZR) in den EZR (Brini
und  Carafoli, 2009). Dariiber hinaus ist in der Plasmamembran der
Natrium-Calcium-Exchanger (NCX) lokalisiert, der Ca**gegen Natrium (Na*) aus dem EZR
austauscht und in der Regulation des [Ca*']; mit der PMCA kooperiert (Brini und Carafoli,
2011). Dessen Aktivitit wird ebenfalls durch die Interaktion mit dem zytosolischen
Ca®*-Sensorprotein CaM reguliert (Chou et al., 2015). Neben dem NCX gibt es beispielsweise
ebenfalls liganden- bzw. rezeptorgesteuerte oder auch spannungsgesteuerte Kandle. Ein
Beispiel fiir rezeptorgesteuerte Kanidle sind Glutamatrezeptoren, welche agonistisch durch
o-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsdure (AMPA), N-Methyl-D-Asparta
(NMDA) und Kainate aktiviert werden konnen und als zentraler Baustein bei der
Langzeitpotenzierung und Gedéichtnisbildung im menschlichen Gehirn eine Rolle spielen
(Traynelis et al., 2010). Ein Beispiel fiir ligandengesteuerte Kanéle ist der y-aminobutyric acid
(GABA)-Rezeptor in der Plasmamembran von Nervenzellen (Rudolph und Knoflach, 2011).
Spannungsgesteuerte Ca?*-Kanile, die nach elektrischer Stimulation fiir einen Ca?*-Influx
sorgen, finden sich vermehrt z.B. in endokrinen, exzitatorischen, neurokrinen Zellen oder in

Herzmuskelzellen (Catterall, 2011).

2.4.1.1. Ca?*-Einstrom-Kaniile

An dieser Stelle ist der in der Zell-Plasmamembran befindliche Orai-Kanal zu erwidhnen, der
zusammen mit dem in der ER-Membran befindlichen stromal interaction molecule 1 (STIM1)
in Interaktion steht (Putney, 2009). Demnach fungiert STIM1 als ER-luminaler Ca?*-Sensor,
der bei zu niedriger [Ca’']gr in eine ungefaltete Konfiguration iibergeht. Durch die
Konfigurationsdnderung kann das oligomerisierte STIM1 iiber eine STIM1-Orai Kopplung zur
Aktivierung und Permeation von Orai-Kanéle fithren (Fahrner et al., 2013). Dies fiihrt zu einer
Permeabelititszunahme der Zellmembran fiir Ca?>* und somit zu einem starkem Ca?*-Influx aus
dem EZR in das Zytosol (Stathopulos und Ikura, 2013). Dieser zellulire Mechanismus tragt
den Namen store operated calcium entry (SOCE) oder auch kapazitiver Ca’*-Einstrom (CCE)
und wurde schon 1990 von James W. Putney in einer Hypothese erarbeitet (Putney, 1990).
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2.4.2. Pumpen und Kanile der ER-Membran

Das ER bendtigt mindestens drei Proteine, um als intrazelluldres Ca**-Reservoir gerecht zu
werden. Diese sind in der zelluldren Plasmamembran und der Membran des ER lokalisiert. Als
wichtigster Vertreter ist hier die Sercoplasmic/endoplasmicreticulum Calcium-ATPase
(SERCA-Pumpe) zu nennen. Diese sorgt ebenfalls wie PMCA unter Energieverbrauch fiir
einen kontinuierlichen, gerichteten Einstrom von Ca?" aus dem Zytosol in das mit hoherer
Ca**-Konzentration vorliegende ER-Lumen (Berridge et al., 2003; Clapham, 2007). Fiir die
Freisetzung von gespeichertem Ca?* in das Zytosol befinden sich zum einen in der
ER-Membran der Ryanodin-Rezeptoren (RyR), welcher insbesondere in Muskel- und
Nervenzellen exprimiert wird und zum anderen der unspezifische Kationenkanal bzw. der
Inositol 1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor (IP3R); dieser kommt ubiquitér in Zellen vor, die unter
anderem {iber einen zytosolischen, als auch einen ER-luminalen Ca>*-Sensor Anderungen der
Ca’*-Konzentration wahrnehmen und danach ihre Porendffnung mit verschiedenen
Offnungsgrade  regulieren oder die Sensitivitit fiir deren Liganden durch
Konfigurationsdnderung des Komplexes modulieren (Miyakawa et al., 2001; Paknejad und
Hite, 2018; Seo et al., 2015). Die Folge der Offnung dieser Kanile ist ein gerichteter
Ca?*-Efflux aus dem ER in den IZR (Prakriya und Lewis, 2015). Um die [Ca?*]er konstant zu
bewahren, halten sich Ca?*-Einstrom {iber die SERCA sowie der Ca?*-Leckstrom und gezielte
Ausstrom iiber verschiedene Kanéle die Waage (Camello et al., 2002). So gibt es Kanile in der
ER-Membran, die zu einem passiven Ausstrom, dem sogenannten Ca?'-Leck aus dem ER

fithren, worunter der Sec61-Komplex gezédhlt wird (Lang et al., 2011).

2.4.2.1.  Der Sec61-Komplex als Ca?*-leitender Ionenkanal

Fiir die Translokation eines naszierenden Proteins vom Zytosol in das ER-Lumen nimmt der
heterotrimere Sec61-Komplex als Translokase eine fundmentale Rolle ein (siche Abb. 2.1, II.)
(Zimmermann et al., 2011). Die Pore dieses beweglichen, protein-leitenden Kanals setzt sich
bei Eukaryonten aus den drei Untereinheiten Sec61a, Sec61f sowie Sec61y zusammen (Gorlich
et al., 1992; Gorlich und Rapoport, 1993; Lang et al., 2017). Die groB8te und auch Pore-bildende
Untereinheiten (Sec6la, besteht aus zehn Transmembrandomdinen (TMD) sowie einer
zytosolischen C- und N-Doméne (Voorhees und Hegde, 2016). Sie wiederum ist von den

einzelnen peripheren Untereinheiten Sec61 und Sec61y umgeben (Pfeffer et al., 2015). Der
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zentrale Sec61a-Kanal (Eukaryonten), Sec61Y in Prokaryonten, wird im inaktiven Zustand von
einer in der TMD2a befindlichen ,,Plug“-Helix verschlossen und muss fiir den Proteintransport
verlagert werden (Lang et al., 2017). Dariiber hinaus bildet der Bereich, in denen sich die
Transmembran-Helices (TMH) 2/3 mit den TMH 7/8 beriihren, ein sogenanntes ,,laterale gate®,
was den Ubertritt von naszierenden Proteinen in die Membran ermdglicht (Lang et al., 2017;
Voorhees und Hegde, 2016). Daneben liegt der heterotrimere Sec61-Komplex in direkter
Nachbarschaft zu den in Dimer vorliegenden Sec62/Sec63-Komplex. Auch die Interaktion
weiterer Transportkomponenten mit dem Sec61-Komplex spielen eine wichtige Rolle fiir die
Uberfiihrung geldst vorliegender Proteine in das ER-Lumen, sowie deren laterale Integration
als Membranproteine. So kann der heterotetramerische Translokon assoziiertes
Protein-Komplex (TRAP) allosterisch zur Offnung der Pore beitragen, weshalb ihm eine noch
unbekannte substratspezifische Funktion beigemessen wird (Lang et al., 2017). Der
sogenannten OST-Komplex kann Polypeptidketten in das ER-Lumen immigrieren bzw. diese
schon wihrend der Membraninsertion durch das Ankniipfen von Oligosacchariden, der
sogenannten kovalenten cotranslationalen N-Glykosylierung, modifizieren und prozessieren
(siche Abb. 2.3) (Pfeffer et al., 2014). Neben den beiden Komplexen nimmt ebenfalls das im
ER luminal gelegene HSP70 Chaperon BiP eine zentrale Rolle bei der reibungslosen
Translokation und Faltung ein (sieche Abb. 2.1, 2.3) (Schorr et al., 2015). Es wird postuliert,
dass der Sec61a-Kanal undurchlissig fiir Ca?*-Ionen wihrend der Translokation ist, wenn das
Polypeptid den Kanal fiillt. Nach der Translokation befindet sich der Sec61a-Kanal in einem
gedffneten Zustand, wodurch es zu einem passiven Ca?*-Efflux kommt (Lang et al., 2017).
Dadurch permiieren die Kationen dem hohen Gradienten folgend [ca. 400 uM [Ca®*]er und ca.
100 nM [Ca®'];] aus dem ER in das Zytosol, was als Ca*"-Leck bezeichnet wird. Deshalb liegt
es nahe, dass eine Vielzahl von akzessorischen Substraten den Offenheitszustand von Sec61la
regulieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass das ER luminal gelegene HSP70 Chaperon
BiP gemeinsam mit den luminalen HSP40 Cochaperonen ERj3/ERj6, aber auch das
Ca?"-Sensorproteins CaM, allosterische Effektoren fiir den Verschluss des Sec61-Komplexes
darstellen (Erdmann et al., 2011; Linxweiler et al., 2013; Schauble et al., 2012). Letztere beide
binden dafiir am zytosolischen 1Q-Motiv des Sec61-Komplexes. Im Gegensatz dazu kann BiP
zusammen mit seinem HSP40 Typ Cochaperone Sec63, welches zusammen mit Sec62 in der
ER Membran vorliegt, zu einer Offnung des Kanals fiihren. Dies geschieht durch die Bindung
von BiP an ein Di-Tyrosin-Motiv enthaltende mini-Helix ER luminal von Loop 7 der Sec61a
Untereinheit, und dadurch bedingten Konformationsinderung (siche Dudek et al., 2015;

Linxweiler et al., 2017; Schauble et al., 2012). Innerhalb der letzten Jahre haben sich diverse
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Erkrankungen mit dem Sec61-Komplex in Verbindung bringen lassen, die seither als
Sec61-Kanalopahtien bezeichnet werden (Zimmermann, 2016). Beispielsweise fiihrt die
Deletion von ERj6 zu einer pathologischen Pankreas pB-Zellfunktion mit Diabetes in vivo bei
Maiusen (Ladiges et al., 2005). Daraus schlossen Schorr et al. (2015), dass eine funktionierende
Co-Chaperone kontrollierte Offnung des Sec61-Kanals insbesondere fiir Zellen mit hoher
Proteinsekretion von grofler Bedeutung ist und ein Verlust dieses Mechanismus zu Apoptose

und Krankheit fithren (Schorr et al., 2015).

2.4.3. Ca?*-bindende Proteine des ER

Damit das ER seiner Aufgabe als intrazelluldrer Ca?*-Speicher nachkommen kann, braucht es
luminale Ca®*-bindende Proteine, die als Ca?*-Puffer fungieren konnen. Die bis jetzt
bekanntesten sind das im Herz- und Skelettmuskelzellen vorkommenden Calsequestrin, sowie
ubiquitdr in anderen Geweben vorkommenden Faltungsenzyme CRT/CNX, BiP, PDIs und
GRP94 (Prins und Michalak, 2011). Sie alle haben gemeinsam, dass sie eine verhiltnismaBig
niedrige Affinitét bei gleichzeitig hohen Bindungskapazititen gegeniiber Ca?* aufweisen (Coe
und Michalak, 2009). Das wohl wichtigste Protein ist CRT, da es {iber eine Bindungsdomine
mit hoher Kapazitit (25 mol Ca** per mol Protein) fast die Hilfte des [Ca®"]er bindet (Michalak
et al.,, 2009; Nakamura et al., 2001) und bei dem Ca?" als Cofaktor eine modulierende
Eigenschaft auf die Thermostabilitit und Konformationsflexibilitdt auswirkt (Li et al., 2001).
BiP stellt etwa 25% der Ca?*-Bindungskapazitit des ER und ist ein weiterer wichtiger Puffer
fiir Ca?*, dessen Funktionsféhigkeit als Faltungsprotein unter anderem auf Ca** beruht (Lamb
et al., 2006). Dariiber hinaus fungiert BiP ebenfalls als Verschluss-,,Deckel* der Sec61a-Pore,
was den Ca?*-Leckstrom durch die selbige vermindert (Alder et al., 2005; Schauble et al., 2012).
All diese Proteine kommen mindestens zwei der drei folgenden Aufgaben nach: (1) Regulation
der Ca**-Homoostase des ER durch Bindung und Abgabe von Ca?*, (2) Regulation von
Ca**-Pumpen und Ca?'-Ausschiittungskandlen zur  Aufrechterhaltung der ER
Ca*"-Homoostase, (3) der Funktion als Chaperon bei der Proteinfaltung und Qualititskontrolle
von Polypeptiden, was die Wichtigkeit der wechselseitigen Beziehung zwischen [Ca?*]er und
ER-Funktion unterstreicht (Berridge, 2002; Mekahli et al., 2011; Papp et al., 2003). Neben der

Aufrechterhaltung einer adiquaten Ca?'-Homoostase fiir den Erhalt von Ca?'-regulierten

24



Einleitung

Signalkaskaden im ER, sind die hier beschriebenen Ca?*-bindenden Proteine auch Mitspieler

im Rahmen der ERQC von neu synthetisierten Substraten.

2.5. Modulatoren der Ca?*-Homaéostase

Thapsigargin

Thapsigargin (TG) ist ein Inhibitor der membrangebundenen SERCA, der urspriinglich aus der
Pflanze Thapsia garganica extrahiert wurde (Thastrup et al., 1990). So interagiert TG sehr stark
mit der Ca®>"-ATPase (SERCA) und fiihrt dariiber hinaus zur Blockade der Transportfunktion
von Ca*" aus dem Zytosol zuriick in das ER, wodurch es zu einer Beeinflussung der
Ca*"-Homoostase und {iber einen lingeren Zeitraum, aufgrund von Ca**-Depletion und der
UPR, Zelltod verursacht; sodass eine TG-Inkubation von Zellen zu einer sofortigen Depletion

von im ER befindlichem Ca?* fiihrt (siche Abb. 2.4) (Sehgal et al., 2017).

Ionomycin

lonomycin (IONO) ist ein Ca**-Ionophor welches ein Polyether-Antibiotikum ist, dass von dem
Bakterium Streptomyces conglobatus gebildet wird (Beeler et al., 1979). So kommt es bei
Inkubation der Zellen zu einer Ca**-Depletion, was zu ineffektiver Sekretion, Aggregation und
Degradation von missgefalteten Proteinen fiihrt (Gaut und Hendershot, 1993). Es hat sich
gezeigt, dass IONO sich in biologischen Membranen (ER, Mitochondrium) lagert und dadurch

Ca**-Ionen iiber diese transportieren kann (Liu und Hermann, 1978) (siche Abb. 2.4).

Tunicamycin

Tunicamycin (TUNI), ein Gemisch homologer Nucleosidantibiotika unteranderem produziert
durch das Bakterium Strepomyces lysosuperificus, gehdrt zur Gruppe der nukleosidisch
gebunden Zucker und ist eine Mischung aus Antibiotikum mit Uracil, N-Acetylglucosamin
(GleNAc), ein 11-Carbonaminodialdose Zucker (Tunicamine) und einer Fettsiure, die an die
Aminogruppe gebunden ist (Goddard-Borger und Withers, 2012; Price und Tsvetanova, 2007).

Die Funktionsweise liegt in der Inhibierung der bakteriell und eukaryotischen
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N-Acetylglucosamin Transferase und damit der Biosynthese von
Dolicholpyrophosphat-N-Acetylglucosamin, =~ wobei  genauer der  Transfer  von
N-Acetylglukosamin 1-phosphat von UDP-N-Acetylglukosamin zu Dolichol-Monophosphat
im ersten Schritt der Glykoproteinsynthese unterbunden wird (Yoo et al., 2018). Dieses
wiederum ist als fundamentaler Bestandteil fiir die Bereitstellung von N-glykosylierten
Glykoproteinen zu sehen und resultiert in eukaryotischen Mikroorganismen in wenig
beziehungsweise vollstindig unglykosylierten Proteinen (Dricu et al., 1997). All dies fiihrt zur
Akkumulation fehlgefalteter nicht-glykosylierter Proteinen im ER-Lumen. Falls dies die
ER-eigenen Faltungskapazititen (Chaperone) iibersteigt kommt es zu zwei moglichen
zelluldren Reaktionen: (1) Das HSP70 Protein BiP wird verstérkt mobilisiert und es kommt zur
Induktion der UPR (Schorr et al., 2015) oder (2) zur Retrotanslokation durch Sec6la der
fehlgefalteten Proteine, um sie der ERAD zuzufiihren mit konsekutiven Ca**-Leck durch die

Pore (siche Abb. 2.4) (Schauble et al., 2012).

1,4-Dithiothreitol

1,4-Dithiothreitol (DTT) findet als reduzierendes Detergens Anwendung im Bereich der
Proteinbiochemie zur Isolierung von Proteinen oder anderen biochemischen Prozeduren, wobei
die zugrunde liegende Funktion von DTT ist, dass es SH-Gruppen vor der Oxidation durch
Sauerstoff bewahrt und somit Disulfidbriickenbindungen reduziert (siehe Alliegro, 2000). DTT
ist wie TUNI ein typisches Reagenz was durch Zunahme missgefalteter Proteine im ER, zu
ER-Stress der Zelle mit erhdhtem Ca?*-Leck fiihrt (siche Abb. 2.4) (Oslowski und Urano, 2011;
Schauble et al., 2012).

Ophiobolin A

Ophiobolin A (OPHIO) gehort zur Gruppe der trizyklischen Sesterpene und geht als Metabolit
auf den Pilz Ophiobolus graminis zuriick, welches als Phytotoxin wirkt und ein potenter
kovalenter Inhibitor von Calmodulin (CaM) in Eukaryoten ist (Leung et al., 1984).

CaM stellt ein im Zytosol vorkommendes, Ca**-abhiingiges Molekiil dar, welches an
der Modulation diverser Proteine beteiligt ist (Cheung, 1980). Es hat sich gezeigt, dass
Ionenkanile eine der Hauptklassen CaM-regulierter Zielproteine darstellen wozu auch der

Sec61-Komplex gehort (Kovalevskaya et al., 2013). Elektrophysiologische Experimente
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zeigten ferner, dass CaM eine Ca?'-abhingige Inhibierung der Ionenpermeabilitit des
Sec61-Komplexes in rauen Mikrosomen bewirkt. In diesem Zusammenhang wurde dariiber
hinaus in vitro nachgewiesen, dass ein spezifisches IQ-Motiv im zytosolischen N-Terminus von
Sec61 mit CaM interagiert (Erdmann et al., 2011).

OPHIO wird ein Anti-karzinogener Effekt zugeschrieben, da ein signifikanter Effekt
gegeniiber  Apoptose-resistenten  Glioblastom-Zellen durch die Induktion eines
nicht-apoptotischen Zelltodes beobachtet wurde (Dasari et al., 2015; Masi et al., 2019). In der
Arbeit von Erdmann et al. (2010) wurde in Ca®*-Imaging Experimenten an HeLa-Zellen
gezeigt, dass eine 10-miniitige Inkubation mit OPHIO zu einem signifikant verstiarkenden
Effekt auf den TG-induzierten Ca?*-Efflux und damit zu einer Zunahme des ER Ca?*-Lecks
fithrte, was vergleichbar mit der Trifluoperazine Dihydrochlorid Inkubation ausfiel (siche Abb.
2.4) (Erdmann et al., 2011).

Trifluoperazine

Trifluoperazine (TFP) ldsst sich zur Gruppe der CaM-Antagonisten rechnen und stellt ein
FDA-zugelassenes antipsychotisches Medikament dar, wobei ebenfalls {iber starke
karzinogen-hemmende (z.B. Bronchial-, Hepatozellulire-Karzinom, T-Zell-Lymphom)
Eigenschaften fiir TFP als CaM-Inhibitor berichtet wurde (Kang et al., 2017). Schlussendlich
wurde gezeigt, dass die Behandlung mit dem CaM-Inhibitor TFP den {iblichen Verschluss von
Sec610 durch CaM unterbindet und es so zu einem erhohten Ca?*-Efflux aus dem ER kommt

(siche Abb. 2.4) (Linxweiler et al., 2013; Schauble et al., 2012; Sicking et al., 2021).

2.6. Protein-Homoostase

2.6.1. ER quality control (ERQC)

Die ERQC ist ein fundamentaler Bestandteil der Proteinsynthese und besteht aus drei Achsen:
(1) Beschleunigung der adiquaten Proteinfaltung, (2) Aktivierung der UPR (3) und
Proteinbeseitigung liber ERAD, oder die Autophagie (Moon et al., 2018). Im Rahmen der
ERQC von Proteinen sind bis dato der CNX/CRT und der BiP Signalweg bekannt. Fiir den
CNX/CRT-Weg steht als erster Kooperationspartner das Faltungssensorprotein Uridin
Diphospat (UDP)-Glukose-Glykoprotein Transferase (UGGT) zur Verfiigung, was bei
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Faltungsmisserfolg erneut ein einzelnes Glucosemolekiile an das Substrat anfiigt, wodurch das
Substrat erneut einen CNX/CRT-Faltungszyklus durchlduft (Aebi et al., 2010). Wenn das
Substrat nach mehrmaligen Zyklen eine absolute Faltungsschwiche aufzeigt, wird es mittels
enzymatischer Glykoproteintrimmung durch ER mannosidase 1 (ERManl) und/oder
ER-degradation enhancing o-mannosidase like protein 1 und 3 (EDEMI1/EDEM3) den
Lektinen osteosarcoma amplified 9 (OS-9) und Xanthosine 5'-triphophate 3-transactivated
protein B (XTP3-B) zugénglich gemacht (Behnke et al., 2015; Trombetta, 2003). Diese
wiederum fiihren das Substrat dann zum noch nicht identifizierten Retrotranslokon zu und
ermOglichen der ERAD-Maschinerie den Abbau des Substrates im Zytosol (Moon et al., 2018).
Eben dieser Retrotranslokon wird auch bei Misserfolg der Substratfaltung von nicht-
glykosylierten Proteinen im BiP-Faltungsweg zusammen mit dessen Co-Chaperonen ERDj4
und ERDj5 angesteuert und das Substrat zum Abbau im Rahmen der ERAD in dieses
weitergeleitet (Behnke et al., 2015; Lai et al., 2012). So konnte gezeigt werden, dass ein Mangel
an ERDj4 als BIP Co-Chaperone zu ER-Stress und metabolischen Stérungen fiihrt (Fritz et al.,
2014).

Im Falle einer korrekten posttranslationalen Modifikation und damit korrekten Faltung,
Assemblierung und Glykosylierung neu synthetisierten Proteine, konnen die Substrate durch
Transport zu den Zellorganellen des sekretorischen Stoffwechselwegeses diesem zugefiihrt
werden (Behnke et al., 2015). Da zwischen 20% und 30% des Proteomes fiir die extrazellulére
oder internale Endomembransysteme bestimmt ist, bildet der Transport vom ER zum
Golgi-Apparat den wichtigen Schritt des sekretorischen Stoffwechselweges (Gomez-Navarro
und Miller, 2016a). Die fiir den Export bestimmten Proteine erreichen den Golgi-Apparat, wo
sie nach ihrer spezifischen Modifizierung an deren vorgesehenen Zielort transportiert werden
(Gomez-Navarro und Miller, 2016b; Huang und Wang, 2017; Lord et al., 2013; Van Leeuwen
et al., 2018; Zhang und Wang, 2016).

Falls ein Substrat die ERQC auch nach rezidivierende Faltungszyklen nicht bestehen sollte,
wird es wie oben beschrieben der sogenannten ERAD zugefiihrt, welche nun genauer

dargestellt wird.
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2.6.2. ER associated degradation (ERAD)

Proteine aus dem Zytosol, der ER-Membran und dem Lumen des ER konnen grundsétzlich als
fehlgefaltet identifiziert und zum Abbau der ERAD zugefiihrt werden. Diese verhindert die
ungewollte Aggregation der potenziell zytotoxischen, missgefalteten Proteine und schiitzt
somit die Zell- und ER-Homoostase. ERAD wird in ERAD-M fiir ER-Membran Proteine mit
fehlgefalteter Membran-Doméne, ERAD-C fiir ER-Membran Proteine mit zytosolischer
Domine und ERAD-L fiir ER-luminal vorliegende fehlgefaltete Proteine unterteilt (Berner et
al., 2018). Falls Substrate entsprechend der ERAD-L aus dem ER in das Zytosol disloziert
werden sollen, transportieren die beiden Chaperon-Systeme diese zur ERAD-Maschinerie, bei
der die Retrotranslokation in das Zytosol durch einen Komplex aus einigen Transmembran
proteinen unter anderem suppressor/enhancer of Lin (Sell), degradation in endoplasmic
reticulum proteins (Derlins), valosin-containing protein (VCP)-Interacting membrane protein
(VIMP), homocystein-responsive ER resident protein (Herp) and HMG-CoA reductase
degradation I (Hrdl) stattfindet (Behnke et al., 2015).

Eine weitere Moglichkeit, die in der Forschung diskutiert wird, ist die Retrotranslokation
iiber den Sec61-Komplex, wenn sie auch keinen Einfluss auf die Antigenprésentation in
Dendritischen Zellen mittels des ERAD-Mechanismus nach Mycolacton-induzierter Blockade
von Sec61-Komplexen zeigte (Grotzke et al., 2017). Fiir die Hypothese sprechen wiederum
Experimente, die eine Interaktion zwischen Sec61-Komplexen und ERAD-Substraten sowie
dem Proteosom aufzeigten (Sun und Brodsky, 2019). Der Retrotranslokon wiederum stellt die
Verbindung zur E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex des Zytosols dar, wobei letzterer das
fehlgefaltete Polypeptid polyubiquitiniert und so von der p97-hexameren ATPase
wahrgenommen werden kann (Preston und Brodsky, 2017). Diese stellt die Energie bereit, um
das Protein aus dem ER zu extrahieren und es an den 26S-Proteasomkomplex fiir die
Degradierung zuginglich zu machen, wobei physiochemische Analysen aufgedeckt haben, dass
der korrekte Sedimentkoeffizient anndhrend bei 30S liegt (Behnke et al., 2015; Yoshimura et
al., 1993).

Das Proteasom ist eine multikatalytische Proteinase, degradiert ATPase-abhingig
aussortierte Proteine und besteht aus 3 UE; zwei 19S-Komplexe, die in der Lage sind mittels
Rezeptoren polyubiquitinierte Substrate im Zytosol zu erkennen, die Polyubiquitin-Sequenzen
enzymatisch zu entfernen, das Polypeptid zu entfalten, den a-Ring der dritten 20S-UE zu 6ffnen
und das Substrat in diese zu transferieren. Hier angekommen befindet sich das Substrat im

proteloytischen Zentrum des Ubiquitin-Proteasom-Systems, wo es zerlegt wird und dessen
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freiwerdenden Fragmente zurlickgewonnen und recycelt werden (sieche Dahlmann, 2016;
Tanaka, 2009). Dass die Aufrechterhaltung der ER-Homdostase fiir das Zelliiberleben
unabdingbar ist, zeigen die enge Verzahnung und Interaktion von Schliisselkomponenten der
ERAD mit der ER-Phagy und der UPR. Die ER-Phagy stellt neben dem Ubiquitin-Proteasom-
System einen zweiten Mechanismus innerhalb des ER dar, um luminal missgefaltete Proteine
lysosomal zu degradieren (Chino und Mizushima, 2020).

Des Weiteren vermag der SEL1L-HRDI-Komplex, wie auch ERdj4, die Aktivitit von
IREla direkt zu modulierend und zielt darauf ab IRE1a unter normalen, basalen Bedingungen
zu degradieren, um dessen IREla Signalweg und damit eine Einschrinkung der UPR zu
gewihrleisten. Andererseits ist die Expression von vielen ERAD-Genen durch die UPR

reguliert (Hwang und Qi, 2018), welche nun im Weiteren detaillierter dargestellt wird.

2.6.3. Unfolded protein response (UPR)

Wie bereits beschrieben, fungiert das ER als wichtige Proteinbiosynthesestation der Zelle und
als wichtiger Ca**-Speicher. Durch eine Vielzahl von Mechanismen kann dieses Gleichgewicht
gestort werden, wodurch es zu Fehlern wihrend der Faltung und Assemblierung von Proteinen
kommen kann, wie z.B. durch gesteigerte Level von Protein-Synthese, Energiemangel,
inflammatorische Prozesse, Hypoxie, Hitze und viele weitere (Wang und Kaufman, 2016).
Dieser Zustand, der zu einem Anstieg und Akkumulation von ungefalteten bzw. fehlgefalteten
Proteinen im ER fiihrt, wird als ER-Stress bezeichnet und tritt medizinisch z.B. bei Alzheimer,
Parkinson, Diabetes, Herz- und Lebererkrankungen, aber auch bei Tumoren auf (Kraskiewicz
und Fitzgerald, 2012). Unter normalen Umstdnden werden diese fehlerhaften Proteine in das
Zytosol zuriick transportiert und durch das Proteasom abgebaut. Kann die Zelle die
Akkumulation dieser fehlgefalteten Proteine nicht mehr kompensieren, so wird die UPR
aktiviert. Dieser Prozess soll zum einen die allgemeine Proteinsynthese inhibieren, die ERAD
und Autophagy aktivieren und die Synthese faltungskatalysierender Chaperone und Enzyme
hochregulieren und so das ER-Milieu wiederherstellen (Wang und Kaufman, 2016). Diese UPR
basiert in Sdugetierzellen aus drei Klassen von ER-Stress-Sensoren die als integrale
ER-Transmembranproteine ihre dazugehorigen Signalkaskaden aktivieren: PERK, IREla
sowie ATF6a (Hetz et al., 2013; Wang und Kaufman, 2016). Allen gemein ist die Initiation der

Signalwege durch das molekulare Chaperon BiP, was bei normaler Homdostase assoziiert mit
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diesen UPR-Sensoren vorliegt und diese in inaktiviertem Zustand bewahrt (Fribley et al., 2009;
Fuetal., 2015; Shu et al., 2018). Durch die Akkumulation fehlgefalteter Proteine kommt es zur
Dissoziation dieser Verbindung und folglich zur Aktivierung der UPR (Wang und Kaufman,
2016). PERK wird genau wie IREla durch Dimerisierung und trans-Autophosphorilierung
aktiviert (Hetz et al., 2013). AnschlieBend phosphoryliert PERK eIF2, was zu einem generellen
Translationsstop und zur bevorzugten und selektiven Translation von zur UPR gehoérenden
Genen, wie beispielsweise activating transcription factor 4 (ATF4), fihrt (sieche Sano und
Reed, 2013). Dieses UPR-Gen kontrolliert im Folgenden die Expression pro-apoptotischer
Komponente, wie unter anderem CHOP. Aktiviertes IREla spleiflt ein 26-Nukleotid langes
Intron aus der mRNA, die fiir den Transkriptionsfaktor XBP1 codiert und so zu XBPls
(gespleifite Form) wird (Uemura et al., 2009). Dieses wiederum fiihrt zur Aktivierung weitere
UPR-regulierter Genloci von Chaperonen und Proteinen zur Entfernung missgefalteter Proteine
durch ERAD (Chang et al., 2018). Im Gegensatz dazu transloziert das ER-lokalisierte Proteine
ATF6a bei ER-Stress in den Golgi-Apparat, wo es erst an der luminalen Domédne durch die
Golgi-residente site I protease (S1P) gespalten wird. Die Transmembrandoméne verbleibt in
der Membran, wo es durch Golgi-residente site 2 protease (S2P) gespalten wird, sodass die
zytosolische Domine als l0sliches ATF6-Fragment (ATF6f) und Transkriptionsfaktor
freigesetzt wird (Chen et al., 2002; Shen et al., 2002; Shen et al., 2004; Ye et al., 2000). Dieses
migriert anschlieBend in den Nukleus, wo es an Gen-Promotoren von UPR-induzierenden
Genen, die sogenannte ER stress response elements (ERSE-I und -II) enthalten, bindet und
diese aktiviert (Forouhan et al., 2018). Wenn all diese Adaptionsmechanismen zu keiner

Verbesserung der ER-Homoostase fiihren, resultiert dies in der Apoptose der Zelle.

2.7. Niedermolekulare Chaperone

Als niedermolekulare Chaperone (engl. ,,small molecule chaperones ‘) wird eine Gruppe von
niedermolekularen Verbindungen bezeichnet, die eine im Verhéltnis zu anderen Proteinen
geringe molekulare Masse aufweisen, wobei sie mit nicht-nativen Faltungsformen von
zelleigenen Proteinen interagieren und deren Faltung und/oder Stabilitdt verbessern (Hartl et
al., 2011; Papp und Csermely, 2006; Ringe und Petsko, 2009). Zusammengefasst als eine
Gruppe setzen sie sich aus mehreren Kategorien von Molekiilen zusammen, die iiber

verschiedene Mechanismen Einfluss auf die Proteinstabilitdt und -konfiguration haben. Sie
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halten mittels molekularer Interaktionen (Elektrostatisch, Van-der-Waals- und
Wasserstoftfbriickenbindungen) diverse Bereiche der Proteinstruktur zusammen (Ringe und
Petsko, 2009). Dadurch sind sie in der Lage pathologische Situationen innerhalb der Zelle, in
der sich fehlgefaltete Proteine beispielsweise durch pathologischer Krankheitsprozesse
anhdufen und aggregieren, zu kompensieren und helfen diese Proteine zu stabilisieren, in deren
korrekte Konformation zu iiberfiihren und machen sie gleichzeitig 16slicher und weniger
anfillig fiir Aggregation (siche Mamipour et al., 2017). Wenn fehlgefaltete Proteine anfallen,
liegen statt hydrophilen Seitenketten hydrophobe Bereiche exponiert vor, welche unter
normalen Bedingungen im Kern der Proteinstruktur liegen (Bowler, 2012; Dyson et al., 2006;
Yoda et al., 2010). Auf Grund dieser nicht nativen Formation kommt es zu atypischen
Wechselwirkungen und pathologischen Aggregation, was zusdtzlich durch Mutationen
verstarkt werden kann (Russo et al., 2018). Diese Prozesse konnen zu einer verdnderten,
toxischen Struktur des Proteins fithren oder wie in diversen Proteopathien als Proteinaggregate
die Ursache fiir Entziindungen und dadurch bedingten Apoptose sein (siche Ringe und Petsko,
2009; Romisch, 2004; Thiel et al., 2017). Die Induktion dieser Reaktion geschieht im Rahmen
der ER-Overload-Response iiber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, welcher
wiederum die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine aufgrund der Akkumulation
missgefalteter sekretorischer Proteine im ER, wie beispielsweise in Hepatozyten der Leber bei
al-Antitrypsin Mangel oder den Lungenfibroblasten bei Mukoviszidose-Patienten (Knorre et
al., 2002; Lawless et al., 2004). In vitro und in vivo Studien und Therapieansitze haben gezeigt,
dass pharmakologische und chemische Chaperone zu einer Verbesserung der
Krankheitsauspragung verschiedener Erkrankungen fiihren, insbesondere wenn ihre Pathologie
sich im Rahmen von Proteinfehlfaltung manifestiert (siche Tao und Conn, 2018). Hierunter
zéhlen vererbte metabolische Storungen, Tumorerkrankungen, sowie
Proteinfehlfaltungskrankheiten wie zum Beispiel Alzheimer, Parkinson, Morbus Huntigton,
Amyothrope Lateralsklerose, Amyloidosen, Mukoviszidose (Arakawa et al., 2006; Ringe und
Petsko, 2009). Dariiber hinaus werden sie ebenfalls im Rahmen der Produktion von

rekombinanten Proteinen medizinischer Therapeutika eingesetzt (Rajan et al., 2011).
Wenn auch keine eindeutigen Parameter flir die Definition der verschiedenen Chaperon-

Gruppen festgelegt wurde, hat sich zum aktuellen Stand der Forschung folgende Einteilung der

drei grofen ,,small-molecule Chaperone‘“-Klassen etabliert (Tabelle 2.1):
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(I) Molekulare Chaperone sind definiert als Proteine, die mit anderen Proteinen, die sich noch
im Faltungsprozess in ihre native Ursprungsstruktur und damit nicht-aktive Konformation
befinden, interagieren, assistieren, sowie stabilisieren. Zu dessen Vertretern gehoren z.B. die
zelleigenen HSPs, klassifiziert nach ihrem Molekulargewicht in die Familien der HSP9O,
HSP70, HSP60 und HSP40 (Ellis, 1987; Smith et al., 2015).

(IT) Chemische Chaperone sind universelle Faltungshelfer, die auf eine Polypeptidstruktur
einen unspezifischen Effekt ausiiben. Durch sie wird die Ldslichkeit der Proteine gesteigert, die
Aggregation missgefalteter Proteine unterbunden und fehlgefaltete Proteine zu und durch den
sekretorischen Stoffwechselweg transportiert (Romisch, 2004). Im Gegensatz zu den
pharmakologischen Chaperonen haben sie normalerweise keine besondere Bindedoméne,
sodass sie prinzipiell jedes Protein binden und stabilisieren. Chemische Chaperone lassen sich
nochmal in zwei Untergruppen unterteilen: Osmolytische sowie hydrophobische Chaperone
(Perlmutter, 2002).

Die zelluldren Osmolyte sind in verschiedenen niedermolekularen Unterklassen zu
unterteilen: Freie Aminosduren und Aminosdurederivaten (z.B. f-Alanin, Glyzin, Taurin), den
Polyolen (z.b.: Saccharose, Glycerol) und den Methyl-Aminen (z.b. Trimethylamin Noxide
(TMAO)), welche die Zelle bei mechanischer Stresssituation unterstiitzen (sieche Cortez und
Sim, 2014). So schiitzen Polyole vor den Auswirkungen bei extremen Temperaturen,
Dehydration oder sich dndernder Ionenkonzentrationen, wohingegen Aminosduren bei einer
salzreichen extrazelluliren Umgebung protektiv wirken. Methylamine sind dagegen in
Harnstoffreichen Zellen vorzufinden, um die Proteinstruktur vor dem Harnstoff zu schiitzen
(Cortez und Sim, 2014; Romisch, 2004). Des Weiteren wird den Osmolyten ein modulierender
Effekt auf ER-eigene Chaperone zugesprochen und es kommt zu einem Anstieg deren
Konzentrationen bei Bakterien und Hefen, wenn die Zelle beispielweise oben genannten
Umwelteinfliissen ausgesetzt werden (Romisch, 2004).

Zur zweiten Gruppe der chemischen Chaperone gehdrt das in dieser Arbeit verwendete
Sodium (4-)Phenylbutyrat (4-PBA) sowie Lipide und Detergenzien (z.B. Gallensduren) (Papp
und Csermely, 2006). Diese Molekiile binden an hydrophobe Segmente fehlgefalteter Proteine
und verhindern so deren Aggregation. Die genauen molekularen Mechanismen sind noch
unklar, jedoch liegen fiir 4-PBA Daten zu einigen Aktionsmechanismen vor. So reguliert es
mittels einer Histon-Deacetylase (HDAC) inhibitorischen Eigenschaft epigenetisch die
Transkription von Genen der UPR (Ren et al., 2004; Wright et al., 2004). Des Weiteren

vermindert 4-PBA die allgemeine Synthese weiterer Proteine, wihrend die Produktion
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endogener, molekularer Chaperone aus der HSP70 Familie zeitabhdngig hochreguliert wird.
Daneben geht man von einer direkten Chaperon-dhnlichen Interaktion mit fehlgefalteten
Proteinketten aus (Mimori et al., 2013), was in dieser Arbeit untersucht werden sollte. Eine
weitere Gruppe chemischer Chaperone entstammt der Gruppe der Gallensduren. Die
Gallensdure ist eine Steroid-Sdure, die energieaufwendig in der Leber aus Cholesterin
synthetisiert wird und als sogenannte primdre Gallensdure nach fettreicher Nahrung tiber die
Galle in den intestinalen Trakt sezerniert wird, um Fette und fettlosliche Vitamine (A, D, E, K)
besser resorbierbar zu machen (siehe Kusaczuk, 2019). Im intestinalen Trakt findet dann durch
diverse Gruppen von Bakterien enzymatisch Epimerisation von Hydroxygruppen statt,
wodurch sogenannte sekundidren Gallensduren wie Deoxycholsdure (DCA) bzw.
Ursodesoxycholsdure (UDCA) entstehen (Ridlon und Bajaj, 2015). Als solche werden sie
resorbiert, zur Leber riicktransportiert und dort mit Aminosduren (AS) konjugiert (siehe Cortez
und Sim, 2014). Aus der AS Taurin entsteht so z.B.: Taurin-Ursodesoxycholsdure (TUDCA),
die dann dem korpereigenem Gallensdurekreislauf erneut zugefiihrt wird. TUDCA findet neben
4-PBA im klinischen Alltag als ein Leber-schiitzendes Agenz bei cholestatischen

Lebererkrankungen Anwendung (Engin und Hotamisligil, 2010).

(IIT) Pharmakologische Chaperone sind Substrate, die spezifisch mit ihrer Bindedoméne an
ausgewdhlte Zielmolekiile binden, deren Riickfaltung in die native Struktur fordern und
stabilisieren, sowie deren Ausschleusung aus dem ER fordern (Ringe und Petsko, 2009;
Romisch, 2004). Sie konnen Enzyme, Rezeptor-Liganden, Inhibitoren/Antagonisten oder
Molekiile sein, welche sich mit einer spezifischen Proteinkonformation von instabilen
Enzymen, Transmembrankanélen oder Rezeptoren wie beispielsweise G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren verbinden und dessen Strukturstabilitit steigern (Bernier et al., 2004a; Bernier et
al., 2004b; Bernier et al., 2004c; Bernier et al., 2006; Cortez und Sim, 2014; Perlmutter, 2002;
Romisch, 2004). Waihrend molekularen Chaperonen beim Faltungsprozess assistieren,
stabilisieren pharmokologische Chaperone bereits gefaltete Makromolekiile, indem sie an diese
binden und sie so vor thermaler Denaturierung beziehungsweise proteolytischer Degradation
bewahren (Parenti et al., 2015). Durch ihre Substratspezifitét sind pharmakologische Chaperone
bereits in sehr geringen Konzentrationen effizient, weshalb sie in Verbindung mit geringen
Neben- bzw. Wechselwirkungen im Gegensatz zu chemischen Chaperonen das Potential fiir ein
therapeutischen Einsatz als Medikament erfiillen (Perlmutter, 2002; Romisch, 2004). Das erste
in Europa zugelassene pharmakologische Chaperon erschien 2009 und ist Sapropterin, was bei

der Phenylketonurie (PKU), die sich schon im Kindesalter manifestiert, zum Einsatz kommt
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(Sanford und Keating, 2009). Als pharmakologisches Chaperon stabilisiert es verschiedene
defekte Mutationsformen der Phenylalaninhydroxylase und schafft so eine erhohte Restaktivitét
des defekten Enzyms bei milden Formen der PKU (Hole et al., 2016). Ein weiteres Beispiel ist
der Iminozucker 1-Deoxygalactonoirimycin (Handelsname: Migalastat), der sich bis Ende 2017
noch in der klinischen Phase III befand und in den USA fiir die Therapie der seltenen
hereditdren lysosomalen Speicherkrankheit Morbus Fabry zugelassen ist (Mccafferty und Scott,
2019).
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Tabelle 2.1: Einteilung der ,,niedermolekularen Chaperone* (nach Ringe und Petsko, 2009; Cortez und Sim, 2014)

Chaperon-Gruppe Molekulare Pharmakologische Chaperone Chemische Chaperone
Chaperone
Chaperon Untergruppe - - Osmolytische Chaperone
Niedermolekulare - - Proteine - freie Aminoséuren Methyl-Amine Polyole
Untergruppe - Liganden - Aminséure-Derivate
- Cofaktoren

- Kompetetive Inhibtioren
- niedermoleulare Molekiile

Beispiel Vertreter Zelleigene - - Arginin Trimethylamin - Glyzerol
Hitzeschockproteine - Glyzin Noxide - Sucrose
- Taurin
- B-Alanin
- Prolin
Effekt Unterstiitzung von Bsp.: Osmolytische Stresssituation
Faltungsprozessen - Faltungsunterstiitzung
lysosomaler Proteine mit Glycin/Prolin: - Proteinschutz in - Extreme
Mutation - Osmotisch- und Harnstoffreichem Temperaturen
- Translationsunterstiitzung bei Temperaturinduzierter Milieu - Dehydration
Nonsense-Codon oder defektem Stress - Ionen-
Stop-Codon (Osmoprotektoren) konzentrations-
anderung
Interaktionspartner Universell jedes spezifische Proteine Universell jedes Protein
Protein
Interaktionsbereiche Im Faltungsprozess Substrat- oder allosterisch- -
befindliche gebunden
Proteinabschnitte

Hydrophobe
Chaperone

- Gallenséure
(-Derivate)
- 4-Phenylbutyrat

- Korrekturfaltung
missgefalteter
Proteinen
- Aggregations-
verhinderung

Hydrophobe
Segmente
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2.7.1. 4-Phenylbutyrat (4-PBA) als Beispiel fiir niedermolekulare Chaperone

4-Phenylbutyrat (4-PBA) ist ein in der Medizin verwendetes Arzneimittel, mit der molaren
Masse von 186 g'mol! und der Summenformel CiHiiO:Na, welches eine aromatische
substituierte Fettsdure darstellt (Abb. 2.5) (PubchemCID 4775, 22.08.2021). Es findet seine
Anwendung in der Therapie von Hyperammondmien sowie erhohten Glutaminwerten im
Blutserum und besitzt die Fahigkeit die Bluthirnschranke zu tiberqueren (Kolb et al., 2015;
Mimori et al., 2012). Physiologisch féllt im Korper nach dem Verzehr und Abbau von Proteinen
verstirkt Ammoniak als Abbauprodukt an (Weiner et al., 2015). Dieses kann folglich bei
Enzymmangel im Harnstoffzyklus vermindert neutralisiert werden und durch die hohere
Blutserumkonzentration verstarkt das Endothel der Blut-Hirn-Schranke {iberwinden (Assentoft
etal., 2016). Als Folge dessen kommt es zu einer Anhdufung im zentralen Nervensystem (ZNS)
und pathologischen, konsekutiven Schwellung der Astroglia mit Funktionseinschrankung der
Astrozyten (Norenberg et al., 2005). Diese neurotoxische Wirkung des Ammoniaks auf das
ZNS kann unbehandelt zu Retardierung, Koma oder im schlimmsten Fall zum Tode fiihren
(Blair et al., 2015; Bosoi und Rose, 2009). In Verbindung mit einer proteinarmen Didt und
gegebenenfalls mit Nahrungserginzungsmitteln ist 4-PBA oral in Form von Tablette oder
Granulat fiir die chronische Langzeittherapie bei seltenen hereditiren Enzymdefekten des
Harnstoffzyklus unter dem Handelsnamen Ammonaps [EU], Buphenyl [USA] zugelassen
(Pena-Quintana et al., 2017). Zum Transport bindet 4-PBA als sogenanntes Pro-Drug im
menschlichen Blutserum an Fettsdurebindungsstellen des Albumins (Roy et al., 2015) und wird
in den Mitochondrien der Leberhepatozyten und Nierenzellen rasch mittels B-Oxidation in
Phenylacetat (PAA) metabolisiert (Carducci et al., 1996). Im néichsten Schritt wird es mittels
Acetylierung mit Glutamin konjugiert, wodurch Phenylacethylglutamin entsteht, was an
Stickstoffmolekiile im Harnstoff bindet und schlieBlich iiber die Nieren ausgeschieden wird
(Luo et al., 2015). Auf diesem Weg wird das gebundene Glutamin und Stickstoff aus dem
Korper eliminiert, wodurch sich der Serum-Ammoniak, -Glutamin Blutspiegeln wieder

normalisieren.
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4-phenylbutyrate

Molekular Gewicht: 164.20 g/mol

Molekular Formel: C,H.,0,

Abbildung 2.5: 2D und 3D Strukturformel 4-Phenylbutyrat (4-PBA) (modifizierte Abbildung aus PubchemCID
4775, Abgerufen am 22.08.2021 -
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4775#section=2D-Structure und
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4775#section=3D-Conformer).

Die chemische Strukturformel von Natrium (4-) Phenylbutyrat (= dem Salz von 4-PBA). Wenn 4-PBA in geldste
Form {ibergeht, entfernt sich das Na*-Ion von der Carboxylgruppe und es liegt als negativ geladenes Ion in
Losung vor.

Neben den bereits genannten 4-PBA sind TUDCA bzw. UDCA, die am meisten im
Zusammenhang mit Krankheiten und in vivo getesteten chemischen Chaperone. TUDCA wird
klinisch bereits in der Therapie der priméren bilidren Zirrhose und der primér sklerosierenden
Cholangitis eingesetzt (Hetz et al., 2013). Bereits 2006 wurde gezeigt, dass chemische
Chaperone in der Lage sind, bei fettleibigen und diabetischen Miusen die korperliche
Gesamtsituation zu verbessern (sieche Ozcan et al., 2006). Das heifit, die korpereigene
Insulinsensitivitit stieg, wiahrend sich die Hyperglykédmie normalisierte. Dazu erholte sich die
Fettleber der Versuchstiere und parallel verbesserte sich die Insulinwirkung im Muskel, sowie
in der Leber.

In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass chemische Chaperone durch eine riickldufige

Leptinresistenz einen positiven Effekt auf den Fettstoffwechsel der Versuchstiere bewirken
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(Ozcan et al., 2009). In einem weiteren Mausmodell wurde dargestellt, dass 4-PBA und vor
allem TUDCA Inflammation, Apoptose und Nekrose reduzierten und so protektiv gegeniiber
Steatosis Hepatis (Fettleber) wirkten (Ben Mosbah et al., 2010). TUDCA und UDCA werden
in zahlreichen Studien eine Reduktion der Akkumulation toxischer Aggregate bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Prionen, ein zytoprotektiver Effekt durch
Reduktion radikaler Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS), sowie Privention
vor Apoptose bzw. mitochondrialer Dysfunktion zugeschrieben (Cortez und Sim, 2014). Eine
aktuelle Studie aus dem Jahr 2018 vergleicht den positiven Effekt einer zusitzlichen Einnahme
von UDCA zu dem first-line Antidiabetikum Sitagliptin (DPP 4-Inhibitor) bei Typ-2
Diabetikern mit chronischer Lebererkrankung (Shima et al., 2018). Die Patientengruppe, die
zusitzlich UDCA erhielt, zeigte auf der einen Seite eine erhdhte Blutaktivitdt von Glucagon
like Peptide-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum anderen eine stirkere Verminderung
des Hdamoglobin-Alc (HbAlc)-Blutwertes (Blutzuckergedichtnis). Beide Effekte sind als

prognostische Verbesserung eines Diabetes Mellitus zu werten.

2.7.2. Pharmakologische Anwendung von 4-Phenylbutyrat (4-PBA): Stand der
Forschung

Neben der zugelassenen, therapeutischen Anwendung von 4-PBA bei Enzymdefekten des
Harnstoffzyklus haben sich ebenfalls die Funktionen als Inhibitor des Enzyms
Histon-Deacetylase (HDAC) und damit der Genaktivierung gezeigt (siche Cousens et al., 1979;
Ma et al., 2016; Shi et al., 2018). Dies geschieht durch das Zusammenspiel von Acetylierung
(Aktivierung durch Histone Acetyltransferase) und Deacetylierung (Deaktivierung durch
HDAC) von N-terminal gelegener Lysinresten der Histone (Seto und Yoshida, 2014; Wang et
al., 2013). Inzwischen ist es klar, dass die Regulation der Chromatinstruktur wesentlicher
Bestandteil in der Kontrolle der Genexpression darstellt (Carducci et al., 1996; Kazantsev und
Thompson, 2008). Bereits 1996 wurde beschrieben, dass 4-PBA potenter als sein Metabolit
PAA wirkt und beide in humanen Prostata-Zellen Apoptose induzieren (Carducci et al., 1996).
Inzwischen wurde 4-PBA in zahlreichen Studien im Zusammenhang mit Krebserkrankung
getestet und befindet sich teilweise bereits in klinischen Studien der Phase II (Iannitti und
Palmieri, 2011); die Arbeit von Iannitti und Palmieri stellte heraus, dass 4-PBA Einfluss auf
Wachstumsinhibierung und Differenzierung von verschiedenen Tumor-Entititen aufweist.

Dazu zdhlen das Hepato-Zelluldres-Karzinom, Kolon- und Prostata-Karzinom,
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Burkitt-Lymphom, primdren Akuten Myeloischen Leukémie, Retino- und Medulloblastom,
Gliomen und in klinischen Phase II Testungen bei soliden Tumoren sowie high-grade
Astrozytomen. Auflerdem liegt auch im Feld neurologischer und neurodegenerativer
Erkrankungen ein grofler Fokus auf 4-PBA, wie z.B. bei Morbus Huntington oder den
motoneuronalen Erkrankungen Amyotrophe Lateral Sklerose und Spinale Muskelatrophie;
auch bei Multiple Sklerose hat 4-PBA die Neuroinflammation und den allgemeinen
Krankheitsfortschritt senken konnen (Chen et al., 2019). Mimori et al. (2012) zeigten, dass
4-PBA in humanen Neuroblastoma SH-SYS5Y Zellen, in vitro eine Akkumulation von
Parkin-associated endothelin receptor-like receptor verringerte. Zusétzlich kam es durch
Verminderung des ER-Stresses zur Reduktion apoptotischer Zellen. Des Weiteren stellten die
Autoren fest, dass die Potenz dieser Inhibierung, mit der Lange der Fettsdureschwénze in den
Fettsduren anstieg. Hier wurden ferner weitere Krankheiten aufgefiihrt, bei denen sich 4-PBA
mit positiver Wirkung auf die Pathogenese auswirkte: Zystische Fibrose, Sichelzell-Anémie,
Thalassdmien (Mimori et al., 2012; Powell und Zeitlin, 2002). Die Arbeiten von Xiao et al.
(Xiao et al., 2011), Ferriero und Brunetti-Pierri (Ferriero und Brunetti-Pierri, 2013), Zode et al.
(Zode et al., 2012) sowie Mohammed-Ali et al. (Mohammed-Ali et al., 2017) unterstreichen,
dass der positive Effekt unter anderem in Verbindung mit der Funktion von 4-PBA als
chemisches Chaperon steht. Durch 4-PBA gesenkter ER-Stress reduziert die durch Fett
induzierte Insulinresistenz, sowie B-Zell-Dysfunktion im Menschen (Xiao et al., 2011). Ferner
ermOglicht das chemische Chaperon bei Pyruvat-Dehydrogenase-Mangel eine verbesserte
Restaktivitit des Enzyms, vor allem im betroffenen Cerebrum (Ferriero und Brunetti-Pierri,
2013). Zode et al. (2012) fanden im myocilin gene (MYOC) Mausmodell heraus, dass 4-PBA
in Form von topisch, okkuldr verabreichte Augentropfen eine signifikante Verringerung der
Auftrittswahrscheinlichkeit eines erhohten Augeninnendrucks bewirkte. Die Pathogenese des
Offenwinkelglaukoms ist auf die Agglutination von fehlgefalteten Myocilins innerhalb des ER
zurlickzufiihren. Die Folge ist die Induktion von ER-Stress und die Aktivierung der UPR. Da
der MYOC-Defekt bis jetzt der bekannteste Grund fiir die Entstehung eines primér chronischen
Offenwinkelglaukoms ist (Zode et al., 2012), gibt 4-PBA Hoffnung auf weitere
Therapieansitze bei dieser Erkrankung. Mohammed et al. (2017) untermauerten in einer Studie
zu chronischen Nierenerkrankungen (CKD), dass 4-PBA als molekulares Chaperon die
Proteinfaltung im ER unterstiitzt und so den ER-Stress senkt. Ferner hemmt es die
Hochregulierung von Schliisselgenen der UPR und wirkt so protektiv im klinischen Verlauf der

CKD (Mohammed-Ali et al., 2017).
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2.7.3. Pharmakologische Anwendung von Azoramide (AZO): Stand der
Forschung

Ahnlich wie 4-PBA wird Azoramide (AZO), mit dem Molekulargewicht von 308,8 g-mol ! und
der Molekularformel CisHi7CIN2OS (PubchemCID 7518316, 22.08.2021), als chemisches
Chaperon bzw. Modulator der UPR beschrieben (Abb. 2.6). Experimentell konnte gezeigt
werden, dass es zum einen die Proteinfaltung verbessert und zum anderen die Expression
molekularer Chaperone des ER stimuliert, wodurch der ER-Stress geringer gehalten werden
kann, indem die Faltungskapazitdt erhoht und somit die ER-Funktion aufrechterhalten wird
(Siehe Fu et al., 2015; Guillen, 2016). So zeigte sich, dass nach einer Inkubation mit AZO und
der anschliefenden Behandlung mit dem ER-Stress induzierenden TG, der ER-Stress Indikator
CHOP im Gegensatz zur Kontrolle nicht hochreguliert wurde und Zellen vor Dysfunktionen
und Apoptose bewahrt wurden. Neben den positiven Wirkungen auf ER-Stress zeigt AZO
diverse antidiabetische Effekte, gesteigerte Insulinsensitivitdt, Kardioprotektion auf Insulin
resistenten Herzmuskelzellen, pankreatischen f-Zell Erhalt, aber auch eine positive
Beeinflussung auf erhohte Blutfette und dadurch hervorgerufen histopathologische
Anderungen (Bagci et al., 2019; Fu et al., 2015; Okatan et al., 2019; Ruan et al., 2018). So senkt
AZO ferner durch eine Chlamydia pneumoniae Infektion induzierte ER-Stress/UPR-anhéngige
Lipolyse und fatty acid-binding protein 4-Sekretion von Adipozyten (Walenna et al., 2020). In
der neuesten Arbeit zu dem noch wenig erforschten small molecule Azoramide beobachteten
Ke et al. (2020), dass Azoramide wie 4-PBA neuroprotektive Eigenschaften auf pathologische
Morbus Parkinson ausldsende dopaminerge Neuronen aufweist. Genauer fanden sie heraus,
dass AZO die UPR moduliert, ER-Stress abwendet, die Ca’>"-Homdoostase moduliert und die
mitochondriale Funktion aufrechterhilt, was in der Summe in einer erhohten
Widerstandsfihigkeit und Uberleben der Zellen resultiert (Ke et al., 2020; Kitakaze et al.,
2019).
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Azoramide:
N-[2-[2-(4-chlorophenyl)-
1,3-thiazol-4-yllethyl]lbutanamide

Molekular Gewicht: 308.8 g/mol

Cl Molekular Formel: C,.H,.CIN,OS

Abbildung 2.6: 2D und 3D Strukturformel von Azoramide (AZO) (modifizierte Abbildung aus PubchemCID
7518316, Abgerufen am 22.08.2021 -
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75183 16#section=2D-Structure und
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/7518316#section=3D-Conformer).

2.8. Ziele der Arbeit

Das ER fungiert als zentrales, wesentliches Zellorganell der Proteinsynthese und dient als
Hauptspeicherorganell fiir Ca?>" (siehe Kapitel 2.1). Der in der ER-Membran befindliche
ubiquitdr vorkommende Sec61-Komplex wurde als Proteintranslokase naszierender
Polypeptidketten identifiziert. Dariiber hinaus fungieren Sec61-Komplexe als Ca**-Leckkanile
und stellen somit einen wesentlichen Bestanteil der Ca?’-Homdostase dar
(siche Kapitel 2.4.2.1). Es konnten auf zelluldrer Ebene einige Regulatorproteine fiir das durch
Sec61-Komplexe  vermittelten ~ Ca?"-Leck  (Ca?"-Efflux)  identifiziert = werden
(siche Kapitel 2.4.2.1). Entsprechend der nachgewiesenen Regulatorproteine ldsst sich
beispielsweise das Ca?*-Leck durch die CaM-Antagonisten (Ophiobolin A und Trifluoperazin)

sowie durch die Induktion von ER Stress durch Anhdufung unvollstindig gefalteter Proteine
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(Tunicamycin und Dithiothreitol) vergroBern (siehe Kapitel 2.5). Das Ca**-Leck wird innerhalb
des ER unter anderem durch das zentrale Chaperone BiP limitiert (siche Kapitel 2.3.1). In dieser
Arbeit sollte deshalb untersucht werde, inwieweit chemische Chaperone das Ca**-Leck aus dem
ER beeinflussen konnen. Als Vertreter der chemischen Chaperone wurden 4-Phenylbutrate
(4-PBA) und Azoramide (AZO) gewdhlt.

Neben weiteren epigenetischen und molekularen Effekten wurde fiir 4-PBA beschrieben, dass
es neben der Hochregulierung von Schliisselgenen der UPR auch als molekulares Chaperon die
Proteinfaltung im ER unterstiitzt und dadurch ER-Stress der Zellen senkt (Mohammed-Ali et
al., 2017). Auch fiir Azoramide konnte gezeigt werden, dass neben einer verbesserten
Proteinfaltung und erhohten Expression molekularer Chaperone, die UPR und
Ca**-Homoostase moduliert, ER-Stress abgewendet und somit ein protektiver Effekt fiir das
Zelliiberleben und -funktion erbracht wird (Ke et al., 2020; Kitakaze et al., 2019. Die positiven
Effekte der beiden chemischen Chaperone auf unterschiedliche Pathogenesen und Krankheiten
sind in den Kapitel 2.7.2 und 2.7.3 detaillierter beschrieben.

Um mogliche Effekte von 4-PBA und Azoramide auf den Ca?*-Leck zu detektieren, wurden
Ca*"-Imaging-Experimente mittels Fura-2 an HEK-293 durchgefiihrt. Dabei wurde der
SERCA-Inhibitor Thapsigargin verwendet, um zytosolische Ca**-Transienten zu erzeugen,
welche das Ausmall des Ca?"-Lecks widerspiegeln. In dhnlicher Weise wurde das
Ca*"-Tonophor Tonomycin verwendet, um den intrazelluliren Ca?'-Gehalt zu bestimmen.
ER-Stress wurde pharmakologisch mit Hilfe der bekannten Sec61-Modulatoren Tunicamycin,
Dithiothreitol und Trifluoperazine induziert.

So legt diese Arbeit ihren Fokus auf die Erforschung moglicher Effekte von 4-PBA und
Azoramide auf das Ca**-Leck unter pharmakologisch induziertem ER-Stress. Das Ziel besteht
darin grundlegende Riickschliisse auf mogliche Effekte chemischer Chaperone auf die
Ca*"-Homoostase und insbesondere direkte Effekte auf den Ca?*-Leck aus dem ER und

Aufrechterhaltung des Ca?*-Gehalts im ER zu ziehen.
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3. Material und Methoden
3.1. Gerite und Software

3.1.1. Gerite und Materialien

Tabelle 3.1: Verwendete Gerite und Materialien.

Hersteller

Produkt

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Corning (Kaiserslautern)

Dumont (Schweiz)

Duran-Schott (Wertheim)

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

Falcon (Kaiserslautern)

Grainer Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Heidolph (Schwabach)
INTEGRA Biosciences GmbH (Biebertal)

Junghans (Schramberg)

Kinesis GmbH (Langenfeld)

Machery-Nagel GmbH & Co. KG
(Dtiren)

Merck Millipore (Darmstadt)
Miele (Giitersloh)

MS Laborgeriite Schroeder OHG
(Dielheim)

neoL.ab Migge GmbH (Heidelberg)

Nitril Handschuhe (Einweg)
Zell-Schaber (Einweg)

Pinzette

Deckglas (@ 25 mm),

Laborflasche (250 ml; 500 ml),
Messkolben (250 ml; 500 ml)
Galaxy® 14 S CO;-Inkubator,
Tischzentrifuge Minispin plus
Zellkulturschalen (35 mm x 10 mm)
Serologische Pipetten (1 ml; 2ml; 5 ml; 10 ml;
25ml),

Zentrifugenrdhre (15 ml; 50 ml)
Magnetriihrer

Halton LaminAir (Sterilwerkbank),
Pipet-Boy (Akku Pipettierhilfe)

Stoppuhr

HTL Single Channel Pipetten (2 - 20 ul; 20 -
200 pl; 100 - 1000 pl)

Wiégepapier (90 x 115 mm)

Milli-Q (Wasserautbereitungssystem)
Spiilmaschine

Absaugsystem; SANYO CO, Icubator
(Brutschrank)

Vortex Mixer
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Sarstedt (Numbrecht)

Sartorius AG (Gottingen)
Systec GmbH (Linden)

VWR (Darmstadt)

WTW (Weilheim)

Zeiss (Jena)

3.1.2. Imaging-System

Pipettenspitzen (200 ul; 1000 pl),
SafeSeal Reagiergefafie (1,5 ml; 2 ml),
Serologische Pipetten (1 ml; 2 ml; 25 ml),
TC Flasche (TC 75),

Zentrifugenrdhre (15 ml)

Feinwaage
Systec VX-95 (Autoklaviergerit)

Einfache einlagige Tissue-Wischer,
Erlenmyerkolben (250 ml; 500 ml),
Becherglas (250 ml; 500 ml),
Mikrorohrchen,

Pasteurpipetten

pH 526 (pH-Meter),
pH Elektrik SenTix41 (pH-Meter Spitze)

Axiovert 25 (Auflichtmikroskop)

Tabelle 3.2: Aufzidhlung der Bestandteile des Imaging-Systems des Experimentellen-Setups, das fiir die Fura-2

Fluoreszenzaufnahmen genutzt wurde.

Gerit Fabrikant Benennung

Mikroskop Zeiss (Jena) Inverses Fluoreszenz-Mikroskop
Kamera Zeiss (Jena) AxioCAM

Metallhalogenid Zeiss (Jena) HXP 120C

Lichtquelle

Chroma Technology Filter Visitron (T510/80m; Chroma Technology —GmbH
GmbH (Olching) T400Ip) (Olching)

Attofluor™ Life Technologies Calcium-Imaging-Messkammer
CellChamber (Darmstadt)
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AHF Analysentechnik
(Tiibingen-Pfrondorf)

Sutter Instruments
Company (Hofheim)

3.1.3. Software

Visitron Filter (340/26 Visitron-Filtersystem
BrightLine HC; 387/11

BrightLine HC)

Sutter Instruments Xenon-Gasentladungslampe
Company (Lambda DG-4)

Tabelle 3.3: Aufzihlung der in dieser Arbeit benutzten Software und deren Fabrikanten.

Software Fabrikant

VisiView Visitron Systems GmbH
Microsoft Word 2019 Microsoft Corporation
Microsoft Excel 2019 Microsoft Corporation

Microsoft Powerpoint 2019
OriginPro 8.6

SigmaPlot 10.0
CoralDRAW X4

EndNote X9

3.2. Chemikalien

Microsoft Corporation
OriginLab Corporation
Systat Software, Inc
Coral Corporation

Clarivate Analytics

Tabelle 3.4: Aufzihlung der in dieser Arbeit benutzten Chemikalien und deren Fabrikanten.

Hersteller

Produkt

Acros Organics (New Jersey, USA) Dimethylsulfoxid (DMSO)

ENZO Life Sciences GmbH (Lo6rrach) Ophiobolin A (OPHIO)

Invitrogen™/ThermoFischer Scientific Minimum essentiell medium (MEM),

(Suzhou, China)
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Merck Millipore (Darmstadt)
Roche Diagnostics (Rotkreuz, Schweiz)

Sigma Aldrich (Taufkirchen)

UdS (Saarbriicken)

VWR (Leuven, Belgien)

fetales Kélberserum (FCS),
Fura-2 AM,

Fura-2 Ca?" Imaging Calibration Kit,
Ionomycin (IONO),
Thapsigargin (TG)
D™-Glucose-Monohydrat
Dithiothreitol (DTT)
4-(2-Hydroxyethyl)Piperazine-1-
ethanesulfonic acid (HEPES),
Calciumchlorid (CacCl,),
Dimethylsulfoxid (DMSO),

Emetine (EME),

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’",N'- tetraacetic acid (EGTA),

Kaliumchlorid (KCI),
Magnesiumchlorid (MgCl,),
Phenylacetic acid (PAA),
Sodium Phenylbutyrate (4-PBA),
Trifluoperazine (TFP),

Trypsin,

Tunicamycin (TUNI)

Azoramide (AZO)

Ethanol,
Methanol

Natriumchlorid
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3.3. Substanzen und Wirkstoffe

Tabelle 3.5: Aufzihlung der in dieser Arbeit genutzten Substanzen, Wirkstoffe und deren Spezifikationen.

Substanz Wirkung Konzentration/Stocklosung Endkonzentration
(Losungsmittel)

Dimethylsulfoxid Ldsemittel

(DMSO)

Fura-2-AM Zytosolischer Ca®*- 1 mM (DMSO) 4 uM

(Fura) Indikator

Thapsigargin Irreversibler SERCA- 1 mM (DMSO) 1 uM

(TG) Inhibitor

Tonomycin Ca**-Ionophor 10 mM (DMSO) 10 uM

(IONO)

Tunicamycin N-Glykosylationinhibitor 10 mg/mL (DMSO) 10 pg/mL

(TUNID)

Dithiothreitol Detergens (Reduziert 1 M (DMSO) 10 pg/mL

(DTT) Disulfidbriickenbindungen)

Sodium- Co-Chaperon, Histon 1 M (H20) 1-, 5-, 10 mM

Phenybutyrat Deacetylase Inhibitor

(4-PBA)

Phenylacetic Co-Chaperon, Histon 5 M (H20) -5 mM

Acid Deacetylase Inhibitor

(PAA)

Azoramide Co-Chaperon 1 mM (DMSO) 5-, 10-, 20-, 50-,

(AZO) 100 uM

Ophiobolin A Calmodulininhibitor 100 mM (DMSO) 100 uM

(OPHIO)

Trifluoperazine  Calmodulininhibitor 10mM (DMSO) 10 uM

(TFP)
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3.4. Verwendete Losungen fiir die zytosolische Ca?"-Messungen

Tabelle 3.6: Aufzihlung der in dieser Arbeit genutzten Losungen.

Ca**-freie Losung Ca**-Losung nominal Ca**-freie Losung
(ZCa) (1Ca) (NCaF)
NaCl 140 mM 140 mM 140 mM
KCl 4 mM 4 mM 4 mM
MgCl. 1 mM 1 mM I mM
D-Glukose 10 mM 10 mM 10 mM
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM
EGTA 0,5mM e s
CaCl, ImM
pH 7,42 7,42 7,42

3.5. Zelllinien und Primarzellen

3.5.1. Humane epitheliale Zelllinie (HEK-293)

Zur Durchfithrung aller Experimente in Bezug auf die chemischen Chaperone 4-PBA und
Azoramide, kam die etablierte, humane epitheliale Zelllinie ,, human embryonic kidney “ HEK-
293 zum Einsatz. Diese entstammt urspriinglich einer menschlichen, femininen, embryonalen
Nierenzelle, welche durch Insertion von DNA-Sequenzen des humanen Adenovirus 5 kiinstlich
transformiert und dadurch sehr robust gegen duBlere Umweltfaktoren gemacht wurde (Graham

et al., 1977). Die Zellen wurden von American Type Culture Collection (ATCC) erworben.

3.5.2. Murine-Hautfibroblasten (Y344H)

Zur Durchfiihrung einer Experimentreihe der Vorversuche, wurden murine-Hautfibroblasten

von homozygoten Méusen mit einer Punktmutation im Sec61alY3*! (Y344H) Gen, der Firma
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The Jackson Laboratory verwendet. Diese Primédrzellen wurden im Vorfeld aus 5 Méusen
prépariert, gepoolt und bis zur Verwendung tiefgefroren. Die Versuche erfolgten gemafl dem
Tierschutzgesetz und wurden durch den Amtstierdrztlichen Dienst des Landesamts fiir
Verbraucherschutz des Saarlandes offiziell genehmigt (Versuchsvorhaben Nr. 25/2014 vom
25.10.2014).

Die Entwicklung der Mausmutante geht auf Erfahrungen von Lloyd et al., 2010 zurtick, die eine
homozygote Maus mit einer Punktmutation im Di-Tyrosin-Motiv des SEC61A1-GEN
etablierten. Hierzu wurde das stark konservierte Tyrosin an Stelle 344 durch Histidin ersetzten;
In der Wissenschaft wird dies als Sec61alY3*! Mutation bezeichnet. Die Mausmutante Y344H
zeigte in ihren Experimenten eine Hyperglykdmie, die als Folge einer Insulininsuffizienz, durch
ER-Stress induzierte B-Zell-Apoptose resultierte (Lloyd et al., 2010). Neben diesem Typ-II-
Diabetes fiihrt eine Mutation in der Sec6lo-UE ebenfalls zu einem Variablen

Immundefektsyndrom (Zimmermann, 2016).

3.5.3. Kultivierung der verwendeten Zelllinien

Fiir die Zellkultivierung wurden die Zellen in spezielle 75 ¢m? Kulturflaschen appliziert und
mit ca. 8§ ml standardisiertem Zellmedium ,,Minimum essentiell medium* (MEM), 10% hitze-
inaktivierten fotalem Kdlberserum (FCS,) sowie 1% Penicillin/Streptomycin (P/S)
supplementiert. Danach wurden die Kulturflaschen in einen luftbefeuchteten Inkubator platziert
und unter diesen Wachstumsbedingungen bei 5% CO> und 37°C belassen.

Das Zellwachstum wurde anschlieBend manuell kontrolliert, wobei alle 48 h — 72 h bei
Erreichen von 80% Zelldichte die Zellen passagiert und dann entweder wie oben beschrieben
kultiviert oder fiir Experimente in kleine Petrischalen vereinzelt wurden. Bei der Passage wurde
zunichst das Kulturmedium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen dreimal mit
Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Danach wurden die Zellen mittels 3 ml
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraacetat,) behandelt. Die physiologisch im Verdauungstrakt
vorkommende  alkalische  Protease  Trypsin initilert den  Abbauprozess der
Zell-Matrix-Kontakte. Uber diese extrazellulidre Matrix, verbinden sich die adhirenten Zellen
mit dem Kunststoff der Zellkulturflasche. Nach der proteolytischen Ablosung kann EDTA dann
als Ca?"-Chelator die Zell-Zell-Verbindungen trennen. Alle Kulturmedien wurden bei 2-8 °C
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im Kiihlschrank gelagert und kurz vor Gebrauch mittels eines Wasserbades langsam auf 37 °C
erwarmt.

Fiir die Ca**-Imaging Experimente wurden die Zellen auf 25 mm Deckglaser (,, Coverslips )
ausplattiert. Die Coverslips sind in einem vorausgegangenen Schritt fiir 20 Minuten (min) bei
Raumtemperatur (RT) mit 0,1 mg/ml Poly-I-lysine (PLL) inkubiert worden, um eine
adhérentere Oberflache fiir das Wachstum der Zellen bieten zu konnen. Danach wurden die
Coverslips dreimal mit PBS gewaschen. Nach dem Ausplattieren wurden die Coverslips auf
dem Boden einer 35 mm Kunststoff Petrischalen platziert und mit 1,5 ml MEM + 10% fotales
Kélberserum iiberdeckt. AnschlieBend wurden sie unter denselben Bedingungen wie oben

beschrieben inkubiert.

3.6. Ca?*-Imaging

3.6.1. Aufbau und Funktionsweise des verwendeten Zweikanal-Imagingsystems

Zur Bestimmung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration kam ein Live Cell Ca?*-Imaging Setup
von ,,Visitron Imaging System* zur Anwendung (Abb. 3.1). Der gesamt Systemaufbau
beinhaltet ein inverses Fluoreszenzmikroskop, eine semi-konfokale Komponente (X-Light), die
Kamera-Einheit (ORCA-D2), zwei Lichtquellen Xenon-Gasentladungslampe (Lambda DG-4)
und eine LED-Lampe (Spectra-5). Spectra-5 ist wihrend der Fura-Messungen (siche Kapitel
3.6.2) auBer Betrieb und der Filterwiirfel der X-Light-Einheit — bestehend aus einer
Spinningdisk, einem dichroischem Spiegel und Emissionsfilter — ist aus dem Strahlengang
geklappt, um das Licht unbeeinflusst passieren zu lassen.

Fiir die Experimente wird durch die Xenon-Gasentladungslampe (DG-4) Licht erzeugt. Der
Exzitationsfilter wiederum lisst nur Licht einer vom Versuchsaufbau abhingigen Wellenldnge
zum Mikroskop und von dort iiber einen dichroischen Spiegel weiter zur Messkammer
passieren. Die hier befindlichen Zellen der Probe, die vorab mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-
2-AM beladen wurden, emittieren und reflektieren darauthin Licht einer anderen Wellenlénge.
Dieses passiert den dichroischen Spiegel und den Emisionsfilter im Mikroskop, wodurch nur
Licht einer bestimmten Wellenldnge weitergeleitet wird. Unbeeinflusst durchdringt dieses den
freien Strahlengang des X-Light, um nach letzter Passage von dichroischen Spiegel und
Emisionsfilter innerhalb der ORCA-D2-Einheit auf das ,,Charge-coupled Device™ 1 (CCD1) zu

treffen. Hier wird das Lichtsignal von Kamera 2 detektiert und mittels der Software ,,VisiView*

51



Material und Methoden

in eine elektronische Information umgewandelt. Die so erhobenen Daten in Verkniipfung mit
Microsoft Excel 2019 sind einerseits Grundlage der Analyse und dienen andererseits der

Visualisierung der gewonnenen Informationen

Zellen

DG4
W, i <@
Em J | <Ex

Mikroskop

Spectra-5

X-Light
~O
. >W

o~ ..O/. Em a
Q 58
< ", T O
O 8 E
(r ., o
o | Em.... =
CCD2
Kamera 1

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des verwendeten Ca?'-Imagingsystems.

Das System basiert auf fiinf Komponenten: Den Zwei Lichtquelle DG-4 mit Exzitationsfilter (Ex = blau) und
Spectra-5, sowie Mikroskop, X-Light, ORCA-D2. Bis auf die Lichtquellen bestehen die Komponenten aus einem
Filterwiirfel, der sich aus dichroitischem Spiegel (Di = griin Linie) und 1 bzw. 2 Emissionfilter (Em = rote Linie)
zusammensetzt. In der X-Light Einheit ist zusétzlich ein Spinningdisk (grauer Kreis) verbaut. Die
Bildverarbeitungseinheit ORCA-D2 dient der Detektion der Lichtsignale, mittels zwei verbauter Kamerasensoren
CCDI und 2. (Zur Verfiigung gestellt von der Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie, Universitét des
Saarlandes).

3.6.2. Fura-2 AM

Fir die ratiometrischen Ca*-Imaging Experimente zur Ermittlung der zytosolischen
Ca?"-Konzentrationsédnderung ist Fura-2 verwendet worden. Fura-2 ist eine sogenannte

Ca*"-Indikatorsubstanz, mithilfe derer sich, nach vorheriger Kalibrierung, qualitative
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Anderungen sichtbar und quantitative Ca?*-Werte berechnen lassen. Dieses Molekiil wurde
1985 von Roger Tsien etabliert und stellt in seiner Grundform ein Derivat des Ca?*-Chelators
1,2-Bis(o-Aminophenoxy)Ethan-N,N,N'\N' Tetraessigsdure (BAPTA) dar, das nur schlecht
Membranen iiberwinden kann (Grynkiewicz et al., 1985). Durch die Kopplung von
Acetoxymethylester (AM), werden die vier negativen, hydrophilen Ca?*-bindenden
Carboxylgruppen besetzt und die Permeation {iber die Plasmamembran der Zelle ermoglicht.
Nach erfolgreicher Diffusion von Fura-2-AM in das Zytosol, werden die Estergruppen von
ubiquitdren, unspezifischen Estereasen abgespalten und der ,,aktive* Indikator-Farbstoff Fura-2
verbleibt im Intrazellularraum. Wiahrend einer ratiometrischen Messung wird Fura-2 mit
UV-Licht der Wellenldngen 340 nm sowie 380 nm angeregt und die Emission von Fura-2 bei
510 nm detektiert. Dabei macht man sich den spektralen Charakter von Fura-2 zunutze: Mit der
Bindung eines Ca**-Ions geht eine Verschiebung des Fura-2 Fluoreszenzexzitationsmaximum
von 380nm (wenn kein Ca?" gebunden) auf 340 nm (wenn Ca’* gebunden) einher. Die
Emissionswellenldnge in beiden Féllen bleibt konstant bei 510 nm. Auf diese Weise wirkt
Fura-2 als ratiometrischer Ca?*-Sensor. Denn folglich heift das: Wenn die Ca?*-Konzentration
im Zytosol zunimmt, steigt ebenso die Intensitét der Fluoreszenzemission bei 510 nm nach
Anregung mit 340 nm, wohingegen sich die Intensitit im Gegenzug bei Anregungen von 380
nm vermindert.

Nach anschlieBender Quotientenbildung (= Ratio, R) der unterschiedlichen Emissionen bei
340 nm und 380 nm (F340/F380), ergibt sich ein Wert als Messgrofle, der auf der freien
Ca’**-Konzentration basiert. In dem hier verwendeten Zweikanal-Imagingsystem (Abb. 3.1)
wird Fura-2 aus technischen Griinden mit Wellenléngen von 340 und 387 nm angeregt und die
Emission bei 510 nm detektiert. Daher wird die Ratio F340/F387 gebildet. Vorteilhaft ist, dass
auf diese Weise keine anderen Faktoren wie Farbstoftkonzentration oder Beleuchtungsstérke
Einfluss auf die Ratio ausiiben (Barreto-Chang und Dolmetsch, 2009). Ferner weist Fura-2 eine
Ca*-Affinitit (K4 ~145 nM) auf, die dem endogenen Ca’'-Level einer im Ruhezustand
befindlichen Zelle entspricht, und andererseits eine Sensitivitét fiir ein weites Spektrum an
Ca**-Konzentrationen ~50 nM bis ~1,5 uM (Grynkiewicz et al., 1985; Paredes et al., 2008).

Beides macht Fura-2 zu einem idealen zytosolische Ca?*-Sensor.
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3.6.3. Kalibrierung der Fura-2 Ratio-Werte

Bestimmung der K. Fiir eine systemunabhingige, quantitative Vergleichbarkeit der
Ca?"-Konzentration durch die in den Experimenten erhobenen Ratio F340/F387, wurde eine
Kalibrierung entsprechend einer etablierten Methode durchgefiihrt (e.g., Lang et al., 2011).
Dadurch lésst sich sowohl eine systemspezifische Dissoziationskonstante K4 von Fura-2 fiir
Ca®" bestimmen, als auch der zelltypspezifische minimal (Rmin) und maximal (Rmax)
detektierbare Ratiowert aufkléren. Anschlieend besteht die Moglichkeit, diese in eine dafiir
geeignete Umrechnungsvorschrift einzufiigen und so eine aussagekriftige Ca?*-Konzentration
fiir willkiirliche Ratio-Werte im linearen Bereich zu berechnen. Mittels eines Fura-2
Ca*"-Imaging-Kalibrierkits (Invitrogen), das auf einer definierten Ca?’-Verdiinnungsreihe
(0-39 uM) (Probeldsungen 1-11) basiert, wurde die systemspezifische, von der Messapparatur
abhingige Kq von Fura-2 fiir Ca?* ermittelt.

Diese Ca?'-Standardldsungen sind mit 50 puM Fura-2 und 15 uM Polystyren-
Mikropartikeln versetzt, was einen immer gleichméBigen Fliissigkeitsraum zwischen zwei
Deckgldsern und daher auch eine identische Fokusebene zur Standardisierbarkeit ergibt. Eine
weitere Probe liegt ohne Fura-2 vor (Probelosung 12), um anhand derselben die
Hintergrundfluoreszenz (HGss7, HG340) abzugleichen.

Fiir die Kalibrierung wurden 5 pl eines der Kalibrierstandard-Losungen auf ein vorab in
die Messkammer des Visitronsystem eingespanntes Deckglas (€ 25 mm) pipettiert und mittels
eines zweiten, schmaleren Deckglases (@ 10 mm) iiberdeckt. AnschlieBend erfolgte die
ratiometrische Messung der Fluoreszensintesitét bei 510 nm nach Exzitation mit 340 nm (F340)

und 387 nm (F3g7) jeweils eine der 12 Ca?*-Probeldsungen:
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Tabelle 3.7: Probeldsungen des Fura-2 Kalibrierkits (Invitrogen) zur Ermittlung der systemspezifischen Ka-,

Probelésung Fura-2 (uM) freies Ca* (uM)
1 50 0
2 50 0,017
3 50 0,038
4 50 0,065
5 50 0,1
6 50 0,15
7 50 0,225
8 50 0,351
9 50 0,602
10 50 1,35
11 50 39
12 - 39

Die dadurch entstehende Konstante spiegelt den Zusammenhang der experimentell erhobenen
Fluoreszens-/Emissionnsintensititen und der freien Ca**-Konzentration ([Ca®*]s.i) wider. Die
so gemessenen Werte konnen dann mittels der durch Grynkiewicz et al. (1985) etablierten

Formel folgendermafen kalkuliert werden (Grynkiewicz et al., 1985):

24 _ F387 max R - Ryn R= F340 — HG349
[Ca ]frei - KdX X R R = —F i
F387 min max 387 387
F3g7
Kd' = Kd X ( max)
F387 min

Wird die Formel durch Logarithmieren und Umformen in eine lineare Geradengleichung der
Form y = mx + b iiberfiihrt, resultiert aus der Nullstelle dieser Geraden (y = 0), demnach der
Schnittpunkt aus der Geraden und x-Achse. Dies ist der Logarithmus der Kq4. Dieser wiederum
ergibt schlieBlich durch Exponenzieren, die systemspezifische Kq- von Fura-2 fiir Ca?". Die
systemspezifische K¢ wurde mehrmals wéhrend der Untersuchung ermittelt. Die ermittelten
K¢ lagen zwischen 3,74 uM und 5,37 uM. Fiir die Umrechnung der Daten wurde 3,74 uM

verwendet.
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Abbildung 3.2. zeigt exemplarisch die Anwendung dieses Verfahrens bei dem der Schnittpunkt
bei -5,38 lag und dementsprechend die Kq- 4,11 uM war.

y =13,99 + 2,59 x y=0

-5,0

log [Caz‘“]frei X = -5.38
Kd' =4,11 uM

Abbildung 3.2: Beispielhafte Darstellung der logarithmischen Ratios bei 340 nm sowie 387 nm gegen die
Ca*"-Konzentration in Molar (sog. Kalibrierungsgerade).

Die lineare Regression mit den erhaltenen Daten ist in blau dargestellt. Fiir die Anfertigung der
Kalibrierungsgeraden, wurden zusétzliche Fluoreszenzintensititen von vorgefertigten Ldsungen des
Fura-2-Calcium-Imaging-Calibration-Kit (Invitrogen) bestimmt und im Graphen zur Darstellung gebracht. Die
Standard-Losungen enthalten vordefinierte Ca?'-Konzentrationen und entsprechen 0 bis 39 pM. Die dazu
gehorigen Ratios wurden wie oben beschrieben berechnet und anschlieBend logarithmisch gegen die
Ca*"-Konzentration aufgetragen. Mittels SigmaPlot10 wurden die Kalibrierungsgeraden y = y0 + ac erstellt. Auf
Grund der bekannten Ca?*-Konzentrationen der Standard-Ldsungen, bestand die Moglichkeit, durch Verwendung
und Umformung der Gleichung aus (Grynkiewicz et al., 1985), eine systemspezifische Kd* fiir FURA-2 von 4,11
uM fiir das zugrunde liegende Versuchs-Aufbau zu berechnen. Dadurch konnten, mittels der gemessenen
Intensitdten, die Ca2+-Konzentrationen aller folgenden Experimente berechnet werden.
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Bestimmung von Rmin und Rmax: Fiir die zugrunde liegenden Versuchsreihe wurden
HEK-293 Zellen zuvor fiir zwei Tage auf Deckgldsern kultiviert und mit einer 1 mM
Ca?*-Losung (1Ca) und einer Konzentration von 4 pM Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit
und RT beladen.

Fiir Rmin wurden die Zellen auf dem Deckglas mit einer 10 pM IONO und 300 pl 15 mM
EGTA-Ringerlosung (EGTA) fiir 10 min inkubiert und anschlieBend durch neues EGTA
ersetzt. Nach 4-maliger Wiederholung wurde der Coverslip in das Mikroskop eingespannt, mit
300 pl 15 mM EGTA-Ringerlosung (ZCa) bedeckt und die ratiometrische Messung alle 3 s bei
einer Belichtungszeit von 10 ms (binning: 4x) fiir 5 min durchgefiihrt. Die statistische Analyse

in Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch, dass Rmin bei einem Wert von 0,544 lag.

A B 2s: Rmin <0,519
1,65s: Rmin <0,53
1,5s: Rmin <0,546

S: Rmin_<0,557

0,575 1 45 - Rmin
N~
S _
S 0,565 1 = 30 1
g B N
(8 Reell S
fe) T
® 0,555 - N 15 -
(14
< _

Rmin
0,545 T T T T T 1 O L
0 100 200 300 0,525 0,575 0,625 0,675 0,725
Zeit (s) F340/387

Abbildung 3.3: Ermittlung der Rmin-Werte von HEK-293 Zellen zur Berechnung der entsprechenden
Ca?"-Konzentration.

(A) Rmin einer Zelle nach Applikation von 10 pM IONO und 300 ul 15 mM Ca**-freiem Pufferlosung ab Os bis
300s.(B) Verteilungsdiagram aller Messschalen und Zellen zur Ermittlung von Rmin fiir die Berechnung der
Ca*"-Konzentration der angeschlossenen Untersuchungsreihen.

Fir Rmax wiederum wurden die Zellen auf dem Coverslip zunidchst mit einer
nominal Calcium-freien Losung (NCaF) dreimal gewaschen und anschlieend 300 pl der NCaF

in die Messkammer pipettiert. Nach 180 s Messdauer wurden 300 pl einer 10 uM IONO und
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50 mM Calcium-Losung beigefiigt, so dass fiir die restlichen 12 min Messdauer eine
Endkonzentration von 25 mM Calcium-Ionen (Ca*") vorlag.

Nach Subtraktion der durch drei Messpunkte ermittelten Hintergrundintensitdt und
anschlieender Quotientenbildung aus F340/F387 konnten so maximale, sowie minimale
Fluoreszenzintensititen erhoben werden. Die statistische Analyse in Abbildung 3.4 zeigt

exemplarisch, dass Rmax bei einem Ratio-Wert von 6,247 lag.

2c: Rmax <6,68611

o: Rmax <8,59427
A ] B Rmax
—e— Rmax: IONO/25 mM Ca?* 121 i
12 _
4 i I 28 \\
N~ —_
[0 < g
2 8 (= g ® N
S o _
-3 < )
L 41 AR = Rmax Rohdaten N 41
—— Mittelwert _‘
0 T T T T 0 T T T T 1
0 400 800 4 8 12 16
Zeit (s) F340/F387

Abbildung 3.4: Ermittlung von Rmax-Werten zur Berechnung der entsprechenden Ca?*-Konzentration.

(A) Beispieldarstellung der ermittelten Ratios F340/F387 von Rmax einer Messschale nach Zugabe der 10 uM
IONO und 50 mM Ca**-Lésung bei 180s. (B) Verteilungsdiagramm aller Messschalen und Zellen zur Ermittlung

von Rmax fiir die Berechnung der Ca**-Konzentration der angeschlossenen Untersuchungsreihen.

3.7. Berechnung der Ca?*-Konzentration

Die ermittelten Parameter K4, Rmin und Rmax, die fiir die Berechnung ausgewéhlt worden
sind, wurde erhoben, wie in Abbildungen 3.2, 3.3 und 3.4 gezeigt wird. Die Konzentration der
freien Calciumionen [Ca?*]s.i wurde hieraus (nach Grynkiewicz et al., 1985) mit der folgenden

Formel berechnet:

Ko =3742,5 nM
- R - Rmin )
[Ca**]trei = Ky — Rmin =0,544
Rmax =6,247
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Dabei entspricht Kq- der empirischen Kd, R dem Verhéltnis der Fluoreszenz bei 340 nm zu der
Fluoreszenz bei 387 nm (F340/F387), Rmin der Ratio in der Abwesenheit von Ca** und Rmax
der Ratio bei saturiertem Ca?".

Abbildung 3.5 =zeigt exemplarisch die Fura-2-Signale nach einer Speicherentleerung,
hervorgerufen durch Thapsigargin (TG) und der korrespondierenden berechneten

Ca?"-Konzentration.

0,9 - » r 800
&% —©®— TG Antwort: F340/387
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Abbildung 3.5: Berechnung von Fura-2 Signalen in die korrespondierende Ca?'-Konzentration.

Beispiel fiir die Berechnung der Ca?*-Konzentration auf Basis der Fura-2 Ratiowerte F340/F387. Gezeigt werden
die Ratios F340/F387 nach Applikation von 1 uM Thapsigargin (TG). Zur Induktion eines Ca?*-Efflux wurden bei
180 s 2 uM TG appliziert, welches in 0.2% Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst wurde. Um die Endkonzentration
von 1 pM TG zu erreichen, wurde eine 2 pM TG-Losung in 0.5 mM EGTA-Ringerlosung (ZCa) in die
Messkammer gegeben, wobei die Verdiinnung 1:2 war. Dadurch resultiert eine END von DMSO von 0.1%. TG
induziert den ER-Stress und demaskiert den Ca**-Leckstrom in das Zytosol. Die gemessenen Ratios F340/387
(schwarz) wurden anschliefend in die dafiir korrespondierende Calcium-Konzentration (rot) umgerechnet. Die

Daten sind présentiert als Mittelwert + SEM.

3.8. Statistische Datenanalyse

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung der Programme SigmaPlot 10.0, Excel 2010
und 2019, OriginPro 8.6 durchgefiihrt. Von den gewonnenen Daten wurde der Mittelwert und
dessen Standardfehler (SEM, ,,standard error of the mean*) berechnet. Dieser steht fiir den

Umfang an Streubreite um den Mittelwert der gesamten Stichprobenmenge. In der vorliegenden
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Untersuchung wird dies als ,,Mittelwert + SEM* angegeben und représentiert immer die

Fehlerbalken in den Diagrammen, falls nicht gesondert angegeben. Die Berechnung fand wie

folgt statt:

SEM =

BN

Standabweichung aller Stichproben
(arithmetisches Mittel)
Stichprobenanzahl

Da innerhalb der Stichproben keine Normalverteilung auftrat, wurde das Signifikanzniveau mit

dem nicht-parametrischen Verfahren fiir zwei Stichproben, dem Kolmogorov-Smirnov-Test

(im Folgenden: KS-Test) erhoben. Eine Ablehnung der Nullhypothese mit einem P-Wert von

kleiner als 0,05 wurde als signifikanter Unterschied betrachtet. Je nach P-Wert des erhobenen

statistischen Tests, wurden die verschiedenen Signifikanzniveaus wie folgt voneinander

abgegrenzt und in den statistischen Abbildungen im Flgenden symbolisiert als:

p >0,05
0,05> p >0,01
0,01> p >0,001

p <0,001

>

>

>

>

n.s. (nicht signifikant)

*
%k

skkok
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3.9. Vorversuche zur Bestimmung optimaler Messparameter

3.9.1. Bestimmung der Dosiswirkungskurve fiir Thapsigargin und Ionomycin

Um zu untersuchen, welche Konzentrationen von dem SERCA-Inhibitor Thapsigargin und dem
Ca*"-Tonophor Tonomycin am besten fiir HEK-293 Zellen geeignet sind, wurde experimentell
eine Dosiswirkungskurve ermittelt, wobei Konzentrationen von 0,01-10 pM verwendet
wurden. Mit Hilfe von Fura-2 wurde die Verédnderung der zytosolischen Ca?*-Konzentration
detektiert (Abb. 3.6).

Hierbei zeigte sich eine hyperbolische Dosiswirkungskurve von TG, mit dem grdéBten
Ca?"-Efflux aus dem ER bei einer Applikation von 1 uM TG (Abb. 3.6 A, B).

Fiir die Versuche mit IONO zeigte sich eine sigmoidale Dosiswirkungskurve mit der grofiten

Ca**-Mobilisierung bei einer Applikation von 10 uM IONO (Abb. 3.6 C, D).

6004
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Abbildung 3.6: Ermittlung einer Dosiswirkungskurve von Thapsigargin und Ionomycin fiir HEK-293 Zellen.
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Fiir die Versuchsreihe wurden einen Tag alte, auf mit Poly-L-Lysine beschichteten Deckglésern kultivierte, HEK-
293 Zellen verwendet. Diese wurden mit einer 1 mM Ca?'-Losung (1Ca) und einer Konzentration von 4 pM
Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT beladen. Fiir die Messung wurden die Zellen auf dem Coverslip
zunéchst mit einer 0,5 mM EGTA-Ringerlosung (ZCa) zweimal gewaschen. Darauthin wurden 300 pl ZCa in die
Messkammer pipettiert und die ratiometrische Messung gestartet. Diese lief iiber 15 min, wobei alle 3 s bei einer
Belichtungszeit von 25 ms (binning: 4) jeweils ein Datenpunkt erfasst wurde. Verglichen wurden die quantitativen
Anderungen der intrazelluldren Ca?*-Konzentration (Ca*"i,(nM)) bei Anderung der Thapsigargin- (TG) bzw.
Ionomycin- (IONO) Konzentration, in Abhdngigkeit der Zeit. Die Endkonzentrationen (END) von TG und IONO
wurden in einfachen Exponentenschritten von 0,01 pM bis auf 10 pM gesteigert. TG wurde nach 180 s, IONO
nach 60 s, in Form einer der vier Stocklosungen von 0,02 uM; 0,2 uM; 2 uM; 20 uM (TG, IONO), mit dem
verwendeten Losungsmittel 0.2% Dimetyhlsulfoxid (DMSO), in 300 ul ZCa in die Messkammer appliziert. Durch
die Verdiinnung im Verhéltnis 1:2 resultiert eine Endkonzentration (END) von 0,01 uM; 0,1 pM; 1 pM; 10 pM
(TG, IONO) und eine END von DMSO von 0.1%. Die restliche Messdauer der TG-Experimente betrug 12 min,
die der IONO-Experimente 4 min. Die Experimente wurden zwei- bis dreimal wiederholt und es wurden 57-110
Zellen analysiert.

Zur besseren Darstellung wurde fiir (A) und (C) nur jeder zweite Messpunkt aufgetragen und die Daten sind
prisentiert als Mittelwert + SEM. (A) Graphische Darstellung der unterschiedlichen Ca**-Effluxe der vier
Konzentrationen von TG. (B) Zeigt die hyperbolische Dosiswirkungskurve von TG. Zur vereinfachten
Darstellung, wurden zwei Graphen aufgetragen (schwarz, rot): Der schwarze Graph, dessen Messpunkte linear
verbunden wurden als auch, zur Verdeutlichung des hyperbolischen Kurvenverlaufes, der rote Graph, der die
logistische Regression des schwarzen Graphen ist. (C) Graphische Darstellung der unterschiedlichen Ca?*-Effluxe
der vier Konzentrationen von IONO. (D) Zeigt die sigmoidale Dosiswirkungskurve von IONO.
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3.9.2. Bestimmung der Ca?’-Abhiingigkeit von Thapsigargin- und Ionomycin-
Effekten

Um die Eigenschaften der Ca?>*-Homdostase in HEK-293 bei verschiedenen extrazelluliren
Ca?"-Konzentrationen zu charakterisieren, wurde der TG- und IONO-Effekt in verschiedenen

Ca®*-Losungen getestet (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Analyse der Ca?’-Homdostase in HEK-293 Zellen nach Inkubation mit Thapsigargin und
Ionomycin in unterschiedlichen extrazelluliren Ca*-Konzentrationen.

Fiir die Versuchsreihe wurden zwei Tage alte auf Deckglidsern kultivierte HEK-293 Zellen mit einer | mM
Ca*-Losung (1Ca) und einer Konzentration von 4 uM Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT beladen. Fiir
die Messung wurden die Zellen auf dem Deckglas zundchst mit einer nominal Calcium-freien Losung (NCaF)
dreimal gewaschen. Darauthin wurden je nach Versuch 300 pl einer 1Ca-Ldosung oder einer 0,5 mM
EGTA-Ringerlosung (ZCa) in die Messkammer pipettiert und die Messung gestartet. Diese lief iiber 15 min, wobei
alle 3 s bei einer Belichtungszeit von 25 ms (binning: 4x) jeweils ein Datenpunkt erfasst wurde. Verglichen wurden

63



Material und Methoden

die Anderungen des intrazelluldren Ca?*-Konzentration (Ca®"i,(nM)) in den Ursprungsldsungen 1Ca und ZCa nach
TG- bzw. IONO-Gabe in Abhingigkeit der Zeit. (A) Fiir die Induktion eines Ca**-Efflux wurden bei 180 s 1 uM
TG hinzugegeben, woraus eine DMSO-Konzentration von 0,1% resultiert. Die Messung wurde durchgefiihrt in
Anwesenheit von 1 mM extrazellulires Ca?* (1Ca, rot) oder in 0,5 mM EGTA (ZCa, schwarz). (B) Um den
gesamten Ca?’-Gehalt der Zelle zu messen, wurde nach 180 s 10 uM IONO in ZCa hinzugegeben. (C) Definiert
wurden hier die basale Ca’>"-Konzentration (basal [Ca?'];) und die Differenz zwischen dieser und der maximalen
Ca?"-Konzentration (peak[Ca?'];), die als (A[Ca*']}) in den Analysen Abbildung D und E graphisch dargestellt
wurden. (D) Statistische Analyse der basalen [Ca®>']i aus Abbildung A. Die Daten sind prisentiert als
Mittelwert=SEM. (E) Statistische Analyse der Verinderung der zytosolischen Ca?*-Konzentration der in A und B
gezeigten Graphen. Die Daten sind prasentiert als Mittelwert=SEM.
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3.9.3.  Messung der Ca?*-Einstrome

Der ,store operated calcium entry* (SOCE) ist ein Mechanismus, den die Zelle nutzt, um
entleerte, zelleigene Ca®*-Speicher wiederaufzufiillen. Dieser wurde in HEK-293 Zellen
untersucht, in die zundchst nominal Ca**-freie-Losung (NCaF) plus TG appliziert und im
Anschluss 1 mM Ca*-Losung (1Ca) hinzugefiigt wurde. Erst nach Ca?*-Gabe im
Extrazellularraum kommt es zu Ca?*-Einstrom in die Zelle, was als SOCE bezeichnet wird

(Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Messung des ,,store operated calcium entry” (SOCE).

Hierfiir wurden die Messungen in einer NCaF begonnen und nach 180 s 1 uM TG appliziert. Der SOCE wurde
sichtbar, nach Erhohung der extrazelluliren Ca?’-Konzentration ([Ca*']c) auf 1 mM. Darstellung der
Ca*-Konzentration in [Ca*']i in Abhingigkeit der Zeit. Fiir die Versuchsreihe wurden zwei Tage alte, auf
Deckglisern kultivierte, HEK-293 Zellen mit einer 1 mM Ca?'-Losung und einer Konzentration von 4 pM
Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT beladen. Fiir die Messung wurden die Zellen auf dem Deckglas
zunichst mit einer NCaF dreimal gewaschen und anschlieend wurden 300 pl dieser Losung in die Messkammer
pipettiert. (A) Nach einfiigen der Messkammer in das Mikroskop des Visitronsystems wurde die ratiometrische
Messung alle 3 s bei einer Belichtungszeit von 25 ms fiir 30 min durchgefiihrt. Nach 180 s wurde 1 uM TG
hinzugeben und nach weiteren 750 s 1 mM Ca?’. Durch die erhohte [Ca*']. wurde ein weiterer Einstrom von
Ca*-Ionen in die Zelle detektiert. (B) Statistische Analyse der maximalen Ca?*-Zunahme nach TG-Gabe, sowie
des Effekts des SOCE nach 1 mM Ca?*-Applikation. Die Daten sind présentiert als Mittelwert=SEM.
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3.94. Messung des Tunicamycin-Effektes auf Ca?*-Signale

Wie in Kapitel 2.5 beschrieben, fiihrt TUNI, tiber die Akkumulation fehlgefalteter Proteine im
ER-Lumen, zu ER-Stress und induziert eine Erhohung des Ca?*-Lecks in HeLa-Zellen
innerhalb von Minuten (Schauble et al., 2012).

Um diesen TUNI-Effekt auf HEK-293 Zell zu testen, wurde eine Konzentration von 10 pg/ml
verwendet. Abbildung 3.9 zeigt, dass TUNI in HEK-293 Zellen eine Erhéhung der

TG-induzierten Ca*'-Mobilisation aus dem ER hervorruft und somit den Ca?"-Leck aus dem

ER erhéht.
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Abbildung 3.9: Effekt von Tunicamycin auf die Ca**-Homdostase in HEK-293 Zellen.

Fir die Versuchsreihe wurden 1 Tag alte, auf Deckglédsern kultivierte, HEK-293 Zellen mit einer 1 mM
Ca*-Losung (1Ca) und einer Konzentration von 4 uM Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT beladen. Fiir
die Messung wurden die Zellen auf dem Deckglas zunéchst mit einer 0,5 mM EGTA-Ringerldsung (ZCa) zweimal
gewaschen und anschliefend wurden 300 ul ZCa in die Messkammer pipettiert und die ratiometrische Messung
begonnen. Diese lief iiber 15 min, wobei alle 3 s bei einer Belichtungszeit von 25 ms (binning: 4x) jeweils eine
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Messung stattfand. Verglichen wurden die Anderungen des intrazellulidren Ca?*-Konzentration (Ca®"i, (nM)) in
ZCa nach TUNI in Abhéngigkeit der Zeit. (A) Es wurde der Effekt von TUNI auf den durch TG bewirkten
Ca?*-Efflux bei extrazellulirer ZCa ermittelt. Hierzu wurde bei 120 s 20 ug/ml TUNI in 300 uM ZCa Lsung, zu
den in der Messkammer befindlichen 300 uM ZCa Losung appliziert. Durch die Verdiinnung im Verhéltnis 1:2
resultiert eine Endkonzentration (END) von 10 pg/ml TUNI und eine END des fiir TUNI verwendeten
Losungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) von 0,1%. Fiir die Induktion eines Ca**-Efflux wurden 3 min spiter
600 pl einer 2 uM TG ZCa-Losung appliziert. Dadurch entstand eine Endkonzentration von 1 uM TG. Die Daten
sind présentiert als Mittelwert (rot) und als Rohdaten zehn exemplarisch gewéhlter Zellen (hellrot) (B) Der
verstirkte Ca?*-Efflux der mit 10 ug/ml TUNI behandelten Zellen wurde durch den Kontrollversuch
(Kontrolle/MOCK) gezeigt. Hierbei wurde TUNI durch DMSO in der Konzentration von 0,1% in EGTA ersetzt
und bei 180 s appliziert. Die DMSO-Gabe verlief entsprechend der Vorversuche in Abbildung A. Die Daten sind
présentiert als Mittelwert (schwarz) und als Rohdaten zehn exemplarisch gewéhlter Zellen (grau). (C) Zusammen
dargestellt sind die Graphen aus A und B (D) Statistische Analyse der basalen Ca?*-Konzentration (Basal) sowie
der maximalen Ca**-Konzentration (Maxima) in [Ca**]i (nM), der Kontrolle und der Versuche mit 10 pg/ml TUNI.
Die Anzahl der Zellen wurde als weile Zahlen im oder als schwarze Zahlen iiber dem jeweiligen Balken illustriert.
Die Daten sind présentiert als Mittelwert+SEM. (E) Statistische Analyse der aus den Ratios ermittelten
Ca?"-Konzentration (A[Ca?'];) in (nM). Die Anzahl der Zellen wurde in und iiber dem jeweiligen Balken illustriert.
Die Daten sind présentiert als Mittelwert+=SEM.
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3.9.5. Messung des Effektes von Trifluoperazine und Ophiobolin A auf
Ca**-Signale

Neben TUNI wurden auch OPHIO und TFP als Substanzen identifiziert, die als
CaM-Antagonisten zu einer Zunahme des ER Ca?*-Lecks fiihren (siehe Kapitel 2.5). In
Ca*"-Imaging Experimenten an HeLa-Zellen zeigte eine 10-miniitige Inkubation mit OPHIO
einen verstirkenden Effekt auf den TG-induzierten Ca?*-Efflux (Erdmann et al., 2011).
Entsprechend dieser Experimente wurde fiir die Experimente mit HEK-293 Zellen 100 uM
OPHIO verwendet. Zudem sollte im Vergleich dazu der Effekt von TFP auf den TG-induzierten
Ca?"-Efflux in HEK-293 Zellen untersucht werden. Hierzu wurde eine Konzentration von
10 uM TFP benutzt.

Abbildungen 3.10 und 3.11 zeigen, dass TFP in HEK-293 Zellen eine Erhohung der
TG-induzierten Ca**-Mobilisation aus dem ER hervorruft und somit den Ca?*-Leck aus dem
ER erhoht. Fiir OPHIO konnte dies in dieser Testreihe nicht bestétigt werden. Nach Applikation
von OPHIO kam es zu einem vorzeitigen intrazelluliren Ca?'-Anstieg vor TG-Gabe
(siche Abb. 3.12). Dieser Effekt konnte moglicherweise dazu gefithrt haben, dass die
TG-induzierte Ca?*-Mobilisation aus dem ER verringert ausfiel und den Ca?*-Leck aus dem ER

senkte.
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Abbildung 3.10: Effekt der Calmodulin-Inhibitoren Trifluoperazine und Ophiobolin A auf die Ca?*-Homdostase
in HEK-293 Zellen.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 10 uM TFP, 100 uM OPHIO oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren
8 min Messzeit wurde 1 pM TG zur Mobilisierung des Ca?*-Gehaltes der Zellen hinzugegeben und fiir 4 min
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weitergemessen. (A - C) Natiirliche HEK-293 Zellen wurden mit den aufgefiihrten CaM-Antagonisten oder mit
0,1% DMSO behandelt. Ein Ca?*-Efflux wurde bei Fehlen von extrazellulirem Calcium (ZCA) mittels TG
induziert. Der Mittelwert der Zellen wird in herausstechendem Farbton (rot, blau, schwarz) und die Rohdaten zehn
exemplarisch gewéhlter Zellen in abgestuftem Farbton (rosa, tiirkis, grau) dargestellt. Die Zellanzahl der Kontrolle
= MOCK (schwarz) betrug n=70, die der OPHIO 100 uM (blau) n=55 und die der TFP 10 uM (rot) n=32.
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Abbildung 3.11: Minimale, Maximale und ACa?*-Werte von HEK-293 Zellen nach vorheriger Inkubation mit den
Calmodulin Antagonisten Trifluoperazin und Ophiobolin A.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 10 uM TFP, 100 uM OPHIO oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren
8 min Messzeit wurde 1 uM TG zur Mobilisierung des Ca?*-Gehaltes der Zellen hinzugegeben und fiir 4 min
weitergemessen. (A) Zusammenfiihrende Darstellung der aus A-C ermittelten Mittelwerte der
Calcium-Konzentrations-Spitzen, nach TG Applikation. (B) Definition von A, Basal und Maximum. Folglich wird
Basal als [Ca?']iunmittelbar vor TG-Gabe und Maximum als gréBte [Ca®']i-Anderung nach TG-Gabe definiert. A
entspricht der [Ca?*]i-Anderung ab TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca?']i. (C) Statische Auswertung
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der unmittelbar vor der TG Gabe bestehenden Ca?'-Konzentration (Basal) sowie der Maximal erreichten
Ca?"-Konzentration (Maximum). (D) Statische Auswertung der intrazelluliren Ca?'-Konzentrationséinderung nach
der Gabe von TG. Die Anzahl der analysierten Zellen sind in und iiber den Balkendiagrammen angegeben. Die
Daten sind présentiert als Mittelwert+SEM.
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Abbildung 3.12: Ausschnitt der frithen zytosolischen Ca*"-Werte von HEK-293 Zellen nach Gabe der Calmodulin
Antagonisten Trifluoperazine und Ophiobolin A.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 1 min 10 uM TFP, 100 uM OPHIO oder ZCa (Mock) hinzugefiigt und fiir weitere
9 min fortgefiihrt. Es wurde der Effekt von TFP, OPHIO und Mock auf die [Ca®"]; bei extrazelluldrem ZCa ermittelt
und dessen Mittelwerte graphisch dargestellt. Die Daten sind présentiert als Mittelwert+=SEM.
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3.9.6. Messung des ER Ca’*-Lecks und des Ca?*-Gehalts von murinen-
Hautfibroblasten

Wie Kapitel 3.5.2 zu entnehmen liegt bei den murinen-Hautfibroblasten eine Punktmutation im
SEC61A1-Gen von Tieren der Y344H®"-Mutante vor, weshalb von einer verinderten
Sec61-Translokonfunktion auszugehen ist. Die Y344H-Mutation fiihrt vermutlich zu einem
gesteigerten Ca®*-Leck (Schiuble et al. 2012) (Kapitel 3.5.2). In den folgenden Kapiteln 3.9.6
—3.9.7 wurde die Antwort der murinen-Hautfibroblasten auf TG und IONO hinsichtlich eines
gednderten Ca®*-Lecks untersucht.

Bei beiden Versuchsreihen zeigten die murinen-Hautfibroblasten (Y344H) im Vergleich mit
WT murinen-Hautfibroblasten keinen signifikant unterschiedlichen Ca?*-Efflux aus dem ER
nach TG Applikation (Abb. 3.13). In dhnlicher Weise zeigte die IONO Applikation, dass der
Ca**-Gehalt der WT und Y344H murinen-Hautfibroblasten dhnlich sind.
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Abbildung 3.13: Analyse der Ca?’-Homdostase in Hautfibroblasten vom Wildtyp und einer Y344H+-Mutante
nach Behandlung mit Thapsigargin.
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Fiir die Versuchsreihe wurden zwei Tage alte, auf mit Poly-L-Lysine beschichteten Deckglasern kultivierte,
Hautfibroblasten vom Wildtyp (WT) sowie einer Y344H*")-Mutante (Y344H*?) verwendet. Diese wurden mit
einer | mM Ca?*-Losung (1Ca) und einer Konzentration von 4 uM Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT
beladen. Fiir die Messung wurden die Zellen auf dem Deckglas zundchst mit einer 0,5 mM EGTA-Ringerldsung
(ZCa) zweimal gewaschen. Darauthin wurden 300 pl ZCa in die Messkammer pipettiert und die ratiometrische
Messung gestartet. Diese lief tiber 15 min, wobei alle 3 s bei einer Belichtungszeit von 25 ms (binning: 4x) jeweils
eine Messung stattfand. Verglichen wurden die Anderungen des intrazelluliren Ca>*-Konzentration (Ca>"i,(nM))
in ZCa nach TG in Abhéngigkeit der Zeit. Die gemessenen Ratios 340 nm/387 nm wurden Im Anschluss in deren
korrespondierenden Ca**-Konzentration umgerechnet und graphisch dargestellt. (A) Zur Darstellung gebracht
wurde 2 reprisentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage. Fiir die Induktion eines Ca*"-Efflux wurde
bei 180 s, 2 uM TG, welches in 0,2% Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst wurde, in 300 pl ZCa Ldsung, zu den in
der Messkammer befindlichen 300 pM ZCa Losung, appliziert. Durch die Verdiinnung im Verhiltnis 1:2 resultiert
eine Endkonzentration (END) von 1 pM TG und eine END von DMSO von 0,1%. Der iibersichthalber wurden in
den Graphen [WT, Y344H®""] nur jeder 3te Messpunkt dargestellt. (B) Definiert wurden hier die basale
Ca*"-Konzentration (Basal), sowie die Differenz zwischen dieser und der maximalen Ca’'-Konzentration
(Maximum) die als A[Ca®"]; (Delta), in (C) graphisch dargestellt wurden. (C) Statistische Analyse der aus (A)
ermittelten Ca?’-Konzentration. Die Anzahl der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen angegeben.
Die Daten sind présentiert als Mittelwert+=SEM.
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Abbildung 3.14: Analyse der Ca?’-Homdostase in Hautfibroblasten vom Wildtyp und einer Y344H+-Mutante
nach Behandlung mit Ionomycin.
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Fiir die Versuchsreihe wurden zwei Tage alte, auf mit Poly-L-Lysine beschichteten Deckglasern kultivierte,
Hautfibroblasten vom Wildtyp (WT) sowie einer Y344H")-Mutante (Y344H"") verwendet. Diese wurden mit
einer 1 mM Ca?"-Lsung (1Ca) und einer Konzentration von 4 uM Fura-2-AM fiir 20 min bei Dunkelheit und RT
beladen. Fiir die Messung wurden die Zellen auf dem Deckglas zundchst mit einer 0,5 mM EGTA-Ringerldsung
(ZCa) zweimal gewaschen. Darauthin wurden 300 pl ZCa in die Messkammer pipettiert und die ratiometrische
Messung gestartet. Diese lief tiber 15 min, wobei alle 3 s bei einer Belichtungszeit von 25 ms (binning: 4x) jeweils
eine Messung stattfand. Verglichen wurden die Anderungen des intrazelluliren Ca>*-Konzentration (Ca>"i,(nM))
in ZCa nach TG in Abhéngigkeit der Zeit. Die gemessenen Ratios 340 nm/387 nm wurden Im Anschluss in deren
korrespondierenden Ca**-Konzentration umgerechnet und graphisch dargestellt. (A) Zur Darstellung gebracht
wurde 2 reprisentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage. Fiir die Induktion eines Ca**-Efflux wurde
bei 180 s, 20 uM IONO, welches in 0.2% Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst wurde, in 300 pul ZCa Losung, zu den
in der Messkammer befindlichen 300 uM ZCa Losung, appliziert. Durch die Verdiinnung im Verhéltnis 1:2
resultiert eine Endkonzentration (END) von 1 pM TG und eine END von DMSO von 0,1%. Der iibersichthalber
wurden in den Graphen [WT, Y344H""] nur jeder 3te Messpunkt dargestellt. (B) Definiert wurden hier die basale
Ca*"-Konzentration (Basal), sowie die Differenz zwischen dieser und der maximalen Ca’'-Konzentration
(Maximum) die als A[Ca®"]; (Delta), in (C) graphisch dargestellt wurden. (C) Statistische Analyse der aus (A)
ermittelten Ca?*-Konzentration. Die Anzahl der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen angegeben.
Die Daten sind présentiert als Mittelwert+=SEM.
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4. Ergebnisse
4.1. Anderung der Ca?*-Homéostase nach 4-Phenylbutyrat (4-PBA)-Inkubation

4.1.1. Messung des Thapsigargin induzierten Ca2*-Efflux nach 4-PBA Inkubation

Das ER, welches den Hauptkalziumspeicher der Zelle darstellt, unterliegt genauen
Regulierungen zur Aufrechterhaltung der Ca?*-Homdostase. In dieser Arbeit liegt der Fokus
auf dem sogenannten Ca**-Leck liber der ER-Membran. Es ist bereits bekannt, dass der
Sec61-Kanal, welcher Proteine in das ER-Lumen transloziert, eben solch einen Ca**-Leckkanal
darstellt (Lang et al., 2011). Dabei wird dieser Ca®>*-Ausstrom endogen auf zytosolischer Seite
durch CaM und auf luminaler Seite durch das Chaperon BiP limitiert (Schéuble et al., 2012;
Erdmann et al., 2011). Die meisten dieser Arbeiten wurden mit HeLa Zellen durchgefiihrt. In
den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass der Ca?*-Leck aus dem ER in den HEK-293
Zellen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet werden, auch mit Beteiligung von CaM und
BiP reguliert wird (Abb. 3.9, 3.10, 3.11, 3.12). In der vorliegenden Arbeit sollte zunéchst
untersucht werden, ob das chemische Chaperon 4-Phenylbutyrat (4-PBA) das Sec6la-
vermittelten Ca?*-Leck ebenso limitiert. Hierzu wurden HEK-293 Zellen mit dem zytosolischen
Ca**-Indikator Fura-2 beladen (Kapitel 3.5.3) und das Ca?*-Leck wurde mittels TG demaskiert.
Dieses Verfahren wurde in Vorversuchen optimiert und fiir jedes Ca?*-Imaging-Experiment
durchgefiihrt (Kapitel 3.9, Abb. 3.6.). Um festzustellen, ob es durch Vorbehandlung mit 4-PBA
zu einer Verinderung des Ca?*-Efflux kommt, wurden mit 4-PBA behandelte Zellen mit einer
Kontrolllosung (0,5 mM EGTA = ZCa) ohne 4-PBA (Mock) verglichen. In Abbildung 4.1 A
sicht man den zeitlichen Verlauf exemplarischer Experimente mit und ohne 12-miniitiger
4-PBA Inkubation. Die TG-Antwort wurde analysiert, in dem der basale Wert vor TG-Zugabe
von dem Maximum der TG-Antwort subtrahiert wurde, was dem netto Ca?*-Efflux entspricht
(A[Ca?*]i). Diese Berechnung gilt fiir alle nachfolgenden Analysen. Nach 4-PBA-Applikation
konnte im Vergleich zur Kontrolle (ZCa) ein signifikanter Anstieg der [Ca?']; detektiert werden
(Abb. 4.1 A und B). Nach 15 min wurde TG appliziert, was eine langsamere Kinetik und auch
eine Reduzierung der TG-Antwort der 4-PBA-behandelten Zellen hervorrief. Wie in
Abbildung 4.1 B zu erkennen stieg die [Ca*"]i der Kontroll-Zellen von basal 96,23 + 1,84 nM
auf das Maximum 1062,01 + 21,78 an, was einer Differenz von 965,78 + 22,39 nM entspricht.
Fiir die 4-PBA behandelten Zellen konnte ein Ca**-Ausstrom von basal 118,62 + 2,3 nM auf
Maximum 827,34 + 9,51 nM also durchschnittlich um 708,76 + 10,87 nM detektiert werden.

Im Vergleich fiel auf, dass die Gabe von 4-PBA zu einem signifikanten Anstieg des basalen
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Ca**-Wertes um 4,2% fiihrte gegeniiber der Kontrolle (Abb. 4.1 B). Abbildung 4.1 B zeigt die
hohe signifikante Differenz der Maximalwerte nach TG Applikation von 22,1% und wird in
Abbildung 4.1 C dargestellt. Die Differenz A[Ca?"]; zeigt eine signifikante Verringerung von
26,61% nach Vorbehandlung mit 4-PBA im Vergleich zu den Kontroll-Versuchen. Die
detektierten Ratio-Werten (Abb. 4.1 D-E), sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Tabelle 4.1: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.1 D-E.

Mock 4-PBA
Basal (F340/F387) 0,69 + 0,003 0,72 £ 0,003
Maximum (F340/F387) 1,75+ 0,02 1,56 £ 0,001

Delta (AF340/F387) 1,07 £ 0,02 0,85+ 0,01

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Inkubation mit 5 mM 4-PBA eine
Erhohung der basalen [Ca?']; und eine verringerte TG-Antwort zur Folge hat, was auf einen

verringerten Ca?" Leck aus dem ER moglicherweise zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 4.1: Effekt einer 12-miniitigen Inkubation von 4-PBA auf den Ca**-Leckstrom aus dem ER.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 1 pM TG zur Demaskierung des Ca?*-Lecks hinzugegeben und fiir 27 min weitergemessen. (A) Gezeigt
sind die [Ca*"]i der Kontrollzellen (Mock, schwarz) und der 5SmM 4-PBA-behandelten Zellen (5SmM 4-PBA, rot).
Auf der y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca**-Konzentration [Ca®]; aufgetragen, die in Abhéngigkeit der
jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. Graphische kommen zwei reprisentative
Experimente zwei unterschiedlicher Tage zur Darstellung. (B) Statistische Analyse der basalen und maximalen
[Ca*"]i.(C) Gezeigt ist die Differenz aus der maximalen und basalen [Ca®'];, was als (A[Ca?'];) dargestellt ist. (D)
Statistische Analyse der basalen und maximalen Ratio-Werte F340/387. (E) Gezeigt ist die Differenz aus den
maximalen und basalen Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios F340/387 dargestellt ist. Die Versuche wurden
an 7 Tagen mit 13 gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 5 mM PBA = 15; Mock = 13). Die Anzahl
der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen angegeben. Die Daten sind présentiert als Mittelwert+SEM.

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001
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4.1.2. Effekt von 4-PBA auf den zelluliren Ca?*-Gehalt

Zur Untersuchung des 4-PBA-Effektes auf den Ca?*-Gehalt der Zellen wurde die
Ca**-Mobilisierung mit Hilfe des Ca?"-Ionophors Ionomycin (IONO) detektiert. In
Vorversuchen wurde das Verfahren zur Bestimmung des Ca?*-Gehalts mittels einer
Ca**-Mobilisierung mit IONO optimiert (siche Kapitel 3.9, Abb. 3.6). Wie Abbildung 4.2 zeigt,
wurden die Zellen fiir 12 min entweder in ZCa mit 5 mM 4-PBA oder der entsprechenden
Kontrolle (Mock) inkubiert und anschlieBend der Ca**-Gehalt mit 10 uM IONO gemessen. Die
[Ca®']; der Kontrollzellen stieg von 29,70 + 0,76 nM auf das Maximum 3079,87 + 75,84 nM
an, dies entspricht einer Differenz von 3050,17 £ 75,89 nM. Fiir die 4-PBA behandelten Zellen
konnte ein Ca?*-Ausstrom von 39,39 + 1,36 nM auf ein Maximum von 1772,90 + 21,83 nM,
also durchschnittlich um 1733,52 + 21,51 nM detektiert werde. Auch in dieser Versuchsreihe
konnte zwischen Kontrollzellen (29,70 = 0,76 nM) und 4-PBA-behandelten Zellen
(39,39 + 1,36 nM) ein signifikanter Anstieg des basalen Ca**-Wertes detektiert werden (Abb.
4.2 A). Die Differenz A[Ca®']i zeigte eine Reduktion um fast die Hilfte (42,8% ) nach
Behandlung mit 4-PBA im Vergleich zu den Kontroll-Versuchen (Abb. 4.2 B). Die
dazugehorige Ratio-Werte sind in (Abb. 4.2 C-D), sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.2 D-E.

Mock 4-PBA
Basal (F340/F387) 0,6 £ 0,002 0,62 + 0,004
Maximum (F340/F387) 4,85+ 0,05 3,7+0,03

Delta (AF340/F387) 4,26 + 0,05 3,08 £0,03

Fiir die Experimente aus 4.1 (siche 4.1, A, B, D) und 4.2 (siche 4.2, A, C) zeigte sich bei
4-PBA-behandelten Zellen ein geringer, aber signifikanter Anstieg der basalen [Ca?*]; vor Gabe
von TG oder IONO. Bei den TG-Versuchen konnte ein Anstieg von 23,27% und bei den
IONO-Versuchen von 32,63% kalkuliert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
Inkubation mit 5 mM 4-PBA den zelluldren Ca?*-Gehalt verringert. Zusammenfassend lésst

sich aus den ersten zwei Versuchsreihen 4.1.1 und 4.1.2 folgendes werten: 4-PBA zeigt einen
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positiven Effekt sowohl bei der Reduktion des durch TG demaskierten Ca?*-Lecks, als auch zu

einem signifikanten Riickgang der durch TONO herbeigefiihrten Freisetzung von Ca*.
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Abbildung 4.2: Effekt einer 12-miniitigen Inkubation von 4-PBA auf den zelluliren Ca**-Gehalt nach Behandlung
mit 4-PBA und Zugabe von Ionomycin.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10 uM IONO zur Mobilisierung des Ca®*-Gehaltes der Zellen hinzugegeben und fiir 5 min weitergemessen.
(A) Statistische Analyse der basalen (vor TG-Gabe) und maximalen [Ca®']i (nach TG-Gabe). (B) Gezeigt ist die
Differenz aus der maximalen und basalen [Ca?'];, was als (A[Ca'];) dargestellt ist. (C) Statistische Analyse der
basalen (vor TG-Gabe) und maximalen Ratio-Werte F340/387 (nach TG-Gabe). (D) Gezeigt ist die Differenz aus
den maximalen und basalen Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios F340/387 dargestellt ist. Die Versuche
wurden an 5 Tagen mit 5 gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 5 mM PBA = 5; Mock = 6). Die
Anzahl der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen angegeben. Die Daten sind présentiert als
Mittelwert=SEM. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist
angegeben als p< 0,001 **%*),
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4.1.3. Zeitabhingigkeit des Effektes von 4-PBA auf die Ca?*-Homdoostase

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass 4-PBA sowohl den Ca?"-Leck aus dem ER
(Abb. 4.1), als auch den zelluliren Ca?*-Gehalt beeinflusst (Abb. 4.2). Als néchstes sollte
untersucht werden, ob dieser Effekt einer zeitlichen Abhingigkeit unterliegt. Hierzu wurden
die Vorbereitung und Beladung der Zellen analog zu den obigen Experimenten durchgefiihrt.
Allerdings wurden die Zellen nach der Beladung mit Fura-2 fiir 27 min mit 5 mM 4-PBA in
ZCa bei Dunkelheit und RT inkubiert. 3 Minuten nach Beginn der Messung, was einer
Gesamtinkubationszeit von ca. 30 min entspricht, wurde 1 uM TG appliziert (Abb. 4.3, A).

In diesen Versuchen bewirkte die alleinige Inkubation mit 5 mM 4-PBA im Gegensatz zur
12-miniitigen Inkubation eine signifikante Erniedrigung der basalen [Ca*']; (Abb. 4.3 A und
B), wohingegen die TG-Antwort im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls signifikant erniedrigt ist
(Abb. 4.3 A und C). Die [Ca*"]i der Kontrollzellen stieg von basal 194,4 + 2,9 nM auf das
Maximum 757,8 £ 15,6 nM an, dies entspricht einer Differenz von 563,5 + 17,4 nM. Bei den
mit 4-PBA-behandelten Zellen stieg der Ca?*-Ausstrom von Basal 177,4 + 3,9 nM auf ein
Maximum von 672,1 £ 15 nM, also im Mittel um 494,7 £ 17,6 nM. Im Vergleich fiel in diesem
Experiment im Gegensatz zu den beiden vorausgegangenen Experimenten (Abb. 4.1 und 4.2)
auf, dass die Gabe von 4-PBA in einen signifikanten Abfall des basalen Ca?*-Wertes im Zytosol
der Kontrollzellen und den 4-PBA-behandelten Zellen von 8,74% resultierte. (Abb. 4.3 B). Wie
sich bereits in Abbildung 4.3 B die signifikante Differenz der Maximalwerte ablesen lésst, so
zeigt auch die Differenz A[Ca®*']; in Abbildung 4.3 C eine signifikanten Verringerung der
4-PBA-behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen von 12,2% auf. Die
dazugehorigen Ratio-Werten (Abb. 4.3 D-E), sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.

Tabelle 4.3: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.3 D-E.

Mock 4-PBA
Basal (F340/F387) 0,82 + 0,004 0,8 + 0,005
Maximum (F340/F387) 1,48 £ 0,02 1,4+0,02

Delta (AF340/F387) 0,66 £. 0,02 0,6 + 0,02
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Zusammenfassend ergab dieses Experiment, dass eine 30-miniitige Inkubation mit 5 mM
4-PBA im Vergleich mit einer 12-miniitigen Inkubation den durch TG verursachten Ca?*-Efflux
aus dem ER in das Zytosol nicht so stark vermindert.

Aufgrund des Unterschiedes des TG induzierten Ca?*-Efflux dieser Experimentreihe — 12,2%
gegeniiber 22% (bei 12-miniitiger Inkubation) — wurden im Folgenden die 12-miniitige

Inkubationen beibehalten.
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Abbildung 4.3: Effekt einer 30-miniitigen Inkubation von 4-PBA auf die ER Ca?’-Homgostase.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt und fiir 27 min inkubiert. Dann wurde die Messung gestartet und nach
3 min Messzeit 1 uM TG zur Demaskierung des Ca**-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen. (A)
Gezeigt sind die [Ca*']i der Kontrollzellen (Mock, schwarz) und der 5 mM 4-PBA-behandelten Zellen (5SmM

81



Ergebnisse

4-PBA, rot). Auf der y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca?*-Konzentration [Ca®']; aufgetragen, die in
Abhingigkeit der jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. Graphische kommen zwei
reprasentative Experimente zwei unterschiedlicher Tage zur Darstellung. (B) Statistische Analyse der basalen (vor
TG-Gabe) und maximalen [Ca?*]; (nach TG-Gabe) (C) Gezeigt ist die Differenz aus der maximalen und basalen
[Ca*"]i, was als (A[Ca®"]}) dargestellt ist. (D) Statistische Analyse der basalen und maximalen Ratio-Werte
F340/387. (E) Gezeigt ist die Differenz aus den maximalen und basalen Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios
F340/387 dargestellt ist. Die Versuche wurden an 5 Tagen mit 5 gepaarten Versuchen durchgefiihrt
(Versuchsanzahl: 5 mM PBA = 5; Mock = 7). Die Anzahl der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen
angegeben. Die Daten sind préasentiert als Mittelwert+SEM. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der KS-Test
herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 ***),

4.1.4. Dosisabhiingigkeit des Effektes von 4-PBA auf die Ca**-Homdoostase

Um weiter zu untersuchen, inwieweit der Einfluss auf die ER Ca?"-Homdostase auf den Effekt
von 4-PBA zuriickzufiihren ist, wurde im Folgenden Experiment unterschiedliche
Konzentrationen von 4-PBA verwendet. Wie in den vorherigen Experimenten wurde die [Ca?'];
mittels Fura-2 bestimmt. Die Zellen wurden fiir 12 min mit 1 mM, 5 mM und 10 mM 4PBA
behandeltet und anschlieBend den Ca?*-Leck iiber die ER-Membran durch TG demaskiert.
Nach DMSO-Gabe (Mock) blieb das basale Ca*-Level konstant und es kam nach TG-Gabe zu
einer deutlichen Erhohung des [Ca®']i (Abb. 4.4 A), das im Vergleich zu den Versuchen mit
vorheriger 4-PBA Inkubation (Abb. 4.4 B - D) deutlich groBer ausfallt.

Mit 1 mM 4-PBA-behandelten Zellen (Abb. 4.4 B), zeigten nach TG-Gabe eine im Verhiltnis
zur Kontrolle (Abb. 4.4 A) kleinere, jedoch zu den 5 und 10 mM 4-PBA-behandelten Zellen
(Abb. 4.4 C und D) groBer ausfallende TG-Antwort. Die Inkubation mit 5 mM 4-PBA
(Abb. 4.4 C) und 10 mM 4-PBA (Abb. 4.4 D) zeigen, dass eine zunechmende Erh6hung der
4-PBA Konzentration zu einer zunechmenden Senkung der TG-Antwort filhren. Bei einer
Inkubation mit 10 mM 4-PBA konnte zusitzlich ein Anstieg der basalen [Ca?*]i noch vor der
TG-Applikation beobachtet werden (Abb. 4.4 D). Mit zunehmender 4-PBA Konzentration
zeigte sich mengenmafBig eine geringere TG-Antwort (Abb. 4.4 E).
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Abbildung 4.4: Konzentrationsabhingiger Effekt von 4-PBA auf die zellulire Ca?*-Homgostase.
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24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca?']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung begonnen und nach 3 min entweder 1 mM (rot), 5 mM (griin), 10 mM (blau) 4-PBA oder ZCa (Mock)
hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit wurde 1 uM TG zur Demaskierung des Ca**-Lecks hinzugegeben
und fiir 27 min weitergemessen. (A - D) Représentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage von
HEK-293 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 4-PBA (B: 1 mM 4-PBA, rot; C: 5 mM 4-PBA, griin; C:
10 mM 4-PBA, blau) oder Mock (Mock, schwarz). Auf der y-Achse ist die ermittelten zytosolischen
Ca?*-Konzentration [Ca?"); aufgetragen, die in Abhingigkeit der jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse
abgebildet wurde. Die grauen Bereiche zeigen den Teil der verwendet wurde fiir Abbildung E. (E) Vergleich der
zytosolischen [Ca®']i-Anderung durch TG-Gabe nach 4-PBA Behandlung oder Mock; dargestellt als iiberlappende
Messkurven. Die Versuche wurden an 4 Tagen mit 5 gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 1 mM
=5; 5 mM = 15; 10 mM = 5; Mock = 13). Die Daten sind prisentiert als Mittelwert=SEM.

Die basale [Ca?]i (Mock: 96,23 + 1,84 nM; 1 mM 4-PBA: 87,95 £ 2,86 nM; 5 mM 4-PBA:
118,62 £ 2,3 nM; 10 mM 4-PBA: 147,66 + 4,46 nM) nahm nach einer Inkubation mit 1 mM
4-PBA signifikant um 8,6% im Vergleich zur Kontrolle ab, wohingegen mit zunehmender
4-PBA-Konzentration die basale [Ca*"]i signifikant um 18,9% (5 mM) und 34,8% (10mM)
weiter zunahm (Abb. 4.5 A). Bei den maximalen Ca**-Werten nach TG-Applikation sind die
Werte wie folgt: die Kontrolle liegt bei 1062,01 + 21,78 nM, der von 1 mM 4-PBA bei 919,76
+ 14,58 nM, der von 5 mM 4-PBA bei 827,34 + 9,51 nM und der von 10 mM 4-PBA bei 618,41
+ 12,71 nM (Abb. 4.5 B). In Prozent angegeben zeigte sich unter Inkubation mit 1 mM 4-PBA
eine Senkung des TG-Maximum um 13,1%, bei Applikation von 5 mM 4-PBA 22,1%; und bei
10 mM 4-PBA-Losung um 41,8%. Fiir A[Ca?*]i (nM) gelten folgende Werte: die Kontrolle liegt
bei 965,78 + 22,39 nM, der von 1 mM 4-PBA bei 831,81 £ 16,27 nM, der von 5 mM 4-PBA
bei 708,76 + 10,87 nM und der von 10 mM 4-PBA bei 470,75 £ 15,19 nM (Abb. 4.5 C).

In diesem Experiment wird deutlich, dass die Abnahme der Konzentration auf 1 mM
4-PBA auch mit einer geringeren Abnahme der TG-Antwort um 13,8% im Vergleich zu Mock
einherging. Bei 5 mM 4-PBA kam es zu einer prozentualen Abnahme um 26,6% und
entsprechend dazu kam es bei einer Zunahme der Konzentration auf 10 mM 4-PBA zu einer
noch stirkeren Abnahme um 51,3%.

In den Abbildung 4.5 D - F sind die Ergebnisse analog zu Abbildung 4.5 A-C in den
Ratio-Werten F340/F387 dargestellt, die den gleichen Effekt von 4-PBA widerspiegeln. In

Tabelle 4.4 sind die Ratio-Werte der basalen, Maximal und Differenzwerte aufgelistet.
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Tabelle 4.4: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.5 D-F.

Mock 1 mM S5mM 10 mM
4-PBA 4-PBA 4-PBA
Basal (F340/F387) 0,69 + 0,003 0,67+0,004 0,72+0,003 0,76 £ 0,006

Maximum (F340/F387) 1,75 £0,02 1,66 £ 0,01 1,56 £ 0,001 1,34 £ 0,01

Delta (AF340/F387) 1,07 £0,02 0,98 £ 0,02 0,85+ 0,01 0,59 £ 0,02

Zusammenfassend zeigte sich, dass sich die Frage nach einer dosisabhdngigen Wirkung einer
4-PBA Online-Inkubation auf das Ca?*-Leck bestitigte, wobei folgende drei Beobachtungen
hervorzuheben sind:

(1) Fiir das basale [Ca®']; zeigte sich eine geringe dosisabhingige Verinderung, welche ab 5
mM 4-PBA auftrat und sich mit der Applikation von 10 mM 4-PBA in einem deutlichen [Ca?"];
Anstieg mit erneutem Abfall vor Gabe von TG présentierte (siche Abb. 4.5 A und Abb. 4.4 D).
(2) Es zeigte sich, dass die nach TG induzierten Maximalwerte, als MaB fiir den Ca**-Efflux,
signifikant dosisabhingig sanken (Abb. 4.5 B). (3) Infolgedessen zeigte sich diese signifikante,
dosisabhidngige Senkung auch in A[Ca*'];, als MaB fiir den TG-Peak und das Ca*'-Leck
(Abb. 4.5 C).

Die gewonnen Erkenntnisse wurden in einer Dosiswirkungskurve von 4-PBA auf HEK-293

Zellen zusammengefiihrt (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Dosiswirkungskurve von 1 mM, 5 mM und 10 mM 4-PBA Inkubation.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen. Im Anschluss wurde entweder 1 mM (rot), 5 mM (griin), 10 mM (blau) 4-PBA oder
ZCa (Mock) hinzugefiigt, in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt und fiir 12 min inkubiert. Dann
wurde die Messung gestartet und nach 3 min Messzeit 1 pM TG zur Demaskierung des Ca?'-Lecks hinzugegeben
und fiir 27 min weitergemessen. (A) Statistische Analyse der basalen [Ca®']i. der verschiedenen 4-PBA
Konzentrationen und Mock vor TG-Gabe. (B) Statistische Analyse der maximalen [Ca®']i. der verschiedenen
4-PBA Konzentrationen und Mock nach TG-Gabe. (C) Gezeigt ist die Differenz aus der maximalen und basalen
[Ca*")i, was als (A[Ca*']) dargestellt ist. (D) Statistische Analyse der basalen Ratio-Werte F340/387 der
verschiedenen 4-PBA Konzentrationen und Mock vor TG-Gabe. (E) Statistische Analyse der maximalen
Ratio-Werte F340/387 der verschiedenen 4-PBA Konzentrationen und Mock nach TG-Gabe. (E) Gezeigt ist die
Differenz aus den maximalen und basalen Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios F340/387 dargestellt ist. Die
Versuche wurden an 4 Tagen mit 5 gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 1| mM = 5; 5 mM = 15;
10 mM = 5; Mock = 13). Die Daten sind prasentiert als Mittelwert=SEM. Die Anzahl der analysierten Zellen
oberhalb der Dosiswirkungskurve angegeben. Die Daten sind prisentiert als Mittelwert=SEM. Zur Berechnung
der Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 *** p< 0,01 **,
p<0,05 *).
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4.2. Beeinflussung des ER-Stresses durch 4-PBA

4.2.1. Effekte von 4-PBA auf den Tunicamycin-induzierten ER-Stress

Die vorangegangen Ergebnisse deuten darauf hin, dass 4-PBA die basale [Ca?*]; erhoht und das
Ca**-Leck iiber die ER-Membran verringert (Kapitel 4.1.1, 4.1.3 und 4.1.4, Abb. 4.1, 4.3, 4.4
und 4.5). Auf dieser Grundlage stellte sich die Frage, inwieweit 4-PBA einen &hnlichen oder
anderen Einfluss aufweist, wenn die Zelle und das in ihr befindliche ER, unter ER-Stress gerit.
Somit sollte im Folgenden untersucht werden, ob durch 4-PBA das Ca?'-Leck wihrend
pharmakologisch-induziertem ER-Stress beeinflusst wird.

Hierfiir wurden zu den Zellen zunichst nach Beladung mit Fura-2 fiir 12 min 5 mM 4-PBA
hinzugegeben. AnschlieBend wurde der N-Glykosilierungsinhibitor TUNI bzw. die
0,1%-DMSO-Kontrolle (Mock) fiir weitere 3 min dazu gegeben. TUNI verursacht in
HeLa-Zellen eine signifikante Erhohung des Sec61-vermittelten Ca**-Lecks und 16st durch die
Akkumulierung von fehlgefalteten Proteinen ER-Stress aus (Wu et al., 2018; Nami et al., 2016;
Schéuble et al., 2012). In Vorversuchen wurde hierfiir das TUNI-Verfahren zur Erh6hung des
Ca®*-Lecks in HEK-293 Zellen optimiert (Abb. 3.9). Mit Hilfe von TG wurde das Ca**-Leck
iiber die ER-Membran demaskiert.

Zur Untersuchung, ob TUNI-induzierter ER-Stress zu einem erhohten Ca?*-Leck fiihrt,
wurden die Zellen zundchst mit TUNI alleine inkubiert, was im Vergleich zur Kontrolle zu
einer Erhohung der TG-Antwort gefiihrt hat (Abb. 4.6 A und B). Wurden die Zellen jedoch mit
5 mM 4-PBA vorbehandelt, scheint der verstirkende Effekt von TUNI auf das Ca?"-Leck
inhibiert zu sein (Abb. 4.6 C).

Hierbei fillt zudem auf, dass eine Inkubation mit TUNI alleine und in Kombination mit

4-PBA eine langsamere Kinetik der TG-Antwort zur Folge hat (Abb. 4.6 D).
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Abbildung 4.6: Effekt auf das Ca?*-Leck bei Tunicamycin-induziertem ER-Stress.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10 pg/ml TUNI oder 0,1% DMSO in ZCa (Mock) zur Induktion von ER-Stress appliziert. Nach Weiteren
3 min wurde TG oder ZCa zur Demaskierung des Ca?*-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen.
(A - C) Reprisentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage von HEK-293 Zellen mit Vorbehandlung mit
4-PBA oder ZCa bzw. mit TUNI oder ZCa (B: ZCa + TUNI, grau; C: 4-PBA + TUNI, rot) oder Mock (schwarz).
Auf der y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca**-Konzentration [Ca®]; aufgetragen, die in Abhéngigkeit der
jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. Die grauen Bereiche zeigen den Teil der verwendet
wurde fiir Abbildung E. (E) Vergleich der zytosolischen [Ca®'Ji-Anderung durch TG-Gabe nach 4-PBA/TUNI
Behandlung oder Mock; dargestellt als iiberlappende Messkurven. Die Versuche wurden an 4 Tagen mit 6
gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: ZCa + TUNI = 8; 4-PBA + TUNI = 7; Mock = 7). Die Daten
sind présentiert als Mittelwert+SEM.
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In Abbildung 4.7 ist die statistische Analyse der Versuche aus Abbildung 4.6 dargestellt. Die
basale [Ca’']i nahm bei alleiniger TUNI-Behandlung um 7,70% zu, wohingegen in
Kombination mit 4-PBA eine 23,72%-ige Reduktion zu beobachten war (Abb. 4.7 A, [Ca*'];:
Kontrolle: 42,20 + 0,90 nM, TUNI: 45,45 + 1,39 nM, 4-PBA+TUNI: 34,67 £+ 0,73 nM). Die
maximale [Ca?]i nach TG-Zugabe war im Vergleich zur Kontrolle bei alleiniger
TUNI-Behandlung um 17,81% erhoht, wobei in Kombination dieser Wert um 23,84%
erniedrigt war (Abb. 4.7 B, [Ca?*]i: Kontrolle: 451,01 + 15,31 nM, TUNI: 531,32 + 13,87 nM,
4-PBA + TUNI: 407,08 £ 8,75 nM). Gleiche prozentuale Werte ergaben sich somit fiir die
Differenz aus basalem und maximalem Wert (Abb. 4.7 C, [Ca’']i: Kontrolle: 408,81 + 15,14
nM, TUNI: 485,87 £ 13,91 nM, 4-PBA+TUNI: 372,41 + 8,66 nM). Die gleichen statistischen
Ergebnisse konnten mit den Ratio-Werten detektiert werden (Abb. 4.7 D-F); in Tabelle 4.5 sind

die Ratio-Werte der basalen, Maximal und Differenzwerte aufgelistet.

Tabelle 4.5: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.7 D-F.

Mock  ZCa+TUNI 4-PBA +TUNI
Basal (F340/F387) 0,63+0,002 0,640,004 0,61 +0,002
Maximum (F340/F387)  1-57£0.03 1742002 149:£0,02

Delta (AF340/F387) 0,94 £. 0,03 1,10 £0,02 0,87 £0,02

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass 4-PBA den Effekt des verstirkten Ca?*-Lecks

wihrend pharmakologisch-induziertem ER-Stress inhibieren kann.
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Abbildung 4.7: Statistische Analyse der Versuche aus Abbildung 4.6.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10 pg/ml TUNI oder 0,1% DMSO in ZCa (Mock) zur Induktion von ER-Stress appliziert. Nach Weiteren
3 min wurde TG oder ZCa zur Demaskierung des Ca?-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen. (A)
Statistische Analyse der basalen [Ca*']i. bei Vorbehandlung mit 4-PBA oder ZCa bzw. mit TUNI oder ZCa vor
TG-Gabe. (B) Statistische Analyse der maximalen [Ca*']i. bei Vorbehandlung mit 4-PBA oder ZCa bzw. mit TUNI
oder ZCa nach TG-Gabe. (C) Gezeigt ist die Differenz aus der maximalen und basalen [Ca®']i, was als (A[Ca*'];)
dargestellt ist. (D) Statistische Analyse der basalen Ratio-Werte F340/387 bei Vorbehandlung mit 4-PBA oder
ZCa bzw. mit TUNI oder ZCa vor TG-Gabe. (E) Statistische Analyse der maximalen Ratio-Werte F340/387 bei
Vorbehandlung mit 4-PBA oder ZCa bzw. mit TUNI oder ZCa nach TG-Gabe. (E) Gezeigt ist die Differenz aus
den maximalen und basalen Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios F340/387 dargestellt ist. Die Versuche
wurden an 4 Tagen mit 6 gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: ZCa + TUNI = §; 4-PBA + TUNI
=7; Mock = 7). Die Anzahl der analysierten Zellen sind in den Balkendiagrammen angegeben. Die Daten sind
préasentiert als Mittelwert+SEM. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die
Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 ***, p< 0,05 *).
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4.2.2. Effekte von 4-PBA auf den Dithiothreitol-induzierten ER-Stress

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass in HEK-293 Zellen TUNI das Ca?*-Leck erhoht,
aber dieser Effekt durch 4-PBA wieder reduziert werden kann (Abb. 4.6). Um den limitierenden
Effekt von 4-PBA wihrend ER-Stress weiter zu untersuchen, wurde das Detergens
Dithiothreitol (DTT) ausgewdhlt, da bereits in HeLa-Zellen gezeigt werden konnte, dass eine
Inkubation mit DTT das Sec61a. -vermittelten Ca®"-Leck erhoht (Schiuble et al., 2012). Wie
auch TUNI bewirkt eine Inkubation mit DTT im ER-Lumen eine Akkumulation von
fehlgefalteten Proteinen, wodurch BiP von Sec6la weg sequestriert wird und dadurch der
erhohte Ca?*-Ausstrom aus dem ER zu erklédren ist. Auch in diesen Versuchen wurden die
Zellen zunéchst fiir 12 min entweder in ZCa mit 5 mM 4-PBA oder der entsprechenden
Kontrolle (Mock) inkubiert. Nach weiteren 6 min wurde 1 mM DTT bzw. die
0,1%-DMSO-Kontrolle (Mock) hinzugegeben und den Ca?*-Leck mittels 1 uM TG demaskiert.
Im Vergleich zur Kontrolle zeigt die alleinige Inkubation mit DTT keinen Unterschied
in der basalen [Ca*']i, jedoch ist die TG-Antwort deutlich groBer und die Kinetik des
Kurvenverlaufs ist merklich schneller (Abb. 4.8 A und B). Die Vorinkubation mit 4-PBA
konnte den Effekt von DTT inhibieren (Abb. 4.8 C). Abbildung 4.8 D verdeutlich die
Ergebnisse.
So betrug der TG-induzierte Anstieg der [Ca*']; in Kontrollzellen 372,88 + 30,96 nM, fiir
DTT-behandelte Zellen 410,77 + 22,63 nM und in Kombination mit 4-PBA 379,71 £ 11,72 nM
(Abb. 4.8 E). Der Effekt von DTT auf TG-Antworten sind sehr variable, wie in Abbildung 4.8 E
zu sehen ist, so dass eine schliissige Aussage zu den moglichen Effekten von 4-PBA auf
DTT-induziertem Stress auf der Basis der in Abbildung 4.8 gezeigten Versuchen nur bedingt
moglich ist. Das DTT-Anwendungsverfahren sollte in HEK-293 Zellen optimiert werden.
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Abbildung 4.8: Effekt auf den Ca®*-Leck bei Dithiotreitol-induziertem ER-Stress.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Im Anschluss wurde
die Messung gestartet und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10mM DTT oder 0,1% DMSO in ZCa (Mock) zur Induktion von ER-Stress appliziert. Nach Weiteren 3
min wurde TG oder ZCa zur Demaskierung des Ca?*-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen. (A - C)
Reprisentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage von HEK-293 Zellen mit Vorbehandlung mit 4-PBA
oder ZCa bzw. mit DTT oder ZCa (B: ZCa + DTT, grau; C: 4-PBA + DTT, rot) oder Mock (schwarz). Auf der
y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca?’-Konzentration [Ca?']; aufgetragen, die in Abhingigkeit der
jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. Die grauen Bereiche zeigen den Teil der verwendet
wurde fiir Abbildung E. (D) Vergleich der zytosolischen [Ca®']i-Anderung durch TG-Gabe nach 4-PBA/TUNI
Behandlung oder Mock; dargestellt als tiberlappende Messkurven. (E) Gezeigt ist die Differenz aus der maximalen
und basalen [Ca®'];, was als (A[Ca?'])) dargestellt ist. Die Versuche wurden an 5 Tagen mit 5 gepaarten Versuchen
durchgefiihrt (Versuchsanzahl: ZCa + DTT = §; 4-PBA + DTT=5; Mock = 7). Die Anzahl der analysierten Zellen
ist unterhalb des Kastengrafik angegeben. Die Daten sind prasentiert als Mittelwert+SEM. Zur Berechnung der
Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,05 *).
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4.2.3. Effekte von 4-PBA auf den Trifluoperazine-induzierten ER-Stress

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass die Vorbehandlung mit 4-PBA den
durch TUNI-induzierten ER-Stress und damit verbundenen héheren Ca?*-Leckstrom iiber die
ER-Membran verringern kann. Mit TUNI wird das Ca?"-Leck von luminaler Seite des ER
moduliert, da durch diese Behandlung BiP von Sec61a sequestriert wird und sich somit das
Ca®*-Leck erhoht (Schiuble et al., 2012). Aus diesem Grund sollte in den nidchsten Versuchen
untersucht werden, ob eine Modulierung von zytosolischer Seite aus den gleichen Effekt
bewirkt. Hierfiir wurde der CaM-Inhibitor Trifluoperazine (TFP) verwendet, da gezeigt werden
konnte, dass in HelLa- Zellen eine Inkubation mit TFP das Sec61lo-vermittelten Ca?*-Leck
erhoht (Erdmann et al., 2011). In Vorversuchen wurde das TFP-Anwendungsverfahren in
HEK-293 Zellen optimiert (Abb. 3.9, 3.10). Dieses TFP-Anwendungsverfahren wurde so
erweitert, dass die Zellen entweder in ZCa mit 5 mM 4-PBA oder der entsprechenden Kontrolle
(Mock) inkubiert wurden und anschlieBend wurde 10 uM TFP bzw. die 0,1%-DMSO-Kontrolle
(Mock) hinzugegeben. Nach weiteren 3 min wurde der Ca?*-Leck mittels 1 pM TG demaskiert.
Wurden die Zellen allein mit TFP inkubiert, kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einem
basalen  Anstieg der [Ca?**]i (Al) wund zu einer signifikant  erhohten
TG-Antwort (A2, Abb. 4.9 B und C), wie bereits von Erdmann et al. (2011) beschrieben.
Abbildung 4.9 C =zeigt die graphische Analyse des TFP-Effektes (auf [Ca?']i) nach
Vorbehandlung mit 4-PBA. Die Gabe von 4-PBA erfolgte 12 min vor der anschlieenden
dreiminiitigen TFP-Inkubation. Auch hier steigt nach TFP-Applikation das [Ca®'];
kontinuierlich an, bis TG hinzugefiigt wird (siche Abb. 4.9, C). Nach TG-Gabe zeigt sich
ebenfalls eine deutliche Zunahme des TG-induzierten Maximum [Ca®']; im Vergleich zur
Kontrolle, allerdings fillt dieser kleiner aus ohne vorherige 4-PBA Inkubation wie in Abbildung
4.9, B. Wurden die Zellen jedoch mit 4-PBA vorinkubiert, kam es weiterhin zu einem TFP-
induzierten Anstieg der basalen [Ca?'];, jedoch war das Ca*'-Leck vermindert (Abb. 4.9 C).
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Abbildung 4.9: Effekt auf das Ca?'-Leck bei Trifluoperazine-induziertem ER-Stress.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt, 2x
mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefligt. Im Anschluss wurde die
Messung begonnen und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10 uM TFP oder 0,1% DMSO in ZCa (Mock) zur Induktion von ER-Stress appliziert. Nach Weiteren 3 min
wurde TG oder ZCa zur Demaskierung des Ca*'-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen. (A - C)
Reprisentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage von HEK-293 Zellen mit Vorbehandlung mit 4-PBA
oder ZCa bzw. mit TFP oder ZCa (B: ZCa + TFP, grau; C: 4-PBA + TFP, rot) oder Mock (schwarz). Auf der
y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca?’-Konzentration [Ca']; aufgetragen, die in Abhingigkeit der
jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. (D) Definition von Al und A2. Folglich wird Al im
Folgenden als Anderung der [Ca*']i nach Gabe von TFP bis zur TG-Gabe gewertet. A2 entspricht der
[Ca”']i-Anderung ab TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca>']i. Die Versuche wurden an 4 Tagen mit 4
gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: ZCa + TFP = 5; 4-PBA + TFP = 5; Mock = 4). Die Daten
sind présentiert als Mittelwert+SEM.
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In den Kontrollexperimenten kam es zu keinem vorzeitigen Anstieg der basalen [Ca®'];
(Abb. 4.9 A). Wurden jedoch die Zellen mit TFP behandelt, nahm die [Ca®*]i um 168,16 + 3,66
nM zu, wohingegen eine Vorinkubation mit 4-PBA diesen Anstieg auf 126,71 + 5,94 nM
reduzierte, was einer Reduktion von 24,65% entspricht (Abb. 4.9 A). Betrachtet man die
TG-induzierte Anderung der [Ca>'];, so wurde in den Kontrollzellen eine Zunahme von 302,93
+ 6,90 nM detektiert, welche in TFP-behandelten Zellen bei 598,68 + 75,31 nM lag (Abb. 4.9
B). Die 4-PBA-Vorinkubation reduzierte die TG-Antwort signifikant auf 496,68 + 11,86 nM,
was einer Reduktion von 17,04% entspricht.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass 4-PBA die durch CaM-Hemmung induzierte Erh6hung

des Ca?*-Lecks aus dem ER inhibiert.
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Abbildung 4.10: Statistische Analyse der Versuche aus Abbildung 4.8.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt, 2x
mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefligt. Im Anschluss wurde die
Messung begonnen und nach 3 min 5 mM 4-PBA oder ZCa (Mock) hinzugefiigt. Nach weiteren 12 min Messzeit
wurde 10 uM TFP oder 0,1% DMSO in ZCa (Mock) zur Induktion von ER-Stress appliziert. Nach Weiteren 3 min
wurde TG oder ZCa zur Demaskierung des Ca**-Lecks hinzugegeben und fiir 15 min weitergemessen. (A) Gezeigt
ist Al nach Gabe von TFP bis zur TG-Gabe. (B) Gezeigt ist A2 als Anderung der [Ca>']i ab TG-Gabe bis zum
Erreichen der maximalen [Ca*']i. Die Versuche wurden an 4 Tagen mit 4 gepaarten Versuchen durchgefiihrt
(Versuchsanzahl: ZCa + TFP = 5; 4-PBA + TFP = 5; Mock = 4). Die Anzahl der analysierten Zellen sind in den
Balkendiagrammen angegeben. Die Daten sind présentiert als Mittelwert+SEM. Zur Berechnung der Signifikanz
wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 (***).
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4.3. Effekt des aktiven 4-PBA-Metaboliten Phenylacetic Acid (PAA) auf die
Ca**-Homdoostase

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass 4-PBA den Ca?*-Leck limitiert und den durch
pharmakologisch ER-Stress-induzierten erhohten Ca**-Leck ebenfalls reduziert (Abb. 4.4, 4.6,
4.8). Da 4-PBA in der Leber zum aktiven Metaboliten Phenylessigsdure (engl. phenylacetic
acid, PAA) metabolisiert wird (Kapitel 2.7.1), sollte als ndchstes der Effekt von PAA auf die
ER-Ca*"-Homdostase untersucht werden. Diese Versuche sollten kliren, ob der PAA Metabolit
prinzipiell wirksam ist, obwohl es unwahrscheinlich ist, dass dieser in Zellkultur entstehen
konnte. Hierfir wurden die Zellen mit dem zytosolischen Ca?'-Indikator Fura-2 beladen
(Kapitel 3.6.2) und fiir 3 min entweder in ZCa mit 5 mM PAA oder der entsprechenden
Kontrolle (Mock) inkubiert. Nach weiteren 3 min wurde 1 uM TG hinzugegeben, um den
Ca®*-Leck zu demaskieren (Abb. 4.11 A). Nach dieser Zugabe fiel die [Ca®*]i auf einen Wert
von 150 nM ab und stieg dann durch den Ca?*-Ausstrom aus dem ER wieder auf 185 nM an.
Am Ende der Messung war die basale [Ca?"]; wie in den Versuchen zuvor auf 35 nM abgefallen.
Die anfingliche hohe basale [Ca?"]i konnte auf eine Autofluoreszenz von PAA zuriickzufiihren
sein. Aus diesem Grund wurde im nédchsten Experiment nach 3 min 5 mM PAA hinzugegeben,
was einen sofortigen Anstieg der [Ca®*]; von 35 nM auf 410 nM zur Folge hatte (Abb. 4.11 B).
Nach 7,5 min wurden 300 pl aus der Messkammer entfernt und durch 300 pl Messlosung
ersetzt, was zur Folge hatte, dass die basale [Ca?]i wieder auf 35 nM abfiel. Dies bestitigt die
Vermutung, dass PAA eine Eigenfluoreszenz aufweist, die die Fura-2-Signale stort.

Deshalb wurde die Messmethodik wie folgt angepasst. Nach 12-miniitiger Inkubation mit
5 mM PAA wurde PAA entfernt, indem die Losung durch 300 pul Messldsung ausgetauscht
wurde. Hierunter fiel die [Ca?];i liber 6 min lang ab bis zum Erreichen eines stabilen basalen
Plateaus (Abb. 4.11 C). Unter diesen Bedingungen fithrte TG vom iiblichen basalen Wert zu
einem Anstieg der [Ca®"]i auf 181,27 + 38,96 nM (Abb. 4.11 C). Im Vergleich dazu liegt dieser
Wert der Kontrollzellen bei 498,85 + 12,44 nM (Abb. 4.11 D). Demnach zeigte sich auch bei
einer Vorbehandlung mit PAA und Applikation von TG ein deutlich erniedrigtes Ca**-Leck im
Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 4.11 D).
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Abbildung 4.11: Analyse der Ca?*-Homéostase in HEK293 Zellen nach 5 mM Phenylacetic Acid Inkubation.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Fiir die Experimente in
Abbildung A wurden die Zellen 3 min mit 5 mM PAA inkubiert und anschlieend wurde TG zur Demaskierung
des Ca*"-Lecks hinzugegeben und fiir 17 min weitergemessen.

Fiir die Experimente in Abbildung B wurden die Zellen nach 3 min in ZCa fiir 9 min mit SmM PAA inkubiert;
anschliefend wurde das PAA entfernt und die Zellen fiir 13 min mit ZCa weiterbehandelt. Fiir die Experimente in
Abbildung C wurden die Zellen 3 min mit 5 mM PAA inkubiert und anschlieBend wurde das PAA entfernt und
die Zellen fiir 7,5 min mit ZCa behandelt. Dann wurde TG zur Demaskierung des Ca?*-Lecks hinzugegeben und
fiir 10 min weitergemessen. (A - C) Représentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage von HEK-293
Zellen mit Vorbehandlung/Behandlung mit PAA, ZCa und TG (A: PAA + TG, blau; B: ZCa + PAA + ZCa, gelb;
C: PAA + ZCa + TG, rot). Auf der y-Achse ist die ermittelten zytosolischen Ca?'-Konzentration [Ca®'];
aufgetragen, die in Abhéngigkeit der jeweiligen Messzeitpunkte auf der x-Achse abgebildet wurde. (D) Vergleich
der zytosolischen [Ca*'Ji-Anderung durch TG-Gabe nach PAA und ZCa Behandlung (rot) oder Mock (schwarz);
dargestellt als iiberlappende Messkurven. Die Versuche wurden an 2 Tagen mit 3 gepaarten Versuchen
durchgefiihrt (Versuchsanzahl: PAA + ZCa + TG = 3; Mock = 3). Die Daten sind prisentiert als Mittelwert+SEM.

Die basale [Ca®']i lag bei Kontrollzellen bei 45,14 + 1,67 nM, wobei dieser Wert in
PAA-behandelten etwas niedriger mit 22,29 + 1,55 nM ausfiel (Abb. 4.12 A). Die maximale
[Ca*"]i der Kontrollzellen wurde bei 498,85 + 12,44 nM detektiert, wohingegen in
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PAA-behandelte Zellen das Maximum bei 181,27 £+ 38,96 nM signifikant erniedrigt war. Diese
Werte spiegeln die Differenz wider (Abb. 4.12 B), bei der zu sehen ist, dass die TG-Antwort
um 63,66% reduziert ist. In Abbildung 4.12 C und D sind die Ratio-Werte der Versuche
dargestellt und die entsprechenden Werte sind in Tabelle 4.6 aufgefiihrt.

Tabelle 4.6: Ratio-Werte der Versuche aus Abbildung 4.7 C-D.

Mock PAA
Basal (F340/F387) 0,64 £ 0,03 0,58 £ 0,004
Maximum (F340/F387) 1,68 £ 0,03 0,93 £ 0,04

Delta (AF340/F387) 1,05 . 0,02 0,35+ 0,04

Zusammenfassend lésst sich aus den Versuchsreihen 4.3 folgendes ableiten: PAA zeigt einen
deutlichen Effekt bei der Reduktion des durch TG demaskierten Ca**-Lecks. Im Vergleich zu
der Reduktion des Ca**-Lecks durch 4-PBA mit ca. 25%, fiel die Reduktion des Ca”>"-Lecks
durch PAA mit ca. 60% deutlich stirker aus (siche Abb. 4.1, 4.11 und 4.12), wenn auch die
Inkubationszeit versuchsbedingt ldnger stattfand als bei diesen Versuchsreihen und sich die

Ergebnisse somit nur begrenzt vergleichen lassen.
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Abbildung 4.12: Effekt von PAA auf die ER-Ca?*-Homdostase.
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24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. Fiir die Experimente
mit PAA wurden die Zellen 3 min mit 5 mM PAA inkubiert und anschlieBend wurde das PAA entfernt und die
Zellen fiir 7 min mit ZCa behandelt. Dann wurde TG zur Demaskierung des Ca?*-Lecks hinzugegeben und fiir 10
min weitergemessen. Fiir die Kontrollexperimente (Mock) wurden die Zellen nach 3 min mit TG behandelt. (A)
Statistische Analyse der basalen (vor TG-Gabe) und maximalen [Ca']i (nach TG-Gabe) (B) Gezeigt ist die
Differenz aus der maximalen und basalen [Ca'];, was als (A[Ca®"];) dargestellt ist. (C) Statistische Analyse der
basalen und maximalen Ratio-Werte F340/387. (D) Gezeigt ist die Differenz aus den maximalen und basalen
Ratio-Werte F340/387, was als A Ratios F340/387 dargestellt ist. Die Versuche wurden an 2 Tagen mit 3 gepaarten
Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: PAA + ZCa + TG = 3; Mock = 3). Die Anzahl der analysierten Zellen
sind in den Balkendiagrammen angegeben. Die Daten sind prasentiert als Mittelwert+SEM. Zur Berechnung der
Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 ***).
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4.4. Anderung der Ca?*-Homéostase nach Azoramide (AZO)-Inkubation

4.4.1. Dosisabhingigkeit des Effektes von AZO auf die Ca?*-Homdoostase

Um die bisherigen Ergebnisse der Inkubation mit 4-PBA zu unterstiitzen, wurde in den
folgenden Experimenten das chemische Chaperon Azoramide (AZO) verwendet. Es ist
bekannt, dass AZO die Synthese endogener Chaperone hochreguliert, wodurch beide
Chaperon-Typen die Proteinfaltungskapazitit verbessern und den ER-Stress, verursacht durch
eine Akkumulation fehlgefalteter Proteine, vermindert wird (Kapitel 2.7.3). Um den Effekt von
AZO auf die Ca’>"-Hom®oostase zu untersuchen, wurden die HEK-293 Zellen zuniéichst mit dem
zytosolischen Ca?*-Indikator Fura-2 beladen (Kapitel 3.6.3) und wihrend der Messung fiir
12 min mit unterschiedlichen Konzentrationen AZO (5, 10, 20, 50, 100 pM) inkubiert.
AnschlieBend wurde 1 pM TG hinzugegeben, um den Ca?*-Leck zu demaskieren.

In Kontrollzellen konnte keine Verdnderung der basalen [Ca®'];i beobachtet werden
(Abb. 4.13 A). Allerdings konnte ab einer Konzentration von 20 uM AZO eine
konzentrationsabhéngige Zunahme der basalen [Ca?']; detektiert werden (Abb. 4.13 B), was
ebenso bei Verwendung von 4-PBA zu beobachten war (Abb. 4.4). Interessanterweise war bei
einer Konzentration von 5 uM AZO die TG-Antwort hoher als in Kontrollzellen, wahrend bei

hoheren Konzentrationen von AZO der Anstieg der [Ca?*];i verringert war.
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Abbildung 4.13: Effekt von AZO auf die Ca**-Homdostase.
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24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen sowie innerhalb des Strahlengangs des Visitron-Mikroskops positioniert. (A) 3 min
nach Beginn der Messung wurde ZCa (Mock) hinzugegeben und fiir 12 min inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pM
Thapsigargin (TG) appliziert und fiir weitere 15 min gemessen. (B) Nach 3 min wurde entweder 5 uM (rot), 10
uM (blau), 20 pM (griin), 50 uM (braun) oder 100 uM (tiirkis) Azoramide (AZO) hinzugegeben und fiir 12 min
inkubiert. Danach wurde 1 pM TG hinzugeben und fiir weitere 15 min gemessen. Dargestellt sind exemplarische
Graphen. Der graue Pfeil weist auf einen Anstieg der basalen [Ca®]; hin. Die Versuche wurden an 1 Tag mit 2
gepaarten Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 5 pM = 2; 10 uM =2; 20 uM = 5; 50 uM =2; 100 uM = 3;
Mock = 5). Die Daten sind préisentiert als Mittelwert=SEM.

Wie schon in Abbildung 4.9 wurde auch in diesen Versuchen Al bestimmt, was den
Netto-Anstieg der basalen [Ca®']; vor Zugabe von TG reprisentiert (Abb. 4.14 A). Wie aus
Tabelle 4.7 zu entnehmen ist, blieb Al in Kontrollzellen und mit 5 und 10 uM AZO-behandelte
Zellen unter 10 nM. Allerdings stieg ab einer Konzentration von 20 uM AZO die basale [Ca*"];
stetig an bis zu einem Maximum von 76 nM nach Inkubation mit 100 uM AZO. Die genauen

Werte sind in Tabelle 4.7 aufgelistet und in der Abbildung 4.14 B graphisch gezeigt.

Tabelle 4.7: A1-Werte der Versuche aus Abbildung 4.14 B.

Versuch [Ca?"]i-Konzentration in nM
Mock 7,81 +£0,36
5 UM AZO 3,26 + 1,60
10 uM AZO 6,17 £ 0,96
20 uM AZO 18,48 £ 1,45
50 uM AZO 53,84 £ 1,76
100 uM AZO 76,06 £2,26

Ebenso wurde A2 analysiert, was dem Netto-Anstieg der [Ca?*]i nach TG-Zugabe entspricht
(Abb. 4.14 A). Die TG-Antwort lag in Kontrollzellen bei ~410 nM, wohingegen nach
Inkubation mit 5 uM AZO dieser Wert bei ~450 nM lag. Jedoch nahm der TG-induzierte
Anstieg der [Ca?"]i mit hoheren Konzentrationen von AZO ab und lag bei 100 uM AZO nur
noch bei 190 nM. Die genauen Werte kdnnen aus Tabelle 4.8 entnommen werden und sind in

Abbildung 4.14 C graphisch dargestellt.
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Tabelle 4.8: A2-Werte der Versuche aus Abbildung 4.14 C.

Versuch [Ca*']i-Konzentration in nM
Mock 411,60 £ 14,23
5 uM AZO 452,06 = 10,25
10 uM AZO 333,61 £7,97
20 uM AZO 294,68 £ 9,95
50 uM AZO 326,28,68 £ 16,76
100 uM AZO 190,68 £ 10,14

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dhnlich zu denen mit 4-PBA, dass AZO
dosisabhingig einen Anstieg der basalen [Ca®']i und eine Abnahme des Ca*'-Lecks iiber die

ER-Membran zur Folge hat.
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Abbildung 4.14: Statistik der in Abbildung 4.13 gezeigten Graphen.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. (A) Definition von Al
und A2. Folglich wird A1 im Folgenden als erstmalige Anderung der [Ca>*]i nach Gabe von AZO bis zur TG-
Gabe gewertet. A2 entspricht der [Ca?']i -Anderung ab TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca*']. (B)
Gezeigt ist Al nach Gabe von AZO bis zur TG-Gabe. Die Messpunkte wurde mittels einer sigmoidale Kurve
verbunden, was einer Dosiswirkungskurve fiir AZO entspricht. (C) Gezeigt ist A2 als Anderung der [Ca>']i ab
TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca®']i. Die Messpunkte wurde mittels einer sigmoidale Kurve
verbunden, was einer Dosiswirkungskurve fiir AZO entspricht. Die Versuche wurden an 1 Tag mit 2 gepaarten
Versuchen durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 5 uM =2; 10 uM =2; 20 uM = 5; 50 uM = 2; 100 uM = 3; Mock = 5).
Die Anzahl der analysierten Zellen sind in Abbildung B oberhalb der Messpunkte von Al in Klammern angegeben.
Die Daten sind prasentiert als Mittelwert=SEM. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der KS-Test herangezogen
und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 (**%*).
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4.4.2. Effekte von AZO auf den Tunicamycin-induzierten ER-Stress

Die vorangegangen Ergebnisse haben gezeigt, dass AZO, dhnlich zu 4-PBA, einen Anstieg der
basalen [Ca®']i zur Folge hat und den Ca?"-Leck iiber die ER-Membran verringert
(Abb. 4.4 und 4.13). 4-PBA konnte zudem noch den verstiarkenden Effekt von TUNI auf den
Ca*"-Leck inhibieren (Abb. 4.6). Aus diesem Grund sollte ebenso mit AZO untersucht werden,
ob das chemische Chaperon den durch TUNI verstérkten Ca®*-leck reduzieren kann. In diesem
Zuge wurden die Konzentrationen von AZO wie in Abbildung 4.13 verwendet, um eine
mogliche Dosisabhédngigkeit feststellen zu konnen. Hierfiir wurden die Zellen wieder mit 4 uM
Fura-2 beladen (Kapitel 3.6.3) und entweder mit ZCa oder den entsprechenden Konzentrationen
von AZO fiir 12 min inkubiert (Abb. 4.15). Danach wurde fiir 3 min DMSO oder 10 pg/ml
TUNI hinzugegeben und mit 1 pM TG wurde der Ca**-Leck demaskiert.

In Abbildung 4.15 sind reprédsentative Experimente unterschiedlicher Versuchstage dargestellt
und verdeutlichen, die Anderung der [Ca?'|er-Homdostase der Zellen bei Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen von AZO.

Fiir den besseren Vergleich der einzelnen Kurvenverldufe, wurden die detektierten
Ca?"-Konzentrationsédnderungen untereinander wie folgt zu Darstellung gebracht.
Abbildung 4.15 A: Mock + Mock (schwarz), Mock + TUNI (grau). Abbildung 4.15 B:
5 uM AZO (rot), 10 uM AZO (dunkel blau), 20 puM AZO (griin), 50 uM AZO (dunkel rot),
100 uM AZO (hell blau). Im Folgenden beschreibe ich zundchst die einzelnen Verldufe mit
ihren Besonderheiten und vergleiche im néchsten Kapitel detaillierter, einzelne Werte anhand
der statistischen Auswertung.

Wurden die Zellen nur mit TUNI behandelt, kam es wie in der Literatur beschrieben
(Schéuble et al., 2012) zu einer erhohten TG-Antwort (Abb. 4.15 A). Bei Inkubation mit
hoheren Konzentrationen von AZO, konnte wieder ein Anstieg der basalen [Ca?*]i detektiert
werden (Abb. 4.15 B). Zusitzlich ist zu erkennen, dass der TUNI-Effekt durch die AZO-

Behandlung verloren geht.
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Abbildung 4.15: Effekt von AZO auf die Ca**-Homdostase wihrend TUNI-induziertem ER-Stress.

105



Ergebnisse

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca?']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
zweimal mit ZCa gewaschen sowie innerhalb des Strahlengangs des Visitron-Mikroskops positioniert. (A) 3 min
nach Beginn der Messung wurde ZCa (Mock) hinzugegeben und fiir 12 min inkubiert. Dann wurde Entweder 0,1%
DMSO in ZCa (Mock + Mock, linker Graph) oder 10pg/ml TUNI (Mock + TUNI, rechter Graph) hinzugegeben
und fiir 3 min inkubiert. AnschlieBend wurde 1 uM Thapsigargin (TG) appliziert und fiir weitere 15 min gemessen.
(B) Nach 3 min wurde entweder 5 uM (rot), 10 uM (blau), 20 uM (griin), 50 pM (braun) oder 100 uM (tiirkis)
Azoramide (AZO) hinzugegeben und fiir 6 min inkubiert. Dann wurde 10pug/ml TUNI hinzugegeben und fiir 3
min inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pM TG hinzugeben und fiir weitere 15 min gemessen. Dargestellt sind
exemplarische Graphen. Der graue Pfeil weist auf einen Anstieg der basalen [Ca?']; hin. Die Versuche wurden an
2 Tagen mit 1 gepaartem Versuch durchgefiihrt (Versuchsanzahl: 5 pM =2; 10 pM =2; 20 pM =3; 50 pM = 1;
100 uM = 1; Mock + Mock = 2; Mock + Tuni = 3). Die Daten sind présentiert als Mittelwert+SEM.

Auch hier blieb der A1 Wert bei den Kontrollzellen und bis zu einer AZO-Konzentration von
10 uM mit einer basalen [Ca?']; unter 10 nM. Bei Konzentrationen von 20-100 uM AZO lag
dieser Wert bei 13-70 nM. Die genauen Werte konnen aus Tabelle 4.9 entnommen werden und

sind in Abbildung 4.16 B graphisch dargestellt.

Tabelle 4.9: A1-Werte der Versuche aus Abbildung 4.15 A.

Versuch [Ca?*]i-Konzentration in nM
Mock [ZCa] + Mock [ZCa] 8,89 £0,59
Mock [ZCa] + 10pg/ml TUNI 7,38 £ 0,83
5 uM AZO + 10pg/ml TUNI 3,55+0,77
10 uM AZO + 10pg/ml TUNI 4,74 £ 0,52
20 uM AZO + 10pg/ml TUNI 13,47 £ 1,35
50 uM AZO + 10pg/ml TUNI 59,96 + 2,86
100 uM AZO + 10ug/ml TUNI 70,82 + 5,71

Die TG-Antwort lag bei Kontrollzellen bei ~450 nM, wobei TUNI eine VergroBerung des
Ca*"-Lecks auf 600 nM verursachte. Mit zunehmender AZO-Konzentration nahm dieser Wert
ab und erreichte den niedrigsten Wert bei 210 nM mit einer AZO-Konzentration von 50 pM.
Die genauen Werte konnen aus Tabelle 4.10 entnommen werden und sind in Abbildung 4.16 C

graphisch dargestellt.
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Tabelle 4.10: A2-Werte der Versuche aus Abbildung 4.15 B.

Versuch [Ca*']i-Konzentration in nM
Mock [ZCa] + Mock [ZCa] 451,50 £ 07,00
Mock [ZCa] + 10pg/ml TUNI 601,91 £ 16,12
5 uM AZO + 10pg/ml TUNI 451,50 + 7,001
10 uM AZO + 10ug/ml TUNI 463,29 + 19,84
20 uM AZO + 10pg/ml TUNI 397,09 + 12,73
50 uM AZO + 10pg/ml TUNI 210,00 £ 15,39
100 uM AZO + 10ug/ml TUNI 272,43 + 21,80

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass der AZO Effekt auf den verstirkten Ca?*-Leck
wihrend pharmakologisch-induziertem ER-Stress konzentrationsabhidngig ist. Bei AZO
Konzentrationen gleich oder unter 20 uM wird den Ca**-Leck tiber die ER-Membran nach
TUNI Gabe reduziert. Wie auch bei der ersten Experimentreihe zu AZO (TG, ohne TUNI
Behandlung) kam es ab Konzentrationen von AZO >20 uM einer Erhéhung des basalen [Ca?*]i.
Nach Gabe von TUNI kommt es zu einer groBeren Senkung des Ca**-Lecks. Fiir uns sprechen
diese Ergebnisse, genauso wie die Ergebnisse von 4-PBA, fiir einen starken Nachweis, dass
AZO ebenfalls als neuartige Klasse von Chaperonen die Fahigkeit besitzt, durch eine sofortige

Wirkung ER-Stress abzumildern.

A B Cc
— 801 ©
s T
= 1L
?1’015min &0&0 i‘;
12 min 240-
f;z M A2 %’% 36)
. ‘t‘g;ftftTw««(mmm;- @W«m« ® O e ! O 1 I
Zeit s) 0 0 5 10 20 50 100 0 0 5 10 20 50 100
(MM) (MT) (MM) (MT)

[AZQ] (uM) [AZQ] (uM)
Abbildung 4.16: Statistik der in Abbildung 4.15 gezeigten Graphen.

24 h nach Ausplattieren (Kapitel 3.5.3) wurden HEK-293 Zellen mit 4 uM Fura-2-AM in 0,5 mM EGTA (ZCa =
zero[Ca*']e) fiir 20 min bei RT beladen. AnschlieBend wurde das Deckglas in die Messkammer eingespannt,
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zweimal mit ZCa gewaschen und in den Strahlengang des Visitron-Mikroskops eingefiigt. (A) Definition von Al
und A2. Folglich wird A1 im Folgenden als erstmalige Anderung der [Ca>*]i nach Gabe von AZO bis zur TG-
Gabe gewertet. A2 entspricht der [Ca?']i -Anderung ab TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca*']. (B)
Gezeigt ist Al nach Gabe von AZO bis zur TG-Gabe. Die Messpunkte wurde mittels einer sigmoidale Kurve
verbunden, was einer Dosiswirkungskurve fiir AZO entspricht. (C) Gezeigt ist A2 als Anderung der [Ca>']i ab
TG-Gabe bis zum Erreichen der maximalen [Ca®']i. Die Versuche wurden an 1 Tag mit 2 gepaarten Versuchen
durchgefiihrt Versuchsanzahl: 5 uM = 2; 10 uM = 2; 20 uM = 3; 50 uM = 1; 100 pM = 1; Mock + Mock = 2
[MM]; Mock + TUNI = 3 [MT]). Die Anzahl der analysierten Zellen sind in Abbildung B oberhalb der Messpunkte
von Al in Klammern angegeben. Die Daten sind présentiert als Mittelwert=SEM. Zur Berechnung der Signifikanz
wurde der KS-Test herangezogen und die Signifikanz ist angegeben als p< 0,001 (***).
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5. Diskussion

Das ER stellt in der eukaryotischen Zelle den Hauptcalciumspeicher dar. Ca** nimmt als
sekundérer Botenstoff diverse Funktionen ein, von Zellwachstum bis hin zu Apoptose
(siche Kapitel 2.4). Die Hauptfunktion des ER-membranstindigen Sec61-Komplexes ist der
Transport von naszierenden Proteinen in das ER-Lumen, wo diese gefaltet und modifiziert
werden (siehe Kapitel 2.2.1). Dariiber hinaus fungiert der Sec61-Komplex auch als
Ca*"-Leckkanal, der gezielt durch das zytosolische CaM und das luminale Chaperon BiP
reguliert wird (siehe Kapitel 2.4.2.1).

BiP besitzt mehrere Funktionen wie Unterstiitzung beim Transport naszierender
Polypeptidkette in das ER-Lumen, Inaktivierung der UPR, aber auch Erhéhung der
Faltungskapazitdt wihrend einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine (siche Kapitel 2.2.1,
2.6.3 und 2.3.1). Letzteres hat zur Folge, dass der Sec61a-induzierte Ca>*-Leckstrom aus dem
ER erhoht ist (siehe Kapitel 4.2.1).

Neben BiP gibt es weitere endogene Chaperone, die an Proteintransport, -faltung und
-modifikation beteiligt sind. Es sind mehrere chemische Chaperone bekannt, die ER-Stress
senken und die Proteinfaltung erhdhen konnen (siehe Kapitel 2.7). In dieser Arbeit wurde
untersucht, inwiefern die chemischen Chaperone 4-PBA, dessen aktiver Metabolit PAA und
AZO das Sec6la-vermittelte Ca**-Leck im ER modulieren. Dariiber hinaus sollte tiberpriift
werden, inwieweit sich die Effekte auch unter ER-Stress befindliche Zellen reproduzieren

lassen.

5.1. Zeit- und Dosisabhiingige Effekte von 4-PBA auf Ca**-Homdoostase

Neben einer epigenetischen Wirkung von chemischen Chaperonen geht man davon aus, dass
chemische Chaperone wie 4-PBA direkten Wirkungen auf den Zellmetabolismus ausiiben
(siche Kapitel 2.1). Chemische Chaperone haben eine direkte stabilisierende Wirkung auf
fehlerhafte oder fehlgefaltete Proteine und beeinflussen die Aktivitdt endogener Chaperone
positiv (siche Kapitel 2.7). Um den Effekt auf die zelluldre Ca?>*-Homdostase zu untersuchen,
wurde der zytosolische Ca*"-Indikator Fura-2 verwendet (siche Kapitel 3.6.2). Die HEK-293
wurden mit Fura-2 beladen und wihrend der Messung fiir 12 min mit 4-PBA inkubiert. Durch

die kurze Inkubationsdauer sind die beobachteten Effekte auf die Ca*"'-Homdostase in dieser
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Untersuchung wahrscheinlich durch direkte Mechanismen und nicht durch die Anderung der
Genexpression von z.B. UPR-Genen (sieche Kapitel 2.7.2.) zu erkléren.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass eine 12-miniitige Inkubation mit 5 mM 4-PBA zu einer
signifikanten Reduktion des Ca**-Lecks und des zelluliren Ca**-Gehalts fiihrt (Abb. 4.1 und
4.2). Dieser Effekt zeigte in weiteren Versuchen eine Dosisabhidngigkeit, wobei mit steigender
4-PBA Konzentration weniger Ca?"-Leck beobachtet wurde (Abb. 4.4 A-B).
Nach hoheren Gaben von 4-PBA (10 mM) kam es zu einer vorzeitigen, zytosolischen
Ca%*-Zunahme (Abb. 4.4 A). Dies erklirt sich am ehesten durch ein initial erhohtes Ca?*-Leck,
dhnlich der Zunahme der basalen [Ca®']; in TFP-behandelten HeLa Zellen (Erdmann et al,
2009). Alternativ konnten hohe Mengen von 4-PBA jedoch auch iiber einen noch unbekannten
Mechanismus zu einem Anstieg von Ca?" aus anderen Speichern (Zellorganellen,
calciumbindender Proteine) oder Interaktion mit Ca**-Ionenkanilen fiihren (siche Kapitel 2.4).
Wurde die Inkubationszeit von 4-PBA von 12 auf 30 min erhoht, hatte dies im Vergleich einen
reduzierten Effekt auf das Ca**-Leck und einen geringen basalen Anstieg der [Ca?"]; zur Folge
(ADbb. 4.3). Letzteres konnte auf eine verstiarkte Aktivitdt der SERCA zuriickzufiihren sein (Fu
etal., 2015).
Der Effekt von 4-PBA auf das Ca?'-Leck konnten sich durch einen Ca?*-Verlust aus dem ER
erkldren, wodurch sich folglich der TG-induzierte Ca**-Ausstrom ebenfalls verringert. Auf
Grund dessen wurde der Versuch mit dem Ca?*-Ionophor IONO angeschlossen, um die durch
4-PBA induzierten Anderung des gesamten Ca>"-Gehaltes der Zelle zu untersuchen (Abb. 4.2).
Da der Ca?"-Gehalt nach Inkubation mit 4-PBA deutlich verringert war, ist dieser
Erkldrungsansatz durchaus eine wahrscheinliche Theorie, die weiter untersucht werden sollte.
Andere Erklarungsansétze konnte sein, dass bei gleichbleibendem [Ca?*Jgr das Ca**-Leck tiber
die ER-Membran durch 4-PBA limitiert wird. Alternativ kdnnte die Inkubation mit 4-PBA
natiirlich auch zu nicht spezifischen Effekten auf den gesamten Zellmetabolismus fiihren.

Im Folgenden Kapitel wird nun als Erkldrungsansatz ndher auf die ersten beiden

Moglichkeiten eingegangen.
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5.2. Hypothesen zu den Wirkmechanismen von 4-PBA

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte von 4-PBA lassen zwei mogliche
Wirkmechanismen von Chaperonen auf die Ca**-Homdostase im ER vermuten: Zum einen die

exklusive Senkung des Ca?*-Lecks, zum anderen die Depletion von [Ca?*]gr.

Hypothese I: Exklusive Senkung des Ca?*-Lecks

In diesem Erklirungsansatz baut auf der Beobachtung auf, dass es nach Zugabe von 1 mM
4-PBA bis zur Gabe von TG zu keiner nennenswerte Ca’*-Konzentrationsinderung des
[Ca*Ter kommt (Abb. 5.1 C). Nach Gabe von TG kommt es im Vergleich zur Kontrolle zu
einem verringertem Ca?*-Leck aus dem ER.

Erkldren lieBe sich diese Beobachtung damit, dass durch die Bindung von BiP an den
Sec61-Komplex der Ca?*-Leck iiber die ER-Membran limitiert wird (Schiuble et al., 2012).
4-PBA wiirde in der Folge Teilfunktionen von BiP iibernehmen und BiP {iber diesen
Mechanismus entlasten, wodurch der Efflux verringert ausfallen wiirde. Auf diese Weise wiirde
4-PBA als Faltungshilfsprotein an Stelle von BiP die vermehrt anfallenden fehlgefalteten
Proteine in ihre korrekten Faltungsstrukturen iiberfiihren. Dadurch wiirde im ER-Lumen mehr
BiP fiir den Verschluss der Sec61a-Untereinheit zur Verfiigung stehen, vermehrt an dieser
gebunden bleiben und durch den Verschluss der Pore den passiven Ca?*-Leck, insbesondere bei
ER-Stress, entgegenwirken. Somit wiirde bei konstanter [Ca>*Jgr (Abb. 5.1 A) ein langsamerer
bzw. erniedrigter Ca?*-Leck zustande kommen (Abb. 5.1 C) und ferner den verminderten

Ca?"-Leckstrom wihrend des TG-induzierten ER-Stress erkliren.

Fiir diesen Ansatz spricht auch die Arbeit von Mimori et al. (2013). Im Rahmen dieser wurde
untersucht, ob der Schutz vor neuronalen Zelltod vermehrt auf den HDAC-inhibitorischen
Effekt von 4-PBA oder vielmehr auf dessen Funktion als chemisches Chaperon zuriickzufiihren
wire. Die Untersuchung fiihrte zu dem Ergebnis, dass der Schutz der humanen neuroblastom
Zellen (SH-SYS5Y) vor Apoptose, auf die Proteinfaltungskapazitit von 4-PBA und die
konsekutive Erniedrigung des ER-Stresses auf die Zellen zurilickzufiihren sei (Mimori et al.,

2013).

Auf der anderen Seite konnte aber auch angenommen werden, dass 4-PBA als direkter
Interaktionspartner mit dem Sec61-Komplex in Frage kommt. Uber diese Méglichkeit jedoch

liegen bislang keine Erkenntnisse vor.
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Wahrscheinlich ist aber in beiden Fallen, dass 4-PBA, wie in der Literatur vielfach vermutet,
als Chaperon einen sofortigen Effekt auf Proteine innerhalb der Zelle entfaltet. Diese
Vermutung wird durch die Untersuchungen von Gault et al. (2018) gestiitzt, in denen mittels
Massenspektrometer der direkte Effekt von TMAO (siehe Kapitel 2.7) auf Proteine untersucht
wurde. Hier zeigte sich, nach Zugabe des chemischen Chaperon TMAO, eine direkte
Interaktion von TMAO mit Proteinen und deren Schutz vor Denaturierung in harnstofthaltigem
Milieu (Gault et al., 2018). Auch die Arbeiten von Liao et al. (2017) und Cho et al. (2011),
beschreiben eine direkte Interaktion und stabilisierenden Effekt von TMAO auf Proteine (siche

Cho et al., 2011; Liao et al., 2017).

Es ist in der Folge notwendig, der dargelegten Hypothese durch weiterfithrende
Untersuchungen nachzugehen, um, im Falle einer Verifikation derselben, ein genaueres
Verstiandnis der direkten Wirkung von 4-PBA zu erlangen.

Ein denkbarer Ansatz wire es dabei, die der vorliegenden Untersuchung zugrundeliegende
experimentelle Reihe nach Depletion durch siRNA der Proteine Sec61a, BiP und Calreticulin
erneut durchzufiihren, sowie direkt die [Ca?] im ER zu messen (Gamayun et al., 2019).

Eine Ergidnzung bestiinde darin, durch eine Depletion von Sec6la und eine darauffolgende
Transfektion mit einer Sec61a -Mutante, bei der die Bindestelle fiir BiP mutiert ist (Y344H),
fiir die weiterfiihrenden Experimente zu verwenden (Schéuble et al., 2012). So konnte eruiert

werden, ob diese Bindestelle auch von 4-PBA genutzt wird.

Hypothese I1: Depletion von [Ca?|gr

In der zweiten Hypothese wird davon ausgegangen, dass es sofort nach Zugabe von 4-PBA zu
einer Abnahme der [Ca®*]Jer (Abb. 5.1 B) kommt, wodurch folglich die TG-Antwort niedriger
ausfallen wiirde (Abb. 5.1 C). Dies ist bei 4-PBA Konzentrationen hoher als 5 mM beobachtet
worden.

Diese Hypothese wird durch die Experimente 4.1.2 untermauert, bei denen gezeigt werden
konnte, dass in 4-PBA-behandelten Zellen der zellulire Ca’*-Gehalt um 50% reduziert war
(Abb. 4.2). Mogliche Mechanismen kdnnten sein, dass 4-PBA durch eine (1) direkte Bindung
mit freiem Ca?" oder durch eine (2) anderweitige Induktion und Verwendung von Ca?" dazu
fiihren, dass die [Ca?*]er sinkt oder (3) ein nicht spezifischer Effekt auf den Zellmetabolismus
zu einer Verringerung des Ca?*-Gehalts fiihrt. Neben BiP gibt es auch noch weitere Chaperone

und Faltungsenzyme im ER, wie beispielsweise CRT und seine membrangebundenen
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Aquivalenten CNX, GRP94, und PDI/Calcistorin, ERp72. Sie sind, genau wie BiP, in der Lage,
Ca?" zu puffern und so die ER-abhingige Ca?*-Homdostase der Zelle zu beeinflussen. Wihrend
BiP bis zu 25% vom [Ca**]er bindet, iibernimmt die Ca?* bindende C-Doméne von CLR die
Hilfte der Ca**-Bindungskapazitit des ER (siche Kapitel 2.4.3). Arnaudeau et al. zeigten 2002,
dass sich diese Kapazitdt signifikant mit einer erhdhten Expression von CLR erhdhen lieB3.
Allerdings iiberleben CLR-depletierte Zellen nicht, was dessen Stellenwert in der
Ca*"-Homoostase verdeutlicht (Arnaudeau et al., 2002; Coe und Michalak, 2009; Michalak et
al., 2009; Nakamura et al., 2001).

4-PBA gilt als chemisches Chaperon der Unterklasse der hydrophoben Chaperone, die
universell an hydrophobe Segmente aller fehlerhaften oder missgefalteten Proteine binden,
diese in die Zielstruktur tiberfiihren und ihre Aggregation verhindern (Kong et al., 2017). Das
wiederum wiirde bedeuten, dass 4-PBA nicht nur BiP bei der Proteinfaltung entlasten wiirde,
sondern auch die oben genannten Chaperone und Faltungsenzyme. Diese konnten in der Folge
in freier Form verstirkt fiir die Ca®>*-Bindung zur Verfiigung stehen und damit sowohl bei
TG- als auch IONO-Applikation, zu einem verminderten [Ca?*]gr filhren. Zudem muss auch
beriicksichtigt werden, dass eine erfolgreiche Proteinfaltung von der [Ca®']gr abhingig ist
(siche Kapitel 2.4.3). Somit wird freies Ca®" bei verstarkter Faltungsaktivitit im ER auch
zunehmend verwendet und wiirde im Zytosol dann von Fura-2 abnehmend detektiert werden
(Milles et al., 2018; Reid et al., 1981).

Fir die Abklarung der zwei Hypothesen wire eine ankniipfende Untersuchung mittels
FRET-Messung denkbar. Diese ermdglicht, neben Messung der [Ca?*]; durch Fura-2, auch die
gleichzeitige Ermittlung der [Ca**]gr durch einen spezifischen Ca?*-Sensor wie z.B. DIER
(Gamayun et al, 2019). Die damit erzielten Ergebnisse konnten weitere Klarheit iiber die
Herkunft des zytosolischen Ca** nach Applikation chemischer Chaperone, und eine weitere
Einsicht tiber deren Wirkweise im ER und der Zelle eroffnen. Des Weiteren konnten, auf diese
Weise, unter Umstinden auch weitere Riickschliisse in Bezug auf den vorzeitigen Ca?*-Efflux
bei hoheren 4-PBA Dosierungen (> 10 mM) gezogen werden (Abb. 4.4 D [Pfeil]). Da die
Fura-2 Messungen den zytosolischen Ca?*-Spiegel wiedergeben, wire ein Anstieg desselben
auch dann moglich, wenn das ER einzelner Zellen in einen defekten Zustand libergeht oder
andere Membrankanile beeinflusst wiren: Dann wiirde Ca®?* entsprechend des
Konzentrationsgefalles in das Zytosol diffundieren bis entweder der Defekt in der Membran
behoben und/oder Kompensationsmechanismen das Ca?* zuriick in die Ca?*-Speicher (ER und
Mitochondrien) oder in den Extrazellularraum transportiert hitten. Ein solcher Effekt fiir

4-PBA ist jedoch noch nicht beschrieben.
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Wihrend der Untersuchungen von Kubota et al. aus dem Jahre 2006 zeigte sich, dass
4-PBA im Rahmen einer 24 h Inkubation zusammen mit dem ER-Stressor TUNI einen
protektiven Effekt auf die ER-Stress-induzierte Apoptose der humanen Neuroblastom-Zelllinie
SK-N-MC ausiibt (Kubota et al., 2006). Dort zeigte sich das Wirkmaximum bei 5 mM 4-PBA,
wobei bei 10 mM 4-PBA {iber einen erhohten toxischen Effekt berichtet wurde. Auch in der
hier vorliegenden Arbeit wurde in Experimenten ein spezifischer Effekt ab einer Konzentration
von 10 mM 4-PBA (Abb. 4.4 D [Pfeil]) beobachtet, was ein moglicher Erklarungsansatz fiir die
berichteten Ergebnisse mit toxischem Effekt auf die verwendeten Zellen von Kubota et al. sein
konnte und weiter untersucht werden sollte. In deren Arbeit konnte auBerdem ein
dosisabhdngiger Effekt detektiert werden. Eine dosisabhéngige Verringerungen des
ER-Stresses durch 4-PBA wurde in vitro in Chondrozyten festgestellt (Rellmann et al., 2019).
So konnte mittels Immunoblot-Analysen gezeigt werden, dass 4-PBA dosisabhidngig zu einer
signifikanten Senkung der ER-Stress Indikatoren BIP, CHOP, IRE1 und XBP1s fiihrte. Vor
allem die Reduktion von BiP konnte ebenfalls ein Erklarungsansatz fiir den initialen Anstieg
der [Ca*"]i bei hoheren 4-PBA Konzentrationen sein (Abb. 4.4 D [Pfeil]).

Zu hinterfragen ist, wieso 4-PBA bei einer Inkubationszeit von 30 min (siche Abb. 4.3)
gegeniiber 12 min (siche Abb. 4.1.) einen geringeren Einfluss auf den Ca?"-Efflux zeigte. Hier
miissten weitere Experimente angeschlossen werden, um diesen Sachverhalt zu kliren. Da bei
30-miniitiger Inkubationszeit noch von keiner 4-PBA bedingten Anderung der Genexpression
auszugehen ist, muss untersucht werden, ob 4-PBA in diesem Zeitraum direkt mit anderen
Proteinen interagiert oder reagiert und somit moglicherweise vermindert zur Verfiigung steht.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass 4-PBA ebenfalls Einfluss auf die in Kapitel 2.3 beschriebenen
Ca’"-bindenden Proteine ausiiben konnte. Das wiirde auch bedeuten, dass 4-PBA somit
moglicherweise nicht nur einen spezifischen Einfluss auf BiP, den Sec61-Komplex und den
Ca*"-Leck haben konnte, sondern dariiber hinaus einen nicht spezifischen Einfluss auf den

gesamten Zellmetabolismus.
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Abbildung 5.1: Hypothesen der 4-PBA Wirkung auf die [Ca®']i und [Ca*']er.

Die gestrichelten Linien zeigen den Zeitpunkt der Gabe von 4-PBA und TG. (A) Hypothese I — Exklusive Senkung
des [Ca?']-Lecks: Zeitverlauf des [Ca®'Jer unter der Annahme, dass das [Ca?*Jer nicht von 4-PBA beeinflusst wird.
(B) Hypothese II — Depletion von [Ca?*]er: Zeitverlauf des [Ca?*]er bei einer stetigen Senkung des [Ca?*]er durch
Vorbehandlung mit 4-PBA. (C) Zeitverlauf der [Ca?"]i: Die Behandlung mit 4-PBA fiihrt zu einem verminderten
Ca?"-Leck. Die Kontrolle ist jeweils in schwarz (- 4-PBA) und die Vorbehandlung mit 4-PBA in grau (+ 4-PBA)
dargestellt.
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5.3. Wechselwirkung von 4-PBA mit Stress-Induktoren

Es konnte bereits in BiP-depletierten HeLa-Zellen gezeigt werden, dass unter ER-Stress das
Sec6la-vermittelte Ca**-Leck liber die ER-Membran signifikant erhoht ist (Schauble et al.,
2012). Des Weiteren wurde unter Verwendung der beiden ER-Stress-Induktoren TUNI und
DTT beobachtet, dass BiP von Sec61a sequestriert wird, um der Akkumulation fehlgefalteter
Proteine entgegenzuwirken, wobei in BiP-depletierten Zellen jedoch weder TUNI noch DTT
einen Effekt zeigten. Da 4-PBA als chemisches Chaperon ER-Stress verringern kann (Kolb et
al., 2015), sollte untersucht werden, ob durch 4-PBA das Ca?*-Leck wihrend pharmakologisch-
induziertem ER-Stress beeinflusst wird. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit mit TUNI
konnte gezeigt werde, dass eine 3-miniitige Inkubation mit TUNI den durch TG demaskierten
Ca?*-Efflux um 17% steigerte (Abb. 4.7 D). Wurden die Zellen zusitzlich fiir 12 min mit 4-PBA
inkubiert, konnte derselbe Efflux um fast 25% verringert und damit sogar unter das Niveau der
Kontrolle gesenkt werden (Abb. 4.7 D). Da die Ergebnisse bei der Verwendung von DTT nicht
vergleichbar mit denen aus der Arbeit von Schiuble et al. (2012) sind, ldsst sich vermuten, dass
hier ein zelltypspezifischer Effekt vorliegt.

Da bis dahin ein protektiver Effekt von 4-PBA auf ER-Stress beobachtet werden konnte,
stellte sich die Frage, ob 4-PBA auch bei einem anderen zu ER-Stress fiihrenden
Wirkmechanismus &hnliche Effekte erzielen kann. Daher wurde entsprechend der Versuche
von Erdmann et al. (2011) eine Versuchsreihe mit dem CaM-Inhibitor TFP durchgefiihrt. Als
solcher wird der Verschluss von Sec61a durch CaM verhindert und dadurch der, durch TG
demaskierte, Ca**-Leck durch Sec61la (Erdmann et al., 2011) erhoht. Die Versuche in der
vorliegenden Untersuchung konnten zeigen, dass eine Behandlung mit TFP den Ca**-Leck
signifikant erh6ht. Dieser war jedoch nach Vorinkubation mit 4-PBA erniedrigt (Abb. 4.9).

Die Ergebnisse der Versuche mit 4-PBA in Verbindung mit TUNI bzw. TFP zeigen klar
eine Beteiligung von 4-PBA wihrend ER-Stress und dem damit einhergehenden Ca?*-Leck. In
beiden Experimentreihen zeigte sich eine signifikante Abnahme des Ca?*-Efflux nach
TG-Gabe. Durch die Online-Inkubation und kurze Inkubationsdauer von 4-PBA besteht die
Hypothese, dass dieses als chemisches Chaperon iiber eine direkte Wirkung den ER-Stress
senkt. Jedoch besteht auch hier die Mdoglichkeit, dass 4-PBA eine direkte Wirkung auf die
[Ca®']er ausiibt, was — wie oben erwihnt — durch Verwendung einen Ca?*-Indikators, welcher
spezifisch die [Ca?"] im ER misst, untersucht werden konnte.

Da fiir die im Rahmen der Untersuchung durchgefiihrten Experimente das Prinzip der Online-

Inkubation gewihlt wurde, ist von keiner Modulierung der Genexpression durch PAA
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auszugehen. Daher sollten hier, dhnlich wie bei der 30 min Inkubation mit 4-PBA (siche Abb.
4.3), zur besseren Vergleichbarkeit der Effekte, weiterfiihrende Experimente, mit einer 30 min

Inkubationszeit von PAA, angeschlossen werden.

5.4. Wechselwirkung des aktiven 4-PBA-Metaboliten PAA auf die Ca?*-Homéoostase

Der Lebermetabolismus fiihrt unter physiologischen Bedingungen dazu, dass 4-PBA in den
aktiven Metaboliten PAA, die konjugierte Base von Phenylacetate, verstoffwechselt wird.
Dieser aktive Metabolit weist ebenfalls Eigenschaften als Histon-Deacetylase-Inhibitor auf.
Weil dieser Lebermetabolismus in der Zellkultur fehlt, sollten die direkten Eigenschaften von
PAA auf die Ca?"-Homdostase analog zu den ersten Versuchen mit 4-PBA untersucht werden.
Grundsitzlich lésst sich festhalten, dass PAA bei 18-miniitiger Inkubation zu einer starken,
signifikanten Senkung der [Ca?"]; fiihrt. Da bei 18 min Inkubation von keiner PAA induzierten,
epigenetischen Anderung des Proteoms im ER auszugehen ist, kann der Effekt als ein direkter
Einfluss von PAA auf die Ca**-Homdostase interpretiert werden. Da PAA ebenfalls eine
Chaperon-dhnliche Wirkung zugesprochen wird, sprechen die Ergebnisse ebenfalls fiir diese
Feststellung.

Die in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Ergebnisse sollten in weiteren Studien
reproduziert, der Versuchsablauf angepasst und hinsichtlich weiterer Effekte untersucht
werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob PAA und 4-PBA einen &hnlichen

Wirkmechanismus aufweisen

117



Diskussion

5.5. Modifikation der Ca**-Homéostase durch Azoramide (AZO)

Analog zu 4-PBA unterstiitzt das chemische Chaperon AZO ebenfalls die Proteinfaltung und
inhibiert eine Aktivierung der UPR (siehe Kapitel 2.7.3). Daher sollte dessen Effekt auf die
Ca**-Homoostase in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Die Experimente dieser Untersuchung zeigten, dass AZO, dhnlich wie 4-PBA, eine signifikante
Reduzierung des Ca**-Lecks verursacht. Dabei konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt
dosisabhingig ist (Abb. 5.13 - 5.14). Ferner lieB3 sich mit zunehmender Konzentration von AZO
eine vorzeitige, zytosolische Ca?*-Zunahme beobachten, die wiederum selber dosisabhingig
zunahm (Abb. 4.15). Hier zeigte sich durch die 12-miniitige Inkubation mit AZO einer
Verringerung des durch TG demaskierten Ca®*-Lecks um 18%. Bei den Konzentrationen von 5
uM und 50 pM zeigte sich wihrend der Experimente ein unerwartet stark ausfallendes
Ca?"-Leck. Bei 50 uM fiel dieses, wie auch zu erwarten gewesen war, unter den Kontrollwert.
Im Verhéltnis zu 10, 20 und 100 uM AZO fiel es allerdings ebenfalls deutlich hoher aus. Es
wiire an dieser Stelle vielmehr zu erwarten gewesen, dass sich das Ca®*-Leck entsprechend der
illustrierten Dosiswirkungskurve in Abbildung 4.14 C (Kapitel 4.4.1) verhalten wiirde — und
somit eher dem Ca?*-Leck-Verlauf der Experimente von AZO + TUNI in Abbildung 4.16 C
(Kapitel 4.4.2) folgend. Grundsétzlich sollte die Versuchsreihe mit einer hoheren Anzahl an
Zellen noch einmal wiederholt werden, um einen eindeutigen Kurvenverlauf zu priifen.
Zusammenfassend ldsst sich jedoch die Tendenz einer Dosiswirkungskurve beobachten.

Fu et al. (2015) haben erstmalig AZO als chemisches Chaperon untersucht. Sie konnten
durch eine vorherige Behandlung mit 20 pM AZO und anschlieBender Induktion von ER-Stress
mittels TG zeigen, dass dies zu einer verminderten Expression von Genen und Proteinen der
UPR fiihrte (Fu et al., 2015). Da ein hoher Verlust von Ca?>" im ER zu ER-Stress und
Aktivierung der UPR fiihren kann (Mekahli et al., 2011), konnte der AZO-induzierte
verminderte Ca?*-Leck in Verbindung mit den Ergebnissen von Fu et al. (2015) ein weiteres

Indiz dafiir sein, dass AZO den ER-Stress reduzieren kann.
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5.6. Hypothese zu den Wirkmechanismen von AZO

Wie Abbildung 5.2 zu entnehmen sind zwei mogliche Wirkmechanismen von AZO bei
low AZO (geringe Applikationsmenge von <10 pM AZO), sowie bei high AZO (hohe
Applikationsmenge von > 10 uM AZO), denkbar. Entweder entsprechend Hypothese III
(Abb.5.2 B), bei der es zu keiner Anderung der [Ca®']gr kommt, oder entsprechend
Hypothese IV a+ b (Abb. 5.2 C, E), bei der es zu unterschiedlichen [Ca?*]gr-Verlusten bei low
und high AZO kommt. Wie auch bei 4-PBA kann sich die [Ca?']i vor TG-Gabe erhéhen, was
sich insbesondere bei hohen Konzentrationen von AZO zeigt, siche high AZO (Abb. 5.2, E).

Bei low AZO kommt es nach Zugabe von AZO zu keinem Anstieg der basalen [Ca?'];,
wobei das TG-induzierte Ca*'-Leck verringert ist (Abb. 5.2, A-B). Eine naheliegende
Erklarung fiir diese Beobachtung wire, dass AZO, dhnlich wie 4-PBA, Teilfunktionen von BiP
iibernehmen konnte. Uber diesen Mechanismus wiirde es die Proteinfaltung unterstiitzen,
wodurch der Efflux verringert ausfallen wiirde (siche Kapitel 5.2). In diesem Zusammenhang
konnten Gemeinsamkeiten und/oder Unterschiede der chemischen Strukturen von AZO und
BiP mogliche Hinweise auf deren Funktionsweise geben. Durch weitere Experimente sollten
die direkten Interaktionen von 4-PBA und AZO mit anderen Proteinen ndher untersucht
werden, um ein genaueres Verstindnis der direkten Wirkung der beiden Substanzen zu

erlangen.

Hypothese IVa versucht die verminderte Ca®>"-Antwort aus dem ER anders zu interpretieren.
Hier kommt es bereits mit Gabe von 4-PBA zu einer abnehmenden [Ca?*]gr. Dadurch wiirde
die Gabe von TG folglich auch zu einem niedriger ausfallenden Ca?*-Efflux fiihren.
Beispielsweise konnte AZO durch eine direkte Bindung mit freiem Ca** oder durch eine

anderweitige Induktion und Verwendung von Ca?* dazu fiihren, dass die [Ca**]gr sinkt.

Hypothese IVb versucht den verminderten Ca?"Efflux aus dem ER durch eine AZO-induzierte
zytosolische Ca?'-Erhohung zu erkldren. Hier konnte es, wie auch bei zu hohen Mengen von
4-PBA, bereits mit Gabe von AZO zu einer abnehmenden [Ca?*]gr kommen. Dies wiirde die
nach AZO beginnende [Ca?']i-Erhohung erkldren (Abb. 5.2, D). Dadurch wiirde die Gabe von
TG wie oben beschrieben ebenfalls zu einem niedriger ausfallenden Ca?*-Efflux fiihren.

Da die Anderung der basalen [Ca?']i nur bei hohen Konzentrationen von AZO
(>10 mM) zu beobachten ist, liegt die Ursache hierfiir wahrscheinlich in einer Beeinflussung

der intrazelluliren Ca**-Homoostase und weniger an AZO selbst. Um den Ursprung dieses
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Effekts und die generelle Beeinflussung der [Ca®*]gr durch AZO zu kliren, wiren zukiinftige
Versuche mit einem Ca?*-Indikator spezifisch fiir das ER sinnvoll. Im Folgenden werden
mogliche Ursachen fiir den AZO-induzierten basalen Anstieg der [Ca?*]; diskutiert.

Da die Funktion des ER auf eine stabile Ca?"-Homdostase angewiesen ist, muss ein
Gleichgewicht aufrechterhalten werden. Zur Einstellung dieses Gleichgewichts stehen zur
Ca*"-Aufnahme die SERCA und fiir den Ca*"-Ausstrom mehrere Ca**-permeable Kanile zur
Verfligung (siehe Kapitel 2.4). Eine mogliche Ursache fiir den Anstieg der basalen [Ca®"]; wiire
eine Beeinflussung der ER-Membranintegritidt durch AZO, sodass die Membran fiir Ca?*
durchlédssig wird. Andererseits konnte AZO Ca**-permeable Kanile positiv regulieren oder
deren Offnungswahrscheinlichkeit erhShen.

Es wird in diesem Zusammenhang angenommen, dass CRT die IP3-Kanile positiv
regulieren kann (Arnaudeau et al., 2002). AZO konnte folglich als chemisches Chaperon CRT

an dieser Stelle ablosen und somit zu einem Ca?*-Ausstrom aus dem ER fiihren.

A low AZO D high AZO

- AZO

[Ca™];

w

[Ca®ler
[Ca”]er

(@)

[Ca®ler

Zeit (s)

Abbildung 5.2: Hypothese der konzentrationsabhéngigen AZO-Wirkung.
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Die gestrichelten Linien zeigen den Zeitpunkt der Gabe von 4-PBA und TG. Die mdglichen Hypothesen III und
IVa zu einer geringen Konzentration von AZO (low AZO) sind in den Graphen A-C dargestellt und die mogliche
Hypothese IVb zu einer hohen Konzentration von AZO (high AZO) ist in den Graphen D-F illustriert. (A, D)
Zeitverlauf der [Ca®']; bei low AZO und high AZO: Die Kontrolle (- AZO) in Schwarz dargestellt und nach
Vorbehandlung mit low AZO (+ AZO) in grau illustriert. (B) Hypothese I11 — Exklusive Senkung des [Ca?]-Lecks:
Zeitverlauf des [Ca?'Jer unter der Annahme, dass das [Ca?'Jer nicht von AZO beeinflusst wird. (C) Hypothese IVa
— Depletion von [Ca*']er: Zeitverlauf des [Ca?"]er bei einer stetigen Senkung des [Ca?*]er durch Vorbehandlung
mit AZO. (E) Hypothese IVb — Depletion von [Ca?*]er: Zeitverlauf des [Ca?'Jer bei einer starken Senkung des
[Ca*"]er durch Vorbehandlung mit high AZO.

5.7. Wechselwirkung von AZO mit Stress-Induktoren

Wihrend die Experimente mit 4-PBA und dem etablierten ER-Stress-Induktor TUNI einen
direkten Einfluss auf ER-Stress herausstellten, sollte dies ebenfalls mit AZO getestet werden.
Fu et al. (2015) untersuchten in vitro den Effekt von AZO auf den durch TUNI induzierten
ER-Stress. Hierbei kamen zwei spezielle Sekretions-Reportersysteme zur Detektion der
Chaperon-Aktivitit und -Kapazitdt innerhalb des ER der human hepatoma cell line-7
(Huh-7)-Zellen zum Einsatz, der sogenannten ATF6 luminal domain (ATF6LD) Cypridina
noctiluca luciferase (-Cluc) und der 4sialoglycoprotein receptor 1 (ASGR) Cypridina noctiluca
luciferase (-Gluc). Es zeigte sich mit zunehmender Inkubationszeit von AZO eine steigende
Hemmung der TUNI-induzierten-ATF6LD-Gluc-Sekretion. Dies ist als Hemmung der UPR
Reaktion und ER-Stress und demzufolge als positiver Effekt von AZO auf ER-Stress zu werten.
Das gleiche Ergebnis wurde bei der Detektion der ASGR-Gluc-Sekretion beobachtet. Selbst in
mittels siRNA BiP-depletierten Zellen konnte dieser Effekt detektiert werden. Da die Wirkung
von AZO auch bei gleichzeitiger Gabe mit TUNI gemessen werden konnte, stellt dies den
dominanten Effekt von AZO bei der ER-Stressreduktion in den Vordergrund (Fu et al., 2015).

Da AZO den verstiarkten TUNI-Effekt auf das Ca*"-Leck inhibiert (Abb. 4.11), lidsst sich
vermuten, das AZO auch den pharmakologisch-induzierten ER-Stress vermindert. Es ldsst sich

somit annehmen, dass AZO dhnliche Wirkweisen wie 4-PBA aufweist (siche Kapitel 5.3).
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5.8. Fazit

Chemische Chaperone wie TUDCA, 4-PBA und AZO sind vielversprechende Pharmaka, die
bei verschiedenen Pathogenesen und Krankheiten (siehe Kapitel 2.7.2 und 2.7.3) einen
positiven Nutzen mit sich bringen konnen. Dieser besteht darin, dass diese Substanzen als
molekulare Chaperone die Proteinfaltung im ER unterstiitzt und dadurch ER-Stress der Zellen
senken konnen. Dariiber hinaus modulieren sie i{iber eine erhdhte Expression molekularer
Chaperone, die UPR und Ca?*-Homdgostase der Zelle und senken den ER-Stress, was wiederum
einen protektiven Effekt fiir das Zelliiberleben und -funktion darstellt.

Wenn auch der genaue Wirkmechanismus noch nicht geklart ist, was auch nicht Ziel dieser
Untersuchung war, so fungiert die vorliegende Arbeit doch als Beitrag zur Kldrung der Frage,
ob 4-PBA und AZO eine direkte Wirkung auf die Ca?>*-Homdostase des ER aufweisen.

Die gewonnenen Ergebnisse sprechen in diesem Zusammenhang durchaus dafiir, dass sowohl
4-PBA als auch AZO die Funktion von BiP iibernehmen, indem sie als chemische Chaperone
fungierend, die Faltung der bei ER-Stress vermehrt auftretenden fehlgefalteten Proteinen
kompensieren. Durch diese Eigenschaft steht BiP wiederum vermehrt zur Bindung an den
Sec61-Komplex und dadurch herbeigefiihrter Hemmung des Ca?*-Lecks iiber die ER-Membran
zur Verfiigung (Abb. 5.3).
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3) Verminderter
Ca2*-Leckstrom
(4-PBAJ/AZO)

2) ER-Stress
(z.B. TUNI)

1) Normale
Homdostase

Extrazellularraum 1 - 2 mM [Ca*'],

Abbildung 5.3: Hypothese der 4-PBA- und AZO-Wirkung auf BiP und das Ca**-Leck iiber die ER-Membran.
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1) Normale Ca?*-Homéostase der Zelle. Der Sec61-Komplex (SEC61) ist durch die Bindung von BiP fiir Ca?*
nicht durchldssig. Die SERCA-ATPase (SERCA) hélt entgegen des Konzentrationsgradienten unter
Energieaufwand (ATP-Hydrolyse zu ADP + Pi) die Ca’*-Homdostase aufrecht ([Ca®*Jer). Calmodulin (CaM) liegt
frei im Zytosol vor und hat kein Ca*" gebunden. 2) Zelle mit ER-Stress (z.B. TUNI). BiP hat sich von SEC61
entfernt und widmet sich der korrekten Faltung der durch Tunicamycin (TUNI) induzierten, fehlgefalteten
Proteine. Durch Fehlen von BiP liegt SEC61 im offenen Zustand vor, wodurch Ca®" ausstromen (Ca**-Leck) kann.
Das Ca*"-Leck wird durch ER-Stress begiinstigt und fiithrt zur Abnahme von der [Ca*']er. Im Zytosol bindet Ca?*
an CaM, welches an SEC61 bindet und somit das Ca®"-Leck limitiert. 3) Vermindertes Ca2*-Leck (4-PBA/AZO).
Statt BiP fungiert 4-PBA/AZO als Chaperon bei der korrekten Faltung fehlgefalteter Proteine. Dadurch liegt BiP
wieder vermehrt frei im Lumen des ER vor und kann somit SEC61 hinsichtlich des Ca**-Lecks verschlieBen.
Hierdurch kommt es zu einem der normalen Ca*-Homdostase annihernden Zustand.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass 4-PBA und AZO eine direkte hemmende
Wirkung auf das Ca**-Leck aus dem ER ausiiben, den ER-Stress senken und somit eine
protektive Wirkung besitzen. Insofern ldsst sich annehmen, dass chemische Chaperone das
Potential aufweisen, die Zelliiberlebensfahigkeit zu steigern und somit bei vielen Krankheiten
zu protektiven Effekten fiihren konnen. Als eine weltweit mit hoher Inzidenz vertretende
Erkrankung, die mit ER-Stress induziertem Zelltod in Verbindung gebracht wird, ist hier die
alkohol-induzierte bzw. fettinduzierte Lebererkrankung zu nennen (Basseri und Austin, 2012;
Liu und Green, 2019).

Gerade in Bezug auf ER-Stress wire es interessant, chemische Chaperone mit Medikamenten
zu kombinieren, von denen man ausgeht, dass sie ER-Stress als unerwiinschte Nebenwirkung
induzieren. Diesbeziiglich wiren beispielsweise Anti-Humaner Immundefizienz-Virus (HLV)
Medikamente (z.B. Efavirenz, Lopinavir), Anti-Depressiva (z.B. Sertralin, Clozapin),
nichtsteroidale Antirheumatika (z.B. Ibuprofen, Diclofenac), Diabetes Medikamente (z.B.
Metformin, Troglitazone) auch das Antiarrhytmikum Amiodaron vermutete Kandidaten (siehe
Chen et al., 2014; Foufelle und Fromenty, 2016; Lombardi et al., 2015; Quentin et al., 2012;
Tsutsumi et al., 2004).

Im Umkehrschluss sollte auch die Forschung vertieft werden, inwieweit chemische Chaperone
als Notfallmedikamente in der Akutphase, den Zelltod auf Grund von Hypoxie bedingtem
ER-Stress (z.B. bei Schlaganfall, Akutem Myokardinfarkt) modulieren und das Outcome fiir
Patienten verbessern konnen. Schon 2004 zeigten die vielversprechenden Ergebnisse von Qi et
al. an Méusen mit hypoxisch-induzierten Hirnschéden, dass die Tiere mit 4-PBA Behandlung
signifikant reduzierte neurologische Defizite gegeniiber der Kontrollgruppe aufwiesen (Qi et
al., 2004). Ferner lie sich auch das erhebliche kardioprotektive Potential von 4-PBA gegeniiber

kardialer Ischamie und Reperfusionsschidden an Ratten-Kardiomozyten, in unterschiedlichen
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Versuchen nachweisen (siehe Takatori et al., 2017; Zhang et al., 2017). Daher sind auch neben
4-PBA fiir das noch wenig erforschte AZO aussichtsreiche Ergebnisse zu erwarten und sollten
wie 4-PBA weiter untersucht werden.

Zwar konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die chemischen Chaperone 4-PBA,
dessen Metabolit PAA und AZO kurzfristig auf die Zellen und ER-Ca?*-Homdostase wirken,
jedoch ohne einen eindeutigen molekularen Mechanismus eruieren zu konnen. Deshalb sollte
auf Basis dieser gewonnen Erkenntnisse weiter untersucht werden, inwieweit BiP vermutlich
durch 4-PBA bzw. AZO von der Proteinfaltung entlastet, selbst wiederum an der Bindestelle
von Sec61a gebunden bleibt und dadurch das Ca**-Leck vermindert. Mogliche Ansétze wéren
einerseits dirckte Messungen des [Ca?Jer und andererseits Gene Silencing Experimente, um
die Wirkmechanismen weiter zu untersuchen: Als zentrale Vertreter wiaren BiP und dessen
Co-Chaperone zu nennen, um zu untersuchen ob 4-PBA oder AZO deren Funktionen/Arbeit
kompensieren konnen. In Hinblick auf den Sec61-Komplex oder dessen Untereinheiten, kdnnte
man untersuchen, ob der vorzeitige basale [Ca®']; Anstieg bei hohen Dosen von 4-PBA und
AZO, Sec61a vermittelt ist. Ferner konnten weiterfiilhrende Experimente mittels Western Blot
dazu dienen zu ermitteln, inwieweit sich die Prozessierung von Proteinen, bzw. wie stark sich
die UPR-Aktivierung bei kurzen Inkubationen mit den chemischen Chaperonen veréndern.

Interessant fiir weitere Untersuchungen wére ferner, die Beobachtungs-Zeitspanne auf
mehrere Stunden zu erweitern, um sich genau der Situation anzunédhern, die bei einer téglichen
Medikamentengabe entstehen soll.

Neben dem in dieser Arbeit beleuchteten, kurzfristigen Effekt gegeniiber ER-Stress,
sollte auch fiir AZO als neu entdecktes chemisches Chaperon, das moglicherweise sogar einer
neuen Subklasse von chemischen Chaperon zuzurechnen ist, der langfristige Effekt auf ER-
Stress und Proteinfehlfaltung tiefergehend untersucht werden. Der fiir AZO beschriebene
antidiabetische Effekt (siche Kapitel 2.7.3), in Zusammenhang mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, unterstreicht das vielversprechende Potential von AZO deutlich.

In Zukuntft sollte AZO analog zu 4-PBA und TUDCA, als bis jetzt intensiv erforschte
Medikamente aus dieser Klasse, in Versuchsreihen miteingeschlossen werden. Ferner erscheint
es gewinnbringend, weitere systematische Untersuchung mit 4-PBA, AZO und TUDCA
durchzufiihren, um mehr {iber die pharmakologische Modulation dieser drei Chaperone auf das

Ca*"-Leck aus dem ER in Erfahrung zu bringen.
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