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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das humane Proteom umfasst zu etwa einem Drittel solche Proteine, welche Uber den
sekretorischen Weg prozessiert und modifiziert werden, bevor sie anschlieRend an ihren
Funktionsort gelangen. Der Transport der synthetisierten Polypeptide wird Uber den
heterotrimeren Sec61-Komplex vermittelt. Je nach Eigenschaften der Substrate sind dabei
akzessorische Komponenten notig, die den Import unterstutzen. Eine dieser Komponenten ist der
Translokon-assoziierte Protein (TRAP) Komplex, dessen Struktur jingst mittels Cryo-
Elektronentomografie (CET) naher charakterisiert wurde. Auf funktioneller Ebene waren die
Eigenschaften des TRAP-Komplexes bis dato jedoch weitestgehend unverstanden. Mutationen
der Untereinheiten des TRAP-Komplexes flhrten zur Auspragung einer congenitalen
Glykosylierungskrankheit (,congenital disorder of glycosylation“, CDG), deren Manifestation
mechanistisch unverstanden ist. Zur funktionellen Charakterisierung des TRAP-Komplexes,
seiner Substrate und deren Eigenschaften sowie der Erstellung eines mechanistischen Modells
wurden markierungsfreie massenspektrometrische Analysen durchgefiihrt. Sowohl Fibroblasten
der CDG-Patienten als auch mittels RNA-Interferenz (RNAIi) TRAP-depletierte HelLa-Zellen
wurden hinsichtlich Veranderungen des Proteoms gegentuber Kontrollzellen analysiert. Durch
bioinformatisch gestitzte Proteinhdufigkeitsbestimmungen wurden potentielle TRAP-Substrate
identifiziert und in unabhdngigen Experimenten mittels Western Blot, gRT-PCR und
Komplementationsanalysen validiert. Dabei wurde ermittelt, dass die Signalpeptide derer
Proteine, die zum Import in das ER-Lumen auf die Anwesenheit des TRAP-Komplexes
angewiesen sind, einen erhohten Anteil helixbrechender Aminosauren Glycin und Prolin (GP)
sowie verminderte Hydrophobizitat aufweisen. Diese Substrateigenschaften wurden ebenfalls
durch Mutationsanalysen in intakten HelLa-Zellen validiert. Unter Beachtung der Daten der CET-
Analysen kénnten die Funktionen des TRAP-Komplex folgendermaf3en beschrieben werden: Auf
cytosolischer Seite der ER-Membran kénnte der TRAP-Komplex als Signalpeptidrezeptor agieren,
der solche Signalpeptide mit einem erhéhten GP-Gehalt und/oder verminderter Hydrophobizitat
erkennt. Diese Information kdnnte innerhalb des Komplexes an luminale Teile weitergeleitet
werden, wodurch diese in substratspezifischer Art und Weise die Offnung der Translokationspore
fordern. Die strukturellen Untersuchungen zeigten, dass der TRAP-Komplex in rAumlicher Néhe

zu Loop 5 von Sec61a steht, worlber eine Interaktion moglich sein kdnnte.

Xl



Abstract

Abstract

Functional characterization of the human translocon associated protein complex

The human proteome comprises about one-third of proteins, which are processed and modified
via the secretory pathway before they subsequently arrive at their functional place of destination.
The transport of the synthesized polypeptides is mediated by the heterotrimeric Sec61 complex.
Depending on the properties of the substrates, the Sec61 complex needs accessory components
that support the import of the proteins. Such an accessory component is the translocon associated
protein (TRAP) complex, whose structure has recently been characterized by cryo electron
tomography (CET). At the functional level, however, the properties of the TRAP complex have
been poorly understood so far. Mutations in the subunits of the TRAP complex result in a loss of
whole TRAP complex, which lead to the development of a congenital disorder of glycosylation
(CDG), which is mechanistically not understood. Here, siRNA mediated gene knock-down in HeLa
cells was combined with label-free quantitative proteomic analysis and differential protein
abundance analysis to identify TRAP dependent precursors and to characterize determinants
of TRAP substrate specificity. Also, CDG-fibroblasts were analyzed for cellular protein
abundance changes upon the loss of TRAP complex. The results were validated in independent
experiments by quantitative RT-PCR, western blotting and complementation analysis. The
signal peptides of TRAP clients, e.g. proteins that are dependent on TRAP complex for import
into the ER lumen, exhibit above-average content of helix-breaking amino acids glycine-plus-
proline and below-average hydrophobicity as distinguishing features. These determining
substrate properties were validated by mutagenesis studies in intact HeLa cells. Considering the
data of the CET analysis, the functions of the TRAP complex could be described as follows: On
the cytosolic face of the ER membrane, TRAP complex may act as a signal peptide receptor
recognizing precursor polypeptides peptides of high glycine-plus-proline content and/or low
hydrophobicity. The transmembrane part of the TRAP complex may serve as an information relay
on the luminal side of the ER membrane, thereby triggering opening of the Sec61-channel in a
substrate specific manner. Structural studies revealed the TRAP complex in close proximity to the

hinge region of Sec6l1a (loop 5), which may allow interaction.
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Abbildung 1: Sekretorischer Transportweg

Bei etwa einem Drittel aller Proteine, welche im humanen Genom kodiert sind, handelt es sich um sekretorische Proteine
oder um Proteine der dem sekretorischen Transportweg zugehdrigen Organellen. Eine zentrale Rolle nimmt dabei das
endoplasmatische Retikulum (ER) ein, das grofite tubuldre Membrannetzwerk einer kernhaltigen Zelle. An diesem
Organell erfolgt nach der Proteinbiosynthese der Transport in das ER-Lumen und anschlieRend die Prozessierung,
Faltung und Assemblierung der Proteine. Native Proteine werden folgend im Golgi-Apparat sortiert und durch
vesikularen Transport zu ihrem funktionalen Zielort befordert (Modifiziert aus ,Servier Medical Art®, Inhalt durch
,Creative Common Attribution 3.0 Unported License® geschutzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Bei etwa einem Drittel aller Proteine, welche im humanen Genom kodiert sind, handelt es sich um
sekretorische Proteine oder um Proteine der dem sekretorischen Transportweg zugehdrigen
Organellen (Abbildung 1). Eine zentrale Rolle nimmt dabei das endoplasmatische Retikulum (ER)
ein, das groRte tubulare Membrannetzwerk einer kernhaltigen Zelle (Friedman & Voeltz, 2011).
Zu Beginn der Proteinbiosynthese passieren ein Grof3teil der Membranproteine und alle luminalen
Proteine der Organellen des sekretorischen Wegs die ER-Membran, um in selbige integriert oder
in das ER-Lumen zur Faltung und Assemblierung geleitet zu werden (Blobel & Dobberstein, 1975
I & II). Native Proteine werden folgend im Golgi-Apparat sortiert und durch vesikul&ren Transport
zu ihrem funktionalen Zielort beférdert (Schekman, 2004; Barlowe & Miller, 2013).
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1.1. Das endoplasmatische Retikulum (ER)

Humane Zellen zeichnen sich durch ein dynamisches Netzwerk, dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) aus. Dieses kann unter verschiedenen Gesichtspunkten unterteilt werden:
Raumlich in peripheres und perinukledres ER, strukturell in Tubuli und Zisternen sowie funktional
in glattes und raues ER. Letztere Bezeichnung geht auf die Besetzung der ER-Membran mit 80S
Ribosomen zuruck, welche malf3geblich, und somit auch das raue ER, an der Synthese
sekretorischer Proteine beteiligt sind. So ist das ER nicht nur am Import der Polypeptidketten
beteiligt, sondern auch fur die Prozessierung und Assemblierung der Proteine im ER-Lumen
(English & Voeltz, 2013; Palade, 1975; Blobel & Dobberstein, 1975). Das endoplasmatische
Retikulum stellt des Weiteren auch den zentralen Speicherort fir Ca?'-lonen der Zelle dar
(Raffaello et al., 2016). Dartiber hinaus steht das ER mit einigen anderen Organellen der Zelle in
Kontakt. So wird der Interaktion zwischen ER und Golgi traditionell mit anterogradem und
retrogradem Transport als Teil des sekretorischen Wegs in Verbindung gebracht, sowie dem
direkten Transport von Lipiden (Spang, 2009; Lev, 2010). Die Kontaktstellen zwischen ER und
Mitochondrien sind ebenfalls wichtig fir den Lipidtransfer sowie der Calcium-Signhalgebung (de
Brito & Scorrano, 2010). Als Teilschritt derer Biogenese bilden sich aul3erdem Peroxisomen sowie
sog. ,lipid droplets® aus der ER-Membran (Dimitrov et al., 2013; Joshi et al., 2018). Die Interaktion
zwischen ER wund der Plasmamembran ist auflerdem wichtig zur Regulation der
Calciumhomdoostase und wurde dartber hinaus auch mit der Regulation des Phosphatidylinositol-
Metabolismus sowie direktem Steroltransfer in Verbindung gebracht (Carrasco & Meyer, 2011,
Stefan et al.,, 2011; Baumann et al., 2005). Fehlfunktionen des ER bzw. Mutationen einzelner
Komponenten im ER werden mit verschiedenen Krankheiten assoziiert wie z.B. Diabetes,
Glioblastom, Prostata- Lungenkarzinom, Fett- wund Zystenleber und congenitaler
Glykosylierungskrankheit (HaRdenteufel et al., 2014; Lloyd et al., 2010; Lu et al., 2009; Linxweiler
et al., 2013; Davila et al., 2004; Ng et al., 2015).

1.2. Proteintransport in das endoplasmatische Retikulum

Der Transport von Proteinen in das endoplasmatische Retikulum erfolgt durch den heterotrimeren
Sec61-Komplex. Der gerichtete Transfer der Vorlauferpolypeptide von sekretorischen oder
Membranproteinen wird entweder noch wahrend der Synthese durch kodierende N-terminale
Signalpeptide bzw. Transmembranhelices (co-translational) oder nach abgeschlossener
Synthese (post-translational) vermittelt, was folgend ndher erlautert wird (von Heijne, 1986; Blobel
& Dobberstein, 1975).
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1.2.1. Signalsequenzen

Zum zielgerichteten Transport von Proteinen zur ER-Membran und als Stimulus zum Offnen der
Translokationspore, sind innerhalb der naszierenden Polypeptidketten kodierende Bereiche
integriert. Diese kdnnen entweder in Form eines N-terminalen, abspaltbaren Signalpeptids, einer
kodierenden integralen Transmembrandomane (,signal-anchor sequence®, SAS) oder komplett
C-terminalen Transmembrandomaéne (, Tail-anchor®, TA), beide nicht abspaltbar, vorliegen (Blobel
& Dobberstein, 1975 | & II; Kutay et al., 1993). Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dass C-
terminale Ankersequenzen von Proteinen, die Uber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
Anker an der Zellmembran befestigt sind, den zielgerichteten Transport zum ER kodieren.
(Ferguson, 1999; Ast et al, 2013). Abspaltbare Signalsequenzen sind N-terminale
Verlangerungen naszierender Vorlauferpolypeptide, die anschlieRend an die Translokation vom
Signalpeptidase-Komplex erkannt und abgeschnitten werden (Blobel, 1980). Bei solchen
Signalpeptiden handelt es sich meist um etwa 16 bis 32 Aminosauren lange Sequenzen, die eine
charakteristische, dreigliedrige Struktur aufweisen. Die N-terminale, hydrophile Region (N) weist
meist positive Ladungen auf. Daran schliel3en sich die etwa aus 5-15 hydrophoben Aminosauren
bestehende Kernregion (H), und eine leicht polare C-terminale Region an, die die Schnittstelle
nach der (-3 -1) Regel des Signalpeptidase-Komplexes umfasst. Diese Merkmale beschreiben
einen Grolteil der ER-Signalpeptide, jedoch gibt es auch Ausnahmen z.B. hinsichtlich Lange,
Doménenstruktur, Aminosaurekomposition und Ladungsverteilung (von Heijne, 1983 & 1985;
Kapp et al., 2009).
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Abbildung 2: Schemata ER-gerichteter Proteine

A Schematische Darstellung abspaltbarer N-terminaler Signalsequenzen. Bei solchen Signalpeptiden handelt es sich
meist um etwa 16 bis 32 Aminosauren lange Sequenzen, die eine charakteristische dreigliedrige Struktur aufweisen.
Die N-terminale, hydrophile Region (N, griin) weist meist positive Ladungen auf. Daran schlieen sich die etwa aus 5-
15 hydrophoben Aminoséauren bestehende Kernregion (H, blau), und eine leicht polare C-terminale Region an, die die
Schnittstelle nach der (-3 -1) Regel des Signalpeptidase-Komplexes umfasst (C, gelb). B Relative Position der
unterschiedlichen ER-zielgerichteten Signale innerhalb der Aminosauresequenz. SP: (abspaltbares) Signalpeptid;
TMD: Transmembrandomane; SAS: ,signal-anchor sequence®; TA: ,Tail-anchor®; GPI: Glykosylphosphatidylinositol.
(verandert nach HaRdenteufel, 2017).

Die Variabilitat der Signalsequenzen erlaubt der Zelle die Kontrolle und Regulation der Zielfihrung
und des Transports der Vorlauferpolypeptide. Manche Signalpeptide erfillen nach der
proteolytischen Abspaltung weitere zellulare Funktionen (Kapp et al., 2009). Gemeinsamkeit aller
Arten der beschriebenen Signalsequenzen ist die hydrophobe Kernregion, welche zur Ausbildung
von alpha-helikalen Strukturen tendiert (O'Neil & DeGrado, 1990). Diese muss wahrend dem
Zielgerichteten Transport zum ER abgeschirmt werden, um ungewollte Aggregation oder
Interaktion zu vermeiden. Daher binden cytosolische Chaperone diese Regionen, um die
Polypeptidkette in einem translokationskompetenten Zustand zu halten. Dabei sind die bindenden
Chaperone charakteristisch flr das Substrat und die Route, Uber welche die Polypeptidkette zur
ER-Membran geleitet wird (Stefanovic & Hegde, 2007; Walter & Johnson, 1994; Aviram et al.,
2016)
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1.2.2. SRP-abhangiger Proteintransportweg

Der Proteintransport zum ER wird im Sauger hauptsachlich co-translational Gber den SRP-
abhangigen Transportweg vermittelt. SRP meint dabei den ,signal recognition particle“, einen
cytosolischen Ribonukleoprotein Komplex. Translation und Translokation der Polypeptidkette
laufen zeitlich und raumlich nicht getrennt voneinander ab (Abbildung 3).
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Abbildung 3: SRP-abhéngiger Proteintransportweg

SRP bindet das hydrophobe Signalpeptid, das im Zuge der Proteinbiosynthese aus dem ribosomalen Tunnel austritt
und bildet dadurch den ,ribosome-nascent-chain“ (RNC)-SRP Komplex. Durch die Bindung von SRP an den Rezeptor
(SRa und SR), wird der RNC-SRP Komplex zur ER-Membran dirigiert und dockt dort an. AnschlieRend wird der RNC
zum Sec61-Komplex transferiert und kappt die Bindung zu SRP. Die Interaktion des Signalpeptids mit der Sec61-Kanal
bewirkt die Offnung der Translokationspore. Im Zuge der co-translationalen Translokation erfolgt der Transport wéahrend
der Synthese der Polypeptidkette in das ER-Lumen. Der Signalpeptidase-Komplex (SPase) entfernt die Signalsequenz
des Vorlauferpolypeptids mit anschlielender Prozessierung, Faltung und Assemblierung. Nach abgeschlossener
Translokation kdnnen Ribosom und SRP einen neuen Transportzyklus beginnen (Modifiziert aus ,Servier Medical Art®,
Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License* geschutzt.
http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

SRP erkennt dazu zunéchst das hydrophobe N-terminale Signalpeptid einer aus dem ribosomalen
Tunnel hervortretenden Polypeptidkette und bindet dieses wahrend der Rest der Polypeptidkette
weiter synthetisiert wird. Diese Synthese wird durch die zusétzliche Interaktion zwischen dem

Ribosom und SRP drastisch verlangsamt.
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AnschlieBend bindet SRP den membranstandigen SRP-Rezeptor (SR), einem Dimer aus den
Untereinheiten SRa und SRB. Durch diese Interaktion wird gleichzeitig auch der .ribosome
nascent chain“ (RNC) Komplex zur ER-Membran und schlie3lich zum Sec61-Komplex dirigiert.
Ist dieser Schritt erfolgt, wird durch die kontinuierlich weiter ablaufende Translation die

gleichzeitige Translokation in das ER-Lumen oder die Integration in die ER-Membran ermdglicht.
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Abbildung 4: Schematischer Uberblick des SRP-Komplexes und seines membranstandigen Rezeptors

Der cytosolische SRP-Komplex lasst sich in zwei Subdomanen sowie die 7S rRNA unterteilen: Alu- und S-Domane. Die
Alu-Doméne wird aus den Untereinheiten SRP9 und SRP14 gebildet, die S-Doméne aus den Untereinheiten SRP19,
SRP68, SRP72 und SRP54. Letztere verfligt Uber eine zentrale G-Domane, die ATPase-Aktivitat aufweist, und eine N-
Domane, die regulierend auf die GTP-Affinitat wirken kdnnte. Auch beide Untereinheiten des SRP-Rezeptors weisen
ATPase-Aktivitat auf. Die a-Untereinheit des SRP-Rezeptors ist strukturell und funktional homolog zur NG-Doméne von
SRP54 aufgebaut (modifiziert nach Halic & Beckmann, 2005).

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung des SRP-Komplexes bestehend aus den sechs
Untereinheiten SRP9 und SRP14 (Alu-Doméane), SRP19, SRP54, SRP68 und SRP72 (S-
Domane) sowie der 7S rRNA (Walter & Blobel, 1983; Gundelfinger et al., 1983). Die SRP54-
Untereinheit verfiigt Gber eine zentrale G-Domane, die ATPase-Aktivitat aufweist, und eine N-
Domaéne, die regulierend auf die GTP-Affinitat wirken kénnte. Auch beide Untereinheiten des SRP-
Rezeptors weisen ATPase-Aktivitat auf. Die a-Untereinheit des SRP-Rezeptors ist strukturell und
funktional homolog zur NG-Domane von SRP54 aufgebaut. Die Bindung von SRP an den SRP-
Rezeptor verlauft in einer GTP-abhangigen Interaktion Uber die jeweiligen NG-Doménen. Studien
am bakteriellen SRP-SR Komplex zeigten, dass die Interaktion mit dem Translokon zu
Konformationsdnderungen filhren, die die Hydrolyse von GTP beider GTPasen dahingehend
stimulieren, dass die Bindung zwischen SRP und der Signalsequenz gelost und deren Transfer
zur Translokationspore eingeleitet wird (Egea et al., 2004; Freymann et al., 1999; Akopian et al.,
2013).
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1.2.3. SRP-unabhéngige Proteintransportwege

Der Proteintransport in das ER-Lumen auf SPR-unabhangigem Wege ist in Hefen der klassische
Transportweg, doch auch im Sauger werden im Cytosol vollstdndig synthetisierte Vorlaufer-
Polypeptide zur weiteren Prozessierung in das ER-Lumen SRP-unabhéngig transportiert. SRP-
unabhangige Transportwege zeichnen sich dadurch aus, dass die Synthese an freien Ribosomen
und Translokation der Vorlauferpolypeptide in das ER raumlich und zeitlich strikt voneinander
getrennt sind. Grund daflr sind die Substrateigenschaften, die eine Interaktion mit SRP nicht
zulassen, wie z.B. der geringen Kettenlange des Polypeptids und sofern vorhanden, der Position
und Hydrophobizitat der Signalsequenzen (Johnson et al., 2013; Ast et al., 2013; HalRdenteufel et
al., 2018). Diese posttranslational transportierten Substrate sind vor allem durch ihre Kettenlange
mit maximal 100 AS gekennzeichnet, die daher zu kurz ist, um noch wahrend der
Proteinbiosynthese im Ribosom mit SRP zu interagieren (Schlenstedt, 1990; Flanagan et al.,
2003; Lakkaraju et al.,, 2012). Cytosolische Chaperone halten die vollstdndig synthetisierte

Polypeptidkette in einem translokationskompetenten Zustand.

Zur Translokation mussen die Polypeptide zun&chst im Cytosol zum Sec61-Kanal geleitet werden
(,Targeting®). Dies kann substratspezifisch Uber verschiedene Mechanismen passieren, welche
cytosolische und ER-membranstéandige Komponenten umfassen, und ebenfalls mit Ribosomen
interagieren kdnnen. Die bekannten ,Targeting“-Routen weisen ein Uberlappendes

Substratspektrum auf und sind mechanistisch noch nicht vollstandig verstanden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: SRP-unabhangige Proteintransportwege zum ER

Der Transport v.a. kurzer Vorlauferpolypeptide wird ohne Beteiligung von SRP posttranslational vermittelt. Der
Transportweg zur ER-Membran hangt dabei maf3geblich von den Eigenschaften der zu transportierenden Substrate ab.
Der Transport sogenannter Tail-anchor Proteine wird vorwiegend iber den TRC40-Weg vermittelt. Nach der Synthese
der Vorlauferpolypeptide erfolgt die Bindung durch sogenannte ,Pre-targeting” Faktoren (Bag6, TRC35, Ubl4A) und die
Ubergabe des Substrats an den ,Tail-anchor receptor complex® (TRC40), einer cytosolischen ATPase. AnschlieRend
erfolgt der Transport zum heterodimeren (oder heteropentameren) Rezeptorkomplex fir TRC40, bestehend aus WRB
und CAML und die Integration in die ER-Membran unter ATP-Hydrolyse (1). Alternativ kdnnen Kkurze
Vorlauferpolypeptide durch Bindung mit dem cytosolischen Protein Calmodulin (CaM) zur Sec61-Translokationspore
geleitet werden und dort mit einem CaM-IQ-Bindemotiv interagieren (2). Darliber hinaus kénnen Signalpeptide kleiner
sekretorischer Polypeptide direkt mit dem ER-membranstandigen Protein Sec62 eine Bindung eingehen. Durch die
Interaktion von Sec62 mit dem Hsp40 Co-Chaperon Sec63 (ERj2) und der Assoziation Uiber dessen J-Domane mit BiP,
kann folgend die Offnung der Sec61-Translokationspore vermittelt werden (3). Die SND Route konnte als Alternative
fur Substrate dienen, deren Signalsequenz sich am N- oder C-Terminus befindet, und daher eigentlich der SRP- oder
TRC40-Route zugeordnet wiirde. Diese Route ist in der S. cerevisiae charakterisiert, im Sauger konnte bisher erst eine
Komponente des Transportwegs identifiziert werden (4) (Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative
Common Attribution 3.0 Unported License® geschiitzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Vollstandig synthetisierte, Vorlauferpolypeptide werden somit Uber folgende Routen zur ER-
Membran transportiert. Der Transport sogenannter ,Tail-anchor“ Proteine wird vorwiegend tber
den TRC40-Weg vermittelt.
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Das klassische Kennzeichen dieser Typ-ll-Membranproteine ist die C-terminale kodierende
Transmembranhelix, die als Anker in der ER-Membran dient. Sie verfiigen nicht Gber ein N-
terminales, abspaltbares Signalpeptid (Borgese & Fasana, 2011).

Nach der Synthese der Vorlauferpolypeptide erfolgt die Bindung durch sogenannte ,Pre-targeting*
Faktoren (Bag6, TRC35, Ubl4A) und die Ubergabe des Substrats an den ,Tail-anchor receptor
complex® (TRC40), einer cytosolischen ATPase. Anschliefend erfolgt der Transport zum
heterodimeren (oder heteropentameren) Rezeptorkomplex fir TRC40, bestehend aus WRB und
CAML und die Integration in die ER-Membran unter ATP-Hydrolyse (Vilardi et al., 2014; Leznicki
et al., 2013; Shao & Hegde, 2011).

Alternativ kénnen kurze Vorlauferpolypeptide durch Bindung mit dem cytosolischen Protein
Calmodulin (CaM) zur Sec61l-Translokationspore geleitet werden und dort mit einem CaM-IQ-
Bindemotiv interagieren (Shao & Hegde, 2011; Erdmann, et al., 2011).

Daruber hinaus kdonnen Signalpeptide kleiner sekretorischer Polypeptide direkt mit dem ER-
membranstandigen Protein Sec62 eine Bindung eingehen. Durch die Interaktion von Sec62 mit
dem Hsp40 Co-Chaperon Sec63 (ERj2) und der Assoziation Uber dessen J-Domane mit BiP, kann
folgend die Offnung der Sec61-Translokationspore vermittelt werden (Schauble et al. 2015; Conti
et al., 2015; Hal3denteufel et al., 2018).

Bioinformatische Analysen und experimentelle Validierungen zeigten, dass etwa 30 % des Hefe
Sekretoms unabhé&ngig von SRP zur ER-Membran transportiert wird (Ast et al., 2013). Zusatzliche
Screenings in S. cerevisiae zeigten, dass Stamme nach Knock-out der GET-Maschinerie (,guided
entry of TA proteins, homolog zur TRC40-Route) weiterhin lebensfahig sind und identifizierten
einen weiteren ,SRP-independent (SND)“-Transportweg (Aviram et al., 2016). Snd1 wurde als
cytosolischer Bindungspartner des Substrats nachgewiesen, der den gerichteten Transport zum
heterodimeren Rezeptor in der ER-Membran (Snd2 und Snd3) vermittelt. Die SND Route kénnte
als Alternative fur Substrate dienen, deren Signalsequenz sich am N- oder C-Terminus befindet,
und daher eigentlich der SRP- oder TRC40-Route zugeordnet werden. Die identifizierten SND-
Substrate wiesen meist eine innerhalb des Substrats zentral positionierte Transmembrandomane
auf, was diese These unterstitzt. Durch weitere in vitro Studien in Saugerzellen konnte das
humane Snd2-Ortholog — hSnd2 (TMEM208) — ermittelt und funktional validiert werden, was fir

die Konservierung dieser Route auch im Sauger spricht (Hal3denteufel et al., 2017).
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1.3. Komponenten der Proteintransliokase

Der Proteintransport der synthetisierten Polypeptide in das ER wird Uber den heterotrimeren
Sec61l-Komplex vermittelt. Je nach Eigenschaften der Substrate sind dabei akzessorische
Komponenten notig, die den Import unterstiitzen. Folgend werden einzelne Teile der

Proteintranslokase néaher beschrieben.

1.3.1. Der Sec61-Komplex

Der heterotrimere Sec61-Komplex, bestehend aus den Untereinheiten a, f und y, bildet eine
wassrige Translokationspore, durch welche die Proteintranslokation in das ER-Lumen oder die
Insertion von Proteinen in die ER-Membran vermittelt wird. Eine Struktur fur diesen Komplex
wurde basierend auf RoOntgenkristallanalysen des isolierten Orthologs SecY Komplexes
vorgeschlagen, weitergehende Cryo-EM Analysen bestéatigten den hohen Konservierungsgrad
(Van den Berg et al., 2004; Voorhees et al., 2014; Gogala et al., 2014). Durch Sec61a wird der
zentrale Translokationskanal, einem polytopen Membranprotein aus 10 Transmembrandomanen,
gebildet. Bei Sec61 und Sec61y handelt es sich im Sduger um ,Tail-anchor‘-Membranproteine.
Die Sec61a-Untereinheit setzt sich aus zwei pseudosymmetrischen Halften zusammen, der N-
terminalen (TM1-5) und der C-terminalen Halfte (TM6-10) um eine zentrale Einschnirung aus
sechs hydrophoben Aminosaureresten (,pore ring“). Diese Einschnirung wirkt gemeinsam mit der
Lplug“-Domane/Minihelix auf luminaler Seite abdichtend fir den Kanal. Je nach relativer
Positionierung der beiden Halften lasst sich zwischen geschlossener und offener Konformation
der Translokationspore unterscheiden (Abbildung 6). In offener Konformation wird der seitliche
Zugang zur Phospholipid-Doppelschicht von Signalpeptiden oder Transmembranhelices
naszierender Polypeptidketten durch das ,lateral gate® (TM2b/3 und TM7/8) erméglicht. Cryo-EM
Untersuchungen zeigten, dass erst durch die Interaktion des Ribosom mit dem Sec6la-Kanal
(Loop 6 und Loop 8) und dem N-Terminus von Sec61y eine Reihe von Ereignissen ausldsen,
zielfthrend zur Translokation der Polypeptidkette, beginnend mit der Freilegung eines
hydrophoben Teilbereichs im cytoslisch zuganglichen Bereich von Sec61a (Voorhees & Hegde,
2016). Durch die Interaktion der in den Kanal eintretenden Signalsequenz mit der freigelegten
hydrophoben Stelle im Translokationskanal, wird die TM2 so verschoben, dass das ,lateral gate*
destabilisiert und der Kanal in die offene Konformation tbergeht. Dadurch wird die Translokation
der naszierenden Kette aus dem ribosomalen Tunnel durch die Sec61-Translokationspore in das
ER-Lumen ermdéglicht (Conti et al., 2015; Park et al., 2014). Die naszierende Polypeptidkette kann

in einer von zwei moglichen Konformationen in den Kanal inserieren:
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1. In der ,hairpin“-Konformation, wobei der N-Terminus des Signalpeptids zum Cytosol gerichtet
ist oder 2. In der ,head-first*-Konformation, wobei der N-Terminus des Signalpeptids zum ER-
Lumen zeigt (Park et al., 2014; Devaraneni et al., 2011; Vermeire et al., 2014). Die "hairpin"-
Insertion stellt den produktiveren Modus dar, wohingegen nach "head-first“-Insertion eine
Umkehrung der Orientierung erfolgen muss, damit die dem Signalpeptid nachgeschaltete
Sequenz in das ER-Lumen gelangen kann. Letztere kann als eine energetisch unglnstige
Reaktion angesehen werden, die normalerweise die Hilfe von Komponenten erfordert, die die
energetische Barriere zur Orientierungsumkehrung des Signalpeptids senken kénnen (Lang et al.,
2017).

Interaktionsstelle

: Interaktionsstelle
zum Ribosom

Ska zu Ca?*-CaM

/‘/ Interaktionsstelle

5 |\ zu Sec62
@ ' ® " Laterales
f Gate

Sec61p

N
Interaktionsstelle
zu BiP Interaktionsstelle
zum TRAP-Komplex

Laterales
Gate

uoljeLwIouod,
auayO

Seitenansicht Draufsicht

Abbildung 6: Modell des dynamischen Gleichgewichts und Mechanismen zur Konformationsanderung des
humanen Sec61-Komplexes

Oben: Strukturelles Modell des humanen Sec61-Komplexes in geschlossener Konformation basierend auf der Cryo-
EM Struktur des Sec61-Komplexes des Hundes unter Verwendung der Rontgenstruktur von SecY aus Archaebakterium
M. jannaschii. Unten: Vorgeschlagenes Homologiemodell des humanen Sec61-Komplexes in offener Konformation
basierend auf der Cryo-EM Struktur des SecY aus E. coli. Links: Laterale Seitenansicht aus der Ebene der ER-
Membran. Rechts: Draufsicht auf den Komplex von cytosolischer Seite aus. TM2b, TM3, TM7 und TM8 bilden das
Jlateral gate“. Markiert sind darliber hinaus experimentell nachgewiesene Interaktionsstellen zu akzessorischen
Komponenten des Translokasekomplexes BiP, Sec62 und dem TRAP-Komplex sowie der Interaktionsstelle zum
Ribosom und Ca?*-CaM. (modifiziert nach Lang et al. 2017, basierend auf Dudek et al. 2015)
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Weitere Einblicke in die Architektur und Dynamik des Sec61-Kanals in seiner physiologischen
Umgebung konnten aktuelle Cryo-Elektronentomografie (CET) Untersuchungen nativer ER-
Membranvesikel liefern (Pfeffer et al., 2014, 2015, 2017). Mit Hilfe der CET-Daten konnten
erganzend zum Atommodell des solubilisierten Ribosomen-gebundenen Sec61-Komplexes die
Positionen und Konformation der Sec61-Untereinheiten bestimmt werden (Voorhees et al., 2014).
Dadurch konnten mdégliche Interaktionsstellen zwischen dem Translokon und dem OST- sowie
dem TRAP-Komplex sowie zum Ribosom eingegrenzt werden (Pfeffer et al., 2014, 2015, 2017).
Weitere Informationen zur Zusammensetzung der Translokationsmaschinerie in der ER-Membran
wurden durch Experimente mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) realisiert. Diese
demonstrierten eine Assoziation von Sec61a1, Sec61f3, Sec62 und ERj1 zum Ribosom sowie die
permanente raumliche Nahe des SRP-Rezeptors, des TRAP-Komplexes und des ,translocating
chain-associating membrane® (TRAM) Proteins zum Sec61-Komplex (Snapp et al., 2004; Benedix
et al.,, 2010; Muller et al., 2010). Die Ergebnisse aktueller Cross-Linking Studien lassen die
Vermutung zu, dass SR und Sec62 an gleicher Stelle mit Sec61a interagieren und SR den Sec61-
Kanal von Sec62 zu SRP-abhéngiger Translokation umschalten kann (Jadhav et al., 2015). Durch
die Interaktion von unterstitzenden Translokasekomponenten zu Sec61a kdnnen in einer
substratspezifischen Art und Weise Translokationsprozesse erleichtert werden. Auf solche
Hilfskomponenten sind z.B. Substrate angewiesen, die ein sogenanntes ,schwaches®
Signalpeptid oder Transmembranhelices aufweisen. Diese kénnen nicht die direkte Offnung der
Translokationspore stimulieren oder etwa in der ,head-first* Konfiguration inserieren, weshalb
ihnen zur Umkehrung der Orientierung verholfen werden muss. In diesem Zusammenhang sind
vor allem der TRAP-Komplex und das Hsp70 Chaperon BiP zu nennen (Fons et al., 2003;
Schéuble et al., 2012; Van Lehn et al., 2015).

1.3.2. Der Translokon-assoziierte Protein (TRAP) Komplex

Als eine akzessorische Komponente des Translokons wurde der Translokon-assoziierte Protein
(TRAP)-Komplex identifiziert (Prehn et al., 1990; Wang & Dobberstein, 1999; Hartmann et al.,
1993). Der TRAP-Komplex wurde urspriinglich als ,Signal Sequence Rezeptor entsprechend
seiner zunachst zugeschriebenen Funktion bezeichnet (Wiedmann et al., 1987 & 1989; Hartmann
et al, 1993). Hinsichtlich der Position des TRAP-Komplex wurde durch Anwendung
biochemischer Methoden nachgewiesen, dass der Sec61-Komplex mit TRAP in physischer
Verbindung steht (Conti et al., 2015; Snapp et al., 2004).
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Weitere Studien belegten, dass der TRAP-Komplex zusammen mit dem Ribosom-assoziierten
Sec61-Komplex einen stabilen stéchiometrischen Superkomplex bildet (Ménétret, et al., 2008;
Pfeffer, et al., 2014 & 2017).

Mit Hilfe von Proteinsequenzdatenbanken wurde nachgewiesen, dass der heterotetramere TRAP-
Komplex im Tierreich konserviert ist, jedoch nicht einheitlich fir alle Eukaryoten: So fehlt dieser in
Pilzen komplett, in Algen und Pflanzen weist der TRAP-Komplex jedoch eine vereinfachte Struktur
auf, da die Untereinheiten TRAPy (SSR3) und TRAPS (SSR4) fehlen. Mutationen in den TRAPy
und TRAPS Untereinheiten fuhren zum Verlust des gesamten TRAP-Komplexes und zu einer
Form der Congenitalen Glycosylierungskrankheit (CDG, 1.6). Mittels CET am nativen Translokon
evolutionar divergierender Organismen sowie der CDG-Patientenzellen wurde die strukturelle
Zuordnung der vier TRAP-Untereinheiten ermdglicht (Pfeffer, et al., 2017), (Abbildung 7).

TRAPa
O TRAP TRAPS
5 & S E &

[0S01kD

TRAPy

uewn| 43

A osT

Abbildung 7: Gesamtstruktur und Zusammensetzung der Untereinheiten des humanen TRAP-Komplexes.

(A) Mittels CET vorausgesagte Struktur eines Ribosoms angeheftet an der Membran des humanen endoplasmatischen
Retikulums. Die anndhernd zugeordneten Positionen der TRAP-Untereinheiten entstammen eines Satzes von
Dichtedifferenzen, aus dem TRAPaB-defizienten Algen-Translokon und dem TRAP®S-defizienten Fibroblasten-
Translokon (B) Komposition der Untereinheiten des humanen TRAP-Komplexes nach bioinformatischer Analyse
(modifiziert nach Pfeffer, et al., 2017, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License” geschutzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/)

Die substratspezifischen Funktionen des TRAP-Komplexes sind bis zu diesem Zeitpunkt
weitestgehend ungeklart. Einige Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass der TRAP-Komplex
an der Biogenese von Proteinen beteiligt ist:

Durch Cross-Linking-Experimente erfolgte der Nachweis, dass in das ER-Lumen naszierende
Polypeptide in einem spaten Stadium der Translokation mit dem TRAP-Komplex in Verbindung
stehen (Wiedmann et al., 1989; Conti et al., 2015). Untersuchungen von Nagasawa et al. 2007
sprechen TRAP aufgrund dieser und eigener Beobachtungen eine Beteiligung an der

»endoplasmic reticulum associated protein degradation (ERAD)" zu.
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Des Weiteren wurde mit Hilfe von in-vitro Transportstudien beobachtet, dass TRAP den Import in
das ER-Lumen von Proteinen fordert, abh&ngig von der Effizienz der Signalsequenz zum Start
der Translokation. Dabei wurde eine inverse Korrelation zwischen TRAP-Abhangigkeit und
Sec61-Gating-Effizienz beobachtet (Fons et al., 2003). Schorr (2014) konnte mit Hilfe von live cell
calcium imaging in intakten Zellen nachweisen, dass die Depletion des TRAP-Komplexes zum
reduzierten Calcium-Ausstrom aus dem ER in das Cytosol fiihrt. Dieser Effekt kam der Depletion
des Sec61-Komplexes etwa gleich, was dafir spricht, dass der TRAP-Komplex am Gating des
Sec61-Kanals zum offenen Zustand beteiligt ist.

Neuere Untersuchungen in intakten Zellen lassen die Vermutung zu, dass TRAP die Topologie
von Transmembranhelices beeinflussen kénnten (Sommer et al., 2013).

All diese Hinweise werden durch die strukturellen Aufklarungen mittels CET durch Pfeffer et al.,
(2017) untersttitzt. Gleichzeitig liel3 die Interpretation dieser Daten Vermutungen hinsichtlich der
Funktion einzelner Untereinheiten zu: So wurde nachgewiesen, dass der TRAPa/B-Subkomplex
im ER-Lumen in direkter rdumlicher Nahe zur Hinge-Region von Sec61a und somit etwa unter
dem Translokationskanal steht. Die Autoren bringen diese Beobachtung in direkte Verbindung zu
den Hinweisen, dass TRAP an frihen und spéaten Stufen des Polypeptidtransports sowie an der
Topogenese von Membranproteinen beteiligt ist. So kénnte TRAP zunachst durch die Bindung an
Sec61 die Konformation des Translokationskanals beeinflussen und weiterfihrend auch direkt mit
der naszierenden Kette interagieren. Auswertungen hinsichtlich TRAPy zeigen, dass diese
Untereinheit im TRAP-Komplex des Saugers eine zentrale Position einnimmt und auf
cytosolischer Seite mit dem Ribosom, auf luminaler Seite mit anderen Komponenten des
Translokons wechselwirken kdnnte. Aus diesen Daten resultierten Mutmallungen, dass die
TRAPy-Untereinheit an der Assemblierung und Stabilisierung des TRAP-Komplexes maf3geblich
beteiligt ist. Dagegen spricht jedoch der Fakt, dass der heterodimere TRAP-Komplex der Pflanzen
und Algen, bestehend aus den Untereinheiten a3, zur Bildung eines stabilen Komplexes unter
Ribosomenbindung féahig ist. Die Position von TRAPS in raumlicher Nahe zum OST-Komplex
sowie des CDG-Phanotyps aufgrund der SSR4-Mutation zeigen eine potentielle Beteiligung des
TRAP-Komplexes an der N-Glykosylierung von Proteinen (Losfeld et al., 2014; Ng et al., 2015).
Des Weiteren wurde durch Wada et al. (1991) gezeigt, dass TRAPa phosphoryliert werden kann
und gleichzeitig dazu fahig ist Ca?*-lonen im Bereich der ER-Membran zu binden. Diese
Erkenntnisse lassen Mutmal3ungen zu, dass durch diese Modifizierungen sich regulierend auf den

Import von Proteinen bzw. auf die Proteinhomgostase im ER-Lumen auswirken.
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1.3.3. Der Oligosaccharyltransferase (OST) Komplex

Der Oligosaccharyltransferase (OST) Komplex ist eine weitere integrale Komponente des
Translokons. Der OST-Komplex stellt das zentrale Enzym der N-Glykosylierung von Proteinen im
Endoplasmatischen Retikulum dar (Mohorko et al., 2011). OST katalysiert den Transfer von High-
Mannose-Oligosacchariden an die in der ER-Lumen naszierende Polypeptidkette innerhalb der
Konsensus-Sequenz Asn-X-Thr/Ser (Kornfeld & Kornfeld, 1985). Ein zusammenfassender
Uberblick Giber den Ablauf der N-Glykosylierung von Proteinen in ist Abbildung 8 dargestellt.
CET und Einzelpartikelanalyse (,single particle analysis“, SPA) wiesen nach, dass der OST-
Komplex in raumlicher N&éhe zum Sec61-Komplex positioniert ist. Diese Untersuchungen ergaben
Hinweise auf zwei verschiedene Translokon-Populationen, da OST und Sec6l1 nicht im
stéchiometrischen Verhaltnis aufzufinden waren (Pfeffer et al., 2014).

Der humane OST-Komplex wurde als Komplex bestehend aus aquimolaren Mengen von sieben
Untereinheiten nachgewiesen: STT3, Ribophorin I, Ribophorin II, Ost48, Dadl, Ost4 und
N33/TUSC3 oder IAP. STT3 wird im Sauger in zwei paralogen Formen A und B coexprimiert,
welche die katalytischen Untereinheiten des OST-Komplexes bilden. (Ruiz-Canada et al., 2009)
wiesen beiden Untereinheiten distinkte Funktionen zu. So wurde STT3A primar die Katalyse
cotranslationaler Glykosylierung zugesprochen, wohingegen STT3B posttranslational selektiv an
solchen unbesetzten Glykosylierungsstellen noch nicht gefalteter Polypeptidketten aktiv wird,
welche von STT3A noch nicht bedient wurden. Die Funktionen der anderen Komponenten des
OST-Komplexes sind weitestgehend unverstanden. CET Untersuchungen haben gezeigt, dass
eine Interaktion zwischen dem Ost-Komplex und dem Ribosom madglich ist, wahrscheinlich tber
die ,large-subunit rRNA expansion segment 7“ und Ribophorin | (Pfeffer et al., 2014). N33
(TUSC3) und IAP (MagT1l) sind Paraloge, reziproke Untereinheiten des humanen OST-
Komplexes, welchen Oxidoreduktase-Aktivitat zugeschrieben wird (Mohorko et al., 2014). Durch
massenspektrometrische Untersuchungen wurden die Proteine DC2 und KCP2 als akzessorische
Komponenten des OST-Komplexes identifiziert (Shibatani et al., 2005).

Mutationen innerhalb der OST-Komplex Untereinheiten STT3A, STT3B, Ost48, N33 und IAP
wurden nachgewiesen zu einer Form des Congenitalen Glykosylierungsdefekts zu fihren
(Shrimal et al., 2013; Garshasbi et al., 2008; Jones et al., 2012).
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Abbildung 8: Uberblick tiber den Mechanismus der N-Glykosylierung von Proteinen

N-Glykosylierung von Proteinen in Eukaryoten ist ein zweigeteilter Prozess, der im endoplasmatischen Retikulum
beginnt. Er umfasst den Aufbau eines Oligosaccharidgeriists auf einem Dolicholanker, den Transfer an bestimmte
Asparaginreste an eine naszierende Polypeptidkette und abschlieRende Prozessierungsschritte. Die Assemblierung
des Oligosaccharidgerists erfolgt an der ER-Membran und bendtigt die Aktivitat spezifischer Glykosyltransferasen.
Dieser Prozess beginnt auf cytosolischer Seite und endet im ER-Lumen, wo die Oligosaccharyltransferase rekrutiert
wird, zur Ubertragung des Oligosaccharids an einen Asparaginrest einer N-X-S/T-Sequenz einer in das ER-Lumen
translozierten Polypeptidkette. In folgenden Schritten wird die Glykanstruktur in verschiedenen Stufen, u.a. mit Hilfe des
Calnexin/Calreticulin-Zyklus modifiziert. Nach Transport aus dem ER zum Golgi werden die Glykane einem
Remodelling-Prozess unterzogen, spezifisch fir jedes Protein und Zelltyp, was eine hohe strukturelle Vielfalt von N-
verknipften Glykanen in Eukaryoten mit sich bringt (Aebi, 2013; Helenius & Aebi, 2001; modifiziert aus ,Servier Medical
Art", Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License* geschitzt.
http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

1.3.4. Der Signhalpeptidase-Komplex

Noch vor dem kompletten Import in das ER-Lumen einer Polypeptidkette mit N-terminaler
Signalsequenz wird letztere durch den Signalpeptidase-Komplex proteolytisch abgespalten
(Blobel & Dobberstein 1975 I). Strukturell wird der Komplex aus funf Untereinheiten gebildet und
anhand der jeweiligen molekularen Masse benannt: SPC-12, SPC-18, SPC-21, SPC-22/23 und
SPC-25. Das katalytische Zentrum wird wahrscheinlich von den Untereinheiten SPC-12 und SPC-
18 gebildet (Evans et al., 1986; Dalbey et al., 1997). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
SPC-25 direkt mit Sec61p der Translokase interagiert. In Anwesenheit von Ribosomen wurde
diese Interaktion stimuliert, was daftr spricht, dass der SPC-Komplex zu aktivierten Translokasen
rekrutiert wird (Kalies et al., 1998). Die Abspaltung des Signalpeptids vom Pre-Protein erfolgt
normalerweise nach der -1 -3 Regel (von Heijne, 1983). Misslingt die Abspaltung des
Signalpeptids, kann es zu Fehlfaltungen des Proteins und somit zu Stérungen der Proteostase
kommen (Liu et al., 2012).

1.35. Chaperone und Co-Chaperone

Molekulare Chaperone und Co-Chaperone sind an allen Schritten der ER-assoziierten
Proteinbiogenese beteiligt: Transport der Polypeptide in das ER, anschlielende Faltung und
Assemblierung im ER-Lumen und Export fehlgefalteter Proteine aus dem ER gefolgt von deren
proteasomalem Abbau (ERAD) (Buck et al., 2007; Plemper et al., 1997). Bei Stérungen dieses
Gleichgewichts wird die ,unfolded protein response“ (UPR) aktiviert, ein Prozess in welchen
Chaperone ebenfalls involviert sind (Ma & Hendershot, 2001) (1.5)
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Viele dieser molekularer Chaperone lassen sich klassischerweise der Familie sogenannter ,heat
shock proteins® (Hsp) zuordnen, Hsp40, Hsp70 und Hsp90. Des Weiteren finden sich jedoch auch
solche Chaperone oder Lektine, welche an der Faltung von Glykoproteinen beteiligt sind.

Vertreter dieser Klasse sind das ER-luminale Lektin Calreticulin und das ER-Membranprotein
Calnexin (Burns et al., 1992; Degen & Williams, 1991). An der Entstehung von Disulfidbindungen
sind Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) beteiligt, an Isomerisierung Prolinhaltiger Peptidbindungen
Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) (Meunier et al., 2002). Eine wichtige Rolle nimmt
das ER-luminale Hsp70-Chaperon BIiP ein, daher ist es sowohl in die Biogenese von Proteinen

als auch in die Calcium-Homadostase involviert (Haas & Wabl, 1983; Bole et al., 1986).

1.3.5.1. Das Hsp70-Chaperon BiP und der ATPase Zyklus

Das ER-luminale Hsp70-Chaperon BiP, abgeleitet von ,immunoglobulin heavy-chain binding
protein®, erflullt eine Reihe von Funktionen und unterliegt daher der Regulation unterschiedlicher
Konditionen der Zelle. Unter ER-Stress Bedingungen ist die Abundanz von BiP stark erhéht und
ist fir seine Aktivitat von ATP, Ca?" und Interaktionsproteinen abhangig (Haas & Wabl, 1983;
Otero et al., 2010).

Hsp70-Chaperone binden reversibel Polypeptidsubstrate, d.h. hydrophobe Oligopeptide innerhalb
unvollstéandig- oder fehlgefalteter Polypeptide, um unerwinschte andere Interaktion zu
unterbinden und deren korrekte Faltung in eine native Konformation zu férdern (Blond-Elguindi,
etal., 1993). Im Zuge dessen ist die Interaktionsfahigkeit von BiP mit andere Chaperonen (Grp94,
Calnexin, Calreticulin) und Faltungskatalysatoren (PPlasen & PDIs) zu nennen (Tatu & Helenius,
1997; Meunier et al., 2002). Dartiber hinaus bindet BiP auch korrekte gefaltete Proteine, um
regulierend auf diese einzuwirken, wie z.B. Sec61a.

Die Fahigkeit des Hsp70 Chaperons BiP Substrate zu binden und wieder freizugeben wird
malgeblich durch Interaktionen mit Hsp40-Co-Chaperonen und Nukleotidaustauschfaktoren
(»nucleotid exchange factors®, NEF) im Zuge eines Hsp70-ATPase-Zyklus reguliert (Abbildung 9)
(Kampinga & Craig, 2010). BiP lasst sich strukturell in zwei Domé&nen unterteilen, eine
Nukleotidbindedoméne (NDB) und einer Substratbindedoméane (SBD), wobei sich letztere in
SBDa (,Substrattasche®) und SBD (,Deckel”) gliedert. Im ATP-gebundenen Zustand der NBD
liegt die Substratbindedoméne in einer gedffneten Konfiguration mit hoher Affinitdt aber
schwacher Bindungsstabilitat fur hydrophobe Regionen ihrer Substrate vor (Kassenbrock & Kelly,
1989; Flynn et al., 1989).
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Durch die Interaktion zwischen NBD und der J-Doméne eines Hsp40 Co-Chaperons wird die
Hydrolyse von ATP zu ADP eingeleitet und BIiP erfahrt Giber die Linkerregion zwischen NBD und
SBD eine Konformationsdnderung vom geoffneten zum geschlossenen Zustand der SBD (Yang
et al., 2015; Wisniewska et al., 2010).

Substrate sind in dieser Konformation stabil zwischen ,Substrattasche“ und ,Deckel“ gebunden.
Durch den Austausch von ADP gegen ATP wird die Konformationsénderung von BiP wieder
umgekehrt (Woo et al., 2009; Swain et al., 2007). Dadurch wird das Substrat, klassischerweise
neusynthetisierte oder fehlgefaltete Polypeptide, freigelassen und somit zur weiteren Faltung zur
Verfugung gestellt, der Zyklus kann erneut beginnen Co-Faktoren, die den Austausch der von
ADP gegen ATP katalysieren sind sogenannte Nukleotidaustauschfaktoren (NEF). Im Sauger
wurden Sill und Grpl170 als NEFs identifiziert (Chung et al., 2002; Lin et al., 1993). Im Sauger
sind aktuell sieben Hsp40 Co-Chaperone mit J-Domane identifiziert (ERj1-ER;7) (Otero et al.,
2010; Zahedi et al., 2009). Diese J-Doméanen umfassen strukturell jeweils vier alpha-Helices und
weisen ein Tripeptidmotiv der Aminosaureabfolge Histidin-Prolin-Aspartat, ein HPD-Motiv, auf.
Das HPD-Motiv wird sowohl fiir die ATP-abhangige Interaktion mit dem Hsp70-Chaperon als auch
die Stimulation der ATPase Aktivitat benotigt (Suh et al., 1998; Qian et al., 1996; Cheetham &
Caplan, 1998).
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Abbildung 9: Der ATPase-Zyklus des Hsp70-Chaperons BiP

Die Fahigkeit des Hsp70 Chaperons BiP Substrate zu binden und wieder freizugeben wird mafRgeblich durch
Interaktionen mit Hsp40-Co-Chaperonen und Nukleotidaustauschfaktoren (,nucleotid exchange factors®, NEF) im Zuge
eines Hsp70-ATPase-Zyklus reguliert. BiP lasst sich strukturell in zwei Doménen unterteilen, eine
Nukleotidbindedoméane (NDB) und einer Substratbindedomane (SBD), wobei sich letztere in SBDa (,Substrattasche®)
und SBDg (,Deckel”) gliedert. Im ATP-gebundenen Zustand der Nukleotidbindedomane liegt die Substratbindedoméne
in einer gedffneten Konfiguration mit hoher Affinitat aber schwacher Bindungsstabilitat fir hydrophobe Regionen ihrer
Substrate vor. Durch die Interaktion zwischen NBD und der J-Doméne eines Hsp40 Co-Chaperons wird die Hydrolyse
von ATP zu ADP eingeleitet und BiP erféhrt tiber die Linkerregion zwischen NBD und SBD eine Konformationsanderung
vom geoffneten zum geschlossenen Zustand der SBD. Substrate sind in dieser Konformation stabil zwischen
~Substrattasche” und ,Deckel” gebunden. Durch den Austausch von ADP gegen ATP wird die Konformationsénderung
von BiP wieder umgekehrt. Dadurch wird das Substrat, klassischerweise neusynthetisierte oder fehlgefaltete
Polypeptide, freigelassen und somit zur weiteren Faltung zur Verfiigung gestellt, der Zyklus kann erneut beginnen Co-
Faktoren, die den Austausch der von ADP gegen ATP katalysieren sind sogenannte Nukleotidaustauschfaktoren (NEF).
Im S&uger wurden Sill und Grp170 als NEFs und sieben Hsp40 Co-Chaperone mit J-Doméne identifiziert (ERj1-ERj7)
(Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License® geschiitzt.
http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Durch die Interaktion mit Sec61a ist BiP in die Offnung der Translokationspore, vorbereitend zur
Insertion des Vorlauferpolypeptids in den Translokationskanal involviert. Experimentell wurde
dabei die Interaktion zwischen BiP und dem Loop 7 (YY-Motiv) von Sec61a nachgewiesen.
Studien zeigten auf’erdem, dass das ER-membranstdndige Co-Chaperon ERj2 (Sec63) BiP
sowohl in rdumliche Nahe zur Translokationspore als auch der naszierenden Polypeptidkette
bringt (Brodsky et al., 1995; Lang et al., 2012).

20



Einleitung

Denn BIiP fungiert auch in direkter Art und Weise unterstlitzend beim Import naszierender
Polypeptidketten. Diese werden von BiP gleichzeitig zur fortschreitenden Translokation repetitiv
gebunden, sodass ein unidirektional gerichteter Import in das ER-Lumen gewahrleistet und ein
Zurickgleiten in das Cytosol unterbunden wird. BiP wird an dieser Stelle als sogenannte
.,molekulare Ratsche“ zur Ausfilhrung der vollstindigen Translokation der naszierenden
Polypeptidkette genannt (Abbildung 10). Nach erfolgreichem Transport der gesamten Kette wird
gebundenes BiP unter Wirkung der Nukleotidaustauschfaktoren vom Substrat entfernt (Tyedmers
et al., 2003). Zu beachten ist jedoch, dass BiP nicht an jedem Translokationsprozess beteiligt ist,

sondern in substratspezifischer Art und Weise reguliert wird (Hegde & Kang, 2008).

Cytosol

Abbildung 10: Funktionen des Hsp70-Chaperons BiP wahrend des Polypeptidimports

(A) Durch die Interaktion mit Sec61a ist BiP in die Offnung der Translokationspore, vorbereitend zur Insertion des
Vorlauferpolypeptids in den Translokationskanal involviert. Studien zeigten, dass das ER-membransténdige Co-
Chaperon ERj2 (Sec63) BiP sowohl in raumliche Nahe zur Translokationspore als auch der naszierenden
Polypeptidkette. (B) BiP fungiert auch in direkter Art und Weise unterstitzend beim Import naszierender
Polypeptidketten. Diese werden von BiP gleichzeitig zur fortschreitenden Translokation repetitiv gebunden, sodass ein
unidirektional gerichteter Import in das ER-Lumen gewahrleistet und ein Zuriickgleiten in das Cytosol unterbunden wird.
BiP wird an dieser Stelle als sogenannte ,molekulare Ratsche* zur Ausfliihrung der vollstdndigen Translokation der
naszierenden Polypeptidkette genannt (Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative Common Attribution
3.0 Unported License® geschutzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).
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Des Weiteren kommt BiP und den Co-Chaperonen eine wichtige Rolle in Bezug auf
Aufrechterhaltung der Calcium-Homdostase zu. Unter physiologischen Bedingungen sind diese
Komponenten daran beteiligt den passiven Calcium-Efflux durch den Sec61-Komplex zu
beschréanken. Diese Funktion geht mit der Fahigkeit von BiP einher, mit Sec61a zu interagieren,
und dadurch den Translokationskanal nach erfolgreicher Translokation auch wieder zu
verschlieen (Schauble et al., 2012). Schorr (2015) wies in diesem Zusammenhang die beiden
Hsp40 Co-Chaperone ERj3 und ERj6 als BiP-Interaktionspartner zur Konformationsregulation des
Translokationskanals nach. BiP selbst ist dartiber hinaus ein Ca?*-bindendes Protein, das etwa
25 % des gesamten ER-luminalen Calciums zu puffern vermag. Gleichzeitig wird die ATPase-
Aktivitat von BiP durch Calcium reguliert (Lievremont et al., 1997; Lamb et al., 2006; Klein et al.,
2018).

Im Falle akkumulierter, fehlgefalteter Proteine, z.B. durch Stérung der Calcium- oder Glucose-
Homoostase, kann ER-Stress ausgeltst werden. BiP wurde durch die Bindung fehlgefalteter
Proteine als Teil der ER-Qualitéatskontrolle und des ERAD-Prozesses nachgewiesen. Ferner ist
BiP Hauptregulator der resultierenden ,unfolded protein response (UPR)“ (1.5). Die Co-
Chaperone ERj3-ERj5 werden im Zuge des ERAD-Prozesses und der UPR in der Literatur
genannt, was die direkte Involvierung von BiP in diese Mechanismen bestatigt (Ellgaard &
Helenius, 2003; Jin et al., 2008; Dong et al., 2008).

1.3.5.2. Calreticulin und Calnexin

Calreticulin ist ein ER-luminales Ca?'- und Glykan-bindendes Protein sowie molekulares
Chaperon. Gemeinsam mit Calnexin und ERp57 ist es im Calreticulin/Calnexin-Zyklus an der
Faltung und Qualitatskontrolle naszierender Proteine beteiligt (Hebert & Molinari, 2007). Das
Typ | Membranprotein Calnexin und sein ER-luminales Paralog Calreticulin verfligen Uber eine
ahnliche Grundorganisation. Beide verfigen Uber ein N-terminales Signalpeptid, eine Lektin-
Bindedomaéne, eine Prolin-reiche Doméne vor der C-terminalen Domane (Schrag et al., 2001).
Beide Proteine unterdriicken effizient ungewollte Aggregation glykosylierter aber auch nicht-
glykosylierter Proteine (Hebert & Molinari, 2007). Calcium ist wichtig fir die Stabilitat der Lektin-
Chaperone und die Regulierung der Substratbindungseigenschaften durch induzierte
Konformationsanderung. FUr Calnexin wurde eine hohe Bindungsaffinitat bei gleichzeitig
geringerer Bindungskapazitat von Ca?*-lonen innerhalb der Lektin-Bindedoméane nachgewiesen.
Calreticulin dagegen zeigt eine geringe Affinitat, aber eine hohe Kapazitat zur Bindung von Ca?*-
lonen (Schrag et al., 2001; Conte et al., 2007).
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ATP scheint ebenfalls die Konformation der beiden Lektin-Chaperone zu beeinflussen, da sie in
Anwesenheit hoherer ATP-Konzentrationen eine kompaktere Konformation einnehmen, was sie
resistenter gegen Proteasen macht (Ou et al., 1995; Wijeyesakere et al., 2015). Calreticulin wird
aufgrund der Ca?*-puffernden Eigenschaften als wichtiger Regulator der Calciumhomdostase im

ER angesehen.

1.4. Calcium Homoostase im ER

Die Calcium Homdoostase ist von zentralem Interesse fir die Zelle, was die Bedeutung von Ca?*-
lonen als Regulator einer Vielzahl zellularer Prozesse wie z.B. Metabolismus, (De-)
Phosphorylierung von Proteinen, Zellproliferation und —differenzierung wiederspiegelt
(Berridge et al., 2003). Um die Calciumhomadostase aufrechtzuerhalten, muss der lonenfluss in
und aus Zellen sowie Organellen genau reguliert werden. An der Erhaltung der Calcium-
Homoostase sind zahlreiche Ca?*-bindender Proteine, Ca?*-Transporter, -Kanéle, sowie -Pumpen
beteiligt. Das ER stellt den zentralen Calciumspeicher der Zelle dar (100 uM — 2 mM). Mal3geblich
sind daran Ca?*-bindende/-puffernde Proteine beteiligt, wie z.B. PDI, Grp94, BiP und Calreticulin,
wobei letztere gemeinsam etwa 75 % des gesamten Calcium im ER binden (Nakamura, et al.,
2001; Halperin et al., 2014; Liévremont et al., 1997). Der natirliche Konzentrationsgradient
zwischen ER und Cytosol erklart, weshalb auch ohne physiologische Stimulation ein passiver
Ca?*-Efflux durch die ER-Leak-Kanéle (z.B. Sec61 und Preseniline) zustande kommt (Lang, et al.,
2011; Tu et al., 2006). Zum Ausgleich wird kontinuierlich Ca?* durch die Sarcoplasmatische-ER-
ATPase (SERCA) zuriick in das ER-Lumen gepumpt, um den Ca?'-Gradienten aufrecht zu
erhalten. Dartber hinaus erfolgt auch der Austausch von Calcium Uber Lipid- und Proteinbriicken
zwischen dem ER und Mitochondrien (Mitochondrien-assoziierte ER-Membran, MAM) sowie dem
ER und der Plasmamembran/Extrazellularraum (,store-operated calcium entry“, SOCE)
(Rieusset, 2018; Putney et al., 2017). Kurzzeitige Anderungen der Calciumhomdostase aktivieren
Qualitatskontrollmechanismen im ER (ERAD & UPR), an welchen o.g. Ca?*-puffernde Chaperone
direkt beteiligt sind (Michalak et al. 2002). Langerfristige Anderungen des Gleichgewichts kénnen
zum Zelltod sowie einhergehend zu schweren Krankheiten filhren (Nicotera & Orrenius, 1998;
Wang & Kaufman, 2012).

23



Einleitung

1.5. Qualitatskontrolle im ER

1.5.1. Die ER-assoziierte Proteindegradation (ERAD)

Manche Proteine kdnnen nach der Translokation in das ER spontan ihre native Konformation
annehmen. Andere Proteine sind auf die Unterstitzung verschiedener Faltungsenzyme
angewiesen. Die Faltung von Polypeptiden ist recht fehleranfallig und fiihrt haufig zur falschen
Konformation der Proteine. Daruber hinaus fuhren auch Mutation des Substrats, Zellstress oder
ein Ungleichgewicht in der Faltungsmaschinerie zu Fehlfaltungen der Proteine. So verfugt das ER
Uber ein Protein-Qualitatskontroll-System, wodurch unreife Proteine erkannt werden und erneute
Faltungsversuche hin zur Ausbildung der nativen Struktur des Substrats erfolgen. Gleichzeitig
erkennt das System solche Proteine, die ihre korrekte Konformation nicht erreichen kénnen und
beginnt zur Entlastung des gesamten Systems mit deren Entfernung aus dem ER gefolgt vom
proteasomalen Abbau (Bagola et al., 2011). Erste Hinweise zur Existenz der ER-assoziierte
Proteindegradation (ERAD) gaben Studien von Lippincott-Schwartz et al. (1988).

Molekulare Chaperone, wie z.B. BiP und Grp94, und Lektine interagieren im ER-Lumen mit
fehlgefalteten oder falsch assemblierten Proteinen (Otero et al., 2010). Dies fiihrt dazu, dass die
Substrate zu ER-membranstandigen E3-Ligasen und durch einen Retrotranslokationskanal ins
Cytosol geleitet werden. Der genaue Mechanismus ist fur den S&uger nicht vollstandig aufgeklart.
Cryo-EM-Untersuchungen charakterisierten Hrdl in S. cerevisiae als den Retrotranslokations-
kanal fir ERAD-Substrate (Schoebel et al., 2017). Wegen der Homologie zum Hefeortholog wurde
die E3-Ligase Hrdl vorgeschlagen eine Retrotranslokationspore zu bilden und durch den Co-
Faktor Sell stabilisiert zu werden (Christianson et al., 2008; Carvalho et al., 2010; Olzmann et al.,
2013; Jeong et al, 2016). Sell vermittelt dabei den Transfer von Lektin-gebundenen,
fehlgefalteten Glykoproteinen zu Hrdl. Es wurde dartber hinaus nachgewiesen, dass die
verminderte Expression von Sell zu Beeintrachtigung des Abbaus von ERAD-Substraten fiihrt
(Christianson et al., 2012). AuRerdem wurden aufgrund der nachgewiesenen Assoziation mit
ERAD-Substraten der Sec61-Kanal sowie die Derlin-Familie (Derlin1-3) als Dislokationskanéle
vorgeschlagen (Scott & Schekman, 2008; Lilley & Ploegh, 2004). Retrotranslozierte Substrate
werden mit Hilfe von E3-Ubiquitin Ligasen polyubiquitiniert und so fir die Bindung der ATPase
p97 vorbereitet. Diese unterstitzt zum einen die weitere Retrotranslokation, zum anderen den
Transport zum Proteasom, wo die Polypeptide deubiquitiniert und schlussendlich in der
proteolytisch aktiven 20S-Kernuntereinheit degradiert werden (Vembar & Brodsky, 2008).

Die Bedeutung dieses Qualitatskontroll-Systems ist durch eine Vielzahl an Krankheiten belegt,
welche mit fehlgefalteten Proteinen des sekretorischen Wegs in Verbindung gebracht wurden
(Guerriero & Brodsky, 2012).

24



Einleitung

1.5.2. Die ,,unfolded protein response” (UPR)

Als ,unfolded protein response” (UPR) wird die komplexe Signaltransduktion und die Antwort auf
den Zellstress angesehen, der v.a. durch die Akkumulation fehlgefalteter Proteine im ER
ausgelost wird (Krebs et al.,, 2011). Dieser komplizierte Mechanismus agiert zielgerichtet zur
Wiederherstellung der ER-HomdOostase. Die Aktivierung der UPR fuhrt zunachst zur
transkriptionellen Regulation von UPR-Zielgenen, Abschwédchung der Translation sowie
Aktivierung des ERAD-Prozesses. Wenn die ER-Homdostase jedoch nicht wiederhergestellt
werden kann, wird der kontrollierte Zelltod eingeleitet (Walter & Ron, 2011). An der Initiation der
UPR sind drei integrale ER-Membranproteine maf3geblich beteiligt: 1. ,PKR-like endoplasmic
reticulum kinase (PERK)”, 2. “Inositol-requiring enzyme 1 (IRE1)" und 3. “Activating transcription
factor 6 (ATF6)“. Diese Proteine werden unter Normalbedingungen vom Hsp70-Chaperon BiP
gebunden und in einem inaktiven Zustand gehalten (Bertolotti et al., 2000). Im Falle von ER-Stress
wird BiP zu fehlgefalteten Proteinen im ER-Lumen rekrutiert, wodurch zunéchst die Bindung zu
den drei UPR-Regulatoren gekappt wird, und diese dadurch in den aktiven Zustand tibergehen
(Hetz, 2012). Aus der Dimerisierung und Autophosphorylierung der Serin/Threonin Kinase PERK
folgt die Phosphorylierung des ,eukaryotic initiation factor 2a (elF2a)*, was die Inhibierung von
Translationsprozessen nach sich zieht (Harding et al., 2000). Aktiviertes IRE1 induziert dessen
Oligomerisierung und das Splicing des ,X-box binding protein 1 (XBP1)*, einem
Transkriptionsfaktor, der induzierend auf am ERAD-Prozess beteiligte Proteine wirkt (Lee et al.,
2003; Martinon & Glimcher, 2011). Nach der Dissoziation des BiP/ATF6-Komplexes, wird ATF6
zum Golgi transportiert, wo dessen Spaltung zur Erzeugung der aktiven ATF6-Form fiihrt. Durch
dessen Bindung der jeweiligen Promotoren im Zellkern, wird die transkriptionelle Aktivierung ER-
Stress assoziierter Gene wie z.B. HSPA5, XBP1 und CHOP induziert (Chen et al., 2002; Yoshida
etal., 2001). Bei andauerndem ER-Stress wird die Konzentration des zentralen Mediators der ER-
Stress-induzierten Apoptose, ,CCAAT/enhancer-binding homologous protein (CHOP)*, stark
erhdht (Kim et al.,, 2006; Rao et al., 2004). Abweichungen im Prozess der UPR wurden mit
verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht, z.B. neurologische Stérungen, Diabetes und
entziindliche Erkrankungen (Wang & Kaufman, 2012).

Schauble (2013) demonstrierte durch seine Ergebnisse hinsichtlich der siRNA vermittelten
Depletion von BiP, dass die Transfektion von HelLa-Zellen mit BiP-siRNA fir 72 h ohne
Sekundareffekte tolerierbar und eine Reduktion der Menge an BIiP auf etwa 25 %
Restproteingehalt mdglich ist. Ab einer Transfektionsdauer von 96 h erfolgte der Nachweis der

UPR-Induktion u.a. durch wieder steigende Konzentrationen des Chaperons BiP.
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1.6. Congenitale Glykosylierungskrankheiten

Glykosylierung meint die Anheftung von Zuckergeriisten (Glykanen) an Proteine oder Lipide.
Diese Modifikation z&hlt zu den héaufigsten Modifikationen von sezernierten aber auch
Membranproteinen. Eine Stérung dieser Modifizierung flhrt zu einem congenitalen (genetische)
Glykosylierungsdefekt (,congenital disorder of glycosylation - CDG), zum ersten Mal klinisch 1980
beschrieben (Jaeken et al., 1980; Freeze, 2006)

Aktuell wird anhand der Art des CDG-Defekts folgende Klassifizierung vorgenommen (Jaeken et

al., 2009):

- Defekt der N-Glykosylierung von Proteinen
- Defekt der O-Glykosylierung von Proteinen
- Defekt im Aufbau von Glycosphingolipiden und in der Glykosylierung von GPI Ankern

- Defekte in verschiedenen Glykosylierungsarten und anderen Biosynthesen

Die Diagnose einer solchen meist autosomal-rezessiv vererbten Hypoglykosylierung erfolgt Gber
die Untersuchung mittels Isoelektrischer Fokussierung hinsichtlich Verdnderungen im
Glykosylierungsmuster des Apolipoproteins (O-Glykosylierung) und Serum-Transferrins (N-
Glykosylierung). Letztere ist aktuell der erste Standarduntersuchung, soll jedoch durch
Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ersetzt werden, um effizientere Ergebnisse zu erzielen.
Weiterfuhrende Tests umfassen die enzymatische Aktivitdtsmessung der Phosphomannomutase
2 (PMM2) und der Phosphomannose Isomerase (MPI) aus Fibroblasten, chromatographischen
Analysen metabolisch-markierter  Dolichol-gebundener Oligosaccharide (,dolichol-linked
oligosaccharid® — LLO) und Exomsequenzierung. Letztere ist vor allem zur Identifizierung
unbekannter CDG-Typen sowie neuer CDG-Gene unerlasslich (Jaeken, 2010; Jaeken & Péanne,
2017). Des Weiteren findet sich in der Literatur die klassische Einteilung nach CDG-Typ | und Typ
Il (Abbildung 11). Typ | beschreibt alle CDG-Arten, die auf einer gestdrten Synthese des Lipid-
verknuipften Oligosaccharid-Vorlaufers oder dessen Ubertragung auf das Protein beruhen. CDG-
Typ Il geht auf Fehlfunktionen in der Prozessierung der Protein-gebundenen Oligosaccharidkette
zurlck (Freeze, 2007).
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Abbildung 11: Unterscheidung CDG Typ lund Typ Il

Klassischerweise erfolgte die Einteilung der CDG nach Typ | und Typ Il. Typ | beschreibt alle CDG-Arten, die auf einer
gestorten Synthese des Lipid-verkniipften Oligosaccharid-Vorlaufers oder dessen Ubertragung auf das Protein
beruhen. CDG-Typ Il geht auf Fehlfunktionen in der Prozessierung der Protein-gebundenen Oligosaccharidkette zuriick
(Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License® geschitzt.
http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Diese ruckt jedoch mehr und mehr in den Hintergrund, da diese Nomenklatur auf dem
Transferrinmuster nach Isoelektrischer Fokussierung und damit nur auf Defekten hinsichtlich
fehlerhafter N-Glykosylierung basiert. Mit der Identifizierung weiterer CDG-Typen, welche nicht
direkt durch CDG-Typ | oder Typ Il erklart werden kdnnen, wird diese Art der Nomenklatur im
Laufe der Zeit unzureichend. Aus diesem Grund wurde eine Uberarbeitete Nomenklatur

vorgeschlagen, die jede CDG transparent bezeichnet (Jaeken et al., 2009).

Symptomatisch betrifft eine angeborene Glykosylierungskrankheit nahezu alle Organe und fihrt
zu schwerwiegenden neurologischen Defekten. Fast immer zeigen die Patienten korperliche und
mentale Entwicklungsstérungen, Sehstdérungen, Beeintrachtigungen der Leber, Gastrointestinale
Stoérungen. Bis dato sind tber 100 unterschiedliche CDG beschrieben. Hauptsachlich sind davon
Komponenten des ER und Golgi betroffen (Ng et al., 2015; Jaeken & Péanne, 2017).

ER-assoziierte CDG wurden betreffend einiger Untereinheiten des OST-Komplexes und des
TRAP-Komplexes nachgewiesen: STT3A und STT3B (Shrimal et al., 2013), TUSC3 (Garshasbi,
et al., 2008), Ost48 (Jones, et al., 2012) sowie SSR3 (nicht publiziert) und SSR4.
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Innerhalb dieser Arbeit wurden von der AG Freeze Fibroblasten eines SSR3-CDG-Patienten und
zweier SSR4-CDG-Patienten (405 & 406) zur Verfigung gestellt.

Hinsichtlich des SSR4-CDG-Typs sind Studien zu Untersuchungen mehrerer CDG-Patienten
publiziert. Durch jeweils unterschiedliche Mutationen im X-chromosomalen SSR4-Gen wurde der
Defekt der N-Glykosylierung ausgeldst. Gleichzeitig erfolgte der Nachweis, dass diese Mutation
zur Destabilisierung des gesamten TRAP-Komplexes fuhrt (Losfeld et al., 2014; Ng et al., 2015).
Aktuell wird lediglich fuir wenige Glykosylierungskrankheiten eine Behandlung beschrieben. Diese
umfasst je nach Typ die z.B. die orale Applikation von Monosacchariden, Butyrate, oder
Cholinesterase-Inhibitoren, zur Milderung spezifischer CDG-Symptome (Péanne et al., 2017;
Jaeken, 2010)

1.7. Biogenese von ER-Membranproteinen

Neben der Translokation sekretorischer oder ER-luminaler Proteine durch den Sec61-Kanal, wird
durch den Sec61-Komplex auch der Einbau von Transmembranhelices in die hydrophobe
Umgebung der ER-Lipiddoppelschicht ermdglicht (Nyathi et al., 2013). Gemald Abbildung 12
werden folgende Typen integraler Transmembranproteine unterschieden: Die Typen I, 1l und I
zeichnen sich durch jeweils eine Transmembrandomane aus. Typ | besitzt am N-Terminus eine
Signalsequenz, die nach erfolgreicher Translokation proteolytisch durch den Signalpeptidase-
Komplex abgespalten wird. Typ Il und Typ lll haben keine solche abspaltbare Signalsequenz,
jedoch weisen eine hydrophobe Transmembrandomane in der N&he des N-Terminus auf, die
kodierend dafur ist, das Protein zum ER zu transportieren. Der Insertionsmodus entscheidet
weitergehend Uber die Orientierung des N-Terminus und somit Uber die Unterscheidung zwischen
Typ Il und Typ Il Membranprotein. Unter Typ IV versteht man im Allgemeinen alle polytopen
Membranproteine, ungeachtet der Anzahl an Transmembrandomanen und Orientierung. Der C-
Terminus der sogenannten ,Tail-anchor®-Proteine bildet die kodierende Sequenz zum Transport
zur ER-Membran und gleichzeitig die hydrophobe Sequenz, die als Ankerdomé&ne zur Integration

des Proteins in die ER-Membran dient.
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Abbildung 12: Strukturelle Einteilung integraler Membranproteine

Die Typen I, Il und Il zeichnen sich durch jeweils eine Transmembrandomane aus. Typ | besitzt am N-Terminus eine
Signalsequenz, die nach erfolgreicher Translokation proteolytisch durch den Signalpeptidase-Komplex abgespalten
wird. Typ Il und Typ Il weisen eine hydrophobe Transmembrandoméane in der Ndhe des N-Terminus auf, die kodierend
dafir ist, das Protein zum ER zu transportieren. Der Insertionsmodus entscheidet weitergehend Uber die Orientierung
des N-Terminus und somit Uber die Unterscheidung zwischen Typ Il und Typ Il Membranprotein. Unter Typ IV versteht
man im Allgemeinen alle polytopen Membranproteine, ungeachtet der Anzahl an Transmembrandoméanen und
Orientierung. Der C-Terminus der sogenannten ,Tail-anchor‘-Proteine bildet die kodierende Sequenz zum Transport
zur ER-Membran und gleichzeitig die hydrophobe Sequenz, die als Ankerdomane zur Integration des Proteins in die
ER-Membran dient (Modifiziert aus ,Servier Medical Art, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported
License” geschiitzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Wahrend der Biogenese von integralen Membranproteinen bilden  hydrophobe
Transmembransegmente noch im ribosomalen Tunnel alpha-helikale Strukturen aus (Woolhead
et al.,, 2004). Wahrend der Translokation solcher Transmembranhelices wird der Prozess
unterbrochen, um die Integration der Transmembranhelix in die Lipiddoppelschicht zu
ermdglichen. Die Integration beispielsweise eines Membranproteins Typ [l &hnelt der
Translokation eines sekretorischen Proteins. Die Transmembranhelix interkaliert dabei mit den
Transmembrandoménen TM2b und TM7, die das laterale Gate der Sec61a-Translokationspore
bilden. In Folge dessen tritt die Transmembranhelix aus dem Translokon aus und wird in die ER-
Membran integriert. Dartber hinaus sind die thermodynamischen Eigenschaften einer
Transmembranhelix wichtige Faktoren hinsichtlich der Membranintegration (Hessa et al., 2005;
Lundin et al., 2008). Die Biogenese polytopischer Membranproteine ist jedoch weitaus komplexer,
da abwechselnd nach Typ Il und Typ Il ausgerichtete Helices in die Doppelllipidschicht integriert
werden und die dazwischenliegenden Loops sich auf der korrekten Seite der Membran befinden
missen. Ein passendes Modell schlagt dabei vor, dass sich im ribosomalen Tunnel befindliche
Transmembrandoméanen zur Ribosomenbindung am Translokon fiihren. Durch die zusatzliche
Interaktion von BiP am luminalen Teil des Translokons kann so in abwechselnden Zyklen die
korrekte Insertion der Transmembranhelices und sowie Translokation der Polypeptidketten
erm@glicht werden (Lin et al., 2011).
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1.8. Ziele der Arbeit

Der Proteintransport in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums ist der erste Schritt der
Biogenese von etwa einem Drittel aller Proteine in humanen Zellen. Der Prozess des
Proteinimports wird innerhalb der Zelle genau kontrolliert und reguliert. Es gibt verschiedene
Mechanismen, wie eine synthetisierte Polypeptidkette auf cytosolischer Seite zur ER-Membran
gelangen kann. Der jeweilige Mechanismus ist maf3geblich vom zu transportierenden Substrat
und dessen Eigenschaften abhangig. Der Import des Polypeptids wird fir Proteine mit N-
terminaler Signalsequenz durch den heterotrimeren Sec61-Komplex vermittelt. Die a-Untereinheit
dieses Komplexes bildet eine wassrige Pore, deren Konformation unter bestimmten Bedingungen
zum offenen Zustand stimuliert und somit der Polypeptidimport sowie die Biogenese von
Membranproteinen erlaubt wird. An der Regulation der Translokationspore sind unterschiedliche
akzessorische Komponenten sowohl auf cytosolischer als auch auf luminaler Seite beteiligt. Viele
dieser Hilfskomponenten wurden auf struktureller und funktionaler Ebene eingehend untersucht.
Diese Charakterisierungen tragen mafigeblich dazu bei, um die unterschiedlichen Mechanismen
des Proteintransports sowie Zusammenhange zur Auspragung bestimmter Krankheiten besser zu
verstehen. Eine potentiell akzessorische Komponente der Proteintranslokase ist der TRAP-
Komplex. Der Komplex wird aus vier Untereinheiten gebildet und wurde kirzlich mittels Cryo-
Elektronentomografie strukturell naher charakterisiert. Auf funktioneller Ebene ist der TRAP-
Komplex bis zu diesem Zeitpunkt jedoch nur wenig verstanden. Bekannt ist allerdings, dass
verschiedene genetische Mutationen in Untereinheiten des TRAP-Komplexes zur Auspragung
einer Congenitalen Glykosylierungskrankheit fiihren, was mechanistisch jedoch nicht komplett
untersucht und verstanden ist. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Beteiligung
des TRAP-Komplexes an der Biogenese von Proteinen unter physiologischen Bedingungen, d.h.
in intakten Zellen untersucht. Dazu wurde der TRAP-Komplex in HelLa-Zellen mittels RNAI
depletiert und daraus resultierende Abweichungen des Proteoms im Vergleich zu Kontrollzellen
massenspektrometrisch und bioinformatisch analysiert, um dadurch Rickschliisse auf das
Substratspektrum des TRAP-Komplexes ziehen zu kénnen. Dieser Strategie lag die Uberlegung
zu Grunde, dass durch das Fehlen des TRAP-Komplexes betreffende Polypeptide nichtin das ER
transportiert werden kdnnen. Es kommt daher zur Akkumulation der nicht-transportierten
Polypeptide im Cytosol und deren proteasomalen Abbau, was dazu fiihrt, dass diese TRAP-
abhangigen Proteine innerhalb des massenspektrometrisch quantifizierten Proteoms vermindert
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse hinsichtlich der

potentiellen Substrate sowie der determinierenden Substrateigenschaften wurden validiert.
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Die funktionalen Eigenschaften des TRAP-Komplexes sollten unter Beachtung der strukturellen
Eigenschaften der CET-Untersuchungen zu einem Modell filhren, das den TRAP-Komplex und

seine Eigenschaften auf funktionaler Ebene eingehend charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

In Tabelle 1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate, dazugehorige Software und

Verbrauchsmaterialien aufgelistet.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Gerate und dazugehorige Software, Verbrauchsmaterialien

Hersteller Gerat / Software
Abimed, Diisseldorf Pipetten
Albert BioScience Chromatographiepapier

Beckman, Miinchen

GS-6KR Zentrifuge, J2 MC-Zentrifuge

Rotoren: JA-10, JA-20

1,5 ml Reaktionsgefalie

BioRad, Hercules USA

Trans-Blot™ Electrophoretic Transfer Cell

DNA Star, Madison,WI, USA

Lasergene?

Eppendorf, Hamburg

2 ml Safe-Lock Reaktionsgefalie

Kihlzentrifuge 5415R, Thermostat 5320,

Thermomixer 5436, Thermomixer Comfort

Zentrifuge 5430, Mini-Spin Zentrifuge

Research Pro 50 - 1000 pl Pipette

Frébel Labortechnik, Wasserburg

ROCKY® Wipptisch, Sterilbank, Speed-Vac CON-1000

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

ImageQuant Software TL 1D Version 7.0,

Electrophoresis Power Supply EPS 601

Typhoon Trio™ (9410)

Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim

Sterilbank

Graphpad Software, Inc., San Diego, USA

GraphPad Prism Software

Greiner Bio-One, Frickenhausen:

CELLSTAR® Zellkultur Flaschen (25 m?, 75 m?, 175 m?)

CELLSTAR® TC Zellkultur Schale (6 cm)

Heidolph, Schwabach

Laborrithrer RZR2020 und MR3000

Heraeus, Hanau

Inkubationsschrank Hera Cell 150

Christ Bactifuge

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Pipetus®-akku Pipettierhilfe

Infors, Bottmingen, CH

Inkubationsschiittler

Invitrogen, Darmstadt

Countess® Automated Cell Counter

Countess® Cell Counting chamber slides

Isotherm KGW, Karlsruhe

Fliissigstickstoff-Behalter
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Hersteller

Gerat / Software

Janke & Kunkel KG, Staufen i. Breisgau

Magnetriihrer IKA-COMBIMAG RCO

Julabo, Seelbach Wasserbad
Konrad Benda, Wiesloch UV-Tisch N90 LW 36 6nm
LG, Seoul, Siidkorea Mikrowelle

Marienfeld, Lauda Kénigshofen

Taumel-Rollmischer

Millipore Co., Bedford, USA

Immobilon-P PVDF Transfermembran (0,45 pm)

Wasseranlage Milli-Q Plus 185

Motic, Wetzlar Mikroskop AE21
Neolab, Heidelberg Eisbad 1-6031
Panasonic Mikrowelle

Peqlab, Erlangen

NanoDrop®ND-1000 UV/Vis,

PCR-Cycler Primus 96

Pharmacia Biotech AB, Freiburg

Spannungsgerite EPS 200, EPS 500/400, EPS 600,

EPS 601, EPS 3500

MultiTemp®, MultiTemp® |l

Ultrospec 3000 UV/Vis Spectrometer

ImageMaster VDS Video Documentation Systems

Sarstedt, Niimbrecht:

Pipettenspitzen (0,1 - 5000 mL),

Reaktionsgefalte (15 mL /50 mL),

Polystyrolkiivetten (1 mL)

Sartorius, Géttingen

Feinwaagen BP61, BP4100, LA420, ED5201

Schiitt, Géttingen:

Autoklav

Scientific Industries, Bohemia , USA:

Vortex Mixer (Genie 2™)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Stuart™ Scientific roller mixer

Systec GmbH, \Wettenberg

AutoKlav DX-65

Thermo Scientific, Dreieich

Nalgene® Bottle-Top Filtereinheit (500 ml)

Inkubationsschrank Hera Cell 150i

HERAfreeze® -80°C Tiefkiihltruhe

Sterilbank MSC Advantage

StepOnePlus Real-Time PCR Systems

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Fusion SL luminescence imaging system

Fusion Capture 16.11

Wenzel Glaserei, Miinchen

Glasplatten

Werkstatt Medizinische Biochemie

Elektrophoresekammern,

Whatman GmbH, Dassel

Whatman®, FP 30/0.2 (0,2 pm)

WTW, Weilheim

pH-Meter pH 537

Zeiss, Jena

Binokulares Mikroskop Axiolab

Ziegra, Isernhagen

Eismaschine
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Material und Methoden

In Tabelle 2 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien

Hersteller

Artikel

Applied Biosystems, Darmstadt

TagMan Gene Expression Assays

Biochrom AG, Berlin

Fetal Bovine Serum (FCS)

Biofroxx, Einhausen

CrossFroxx

Biotium, Fremont, Canada

GelRed Nucleic Acid Stain

Carl Roth, Karlsruhe

Lennox Broth (LB) Agar, LB Medium, MOPS,

Terrific Broth (TB) Medium, Phenol-Chloroform,

Magermilchpulver, Agar-Agar, Isoamylalkohol,

Super Optimal Broth (SOB) Medium,

Agarose, Natriumhydroxid

Eurofins MWG, Ebersberg

DNA Oligonukleotide

GE Healthcare Uppsala, Schweden

ECL-Western Blot Detection system

Genomed, Léhne

Jetstar Plasmid Purification MIDI-Kit

Invitrogen, Darmstadt

Superscript™ VILO™ ¢cDNA Synthesis Kit,

Oligo(dT) Primer, Trypan Blue Solution (0,4 %)

HiPure Plasmid Midiprep Kit, Hygromycin B

Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat, Glycerin, MG132

Glycin, Kaliumchlorid, Magnesiumacetat,

Natriumdihydrogenphosphat, Tunicamycin

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan,

Ethylendiamintetraacetat (EDTA),
Natriumchlorid,

Natriumacetat, Manganchlorid

New England Biolabs GmbH

Alkaline Phosphatase

Promega Biotec, Madison, USA

FuGENE HD®

Qiagen, Hilden

HiPerFect Transfektionsreagenz,

RNA Oligonuclectide, QlAamp RNA Blood Kit,

QIAquick PCR Purification Kit,

QIA quick gel extraction kit

Riedel de Haén, Hannover

Kaliumacetat

Roche, Mannheim

RNAse A, DNAsel
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Hersteller

Artikel

Serva, Heidelberg

Acrylamid, Ammoniumpersulfat (AMPS),

Bromphenolblau, Calciumchlorid, Triton X-100

Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesiumchlorid,

Natriumlaurylsulfat, Tetramethylethylendiamin,

Bisacrylamid,

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ampicillin, B-Mercaptoethanol, Rubidiumchlorid,

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), Glucose,

Dimethylsulfoxid (DMSO), Kanamycin,

Nonoxinol 40 (NP-40)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%) in PBS 1 x,

Gibco® DMEM + GlutaMAXTM-I, 1 x PBS,

OptiMEM®, Penicillin/Streptomycin 100 x,

O’'GeneRuler 1 kb DNA Ladder,

PageRulerTM Prestained Protein Ladder,

Restriktionsendonukleasen,

Pfu-Polymerase, DNA-Probenpuffer,

Zentrales Chemikalienlager,
Saarbriicken

Ethanol, Methanol, Essigsaure, Aceton

2.1.3. Enzyme

In Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme aufgelistet. Diese wurden zur

Manipulation der humanen Zellen gemaf Kapitel 2.4.4.2, 2.4.5 oder hinsichtlich der Klonierungen
gemal Kapitel 2.3.2.1, 2.3.2.2, 2.3.3, 2.3.6 genutzt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Enzyme

Hersteller

Enzym

Prof. James Paton, Adelaide, Australien

Subtilase AB, SubtilaseA,,7,B

Thermo Scientific, Dreieich

BamHl, Bglll, Dpnl, EcoRV, Hindlll, Kpnl,
Xhol, Trypsin, Pfu Polymerase

Quiagen, Hilden

T4 Ligase

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Alkaline Phosphatase

Roche, Mannheim

RNAseA, DNAsel

Invitrogen, Karlsruhe

Superscript® II Reverse Transkriptase
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2.1.4. Antikorper

2.1.4.1. Primére Antikorper

Zur immunologischen Detektion von Proteinen wurde das Prinzip der Antigen-Antikdrperbindung
genutzt. In Tabelle 4 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten primaren Antikdrper
aufgelistet. Die Mehrheit der Antikorper wurde aus den Seren immunisierter Kaninchen unter der
Leitung von Prof. Dr. Martin Jung im Institut fur Medizinische Biochemie und Molekularbiologie
gewonnen. Den Kaninchen wurden dabei de novo synthetisierte Peptide bzw. gereinigte Proteine
injiziert. Die Peptidsynthese, Proteinreinigung, Injektion, Blutentnahme und Gewinnung der Seren
sowie das Testen der Antikorper wurden im Team mit Sabine Pelvay, Nicole Heim und Aline
Herges durchgefihrt.

Tabelle 4: Liste der verwendeten priméren Antikorper.

UdS: Universitat des Saarlandes, ER: Endoplasmatisches Retikulum, OST: Oligosaccharyltransferase, SRP: Signal
recognition particle, TRAP: Translocon associated protein complex.

- Interne . Ursprung / Verwendete
AT Bezeichnung BESENEE Herkunft Verdiinnung
) Polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen / .
a-ACP2 ACP2 ACP2 (Lysosom) Thermo Fisher 1:500
Polyklonaler Peptidantikdrper
a-BiP Nast 950* gegen den N-Terminus von Kaninchen / UdS 1:250

ER-lumenalem BiP

Polyklonaler Antikdrper gegen

ER-luminales Calreticulin Kaninchen / UdS 1:250

a-Calreticulin | Calnit

Polyklonaler Antikdrper

a-Dad1 Nast 1483 | §o957 S0 Badl el | Kaninchen /Uds | 1:250
Membrankomplex OST

a-DDK Flag ggg’;“;";:fg gfﬂ:; ntikorper | \1aus/ Origene | 1:1000
Polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen / .

a-EPDR1 EPDR1 EPDR1 (extrazellular) Biorbyt 1:500

Polyklonaler Proteinantikdrper
a-ERj1 Johanna ll gegen das ER-integrale Kaninchen / UdS 1:250
Membranprotein ERj1

Polyklonaler Antikorper gegen
ER-luminales Grp24

Polyklonaler Peptidantikdrper
a-Grp170 ABP150 gegen den N-Terminus des Kaninchen / UdS 1:500
ER luminalen Grp170

Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen den C-Terminus von Kar2

a-Grp94 Grp94 Kaninchen /UdS | 1:500

a-Kar2 Kar2 Kaninchen / UdS 1:500

36



Material und Methoden

I Interne . Ursprung / Verwendete
AL Bezeichnung Bl bE Herkunft Verdiinnung
Monoklcci).nacl;artz‘gtgétrper_ heit Maus / Santa
a-Ost48 Ost48 gegen die Lswae- Jntereinhel Cruz 1:1000
des integralen ER- Biotechnolo
Membrankomplex OST 9y
] Polyklonaler Antikdrper gegen . .
a-PPIB PPIB ER-luminales PPIB Kaninchen / UdS 1:1000
Polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen / .
a-PPIC PPIC ER-luminales PPIC Abcam 1:1000
Polyklonaler Peptidantikbrper
a-Secb1a Nast 1362 gegen das |Q Motiv der a-Unter- | Kaninchen / UdS 1:250
einheit des Sec61 Komplexes
Polyklonaler Proteinantikodrper
a-Sell Nast 465 gegen das ER-luminale Protein | Kaninchen / UdS 1:250
Sel1
a-Sil1 BAP/silt | "olyklonaler Proteinantikorper |\ ipohen suds | 1:250
gegen ER-luminales Sil1
Polyklonaler Peptidantikdrper
gegen den N-Terminus der
a-SRa Nast 178a a-Untereinheit des ER- Kaninchen / UdS 1:250
membran- standigen SRP-
Rezeptors
Polyklonaler Peptidantikbrper
gegen den N-Terminus der
a-SRp Nast 510 B-Untereinheit des ER- Kaninchen / UdS 1:500
membran- stadndigen SRP-
Rezeptors
Polyklonaler Antikdrper
) gegen die Stt3b-Untereinheit Kaninchen / .
a-Stt3b Stt3b des integralen ER- Stephen High 1:1000
Membrankomplex OST
E Polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen / .
a-TMEDS TMEDS TMEDS5 (Golgi) Sigma 1:500
Polyklonaler Peptidantikdrper
a-TRAPa Nast 1342 gegen den N-Terminus der Kaninchen / UdS | 1:250
a-Untereinheit des integralen
ER-Membrankomplex TRAP
Polyklonaler Peptidantikdrper
G-TRAPR | Nast 302 gegen den N-Terminus der Kaninchen /UdS | 1:250
B-Untereinheit des integralen
ER-Membrankomplex TRAP
Polyklonaler Peptidantikdrper
o-TRAPy | Nast1484 | 9e9en den N-Terminus der Kaninchen /UdS | 1:500

y-Untereinheit des integralen
ER-Membrankomplex TRAP
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I Interne . Ursprung / Verwendete

AL Bezeichnung Bl bE Herkunft Verdiinnung
Polyklonaler Peptidantikdrper

o« TRAPS TRAPS gegen dgn N?Terml.nus der Kgnlnchen / 1-500
O-Untereinheit des integralen Sigma
ER-Membrankomplex TRAP

a-B-Aktin B-Aktin Monoklonaler Antikdrper gegen | v o/ Sigma 1:10.000
[B-Aktin

a-B-Aktin Nast 1485 | "olvklonaler Peptidantikdrper |\ inonen/uds | 1:10.000
gegen B-Aktin

2.1.4.2. Sekundare Antikdrper

Zur Visualisierung der Antigen-Antikorperbindung hinsichtlich der Detektion und Quantifizierung

von Proteinen in komplexen Gemischen wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten sekundaren

Antikérper gebraucht.

Tabelle 5: Liste der verwendeten sekundéren Antikérper

Antikorper Markierung EL?ELI:I?E ! g::‘él\’j:ssaz

da-Kaninchen ECL™ Plex Cy5 Ziege / GE Healthcare 1:1000

da-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase Ziege / Sigma 1:1000

a-Maus ECL™ Plex Cy3 Ziege / GE Healthcare 1:2500

a-Maus Meerrettich-Peroxidase Ziege / Sigma 1:10000
2.1.5. Oligonukleotide

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Oligonukleotide beschrieben.

2.1.5.1.

DNA Oligonukleotide (Primer)

In Tabelle 6 sind die DNA Oligonukleotide aufgelistet, die zu in Kapitel 2.3.2.3 zur gRT-PCR

verwendet wurden.
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Material und Methoden

Die Gene der TRAP-Komplex-Untereinheiten werden in der gesamten Arbeit zur besseren Zuordnung wie folgt
bezeichnet: SSR1 = TRAPA; SSR2 = TRAPB, SSR3 = TRAPG, SSR4 = TRAPD

Gen Assay ID Beschreibung

PPIC Hs00211349 m1 Primer fir gRT-PCR von PPIC
TMEDS HS00211349_m1 Primer fir gRT-PCR von TMEDS
ACP2 Hs00900682 _m1 Primer fir gRT-PCR von ACP2
EPDR1 Hs01556067_m1 Primer fiir gRT-PCR von EPDR1
ACTB Hs00357333 m1 Primer far gRT-PCR von Aktin
TRAPA Hs00162340_m1 Primer fur gRT-PCR von TRAPA
TRAPB Hs00162346_m1 Primer fir gRT-PCR von TRAPB
SRPRA Hs00162326_m1 Primer fir gRT-PCR von SRPRA
SRPRB Hs00253639_m1 Primer fir gRT-PCR von SRPRB

In Tabelle 7 sind die DNA-Oligonukleotidprimer aufgelistet, welche zur Klonierung, Sequenzierung

oder Mutagenese der in Tabelle 9 dargestellten Konstrukte gemafR Kapitel 2.3.1 verwendet

wurden.

Tabelle 7: Liste der verwendete DNA Oligonukleotide
Die DNA Oligonukleotide dienten im Rahmen der Klonierung, Sequenzierung oder Mutagenese der in Tabelle 9
dargestellten Konstrukte gemafl Kapitel 2.3.1. Die kodierende Sequenz der template DNA ist in GroRbuchstaben
markiert, eingefiigte Restriktionsenzymschnittstellen sind unterstrichen, heterologe Sequenzen sind kleingeschrieben

Nummer | Strang | Sequenz (5' --> 3’) Beschreibung
PCR-Primer:
RZ139 - gcggatccCTACAATTCGTCGTGTTCG Kar2 - BamHi - Stop
Sequenzierungsprimer:
RZ156 - GCGTCAAGTGCAAATGTG pcDNAS5-FRT-Kar2, 3
R7537 + gatggatccATGAAGTTCACTGTGGTGG PCR-Primer:
CG BamHlI - Start - BiP-WT
R7538 ) gcegeetcgagCTACAACTCATCTTTTT PCR-Primer:
CTGATGTATCCTC BiP-WT - Xhol - Stop
R7539 ) gcegectcgagCTACAACTCATCTTTAAA PCR-Primer:
CTTCTCAGCATCATTAACCATCC BiP-F549(CA92) - Xhol - Stop
R7540 i gcegectcgagCTACAACTCATCTTTATT PCR-Primer:
CCTGGTGTCAATGCGCTCTTTG BiP-N564(CA77) - Xhol - Stop
R7541 + gcgagatccATGTTTTTCAACAGACTAAG PCR-Primer:
CGC Kar2 - BamHlI - Start
RZ542 - | ctgtctcgagCTACAATTCGTCGTGTTCG PCR-Primer:
gieicaad Kar2 - Xhol - Stop
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Nummer | Strang | Sequenz (5' --> 3') Beschreibung

R7648 ) ACCCGGGATCTGTTCAGGAAACAGC Sequenzierungsprimer:

TATGA pcMV6-entry, 3'
PCR-Primer:

RZ694 + gttaagcttTTCCGCAAGCGAGGC Hindlll - PPIC (reif)

RZ695 - | CCGAAGAAAACACAAGTGCGC PCR-Primer:

PPIC (reif)
PCR-Primer:;

RZ696 - gttaagcttGGCCGCAGAAGGTC PPIB (Signalpeptid ) - Hindlll

RZ697 + | GGATCCGGTACCGAGGAGATCT PCR-Primer.

Bglll - PPIC (Signalpeptid)

RZ608 + CTTCTTCCTGCTGCTGCCGGGACC PCR-Mutageneseprimer:
TTCTGCGGCCttccgcaagcgagg PPIB-PPIC (Entfernung Linker)

R7699 ) cotegettgeggaaGGCCGCAGAAGGTC PCR-Mutageneseprimer:
CCGGCAGCAGCAGGAAGAAG PPIB-PPIC (Entfernung Linker)

RZ700 ) ggcaagcttGCCCTCGGCCCCCGAAGA PCR-Primer:

AAACACAA PPIC (Signalpeptid) - Hindlll

RZ701 - CAGCAGCAGGAAGAAGACGGAC PCR-Primer: PPIB (reif)

RZ702 + tgaaagcttGATGAGAAGAAGAAGGGGCCC | PCR-Primer: Hindlll - PPIB (reif)

RZ703 + GTTTTCTTCGGGGGCCGAGGGCGAT PCR-Mutageneseprimer:
GAGAAGAAGAAGGGGCCCAAAG PPIC-PPIB (Entfernung Linker)

RZ704 ) CTTTGGGCCCCTTCTTCTTCTCATCGC PCR-Mutageneseprimer:
CCTCGGCCCCCGAAGAAAAC PPIC-PPIB (Entfernung Linker)
CTTCTGGCCGCTCTGCCTCCGGTGCTG PCR-Mutageneseprimer:

RZ725 + CTGgcagcaGCGGCCGGCTTCACACCTT )
CCCTCGATAGS Mut-TMEDS (PG14/15AA)
GCTATCGAGGGAAGGTGTGAAGCCGGC PCR-Mutageneseprimer:

RZ726 - CGCtgctgcCAGCAGCACCGGAGGCAGA IVIut-TMEDQS (PG 12 15 A/:\)
GCGGCCAGAAG

R7729 + GATCGCCATGCTGCGCCTCggaccaCGCA | PCR-Mutageneseprimer:
ACATGAAGGTGCTCCTTG Mut-PPIB (SE5/6GP)

RZ730 ) CAAGGAGCACCTTCATGTTGCGtggtccGA | PCR-Mutageneseprimer:
GGCGCAGCATGGCGATC Mut-PPIB (SE5/6GP)
gaccaCGCAACATGAAGGTGCTCCTTccac | PCR-Mutageneseprimer:

RZ731 + caGCCCTCATCGCGGGGTCCGTCTTCTT | Mut-PPIB (SE5/6GP &

Cc AA14/15PP)
GAAGAAGACGGACCCCGCGATGAGGG | PCR-Mutageneseprimer:
RZ732 - CtggtggAAGGAGCACCTTCATGTTGCGtg | Mut-PPIB (SE5/6GP &

gtc

AA14/15PP)
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RNA Oligonukleotide (siRNA)

Material und Methoden

Tabelle 8 zeigt eine tabellarische Zusammenstellung der siRNA Oligonukleotide, die zur Kontrolle

der Genexpression mittels RNAI in humanen Zellen gemal} Kapitel 2.4.4.1 genutzt wurden.

Tabelle 8: Liste der verwendeten siRNA Oligonukleotide.
Bei allen Nukleotiden handelt es sich um humane Gensequenzen. UTR = untranslatierte Region.

'“te”.’e Zielgen Sequenz (sense Strang) Verwendete:
Bezeichnung Konzentration
control - allstars negative control 10-35nM
BiP-CA HSPAS CCUUCGAUGUGUCUCUUCUITAT | 35nM
BiP-hs#1-UTR HSPA5 GCGGCUGUUUACUGCUUUITIT 35 nM
Sec61A SEC61A1 | GGAAUUUGCCUGCUAAUCAATAT | 20 nM
Sec61A-UTR #5 | SEC61A1 | CACUGAAAUGUCUACGUUUITIT | 20 nM
TRAPA #3 SSR1 AGAUUUGAACGGCAAUGUATIT 10 nM
TRAPB #3 SSR2 CCUCGGCAACAAUUACUUAATAT 10 nM
TRAPB-UTR#2 | SSR2 AAGGGUAUCUUAAAUGCAAITIT 10 nM
2.1.6. Plasmide

In Tabelle 9 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet. Diese wurden entweder

kommerziell bei Origene erworben oder innerhalb der Arbeit kloniert. Alle Plasmide besitzen einen

CMV Promotor und wurden zur Anwendung in humanen Zelllinien in der Zellkultur aus DH5a

E. coli Zellen gereinigt.

Tabelle 9: Liste der verwendeten Plasmide zur Uberexpression in humanen Zelllinien
Alle Plasmide besitzen einen CMV Promotor und wurden zur Anwendung- in humanen Zelllinien in der Zellkultur aus
DH5a E. coli Zellen gereinigt. UdS = Universitat des Saarlandes.

Name Beschreibung Resistenz | Herkunft
. SIL1 (homo sapiens) - S.Cappel

pcAGGSM2-Sil1-IRES-GFP Wildtyp Ampicillin Uds
HSPAS5 (homo sapiens)

pcDNAS5-FRT-BIiP-WT Wildtyp Ampicillin diese Arbeit
mit FRT-Rekombinationssequenz
HSPAS (homo sapiens)

pcDNA5-FRT-BiP-R197H R197H Mutant Ampicillin diese Arbeit
mit FRT-Rekombinationssequenz
HSPAS5 (homo sapiens)

pcDNAS5-FRT-BiP-F549(CA92) c-terminal trunkiert (92 AS) Ampicillin diese Arbeit
FRT-Rekombinationssequenz
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Name

Beschreibung

Resistenz | Herkunft

pcDNAS5-FRT-BiP-N564(CA77)

HSPAS (homo sapiens)
c-terminal trunkiert (77 AS)
FRT-Rekombinationssequenz

Ampicillin diese Arbeit

pcDNAS5-FRT-BiP-L416D

HSPAS5 (homo sapiens)
c-terminal trunkiert (77 AS)
FRT-Rekombinationssequenz

Ampicillin diese Arbeit

pcDNA5-FRT-Kar2

Kar2 (Saccharomyces cerevisiae)
Wildtyp
FRT-Rekombinationssequenz

Ampicillin diese Arbeit

pcMV6-AC-IRES-GFP-Myc-DDK

pcMV6-entry-ACP2

pcMV6-entry-EPDR1

pcMV6-entry-FKBP 14

pcMV6-entry-PPIB

pcMV6-entry-mut-PPIB

pcMV6-entry-PPIB-PPIC

pcMV6-entry-PPIC

pcMV6-entry-PPIC-PPIB

pcMV6-entry-RNASET1

pcMV6-entry-SSR2

pcMV6-entry-SUMF1

pcMV6-entry-TMED5

pcMV6-entry-mut-TMEDS

Kontrollplasmid mit
IRES-GFP Sequenz

ACP2 (mus musculus)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

EPDR1 (mus musculus)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

FKBP14 (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

PPIB (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

PPIB (homo sapiens)
SE5/6PG & AA14/15PP
c-terminaler Myc-DDK Tag

PPIB Signalsequenz (homo sapiens)
vor reifem Teil von PPIC (homo sapiens)
c-terminaler Myc-DDK Tag

PPIC (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

PPIC Signalsequenz (homo sapiens)
vor reifem Teil von PPIB (homo sapiens)
c-terminaler Myc-DDK Tag

RNAseT2 (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

SSR2 (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

SUMF1 (homo sapiens)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

TMEDS5 (mus musculus)
Wildtyp
c-terminaler Myc-DDK Tag

TMEDS (mus musculus)
PG23/24AA
c-terminaler Myc-DDK Tag

Ampicillin Origene

Kanamycin | Origene

Kanamycin | Origene

Kanamycin | Origene

Kanamycin | Origene

Kanamycin | Origene

Kanamycin | diese Arbeit

Kanamycin | Origene
Kanamycin | diese Arbeit
Kanamycin | Origene
Kanamycin | Origene
Kanamycin | Origene
Kanamycin | Origene
Kanamycin

Origene
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2.1.7. Raue Mikrosomen

Mikrosomen bezeichnen membranumhdlite Vesikel und werden in der Literatur als Synonym flr
das Endoplasmatische Retikulum gebraucht. Um die Prozesse, die am ER ablaufen biochemisch
naher zu charakterisieren, isoliert man die Mikrosomenfraktion aus Zellen. Es werden speziell
raue Mikrosomen (RM) isoliert, da diese an der Membranauf3enseite mit Ribosomen besetzt und
damit identisch mit dem rauen Endoplasmatischen Retikulum sind. Im Institut fir Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie wird dabei mit Mikrosomen aus dem Pankreas des Hundes
gearbeitet, da es sich hierbei um ein sekretorisch hochaktives Gewebe handelt (Walter & Blobel,
1983, Watts, Wickner, & Zimmermann, 1983). Die Praparation wird von Prof. Dr. Martin Jung
durchgefuhrt. Die isolierten rauen Mikrosomen dienen zum einen zur Analyse von ER-Prozessen
basierend auf in vitro Transportversuchen (HalRdenteufel, 2017). Zum anderen dienen die RMs

als Positivkontrolle beim Nachweis von ER-Proteinen auf Western Blot Ebene (2.2.3).

2.1.8. Bakterienstamme

Zur Klonierung der in Tabelle 9 gelisteten, im Zuge dieser Arbeit hergestellten, Plasmide wurden
die E. coli Bakterienstdmme JM101 (supE thi-1 A(lac-proAB) [F" traD36 proAB laclqZAM15])
sowie XL1 blue super competent cells ((recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F
proAB laclgZAM15 Tnl10 (Tetr)]; Agilent technologies, Santa Clara, USA ) verwendet. Der E. coli
Stamm DH5a (F-, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+),
phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl A) wurde zur Amplifikation von Plasmiden zum Einsatz in

der Zellkultur genutzt.

2.1.9. Zelllinien

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der substratspezifischen Eigenschaften des TRAP-
Komplexes sowie des ER-luminalen Chaperons BiP HelLa Zellen verwendet (ATCC Nr. CCL-2).
TRAPS-defiziente Fibroblasten von CDG-Patienten (CDG405, CDG406) wurden von der AG
Freeze (San Diego) zur Verfugung gestellt, TRAPy-defiziente Fibroblasten (CDG359) von Dr.
Charles Marques Lourenco, Kontrollfibroblasten vom Coriell Institute (Ng et al., 2015).

Mit Hilfe des Flp-In™ Systems (Thermo Fisher) sollten weiterhin Mutanten des HSPA5-Gens stabil
in das Genom der HelLa-Zellen integriert werden (2.5.1). Die Mutterzelllinie wurde von der AG

Forster (Minchen) zur Verfugung gestellt.
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2.2. Biochemische Analysemethoden

Im folgenden Kapitel sind die biochemischen Analysemethoden, welche in dieser Arbeit

angewendet wurden, ndher beschrieben.

2.2.1. SDS Page

In der vorliegenden Arbeit wurden komplexe Proteingemische in Gelen aus dem quervernetzten
Polymer Polyacrylamid mittels diskontinuierlicher Elektrophorese in vertikaler Laufrichtung
aufgetrennt. Die Methode des SDS-PAGE wurde von U. Laemmli entwickelt (Laemmli, 1970). Das
Gel wirkt in diesem Zusammenhang wie ein Molekularsieb, was bedeutet, dass kleinere Proteine
schneller wandern als gré3ere. Beeinflusst wird die elektrophoretische Wanderung der Proteine
durch ihre Nettoladung.

Sowohl das Polyacrylamidgel als auch der Laemmli-Probenpuffer, mit welchem jede
aufzutrennende Probe versetzt wird, enthalt Sodiumdodecylsulfat (SDS). Das stark denaturierend
wirkende anionische Detergenz SDS lagert sich im Verhéltnis 1,4:1 an hydrophobe Regionen der
Proteine an und maskiert deren Ladung, sodass die Auftrennung im elektrischen Feld rein Gber
das Molekulargewicht des SDS-Proteinkomplexes erfolgt. Zur vollstandigen Reduktion der
Disulfidbriicken innerhalb der Proteinstruktur wurden die Proben nach Zugabe des Probenpuffers,
der zusatzlich B-Mercaptoethanol enthalt, 15 min bei 56 °C erhitzt, wodurch auch die
Zuganglichkeit von SDS in das gesamte Proteinmolekul erleichtert wird. Die Auftrennung wird
mafdgeblich Uber die Konzentration an Acrylamid gesteuert, da diese die Porengrof3e eines

Polyacrylamid-Gels beeinflusst.

Die verwendeten Trenngele wurden je nach Art der zu analysierenden Probe ausgewahit und
nach Mischen der Komponenten gemald Tabelle 10 in den Hohlraum zwischen zwei Glasplatten
gegeben. Bei der Verwendung von Glasplatten im Maldstab 14 x 11 x 0,1 cm (klein) wurde der
untere Rand mit einem Bodengel aus Agarose (2 %) abgedichtet, im Mafl3stab 35 x 27 x 0,1 cm
(gro3) kam ein 20%iges Acrylamid-Bodengel zum Einsatz. Unabhangig von der zu
analysierenden Probe wurde bei allen Gelen auf das polymerisierte Trenngel ein weitporiges

Sammelgel gegossen. Fertige Gele wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Zur Verwendung der Gele wurden diese in der Elektrophoresekammer fixiert, Anoden- und
Kathodenkammer mit ausreichend Elektrophoresepuffer befiillt und anschlieRend die erhitzten
Proben in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Als Proteinstandard wurden bei jedem Gel

5 uL des ,Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder” (Thermo Scientific) verwendet.
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Die Auftrennung der Proteine erfolgte in kleinen Gelen bei 5 mA fir etwa 16 h bzw. bei 45 mA

etwa 3 h. Grol3e Gele, mit hdherer Trenneffizienz, liefen ca. 20 h bei 20 mA.

Tabelle 10: Pipettierschema fur Tris-Glycin-Gele zur SDS-PAGE
A: Pipettierschema fir Tris-Glycin-Gele im Maf3stab 14 x 11 x 0,1 cm (klein); B: Pipettierschema fir Tris-Glycin-Gele
im MaRstab 35 x 27 x 0,1 cm (grof3); AA = Acrylamid

A Trenngel Sammelgel
10,0% 12,5% 15,0% 17,5% 5,0%
Lésungen
40 % (w/v) Acrylamid [mL]| 3.8 47 56 6,6 09
2 % (wiv) Bisacrylamid [mL]| 1.0 1.3 15 1.8 0.2
H2Ogest. [mL]| 4.0 29 1,7 0.4 50
1,875M Tris / HCI (pH 8,8) [mL] 6,0 -
1M Tris/ HCI(pH 6,8) [mL] - 09
10 % (w/v) SDS [bL] 150,0 72,0
20 % (w/v) AMPS [HL] 450 67,5
TEMED [HL] 5 10,5
Gesamtvolumen [mL] 15,0 7.2
B Trenngel Sammelgel | Bodengel
10,0% 12,5% 15,0% 17,5% 5,0% 20,0%
Losungen
40 % (wiv) Acrylamid [mL]| 17,56 21,9 26,3 30,6 3.6 20,0
2% (wiv) Bisacrylamid [mL]| 47 58 7,0 8,2 1.0 2,7
H20yest. [mL]| 189 13,3 78 6,5 20,0 16,6
1,875 M Tris/ HCI (pH 8,8) [mL] 28,0 - -
1M Tris/ HCI (pH 6,8) [mL] - 3.6 -
10 % (wiv) SDS [uL] 700,0 288,0 400,0
20 % (wiv) AMPS [HL] 210,0 270,0 200,0
TEMED [HL] 230 420 100,0
Gesamtvolumen [mL] 70 28,8 40,0
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2.2.2. Western Blot

Zur Untersuchung des Proteingehalts in Zellen wurde die Methode des Western Blots genutzt
(Renart, Reiser, & Stark, 1979). Dabei werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem
Polyacrylamidgel auf einen geeigneten Trager, z.B. wie in dieser Arbeit auf eine Membran aus
Polyvinylidendifluorid (PVDF), transferiert und dort immobilisiert. Die Bindung der Proteine erfolgt
Uber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken. AnschlieRend kénnen Proteine

durch Bindung des entsprechenden Antikérpers nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Arten des Western Blottings genutzt. Zur Detektion von
Proteinen mit einem Molekulargewicht grof3er als 35 kDa wurde das Tank-Blot-Verfahren genutzt.
Dabei kam das System "Trans-Blot™ Cell" (BioRad) zum Einsatz. Die Alternativmethode zur

Detektion kleinerer Proteine war das Semidry-Blotting-Verfahren.

2.2.2.1. Tank-Blot-Verfahren

Fir den Tank-Blot-Transfer wurden sowohl Schwdmme als auch geeignetes Filterpapier im
Transferpuffer aquilibriert, die PVDF-Membran (ca. 10 cm x 15 c¢cm) mit einer Porengréf3e von
0,45 um in Methanol aktiviert um die hydrophobe Membran zuganglich fir wassrige Losungen zu
machen. Das System wurde anschlieRend gemaR Abbildung 13B zusammengebaut: Auf die
geodffnete Western Blot Kassette wurde zunachst ein Schwamm, ein Filterpapier (ca. 12 cm X
17 cm) und anschlieend das um seine Langsachse invertierte Gel gelegt. Daran schlossen sich
die PVDF-Membran, ein weiteres Filterpapier und ein Schwamm an. Es war darauf zu achten,
dass Gel und Membran luftblasenfrei aneinander hafteten um einen kompletten Transfer zu
gewdbhrleisten. Die verschlossene Kassette wurde in die mit ca. 2,5 L Transferpuffer (Abbildung
13A) gefiillte Western Blot Kammer tberfuhrt, sodass die Membran zur Anode gerichtet war. Der
Transfer erfolgte bei 14 °C, 400 mA flr 3 h.

46



Material und Methoden

A Transferpuffer (Tank-Blot) B

SDS-PAGE Gel —I |— Transfer Membran
96 mM  Glycin — — __ —
12,.4mM Tris / HCI

Kathode (-) Whatman Paper Anode (+)

Schwamm

Kassette

Abbildung 13: Tank-Blot Verfahren )
A: Zusammensetzung des Transferpuffers zur Ubertragung von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine
Transfer Membran mittels Tank-Blot-Verfahren. B: Schematischer Aufbau des Tank-Blot-Verfahrens.

2.2.2.2. Semidry-Blot

Zum effizienten Transfer von Proteinen kleiner als 35 kDa wurde in dieser Arbeit das Semidry-
Blotting-Verfahren angewendet. Der Vorteil gegeniiber dem Tank-Blot-Verfahren liegt hierbei
darin, dass Proteine offensichtlich weniger tief in die Membran wandern und daher eine
empfindlichere Immundetektion mdglich wird. Hierbei wurden geeignete Filterpapiere in Semidry-
Transferpuffer aquilibriert (Abbildung 14A), PVDF-Membran in Methanol aktiviert. Die Anode der
Blotapparatur wurde mit Semidry-Transferpuffer benetzt, darauf ein Filterpapier, die Membran,
das nicht-invertierte Gel und ein weiteres Filterpapier luftblasenfrei gepackt (Abbildung 14B). Die
Kathode wurde ebenfalls lediglich leicht benetzt, sodass insgesamt nur ca. 100 mL Puffer nétig

waren. Der Transfer erfolgte bei 150 mA flr 3 h.

A Transferpuffer (Semidry-Blot) B Kathode (-) | |
20 % (vIV) Methanol
20mM  Tris Filterpapier< | | SDS-PAGE Gel

150 mM Glycin Transfer Membran

Anode(+) NN

Abbildung 14: Semidry-Blot Verfahren
A: Zusammensetzung des Transferpuffers zur Ubertragung von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine
Transfer-Membran mittels Semidry-Verfahren. B: Schematischer Aufbau des Semidry-Verfahrens.
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2.2.3. Immunologische Detektion von Proteinen

Die Methode der immunologischen Proteindetektion nutzt die Fahigkeit von Antikérpern
(Immunglobulinen) hochspezifisch Epitope auf Proteinoberflachen zu erkennen und diese mit den
sich auf der Antikorperoberflache befindlichen korrespondierenden Paratopen zu binden. Diese
Bindung kann durch  Antikorperkopplung mit einem  Fluoreszenzfarbstoff oder
Meerrettichperoxidase, zur Vermittlung einer Chemilumineszenzreaktion, visualisiert und
guantifiziert werden. Dieses Prinzip wurde in dieser Arbeit dazu verwendet Proteinmengen bzw.
verschiedene Prozessierungsstufen von Proteinen in Zellen nach genetischer Manipulation zu
quantifizieren. Zu diesem Zweck wurde ein komplexes Proteingemisch in einer SDS-PAGE
aufgetrennt (2.2.1) und anschliel3end die Proteine auf einer PDVF-Membran immobilisiert (2.2.3).

Die Puffer, die zur weiteren Analyse verwendet wurden, sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Puffer zur immunologischen Detektion von Proteinen

TBS-Puffer Blockierldsungd
150mM  NaCl TBS (1x)
10 mM Tris /HCI (pH 7 ,4) 5% (wh) Magermilchpulver
Antikérperldsung TBS-T-Puffer
Verdinnung gemals  Blockierlésung 150 mM NaCl
Tabelle4  Antikdrper 10mM  Tris/HCI(pH7.4)

0,05% (Viv)  Triton-X-100

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran eine Stunde in Magermilch-
TBS-Losung (5%) abgesattigt. Der priméare Antikorper wurde gemaR Tabelle 4 in der
Antikorperlosung verdinnt und die Membran tber Nacht mit diese Lésung inkubiert. Es folgen
drei Waschschritte a 10 min mit TBS-T vor der Inkubation mit dem passenden sekundaren
Antikdrper, der gegen das Fc-Fragment des primaren Antikérpers gerichtet ist, und mit einem
Fluorophor oder Peroxidase (POD) gekoppelt ist. Fir ersteres erfolgte nach erneutem Waschen
und Trocken der Membran die Detektion mit Hilfe des ,Typhoon Trio Fluorescence Imaging*
Systems, die Quantifizierung wird mittels ImageQuant TL 7.0 durchgefihrt.

Fur POD-gekoppelte Antikdrper wird die Membran gleichermaf3en gewaschen und anschlie3end
durch Zugabe von Substrat und Verstarker zur Detektion der Chemilumineszenz-Reaktion
zuganglich gemacht. Die Emission wurde mittels ,Fusion SL (peglab) luminescence imaging®

System visualisiert und Uber die zugehdérige Software quantifiziert.
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2.2.4. Densitometrie

Unter Densitometrie versteht man die quantitative Dichtemessung. Innerhalb der vorliegenden
Arbeit wurde die Farbdichte als Farbmenge pro Flacheneinheit quantifiziert. Die zu messende
Farbdichte wurde durch die Signalintensitat des Messenger-Molekil gekoppelt an den
sekundaren Antikdrper im Rahmen der immunologischen Detektion von Proteinen hervorgerufen.
Zur Quantifizierung von Fluoreszenz basierten Signalen wurde die Software ,Image Quant TL 7.0
(GE Healthcare)* verwendet. Mittels ,Fusion Capture 16.11 (Vilber Lourmat)” Software wurden
solche Signale quantifiziert, welche durch Chemilumineszenz hervorgerufen wurden. Jegliche
weitere Auswertungen wurden je nach Fragestellung mit Hilfe von Microsoft Excel 2007 oder
GraphPad Prism durchgefihrt.

2.3. Molekularbiologische Analysemethoden

2.3.1. Strategien zur Klonierung von Plasmiden

Innerhalb dieser Arbeit wurden verschiedene Plasmide neu kloniert. Nachfolgend werden die

zugrundeliegenden Strategien erlautert.

Um einzelne Aminosauren innerhalb der Primarstruktur eines Proteins zu andern, wurde die
ortsspezifische Mutagenese mittels Quick-change-PCR gewahlt (mut-PPIB, mut-TMED5). Die
verwendeten Primer wurden so designt, dass etwa 15 Basen beidseitig der zu mutierenden DNA-
Sequenz das Template binden. Die Primer enthalten an passender Position die Sequenz der
einzubringenden Mutation, welche im Laufe der PCR-Zyklen in die vervielfaltigte Plasmid-DNA
Ubernommen wird. Durch Einsatz des Enzyms Dpnl wird die methylierte Template-DNA
anschlieRend abgebaut.

AulRerdem wurden Chimare zu den kodierenden Sequenzen von PPIB und PPIC kloniert, um den
Effekt der jeweiligen Signalsequenz im Transport der Polypeptidkette nach TRAP Depletion néher
zu analysieren. Dabei wurden die DNA-Sequenzen im pcMV6-entry-Vektor jeweils ohne
Signalsequenz bzw. nur die Signalsequenz mittels PCR (2.3.2.1) amplifiziert und die geeignete
Schnittstellen an die Enden der DNA-Sequenzen (ber DNA-Oligonukleotide (Tabelle 7)
eingefuihrt. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente der Signalsequenzen mit dem Vektor, der
die kodierende Sequenz fir das jeweils andere Protein beinhaltete, in einer Ligationsreaktion
(2.3.6) zusammengefiigt (pcMV6-entry-PPIC-KL-PPIB und pcMV6-entry-PPIB-KL-PPIC).

49



Material und Methoden

Durch das Einfligen der genannten Schnittstellen ergaben sich kurze Linkersequenzen zwischen

den Signalpeptidsequenzen und den Sequenzen der reifen Teile.

Die Linker wurden anschlieRend mittels overlap-extension PCR (2.3.2.2) aus den Template-
Plasmiden entfernt und so die relevanten Sequenzen direkt miteinander verknipft (pcMV6-entry-
PPIC-PPIB und pcMV6-entry-PPIB-PPIC).

Des Weiteren wurde die Fragestellung adressiert, welchen Effekt verschiedene Mutanten des
Hsp70 Chaperons BiP auf den Transport von Polypeptiden in das ER haben. Dazu sollten diese
Mutanten durch Rekombination Uber FRT-Sites stabil in das Genom von HelLa-Flp-In-Zellen
integriert werden. Dazu mussten die kodierenden Sequenzen der BiP-Mutanten sowie des
Wildtyps in einen zur Rekombination tUber FRT-Sites geeigneten Vektor kloniert werden. Die
kodierenden Sequenzen wurden mittels PCR amplifiziert und Uber die eingesetzten Primer
geeignete Schnittstellen angefligt, welche zur Integration in den Flp-In-Vektor pcDNA-FRT
genutzt wurden (pcDNA5-FRT-BIP, pcDNA5-FRT-BiP-R197H, pcDNA5-FRT-BiP-F549, pcDNA5-
FRT-BiP-N564, pcDNA5-FRT-BiP-L416D, pcDNA5-FRT-Kar2p).

2.3.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methode zur Amplifikation von Nukleinsduren geht auf Kary Mullis zuriick (U.S. Patentnr.
4.683.195, 1985) und findet breite Anwendungsmoglichkeiten.

In dieser Arbeit wurde die Technik der PCR zu zwei Zwecken genutzt. Zum einen zur Amplifikation
von Plasmid-DNA-Fragmenten bzw. deren Mutagenese im Zuge von Klonierungsexperimenten.
Zum anderen wurde die quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (QRT-
PCR) zur Amplifikation von mRNA dazu verwendet die Depletionseffizienz der Zellbehandlung mit
SiRNA zu beurteilen. Das Grundprinzip der in vitro Nukleinsdurenvervielféaltigung ist dabei &hnlich
der nattrlichen Replikation. Die Synthese eines neuen DNA-Strangs bzw. DNA-Fragments erfolgt
mit Hilfe einer DNA-Polymerase ausgehend von gegenlaufig orientierten Oligonukleotidprimern,
die sich an die einstrangige Template-DNA anlagern. Durch die zyklische Wiederholung der PCR

wird die Matrize exponentiell amplifiziert.
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2.3.2.1. Amplifikation von Plasmid-DNA

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA-Fragmenten werden zunachst 20-30 bp lange Primer
entworfen, die etwa 100 AS vor bzw. nach dem zu amplifizierenden Fragment komplementar zum
jeweiligen DNA-Strang binden.

Dabei sollten beide Primer einen &hnlichen GC-Gehalt aufweisen, der mal3geblich die Temperatur
der Hybridisierung von einstrangiger DNA und Primer (Annealing) beeinflusst.

Die Reaktion wurde mit Hilfe des PCR-Thermocyclers organisiert, durch welchen
Temperaturzyklen gesteuert werden kénnen. Dabei wird ein typischer PCR-Zyklus generell in drei
Stufen eingeteilt. Der Zyklus beginnt mit der thermischen Spaltung der doppelstrangigen DNA bei
95 °C (2 min). Die Reduktion der Temperatur auf 53 °C (30 s) begunstigte die Hybridisierung der
Primer mit den einzelnen DNA-Strangen (Annealing). In der letzte Phase, der Elongation, werden
freie NTPs an die frei 3‘-OH-Gruppe der angelagerten Primer gebunden. Dies passiert bei 72 °C,
denn bei dieser Temperatur wird die eingesetzte, hitzestabile Pfu-Polymerase aktiv und kann so

den neuen Strang in 5° — 3‘-Richtung verlangern.

Innerhalb dieser Arbeit wurde diese Methode zur Klonierung der nachfolgenden Plasmide
verwendet:

- pcMV6-entry-PPIC-KL-PPIB

- pcMV6-entry-PPIB-KL-PPIC

- pcDNAS5-FRT-BiP

- pcDNA5-FRT-BiP-R197H

- pcDNA5-FRT-BiP-L416D

- pcDNAS5-FRT-BiP-F549

- pcDNAS5-FRT-BiP-N564

- pPcDNA5-FRT-Kar2p

Die verwendeten Primersequenzen sind Tabelle 7 zu enthehmen. Gemalf Tabelle 12 wurden
Amplifikationsreaktionen vorbereitet. Die zugehdrigen PCR-Konditionen fur die amplifizierten

DNA-Fragmente sowie die dazu verwendeten Templates und Primer sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 12: Pipettierschema fiir eine Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktion

10puL  PCR-Puffer 10x
2uL  dNTPs 10mM
2uL  Primer1 50 pM
2yl Primer 2 50 pM

2L DNATemplate 0,05 pg/L
1uL  Pfu-Polymerase 25 UL
ad 100 ”L HZODNASEfra

Tabelle 13: PCR-Konditionen zur Amplifizierung von Plasmid-DNA

Dargestellt sind die PCR-Bedingungen zur Amplifizierung von Plasmid-DNA-Fragmenten ausgehend von der
genannten template-DNA sowie den verwendeten Primern in Klammern. A Amplifizierung der PPIB-Signalsequenz aus
pcMV6-entry-PPIB (RZ696/RZ697), Amplifizierung der PPIC-Signalsequenz aus pcMV6-entry-PPIC (RZ697/RZ700). B
Amplifizierung der kodierenden Sequenz der jeweiligen BiP-Mutante aus pcAGGSM2-BiP-IRES-GFP (RzZ537/RZ538),
pcAGGSM2-BiP-R197H-IRES-GFP (RZ537/RZ538), pcAGGSM2-BiP-F549-IRES-GFP (RZ537/RZ539), pcAGGSM2-
BiP-N549-IRES-GFP (RZ537/RZ540), pcAGGSM2-BiP-L416D-IRES-GFP (RZ537/RZ538), pcAGGSM2-IRES-GFP-
36-Kar2p (RZ541/Rz542). C Amplifizierung der kodierenden Sequenz fiir den reifen Teil von PPIC aus pcMV6-entry-
PPIC (RZ694/RZ695), Amplifizierung der kodierenden Sequenz fir den reifen Teil von PPIB aus pcMV6-entry-PPIB
(RZ701/RZ702)

A PCR-Bedingund (A) B PCR-Bedingung (B) C  ECR-Bedingung(C)
95°C  20min 95°C  2.0min 95°C 2,0min
95°C  05min 95°C  05min 95°C 0,5 min
55°C  05min b 35x 55°C  05min | 35x 55°C 0.8min - 35x
72°C 10min 72°C 22min 72°C 8,0 min
72°C 20min 72°C 20min 72°C 10.0min
8°C - 8°C - 8 c ”

Zum Uberpriifen des PCR-Erfolgs wurden 5 pL des Endprodukts im Agarosegel hinsichtlich der
GroRRe des PCR-Produkts analysiert (2.3.4). Positive PCR-Produkte wurden anschlieRend mit
Restriktionsenzymen zur Generierung von ,sticky ends” verdaut (2.3.3) und so fir eine Ligation

im korrespondierenden Vektor (2.3.6) vorbereitet.
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2.3.2.2. Gerichtete in vitro Mutagenese von Plasmid-DNA

Die Methode der PCR eignet sich nicht nur zur reinen Amplifikation von Nukleinsauren sondern
auch zum gezielten Einfihren einer Mutation in die Nukleinsduresequenz. Bei den im Rahmen
dieser Arbeit eingefihrten Mutationen handelte es sich um zweierlei Arten der gerichteten

Mutagenese

(2) Deletionen kurzer DNA-Sequenzen (Overlap-extension PCR)

Diese Sequenzen wurden durch eine vorhergehende Klonierung in der Plasmid-DNA aktiv
erzeugt, um so eine geeignete Schnittstelle fir Restriktionsendonukleasen zu erzeugen.
Dieser sogenannte ,Linker* musste jeweils in einer Folgeklonierung durch Mutagenese
mittels overlap-extension-PCR entfernt werden. Gemaf Abbildung 15 wurden die Primer
hierbei so entworfen, dass sie symmetrisch beidseitig des zu entfernenden Linkers an den
jeweiligen DNA-Einzelstrang binden, etwa 20 bp. Im Rahmen der PCR wird somit die zu

deletierende DNA-Sequenz nicht vervielfaltigt.

Template ATCGAGGGATGAGGGCAAGCTTGATGAGAAGAAGATGC
TAGCTCCCTACTCCCGTTCGAACTACTCTTCTTCTACG

1. Zyklus YG C/\

< -
ATCGAGGGATGAGGGC GATGAGAAGAAGATGC

CCCTACTCCCGCTACTCTTCTTC —

+—— GGGATGAGGGC GATGAGAAGAAG
GCATCCCTACTCCCG CTACTCTTCTTCTCGAT
= >
v A
09
2. Zyklus
GGGATGAGGGCGATGAGAAGAAG ——

CCCTACTCCCGCTACTCTTCTTC

GGGATGAGGGCGATGAGAAGAAG
«——— CCCTACTCCCGCTACTCTTCTTC

Abbildung 15: Entfernung einer Linkersequenz durch gerichtete in vitro Mutagenese

Kurze DNA-Sequenzen (griin) wurden durch gerichtete in-vitro Mutagenese mittels overlap-extension-PCR entfernt.
Durch den Einsatz von Primern, deren Sequenz so gestaltet ist, dass sie komplementér zur template DNA beidseitig
symmetrisch der zu entfernenden DNA-Sequenz binden (Zyklus 1), wird das diese kurze Sequenz nicht amplifiziert
(Zyklus 2).
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2) Einbringen von Punktmutationen (Quick-change PCR)

Zur funktionellen Untersuchung bestimmter Aminosduresequenzmotiven (3.6.3) wurde die
dafur kodierende Plasmid-DNA-Sequenz punktuell mutiert. Dabei wurden kurze DNA-
Sequenzen (6 bp) mittels quick-change PCR ausgetauscht. Geman Abbildung 16 wurden
die Primer hierbei so entworfen, dass sie symmetrisch beidseitig der zu &ndernden
Sequenz an den jeweiligen DNA-Einzelstrang binden, etwa 20 bp. Die Sequenz der

Mutation wird Uber die Primer in die PCR eingebracht und somit nur diese vervielfaltigt.

Template ATCGAGGGATGAGGGCAAGCTTGATGAGAAGAAGATGC
TAGCTCCCTACTCCCGTTCGAACTACTCTTCTTCTACG

1. Zyklus
ATCGAGGGATGAGGGCAAGCTTGATGAGAAGAAGATGC
CCCTACTCCCG CTACTCTTCTTC —
«— GGGATGAGGGC GATGAGAAGAAG
TAGCTCCCTACTCCCGTTCGAACTACTCTTCTTCTACG
2. Zyklus
GGGATGAGGGCGCTAGCGATGAGAAGAAG —
CCCTACTCCCG CTACTCTTCTTC
GGGATGAGGGC GATGAGAAGAAG

«— CCCTACTCCCGCGATCGCTACTCTTCTTC

Abbildung 16: Einfihren von Punktmutationen mittels Quick-Change PCR

Kurze DNA-Sequenzen (griin) wurden durch gerichtete in-vitro Mutagenese mittels Quick-change-PCR ausgetauscht.
Durch den Einsatz von Primern, deren Sequenz so gestaltet ist, dass sie komplementér zur template DNA beidseitig
symmetrisch der zu &ndernden DNA-Sequenz binden (blau, Zyklus 1), wird das diese kurze Sequenz durch die mittels
Primer vorgegebene Sequenz (gelb) ersetzt (Zyklus 2).

Fur beide Zwecke ist der Ablauf der PCR gleichwertig und in Abbildung 17 schematisch
dargestellt. Das Pipettierschema ist Abbildung 18 zu entnehmen. Die zugehdérigen PCR-
Konditionen sind in Tabelle 14 aufgelistet. Zunéchst wurden fiinf Zyklen mit jeweils nur einem der
beiden notigen Primer durchlaufen, um zuerst je einen Strang zu amplifizieren. Anschlie3end

wurden die beiden PCR-Produkte vereinigt und weitere 18 Zyklen amplifiziert.
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Die eingesetzte Pfu-Polymerase wirkt dabei nicht nur als DNA-Polymerase sondern auch als
Exonuklease. Die Polymerase erkennt dabei Replikationsfehler und bessert diese insofern aus,
als dass unpassende Nukleotide entfernt und durch passende ersetzt werden. Zum Abschluss
wurde das Reaktionsprodukt mit 0,5 uL Dpnl versetzt und bei 37 °C zum Restriktionsverdau
inkubiert. Dies diente der Degradation noch intakter template-DNA, da das Enzym Dpnl spezifisch
methylierte DNA-Sequenzen erkennt und schneidet. Dadurch sollte ausschlief3lich mutierte cDNA
erhalten bleiben.

N
\
/

_

!

IO NONe

A B C D E

Abbildung 17: Ablauf der gerichteten in vitro Mutagenese von Plasmid-DNA

Zunachst wurden finf Zyklen mit jeweils nur einem der beiden nétigen Primer durchlaufen, um zuerst je einen Strang
zu amplifizieren (A). AnschlieBend wurden die beiden PCR-Produkte vereinigt (B) und weitere 18 Zyklen amplifiziert
(C). Durch den Einsatz des Enzyms Dpnl wurde methylierte DNA abgebaut (D). D.h. in der Reaktion vorhandene
template DNA wurde degradiert, effizient mutierte, noch nicht methylierte DNA war dagegen resistent und als ging als
Produkt der PCR hervor (E).

Innerhalb dieser Arbeit wurde diese Methode zur Klonierung folgender Plasmide verwendet:
- pcMV6-entry-PPIC-PPIB

- pcMV6-entry-PPIB-PPIC

- pcMV6-entry-mut-PPIB

- pcMV6-entry-mut-TMEDS

Die verwendeten Primersequenzen sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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Ansatz 1 Ansatz 2:
1,25 L PCR-Puffer 10 x 125 L PCR-Puffer 10 x
0,25 uL dNTPs 10 mM 0,25 L dNTPs 10 mM
0.25uL DNA Template 0,05 pg/uL 0,25uL DNA Template 0,05 pg/pL
0,50 L Primer 1 50 pM 0,50 pL Primer 2 50 pM
0,50 uL Pfu-Polymerase 2,5 U/uL 0,50 uL Pfu-Polymerase 2,5 UjuL
10,25 L H.Opnassie 10,25 pL H,Opnasefrei

\ 5 Zyklen /

Vereinigung beider Anséatze
+ 0,50 gL Pfu-Polymerase

!

18 Zyklen

Abbildung 18: Pipettierschema zur Mutagenese

Beide Ansétze wurden zunachst separat vorbereitet und durchliefen 5 Zyklen der PCR gemaR Tabelle 14. Anschlie3end
wurden beide Anséatze fir die nachsten 18 Zyklen unter Zugabe von Pfu-Polymerase vereinigt. Zum Abschluss wurde
die methylierte Original-DNA mittels Dpnl-Restriktionsbehandlung degradiert.

Tabelle 14: PCR-Bedingungen fir Mutagenese von Plasmid-DNA

Dargestellt sind die PCR-Bedingungen zur gezielten Mutagenese von Plasmid-DNA ausgehend von der genannten
template-DNA sowie den verwendeten Primern in Klammern: pcMV6-entry-PPIC-KL-PPIB (RZ703/RZ704), pcMV6-
entry-PPIB-KL-PPIC (RZ696/RZ699), mut-TMEDS5 (RZ725/RZ726), mut-PPIB (RZ729/RZ730 & RZ731/RZ732).

PCR-Bedingung (Mutagenese)

95°C 2,0 min

95°C 0,5min

55°C 0,8 min 5x + 18x
72°C 8,0 min

72°C 10,0 min

8°C =

Das PCR-Produkt wird anschlieBend mit der Restriktionsendonuklease Dpnl behandelt. Das
Enzym Dpnl erkennt methylierte DNA und baut diese ab. Innerhalb einer PCR wird das Produkt
nicht methyliert, was zur Folge hat, dass durch den Einsatz von Dpnl nur die Template-DNA ohne

durch die Mutagenese eingefuhrte Mutation abgebaut wird.
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2.3.2.3. Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR)

Mittels gRT-PCR lassen sich spezifisch RNA-Sequenzen amplifizieren. Diese Technik wird dazu
genutzt die Wirksamkeit von siRNAs zu beurteilen. Durch die Applikation einer spezifischen siRNA
wird gemal Kapitel 2.4.4.1 die mRNA eines bestimmtes Gens abgebaut. In dieser Arbeit wurde
die Methode dazu verwendet um zum einen die Depletionseffizienz der gegen TRAPB-gerichteten
SsiRNAs zu bewerten.

Zum anderen wurde Uberprift, ob der Einsatz der gegen TRAPB gerichteten siRNA zu
Sekundareffekten bei anderen mRNAs fuhrt. Um diese Fragen zu beantworten, wurden HelLa
Zellen zunéchst mit siRNA behandelt (2.4.4.1). Aus 5 Mio. Zellen wurde anschlie3end durch
Anwendung des QIAmp RNA Blood Mini Kit die gesamte RNA isoliert und DNA durch Verdau mit
DNAsel abgebaut. Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten RNA wurde
mittels NanoDrop durchgefiihrt. Die Ausbeute der RNA liegt bei dieser Ausgangsmenge an HelLa-
Zellen etwa bei 500 — 1000 ng/uL. Im nachfolgenden Schritt wird die RNA mit Hilfe des SuperScript
VILO cDNA Synthese Kit in cDNA umgeschrieben und anschlielBend durch das QIAquick PCR
Purification Kit gereinigt bevor auch die neu gewonnene cDNA im NanoDrop auf Konzentration
und Reinheit Uberprift wurde. Zur gRT-PCR werden je 50 ng cDNA in ein Well einer MicroAMP
Fast 96 Well Reaction Plate, 10 yL des TagMan Gene Expression Mastermix sowie 1 pL
Expression Assay, d.h. gRT-PCR-Primerpaare fir das zu quantifizierende Gen, gegeben. In den
Experimenten im Rahmen dieser Arbeit (2.3.2.3) wurden je verwendeter cDNA, die mittels einer
siRNA manipuliert wurde, die relevanten Gene in drei technischen Replikaten in einem Experiment
untersucht, einzelne Experimente zu drei biologischen Replikaten wiederholt. Im StepOnePlus
Real-Time PCR System von Thermo Fisher Scientific lief anschlieBend die gRT-PCR fir ca. zwei

Stunden gemé&R den Bedingungen in Tabelle 15 ab.

Tabelle 15: Bedingungen der gRT-PCR:

Zur gRT-PCR werden je 50 ng cDNA in ein Well einer MicroAMP Fast 96 Well Reaction Plate, 10 uL des TagMan Gene
Expression Mastermix sowie 1 pL Expression Assay gegeben. Im StepOnePlus Real-Time PCR System von Thermo
Fisher Scientific lief die gqRT-PCR gemaR den dargestellten Temperaturzyklen ab.

gRT-PCR-Bedingung

50°C 2,0min
95°C 10,0 min
95°C 0,5 min
} 40x
60°C 1,0min
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Nach Aufschmelzen der doppelstrangigen cDNA in Einzelstrange binden die fir ein zu
guantifizierendes Gen spezifisch zur komplementdren DNA-Sequenz. Ebenfalls bindet die
TagMan-Sonde, an welche am 5-Ende ein Fluorophor und am 3‘-Ende ein Quenchmolekil
gekoppelt ist. Dabei unterbindet der Quencher durch die raumliche Nahe die Fluoreszenz des
Fluorophors. Aufgrund der Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNA-Polymerase, die ausgehend von
einem Primer mit der Doppelstrangsynthese beginnt, werden Fluorophor und Quencher getrennt
und ein Fluoreszenzsignal generiert, welches als MessgréRe der gRT-PCR dient. Aus dem
gemessenen Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit der PCR-Zyklen ergibt sich einer Kurve aus
welcher man ,cycle threshold” (ct)-Werte ermitteln kann. Diese beschreiben den Beginn des
exponentiellen Wachstums einer Kurve.

ACTB diente als Standard bei der Kalkulation der Act-Werte betreffend dem zu quantifizierenden
Gen. Diese Werte wurden anschlieRend jeweils auf die mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen

normalisiert, woraus sich AAct-Werte ergeben. Die relative Quantitat der mRNA ergibt sich aus

der Kalkulation von 22*°". Das bedeutet, je niedriger der ct-Wert der Kurve (Fluoreszenz / Anzahl

PCR-Zyklen) ist, desto mehr mRNA war im Ausgangsmaterial vorhanden.

2.3.3. Restriktionsanalyse von Nukleinsauren

Grundlage fur diese Methode der Analyse von Nukleinsduren ist die Aktivitdt von bakteriellen
Restriktionsendonukleasen. Diese haben die Fahigkeit doppelstrangige DNA an fiur jedes Enzym
spezifischen, meist palindromischen 4-8 bp kurzen DNA-Sequenzen zu erkennen und
Phosphordiesterbindungen zwischen den Nukleotiden hydrolytisch zu trennen. Diese Eigenschaft
macht man sich zunutze, um DNA durch die Behandlung mit Restriktionsendonukleasen in
Fragmente definierter Lange zu spalten und mittels Agarosegelelektrophorese (2.3.4) zu
beurteilen. Durch den Verdau mit bestimmten Restriktionsenzymen ergeben sich kohasive Enden,
einstrangige, kurze Uberhange, die dazu genutzt werden um gleichartige sogenannte ,sticky
ends® gerichtet wieder zusammenzufuhren. Zur Klonierung der innerhalb dieser Arbeit
hergestellten Plasmide (Tabelle 9) wurde der DNA-Verdau durch Restriktionsenzyme fur folgende
Zwecke verwendet. Zum einen wurden Plasmide und darin zu integrierende PCR-Produkte mit
Enzymen behandelt um an den Enden spezifische Schnittstellen zu erzeugen, welche im Rahmen
einer Ligation zusammengefligt werden sollten (2.3.6). Dies wurde im praparativen Mal3stab

gemal Tabelle 16 durchgefuhrt.

58



Material und Methoden

Tabelle 16: Pipettierschema zum praparativen Verdau von Nukleinsauren

Generieren von sticky-ends fir die Klonierung der Plasmide A pcDNA5-FRT-BiP, pcDNA5-FRT-BiP-R197H, pcDNA5-
FRT-BiP-L416D, pcDNA5-FRT-BiP-F549, pcDNA5-FRT-BiP-N564, pcDNA5-FRT-Kar2p B pcMV6-PPIB-KL-PPIC,
pcMV6-PPIC-KL-PPIB

A Praparativer Verdau mit BamHI / Xhol B  Praparativer Verdau mit Hindlll / Bglll
20,04l Gereinigte PCR (Insert) 20,04l Gereinigte PCR (Insert)

bzw. bzw. bzw.  bzw.

409 Plasmid DNA (Vektor) 4,0 g Plasmid DNA (Vektor)

4 0L Puffer G 4,0pL Puffer R

40uL  BSA 40UL  BSA

0,8uL  BamHI 0,8uL  Hindlll

16Ul Xhol 164L  Bglll

ad40,0L  H,Opuassire ad 40,0k H,Oppacefrei

Zum anderen wurden Restriktionsnukleasen dazu verwendet, um DNA hinsichtlich
Vorhandensein einer bestimmten Sequenz zu beurteilen (2.3.1). Dieser Umstand wurde im
Rahmen der Klonierung der Konstrukte genutzt um zu evaluieren, ob ein bestimmtes DNA-
Fragment in den Vektor eingebaut wurde oder ob ein DNA-Fragment erfolgreich entfernt wurde.
Das Pipettierschema fur diesen analytischen Verdau ist in Tabelle 17 gezeigt. Der Verdau erfolgte
jeweils bei 37 °C fur 1 h.

Vektoren wurden flr praparative Zwecke im Hinblick auf eine korrekte Ligation zusatzlich 1 h mit
Shrimp Alkaliner Phosphatase (NEB) behandelt.

Fur eine Begutachtung der DNA-Fragmente im Agarosegel wurden fur analytische Zwecke noch

2 uL, fur praparative Zwecke 8 pL des 6x DNA-Probenpuffers zur Probe hinzu pipettiert.
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Tabelle 17: Pipettierschema zum analytischen Verdau von Nukleinsauren

Uberpriifen des Erfolg der Klonierung folgender Plasmide: A pcDNA5-FRT-BiP, pcDNA5-FRT-BiP-R197H, pcDNAS5-
FRT-BiP-F549, pcDNA5-FRT-BiP-N564. B pcDNA5-FRT-BiP-L416D. C pcMV6-PPIB-KL-PPIC, pcMV6-PPIC-KL-PPIB.
D pcDNA5-FRT-Kar2p. E pcMV6-PPIB-KL-PPIC, pcMV6-PPIC-KL-PPIB, pcMV6-PPIB-PPIC, pcMV6-PPIC-PPIB. F
pcDNA5-FRT-BiP, pcDNA5-FRT-BiP-R197H, pcDNA5-FRT-BiP-L416D, pcDNA5-FRT-BiP-F549, pcDNA5-FRT-BIP-
N564, pcDNAS-FRT-Kar2p

A Analytischer Verdau mit Bglll B Analvtischer Verdau mit Kpnl
0.4 ug DNA 0.4 g DNA
1,04L Puffer O 1,0 4L Puffer Kpnl
1,0uL  BSA 1,0uL  BSA
0,2L Bglll 02pL  Kpnl
ad 100Ul H,Opuscie, ad10,0puL  H,0pacrm
C Analvtischer Verdau mit Hindlll / Bglll D Analytischer Verdau mit Hindlll
(oder Xhol) 04ug  DNA
O4ug  DNA 104Ul PufferR
1.0puL  PufferR 10Ul BSA
10pL BSA 02uL  Hindll
0.2pL HindlIll

ad 10,0 L HyOpyasefrei
0.4pL Bglll (oder Xhaol)

ad 10,0 Ul— HQODNAsefrew

E Analytischer Verdau mit EcoRV / Hindlll F Analvytischer Verdau mit BamHI / Xhol

04ug DNA 0,4 ug DNA
10uL  PufferR 1,0uL  PufferG
1,0puL BSA 1,0 ML BSA
0,2puL Hindlll 02uL BamHlI
02puL  EcoRV 04puL  Xhol
ad 100 UL H,0puacerei ad 100 L HyOpuacerm
2.3.4. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von Nukleinsduren wurde in dieser Arbeit die
Agarosegelektrophorese verwendet. Die Auftrennung der Nukleinsauren erfolgt im elektrischen
Feld innerhalb eines Agarosegels.

Nukleinsauren sind aufgrund der Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Rickgrats innerhalb
eines groRen pH-Bereichs negativ geladen, weshalb der pH-Wert bei der Auftrennung eine
verschwindend geringe Rolle spielt.
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Die Wanderungsgeschwindigkeit hdngt somit mal3geblich von der Molektilgrél3e ab, welche durch
absolute Masse als auch Form (superhelikal, offen, doppel-/einzelstrangig) beeinflusst wird. Die
relevanten DNA-Fragmente lagen in einem GrofR3enbereich von 0,1 — 6 kb, daher wurde hier ein
1%iges Agarosegel verwendet. Dazu wurden 1,2 g Agarose mit 120 mL Tris-Acetat (TAE)-Puffer

gemischt und zur vollstandigen Lésung 2 min bei 800 W aufgekocht.

TAE-Puffer
40mM  Tris
1mM EDTA

20mM  Essigsaure

Zur Detektion der DNA-Fragmente war dem Gel der Fluoreszenzfarbstoff GelRed®Nucleic acid
Gel Stain (1:25.000) zugesetzt. GelRed® ersetzt dabei den ehemals eingesetzten, hoch toxischen
und weniger sensitiven Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr). Strukturell sind sich beide sehr &hnlich,
besteht GelRed® aus zwei Uber einen linearen Spacer verbundenen EtBr-Molekillen. Dadurch
kann der Farbstoff mit DNA interkalieren, ist jedoch nicht membrangéangig und wirkt nicht mutagen.
Die Losung wurde in die abgedichtete, horizontale Gelkammer gegossen, ein entsprechender
Kamm zur Aussparung der Auftragstaschen erganzt und ca. eine Stunde UV-geschuiitzt aushéarten
gelassen. AnschlieRend wurde die Gelkammer in die Elektrophoresekammer gelegt, und mit TAE-
Puffer vollstandig bedeckt. Nach Zugabe des 6x DNA-Probenpuffers zu den DNA-Proben im
Verhaltnis 1:6 wurden diese in die Geltaschen pipettiert. Zum GréRenvergleich wurden 5 yL des
DNA-Standards ,GeneRuler 1 kb DNA Ladder” (Thermo Scientific) verwendet. Die Auftrennung
erfolgte im elektrischen Feld bei 200 V ca. 2 h. Die Emission der Nukleinséure-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplexe wurde im ,ImageMaster®VDS* dokumentiert. Fir analytische
Zwecke wurden 5 pL einer PCR-Reaktion (2.3.2.1) oder 0,4 ug Plasmid-DNA verwendet (2.3.3),
fur praparative Zwecke 4 pg Plasmid-DNA (2.3.3). Letztere wurde anschlielend aus dem

Agarosegel extrahiert und fir eine Ligation der praparierten DNA-Fragmente vorbereitet.

2.3.5. DNA-Extraktion aus Agarosegelen und DNA-Fallung

Um DNA-Fragmente, welche durch Behandlung mit Restriktionsendonucleasen behandelt
wurden, zu verbinden, mussten die Fragmente zunachst praparativ aufgereinigt werden. Dazu
wurde DNA gemall Kapitel 2.3.3 fragmentiert und einer Agarose-Gelelektrophorese 2.3.4

unterzogen.
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Das Gel wurde anschlieiend unter UV-Licht begutachtet und die relevante Bande mit einer
sterilen Rasierklinge aus dem Gel in ein Reaktionsgefald mit Sterilfiltereinsatz (0,22 um) tberfuhrt.
Nach Zentrifugation (15 min, 14.000 rpm) wurde der Uberstand gemessen und mit dem 2,5-fachen
Volumen Ethanol (96 %) und 1/10 NaOAc (3 M, pH 5,2) versetzt. Die Fallung der DNA erfolgte
bei -80 °C fur 30 min. Bei 4°C wurde die gefallte DNA folgend fir 10 min abzentrifugiert, im
Vakuumkonzentrator SpeedVac getrocknet und in 10 pL TE-Puffer aufgenommen.

Tabelle 18: Puffer zur DNA-Fallung und Lagerung nach Extraktion aus Agarosegelen

Mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigte DNA wurde nach dem Ausschneiden aus dem Gel durch
Zentrifugation in die wassrige Phase Uberfuhrt. Aus dieser wurde die DNA gemaR beschriebener Zusammensetzung

mit dem Puffer zur DNA-Fallung gemischt und bei -80 °C 30 min gelagert. Nach anschlieRender Zentrifugation und
Trocknung der DNA wurde diese in TE-Puffer aufgenommen.

DNA-Féllung TE-Puffer

Volumen Uberstand 10mM  Tris/HCI (pH 8)
L h Zentrifugati
x UL nach Zentrifugation 1mM  EDTA

25xpyL  Ethanol (96 %)
0,1xHL NaAc(3 M, pH5,2)

2.3.6. Ligation von fragmentierter DNA

Um fragmentierte DNA z.B. im natiirlichen Prozess der DNA-Replikation oder DNA-Reparatur zu
verknipfen nutzt die Zelle DNA-Ligasen. Mit Hilfe dieser Enzyme werden unter ATP-Verbrauch
Esterbindungen zwischen 5-Phosphatrest und der 3‘-Hydroxylgruppe des Zuckers benachbarter
Nukleotide ausgebildet. Diesen Mechanismus macht man sich in der gerichteten Synthese eines
Zucker-Phosphat-Ruckgrats zu Nutzen. Mittels rekombinant hergestellter Ligasen, in diesem Fall
der T4-DNA-Ligase (Qiagen), welche von Enterobakterienphagen-T4 gebildet wird, werden mit
Restriktionsendonucleasen behandelte DNA-Fragmente vereinigt. Der zur Klonierung verwendete
Vektor wurde dabei zunachst mit Shrimp Alkaliner Phosphatase (NEB) behandelt, um einer Re-
Ligation mit sich selbst zu vermeiden (37 °C, 1 h). Das in dieser Arbeit verwendete
Pipettierschema ist Tabelle 19 zu entnehmen.

Die Proben wurden dabei auf Eis vorbereitet und anschlieBend zum Ablauf der Ligation Uber
Nacht bei 20 °C gelagert. Anschliel3end wurde der Ligationsansatz in E. coli Zellen transformiert
(2.3.8).
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Tabelle 19: Pipettierschema zur Ligation mit Restriktionsendonucleasen behandelter DNA

Ligation
3,0puL Insert
05uL  Vektor
10Ul T4-Ligasepuffer (10x)
04puL  T4-Ligase
ad 100l HyOppacoirei
2.3.7. Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen

Die Fahigkeit von Bakterien fremde DNA aus freier Losung aufzunehmen nennt man
Transformationskompetenz. Die Kompetenz ist unter natirlichen Bedingungen nur gering effizient
fur die in 2.1.8 dargestellten Bakterienstamme. Durch das folgende Prozedere wurden die
Bakterien dahingehend behandelt, die Permeabilitat inrer Zellmembran zu erhéhen und damit die
Transformationseffizienz erheblich zu steigern. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist

Tabelle 20 zu entnehmen, beide werden steril filtriert.

Tabelle 20: Puffer zur Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen

Puffer 1 Puffer 2
30mM  KOAc 10mM  MOPS (freie Saure)
100mM  RbCl, 10mM  RbCI,

10mM CaCl, 75mM  CaCl,
50mM  MnCl, 15 % (vivy  Glycerin

15 % (viv)  Glycerin

ad800mL H,O ad100mL H,O
pH5,8 Essigsaure pH65 KOH

Diese enthalten CaCl,, dem fur die Kompetenzsteigerung entscheidenden Reagenz nach der
Methode von Hanahan (Hanahan, 1983). Zunachst wurde zur Selektion einer Einzelkolonie ein
Verdunnungsausstrich von E. coli Zellen auf einer LB-Platte durchgefiihrt und Uber Nacht bei
37 °C Kkultiviert. Eine Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und zur
weiteren Kultivierung in 10 mL LB-Medium in einem 100 mL Kolben tberfihrt, erneut bei 37 °C
Uber Nacht im Rotationsschittler inkubiert. 2 mL dieser Vorkultur wurden in 200 mL LB-Medium
bis zu einer ODgoonm VON 0,5 - 0,7 kultiviert. Nach Zentrifugation bei 4 °C /5 min / 6000 rpm wurde

der Uberstand verworfen und das Pellet in 80 mL des vorgekiihlten Puffer 1 resuspendiert.
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Nach 5 min Inkubationszeit folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt gemalf3 dem vorherigen. Das
Pellet wurde nach Verwerfen des Uberstandes in 8 mL des Puffers 2 resuspendiert und
anschlieend in Ansatze a 100 uL — 500 pL aliquotiert. Diese wurden in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zum Test der Transformationseffizienz wurden 100 uL der neu kultivierten Bakterienzellen sowie
10 pg Bluescript Plasmid-DNA (Resistensmarker: Amp) zur Transformation gemafd 2.3.8
verwendet. Dieser Ansatz wurde auf einer LB-Amp-Platte ausplattiert, tiber Nacht bei 37 °C
gelagert und anschlieRend die sich auf der Platte befindlichen Einzelkolonien gezéahlt, welche in

Relation zur zu transformierenden DNA gesetzt wurden.

2.3.8. Transformation von E. coli Zellen mit Plasmid-DNA

Zur Vervielfaltigung z.B. der durch PCR mutagenisierte 2.3.2.2 oder durch Ligation verbundene
2.3.6 Plasmid-DNA nutzt man die Fahigkeit von sich schnell teilenden Bakterien neben ihrer
eigenen DNA auch eingefuihrte Fremd-DNA zu replizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei
verschiedene E. coli Stamme verwendet (2.1.8), welche bei -80°C gelagert wurden. Die Stamme
JM101 und DH5a wurden zu je 100 pL auf Eis aufgetaut und entweder mit 5 pL Ligationsansatz,
5 uL einer PCR oder 0,5 pug DNA versetzt. Vom E. coli Stamm XL1-Blue wurden je 50 uL auf Eis
aufgetaut, mit 0,88 pL B-Mercaptoethanol versetzt und im Abstand von 2 min fiinfmal neu
durchmischt bevor DNA hinzugegeben wurde. Die Zellen hatten nun 30 min Zeit die Fremd DNA
aufzunehmen. Durch den anschlieRenden Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s bei XL1-Blue-Zellen fir
90 s bei JM101 bzw. DH5a-Zellen sollte diese Kompetenz erhoht werden.

Die Zellen wurden danach zwei Minuten auf Eis gehalten bevor sie eine Stunde in 500 pL in
geeignetem Medium bei 37 °C unter Rotation inkubierten. Flir JIM101 und DH5a-Zellen ist dabei
LB-Medium geeignet, XL1-Blue-Zellen werden zunachst in SOC-Medium kultiviert. Die weitere

Kultivierung ist in 2.3.9 beschrieben.

2.3.9. Kultivierung von E. coli Zellen

Zur Selektion der Zellen, die erfolgreich die mit Fremd-DNA manipuliert wurden (2.3.8), wurde der
jeweilige Transformationsansatz, auf einer LB-Platte ausgestrichen. Diese Platte wurde zusatzlich
mit dem Antibiotikum versetzt, fir welches ein Resistenzmarker in der zu replizierenden dem
Bakterium fremden DNA kodiert.
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AnschlieBend wurden die Platten bei Verwendung des Bakterienstamms JM101 fir 16 h, bei
DH5a und XL1-Blue fir mindestens 24 h bei 37 °C gelagert. Einzelne Kolonien wurden mit einem
sterilen Zahnstocher aufgenommen, in 2 mL TB-Medium + Antibiotikum (100 pg/mL) fir den
Bakterienstamm passenden Zeitraum bei 37 °C im Rotationsschuttler inkubiert und so fur eine
Praparation im kleinen Maf3stab (2.3.10.1) vorbereitet.

Zur Vorbereitung auf eine Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen im mittleren Mal3stab
(2.3.10.2) werden die in 2.3.8 transformierten Zellen unabh&ngig vom verwendeten
Bakterienstamm, in einen 100 mL gefilltem LB-Medium 1 L Kolben tberfihrt und in diesem unter
Verwendung von JM101 uUber Nacht, von DH5a und XL1-Blue fur 24 h bei 37 °C im
Rotationsschdttler inkubiert. Das Medium wurde zusatzlich mit dem im Plasmid kodierten

Resistenzmarker entsprechenden Antibiotikum (100 pg/mL) versetzt.

2.3.10. Praparation von Plasmid DNA aus E. coli Zellen

Um im Zuge einer Klonierung mitttels Restriktionsfragmentanalyse zu Uberprifen, ob eine Kolonie
korrekte DNA enthalt, musste zun&chst im kleinen MaR3stab durch eine DNA-Minipraparation die
in den Bakterienzellen enthaltene DNA isoliert werden (2.3.10.1).

Plasmid-DNA, die im mittleren MaRstab amplifiziert werden sollte, wurde durch eine DNA-

Midipraparation aus den Bakterienzellen gereinigt.

2.3.10.1. DNA-Minipraparation

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli Zellen im kleinen Maf3stab lief wie folgt ab. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist Tabelle 21 zu entnehmen. Zunéchst wurde die
2 mL Kultur geerntet durch Zentrifugation fur 45 s bei 13.200 rpm, nach Verwerfen des Uberstands
das Pellet in 100 uL GTE-Puffer aufgenommen und durch vortexen resuspendiert. Dadurch
wurden bivalente Kationen gebunden und die Zellmembran verlor an Stabilitat. Durch die
alkalische Lyse, d.h. der Zugabe von 200 yL SDS / NaOH-Puffer wurden Phospholipid und
Proteinkomponenten der Zellmembran geldst und sowohl Plasmid-DNA als auch chromosomale
DNA durch Lésen der Wasserstoffbriicken in Einzelstrdnge aufgespalten. Der anschlieRende
Zusatz von 150 pL NaOAc (3 M) fihrte zur Neutralisation des pH-Werts und dadurch zu einer
irreversiblen Denaturierung der chromosomalen DNA, wobei die Plasmid DNA ihre Fahigkeit zur

Renaturierung behielt. Diese wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion (400 uL) gereinigt.
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Dabei wurden nach ausreichender Durchmischung und anschlieRender Zentrifugation (2 min,
14.000 rpm) Proteine von Nukleinsauren abgetrennt. Letztere gingen in die obere, wassrige Phase
Uber, welche abgenommen und in absoluten Ethanol zur Féllung Uberfihrt wurde. Nach der
Zentrifugation (2 min, 14.000 rpm) wurde der Uberstand abgenommen, das Nukleinsaurepellet
getrocknet und in 50 pL des TE-RNAse-Puffers aufgenommen. Durch Behandlung der Mischung
bei 56 °C fur 3 min wurde das Pellet geldst und die vorhandene RNA durch Inkubation fiir 30 min
bei 37 °C abgebaut. AnschlieBend konnte die DNA gemall 2.3.3 zur Restriktionsanalyse

verwendet werden.

Tabelle 21: Puffer zur DNA-Minipréapration

GTE-Puffer Lysepuffer TE-RNAse-Puffer
50 mM  Glucose 1% (viv) SDS 10mM  Tris / HCI (pH 8)
10mM EDTA 02M NaOH 1mM EDTA
25mM  Tris / HCI (pH 8) 70nM  RNAseA

2.3.10.2. DNA-Midipraparation

Die Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen wurde mit Hilfe des Jetstar Midi
Preparation Kit (Genomed) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Vorgehensweise
gleicht dem der DNA-Minipraparation (2.3.10.1), Ernte und alkalische Lyse der Zellen lauft in
gleichem Schema ab. Die DNA wird danach jedoch auf einer Sdule nach Prinzip des

Anionenaustauschers gereinigt und mit einem Puffer mit hohem Salzgehalt kompetitiv eluiert.

2.3.11. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinséuren

Isolierte DNA wurde nach der préparativer Isolation aus E. coli Zellen in Konzentration und
Reinheit Gberprift. Genauso dienten im Zuge der gRT-PCR-Experimente RNA sowie cDNA als
zu analysierende Proben. Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Nukleinsduren
wurde mit Hilfe des NanoDrop ND-1000, einem kulvettenfreien UV-VIS-Spektrometer
durchgefuhrt. Dabei sind Probenvolumina von 1-2 pL zur Analyse ausreichend. Im Spektrometer
wird die Extinktion im Spektrum von 220 nm — 350 nm aufgenommen. Nukleinsduren weisen ein

Absorbtionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm auf.
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Zur Beurteilung der Reinheit der DNA wird der Quotient der Extinktion bei 260 und 280 nm und
damit das Extinktionsverhaltnis gebildet. Bei reiner DNA liegt das Extinktionsverhaltnis Ezeo2s0 Im
Bereich von 1,7 — 1,9, Werte darunter weisen auf eine Verunreinigung der Probe mit Proteinen
bzw. Phenol hin. Ein Extinktionsverhaltnis Ezsozso VON ca. 2,0 weist eine reine RNA-Probe nach.
Ebenso lasst sich mit Hilfe der Extinktionsmessung Uber das Lambert-Beer'sche Gesetz die

Konzentration der Nukleinsduren bestimmen.

2.3.12. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur finalen Kontrolle einer Klonierung oder genereller Sequenziberprifung fir weitere
Experimente einzusetzender Plasmid-DNA wurden die selbigen einer Sequenzierung unterzogen.
Zu diesem Zweck wurden 1 pg der zu sequenzierenden DNA an MWG Eurofins gesendet

zusammen mit den in Tabelle 7 gelisteten Sequenzierprimern.
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2.4. Zellkulturmethoden

Um Prozesse, die in einem Organismus ablaufen gezielt in geeignetem Mal3stab untersuchen zu
kénnen, werden Zellen eines Gewebes isoliert aufgearbeitet und in Kultur gehalten. Dadurch
kénnen sie in Zellkulturexperimenten verwendet werden, um als Modell fir den jeweiligen
Organismus dienen oder auch zur Herstellung von therapeutischen Proteinen. In dieser Arbeit
wurde mit HeLa-Zellen gearbeitet. Bei diesen handelt es sich um Zelllinien ausgehend von Zellen
des Zervixkarzinoms von Henrietta Lacks aus dem Jahre 1952. Diese sind weniger anspruchsvoll
was die Kultivierungsbedingungen angeht im Vergleich zu priméren Zellen, weisen jedoch nicht
eine genaue in-vivo Abbildung auf. Dennoch eignen sich diese Zelllinien sehr gut um unter
standardisierten Bedingungen Prozesse innerhalb der humanen Zelle zu untersuchen um dadurch

grundlegende molekulare Mechanismen besser zu verstehen und aufzuklaren.

24.1. Kultivierung von Saugerzellen

In dieser Arbeit wurden verschiedene adharente Saugerzellen zur Charakterisierung molekularer
Prozesse des ER verwendet (2.1.9). Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer humiden Umgebung
mit 5 % CO; kultiviert, in fur jede Zellart spezifischen Medien. Zum einen wurden HelLa-Zellen
(DSM Nr. ACC 57) genutzt, um genetische Manipulation insofern durchzufuhren, als dass die
Expression bestimmter Gene mittels RNAIi reduziert wurde, durch Transfektion mit Plasmid-DNA
selbige Expression erhoht bzw. das Protein BiP durch Toxinapplikation gespalten wurden. Die
Zellen wurden im Vorfeld in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) unter Zusatz von
10 % fetalem Kélberserum (FCS, Biochrom) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare)
kultiviert.

DMEM diente ebenfalls als Medium fir die zum anderen verwendeten primaren Fibroblasten von
CDG-Patienten. Diesem wurde neben 10 % fetalem Ké&lberserum (FCS, Biochrom) sowie 1 %
Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare) zugesetzt und enthielt dariber hinaus noch Glucose
(2 g/L), L-Glutamin und Natrium-Pyruvat (HyClone, GE Healthcare). Diese Zellen wurden genutzt
um die Effekte der chronischen Depletion von TRAP-Untereinheiten mit denen Effekten zu
vergleichen, welche aufgrund der Manipulation mit gegen TRAPB gerichteter siRNA
hervorgerufen wurden.

Zur Selektion der Zellen, die erfolgreich die Sequenz der jeweiligen Mutante fur BiP mittels Flp-
In-System in das eigene Genom integriert haben, musste das DMEM-Medium neben 10 % FCS

und 1 % Penicillin / Streptomycin auch mit Hygromycin versetzt werden.
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Dies diente als Selektionsantibiotikum, fir welches im Rekombinationsplasmid ein
Selektionsmarker kodierte. Die Manipulation der stabilen Flp-In-Zelllinien ist in 2.5.1 genauer
erlautert.

Mit Konfluenz bezeichnet man die als dichtest mdgliche Anordnung von adhéarenten Zell an der
Oberflache eines KulturgefalRes. Dies mdchte man weitestgehend vermeiden, da die Zellen durch
diese enge Anordnung keinen Zugang zu den lebensnotwendigen Nahrstoffen, die sich im
Medium befinden, erhalten. Aus diesem Grund und wegen der Halbwertszeit der Antibiotika
wurden die Zellen alle 3-4 Tage passagiert und in frischem Medium weiter kultiviert. Dabei wurde
das verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen in PBS gewaschen und Trypsin/EDTA
hinzugegeben. Bei 37 °C konnte das Enzym aktiv werden und die Zellverbindungen zum
Kulturgefald l6sen.

EDTA wirkt dabei unterstiitzend, chelatiert Ca?* welches als Stabilisator der Adhasionsproteine,
den Cadherinen, dient, und somit die Proteolyse durch Trypsin effizienter gestaltet. Nach 5 min
Inkubation wurden die abgeldsten Zellen im Medium resuspendiert, ein bestimmtes Volumen der
Zellsuspension zurlick in das Kulturgefal? gegeben und frisches Medium hinzugefiigt. Das
Volumen der Zellsuspension war abhangig vom gewlnschten Splitverhaltnis, welches bei
einfacher Kultivierung der Zellen bei 1:10 liegt. Bereitete man fiir den Folgetag den Beginn eines
funktionellen Assays vor, bei welchem beispielsweise Proteine mittels siRNA-Behandlung
depletiert werden sollten, war es gewiinscht, dass die Zellen subkonfluent und dabei metabolisch
hochaktiv in der exponentiellen Wachstumsphase vorliegen. Zu diesem Zweck wurde bei der

Passagierung am Tag zuvor ca. die Halfte der Zellen subkultiviert.

24.2. Zellernte und Zellzdhlung

Die Quantifizierung der Zellen war innerhalb dieser Arbeit aus mehreren Griinden wichtig. Da fur
die Durchfihrung der funktionellen Assays immer mit der gleichen Menge an Zellen begonnen
wurde, musste das auszusdende Zellsuspensionsvolumen zunachst bestimmt werden. Zur
weiteren Beurteilung der Zellproliferation und Viabilitdt nach Abschluss des Versuchs, wurde auch
die Anzahl lebender Zellen zum Versuchsende dokumentiert. Die Anzahl geernteter Zellen war
auch fur das einzusetzende Volumen des Zellaufschlusspuffers determinierend. Durch diesen
wurde die Zellkonzentration immer auf gleiche Art und Weise eingestellt, sodass auch folgende
Analysen, wie z.B. die Auftrennung mittels SDS-PAGE bzw. Western Blot unter standardisierten

Bedingungen abliefen.
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Zur Ernte der Zellen wurden diese wie in 2.4.1 beschrieben mit Trypsin/EDTA von der Oberflache
des ZellkulturgefalRes abgeldst. Die Zellen, welche in einer 6 cm Schale kultiviert wurden, wurden
in einem mL DMEM resuspendiert und in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® tberfuhrt.

Bei Ernten einer gesamten Kultur einer 75 cm2-Flasche, wurden die Zellen in 10 mL DMEM
resuspendiert und in ein Zentrifugenrdéhrchen Gberfihrt. Um nun die Zellanzahl pro Volumen zu
bestimmen, wurden 10 pL der Zellsuspension enthommen und 1:1 mit einer Trypanblaulésung
gemischt. Trypanblau ist ein zytotoxischer Farbstoff, der in perforierte Zellen eindringt und diese
Zellen dadurch blau farbt. Dies erlaubt die Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen.
Die Trypanblau/Zellsuspensionsmischung wurde anschlieBend in einem zum Countess
Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific) passenden Objekttrager Uberfihrt. Mit Hilfe
dieses elektronischen Zellzahlgerats wurde die Probe hinsichtlich ZellgroRe, Helligkeit und
Kreisformigkeit analysiert. Die Zellzdhlung basiert dabei auf dem Prinzip der Neubauer
Zahlkammer. Fur jeden Zelltyp wurden Toleranzbereiche dieser Gré3en im Vorfeld festgelegt,
wodurch die Bewertung durch das Gerat automatisiert ablaufen konnte. Nach der Quantifizierung
wurden die Zellen entweder im definierten MalRstab fiir Zellkulturexperimente neu ausgesat (2.4.4)
oder in Hinblick auf Quantifizierung bestimmte Proteine (2.2) bzw. Nukleinsduren (2.3.2.3)

vorbereitet.

2.4.3. Kryokonservierung von Saugerzellen

Um Zellen Uber einen langen Zeitraum zu konservieren, bedient man sich der Methode der
Kryokonservierung. Darunter versteht man die Lagerung von Zellen in speziellen Kryotubes in
flissigem Sticksoff. Dazu wurden Zellen gemaR 2.4.2 geerntet und gezahlt. Je 4 Mio. Zellen
wurden pelletiert und in einem eiskaltem Puffer aus DMEM und 40 % FCS (750 uL) in einem
vorgekuhlten Kryotube resuspendiert. Unter standigem Schwenken wurden weitere 750 uL des
Puffers aus DMEM und 20 % DMSO hinzu pipettiert. DMSO wirkt dabei als Gefrierschutz fur die
Zellen. Das Einfrieren der Zellen muss sehr langsam erfolgen, da man sonst Eiskristallbildung
provoziert, die zur irreversiblen Schadigung der Zellen fihrt. Dies kann entweder in
evaporierendem Stickstoff erfolgen, in welcher es zur Abkiihlung um 1 °C pro Minute kommt. Eine
andere Mdglichkeit ist die Lagerung der Kryotubes in einer speziellen Einfrierbox, welche in eine
-80 °C Tiefkuihltruhe platziert wird und somit dadurch der Temperaturunterschied gepuffert wird.
Unabhangig von Methode werden die Kryotubes nach 2 h in die Stammsammlung des Instituts
fur Medizinische Biochemie und Molekularbiologie tUberfuhrt und im flissigen Stickstoff bis zur

weiteren Verwendung gelagert.
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Das Auftauen musste im Gegensatz zum Einfrieren sehr schnell erfolgen. Dazu wurde eine
Kryokultur aus der Kollektion entnommen und im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Dieser Vorgang
dauerte nur wenige Minuten.

Die Zellsuspension wurde nun schnell in vorgewdrmtes Medium Uberfuhrt und die verdinnte
Suspension zentrifugiert. Das Medium, welches noch DMSO enthielt, wurde abgenommen, das
Zellpellet in frischem DMSO-freiem Medium resuspendiert und in einer geeigneten

Zellkulturflasche kultiviert.

24.4. Zellmanipulation

Zur Untersuchung der in dieser Arbeit adressierten Fragstellungen, war es nétig die zur Verfigung
stehenden Zellen als Modellorganismus in verschiedener Art und Weise zu manipulieren um die
daraus resultierenden Effekte zu analysieren. Die Methoden, mit welchen die Zellen manipuliert

wurden, sind im folgenden Kapitel naher erlautert.

2.4.4.1. Zellmanipulation mittels siRNA

Durch posttranslationale Modifikationen nach dem Muster der RNA-Interferenz wird die
Expression bestimmter Gene gezielt sequenzspezifisch reduziert (Fire, Mello, 1998). Zur gezielten
MRNA-Reduktion und folglich zur Depletion bestimmter Proteine wurden innerhalb dieser Arbeit
,small interfering“ RNAs (siRNAs) verwendet. Diese werden dadurch gebildet, dass zunachst
lange, doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA) mit Hilfe eines Transfektionsreagenzes in die
Zelle eingebracht werden. Durch Aktivitat einer RNAse, dem sogenannten Dicer, werden ca.
21 bp lange doppelstrangige, nichtkodierende RNA -Fragmente mit kurzem 3‘-Uberhang erzeugt,
die als siRNA bezeichnet werden. Im Folgenden erfullt nur einer der beiden Strange eine Funktion:
Unter Verlust des ersten Strangs erfolgt der Einbau des zweiten Sequenzstrangs der siRNA in
einen Proteinkomplex, wodurch der sogenannte ,RNA-induced silencing complex (RISC)*
ausgebildet wird. Der gebundene siRNA-Strang leitet den gesamten Komplex zur Ziel-mRNA und
hybridisiert mit der komplementaren Sequenz durch passende Basenpaarung. In diesem Komplex
ist eine Endonuclease enthalten, welche zur Spaltung der mRNA und folgend zum Abbau durch
zellulare RNAsen filhrt. Nach Dissoziation des mRNA-Antisensestrangs und dem RISC ist

letzterer wieder fahig mit einer weiteren Ziel-mRNA zu interagieren.
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Durch Einsatz dieser Methode der RNA-Interferenz ist es méglich gezielt einzelne Genfunktionen
zu analysieren und somit auf eine aufwendige Etablierung von mdglichweise letalen Knock-out-
Zelllinien zu verzichten.

Zu beachten ist jedoch, dass es durch Manipulation der Genexpression mittels siRNA lediglich
zur Degradation der entsprechenden mRNA kommt, was aufgrund der Halbwertszeit der siRNA
wieder revidiert werden kann. Daher ist eine zeitliche Uberwachung der resultierenden
Proteinmenge zur Validierung einzelner siRNAs im Vorfeld unabdingbar um einen mdglichst
effiziente Depletion zu gewahrleisten. Um den induzierten Knock-down nachweisen und
guantifizieren zu koénnen wurden jeweils auch Zellen gleichermaBen mit Kontroll-siRNA
transfiziert. Diese siRNA weist keine bekannte Homologie zu humanen Sequenzen auf und wird
daher als Negativkontrolle verwendet.

Zur gezielten Proteindepletion wurden zundchst subkonfluente Hela-Zellen aus den
Zellkulturflaschen geerntet und gezahlt (2.4.2). Das Volumen an Zellsuspension in welchem sich
520.000 Zellen befanden wurde in eine 6 cm Zellkulturschale tberfihrt und mit vorgewarmtem
Medium auf 4 mL aufgeflllt. Pro Schale wurde ein separater Transfektions-Ansatz vorbereitet, der

folgendermalien pipettiert wurde:

Transfektion mit sSiRNA
100l OptiMEM
10—-35nM siRNA
20uL  HiPerfect

Nach mischen und 10 minltiger Inkubation, wurde der Ansatz zu den in die Zellkulturschale
vorgelegten Zellen getropft. Nach 24 h Kultivierung wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt und
ein gleichermal3en vorbereiteter Transfektions-Ansatz zu den Zellen gegeben (,Nachsilencing®).
Der Transfektionszeitraum wurde im Vorfeld fiur jede siRNA passend determiniert. Nach
gewohnlich 96 h erfolgte die Zellernte, Z&hlung und Weiterverarbeitung des Zellpellets gemaf der
folgenden Anwendung (2.3.2.3, 2.4.5). Um den Transport von Polypeptiden in das ER zu
untersuchen (2.4.6), welcher potentiell von der Komponente abhéangig ist, die mittels RNAI
gehemmt wurde, erfolgte im Zeitraum zwischen Nachsilencing und Ernte eine Zellmanipulation
mittels fiir das Polypeptid kodierende Plasmid-DNA (2.4.4.3).
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2.4.4.2. Zellmanipulation mittels Toxin

Bei der Betrachtung der Funktion des Hsp70-Chaperons BiP ergeben sich verschiedene Punkte,
die es zu beachten gilt (1.3.5.1). Durch den Einsatz von siRNA fir mehr als 48 h kann es aufgrund
des eingesetzten Transfektionsreagenz oder der aufgrund reduzierten Genexpression mittels
RNAIi verminderten Komponenten in der Zelle zur Stressantwort der Zellen (UPR) kommen.
Innerhalb dieser spielt BiP eine entscheidende Rolle und wird vermehrt exprimiert. Durch diese
Gegenregulation ist der Einsatz von siRNA zur Depletion von BiP schwieriger als zur Depletion
anderer Proteine. Schauble (2013) zeigte, dass der Gehalt an BiP in der Zelle nach einer
Depletionszeit von 72 h wieder ansteigt und der Proteingehalt auf maximal 25 % reduziert werden
kann. Eine sehr viel schnellere und effizientere Mdglichkeit den BiP-Gehalt zu reduzieren ist durch
die Anwendung des ABs Subtilase Cytotoxins (SubAB). Die Reduktion passiert hierbei nicht auf
posttranskriptionaler Ebene, sondern auf Proteinebene. ABs-Toxine werden von pathogene E. coli
Bakterien produziert. Die Gruppe der Shigatoxin produzierenden E. coli (STEC) kann ernste
gastrointestinale Krankheiten auslosen, wie z.B. das Hamolytisch-Uramische Syndrom (HUS)
(Paton, et al., 2006). Das Cytotoxin SUbAB besteht aus der katalytischen Untereinheit A und
einem pentameren Ring der B-Untereinheiten, zustandig flr die Substratbindung. Die Untereinheit
A ist eine Serinprotease, die spezifisch das Protein BiP an Position 416 schneidet und dadurch
inaktiviert. Durch die Punktmutation innerhalb der Aminoséduresequenz der Kkatalytischen
Untereinheit an Position 272 von Serin zu Alanin wird die Wirkung des SubAB-Toxins aufgehoben
(SubAa272B). Andererseits erwirkt die Mutation an Position 416 von Leucin zu Asparaginsaure der
BiP-Aminosduresequenz eine Resistenz gegen die Spaltung durch SubAB (Paton & Paton, 2010).
Zur Inaktivierung von BiP durch Anwendung des SubAB-Toxins wurde wie folgt vorgegangen:
HelLa Zellen wurden zunachst in einer 6 cm Schale kultiviert. Im Rahmen eines
Transportexperiments (2.4.6) wurden 15 h nach der Plasmidtransfektion der Zellen die 4 mL
Medium abgenommen und durch 1,6 mL frisches Medium ersetzt. 1,8 pL der SubAB-
Stammldsung (10 mg/mL) wurden in 200 uL DMEM vorverdinnt und zu den zu manipulierenden
Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C im Brutschrank. Die Inkubation erfolgte fur zwei
Stunden (2.5.3) oder neun Stunden, sofern die Applikation des Toxins im Rahmen eines
Transportexperiments (2.4.6) erfolgte. Die Arbeiten unter Verwendung des Toxins erfolgten immer
unter strenger Beachtung der relevanten Sicherheitsaspekte. Dazu zéhlten die Verwendung
doppelter Handschuhe, arbeiten ausschlieBlich in einem speziell fur diese Anwendung
bestimmten Bereich, separate Entsorgung aller Materialien die mit den behandelten Zellen in

Kontakt kamen.

73



Material und Methoden

2.4.4.3. Zellmanipulation mittels Plasmid-DNA

Das Einbringen von Plasmid-DNA war in dieser Arbeit aus mehreren Griinden notwendig:

Zum einen fur sogenannte Rescue-Experimente. Dabei wurde zunéchst ein bestimmtes Protein
depletiert durch Transfektion der Zellen mit einer geeigneten siRNA, welche komplementar zu
einer Sequenz im untranslatierten Bereich war. Dadurch wurde der Gehalt des durch das Gen
kodierten Proteins drastisch reduziert. Um diesen Effekt zu retten wurden die Zellen zusatzlich mit
einer plasmidkodierten cDNA transfiziert, welche den kodierenden Bereich des depletierten
Proteins unter Zugabe des Transfektionsreagenz FuGeneHD in die Zelle einschleuste. Da diese
cDNA keine fur die siRNA zugénglich Sequenz aufwies, konnten beide Manipulationen
unabhangig voneinander durchgefiihrt werden. Oftmals war im Plasmid zusatzlich ein C-terminal
zum Gen anhangender Tag kodiert, sodass eine direkte Unterscheidung zwischen endogen und
plasmidkodiertem Protein auf Western Blot Ebene mdglich und die Uberexpression quantifizierbar
war.

Eine andere Anwendung der Zellmanipulation mit Plasmid-DNA war im Rahmen der
Translokationsstudien aus Kapitel 2.4.6. In diesem Fall kodierte die eingebrachte plasmid-
getriebene cDNA fir ein Polypeptid, welches zur vollstéandigen Prozessierung im ER abhangig
von bestimmten Komponenten der Translokase war. Diese Polypeptide wurden dabei als
Modellsubstrate der jeweiligen Translokasebestandteile verwendet. Im Zuge der Transportstudien
wurden dazu betreffende Komponenten der Translokase unter Einsatz von siRNA depletiert oder
SubtilaseAB-Toxin im Falle der Depletion des Hsp70-Chaperons BiP.

Im Anschluss an die siRNA vermittelte Proteindepletion wurden die zu transportierenden
Substrate Uber Plasmid-DNA Transfektion mit der dafir kodierenden cDNA in die Zelle
eingebracht und die Prozessierung auf Western Blot Ebene weiter untersucht.

Zur Transfektion der HeLa-Zellen mit Plasmid-DNA wurde das Transfektionsreagenz FuGeneHD
(Promega) eingesetzt. Im Vorfeld wurden Zellen in 6 cm Zellkulturschalen kultiviert und
gegebenenfalls mittels siRNA oder Toxin manipuliert (2.4.4.1, 2.4.4.2). Sofern darauf verzichtet
wurde, wurden 1 * 10% ausgesat und nach 24 h ein Mediumwechsel vorgenommen. Letzterer
erfolgte routinemafig vor jeder Plasmid-Transfektion. Dabei wurde pro mit Transfektionsansatz

zu versetzender Schale ein eigener Ansatz vorbereitet:

Transfektion mit Plasmid
230puL  OptiMEM
4ug Plasmid-DNA
16 L  FuGeneHD
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Die Komplexierung der cDNA und des Transfektionsreagenz erfolgte fir 15 min bel
Raumtemperatur. Anschlielend wurde der Ansatz zu den Zellen der sich in der Kulturschale
befindlichen Zellen getropft und die Zellen weiter kultiviert.

Die Expressionszeit sowie das Verhaltnis von Plasmid-DNA zu Transfektionsreagenz wurden im
Vorfeld fur jedes Substrat validiert. Dabei zeigte sich eine Expressionszeit von 24 h — 48 h sowie

ein generelles Verhaltnis von Plasmid-DNA zu FuGeneHD von 1 ug : 4pL als sinnvoll.

2.45. Praparation des geernteten Zelllysats

Um nun die Effekte, welche die Manipulation der Zellen erwirkte, zu analysieren und dazu mittels
Western Blot und immunologischer Detektion von Proteinen selbige quantifizieren zu kdnnen,
mussten die manipulierten Zellen zunachst aus dem Zellkulturgefal? geerntet werden (2.4.2). Die
Zellen wurden zur Behandlung mit beeinflussenden Reagenzien (2.4.4) im 6 cm Malstab
kultiviert, in einem 1,5 mL Reaktionsgefald geerntet und mit Hilfe des ,Countess Automated Cell
Counter (Invitrogen)“ gezahlt. Anschlieend wurden die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 3000
rpm) pelletiert. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen, die Zentrifugation wiederholt. An dieser
Stelle konnten die Pellets entweder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C zur
weiteren Verwendung gelagert.

Bei direkter Weiterverarbeitung der Probe, wurde das Zellpellet folgendermalien aufgearbeitet.
Der Zellaufschluss und Abbau der DNA wurde zunadchst durch Resuspendieren des Pellets im
Lysepuffer und Inkubation unter Rotation (600 rpm) bei 37 °C im Thermomixer (Eppendorf)
durchgefuhrt. Das zugesetzte Volumen war dabei abhangig von der geernteten Zellzahl. Das
Endvolumen der Probe sollte eine Konzentration von 10.000 Zellen/uL aufweisen. Dazu wurde
die Probe 80 % des ndtigen Endvolumens an Lysepuffer versetzt, die restlichen 20 % wurden
durch 5x Lammli aufgefillt und bei 56 °C fiir 15 min gekocht. In Folge dieser Praparation war die
Probe fur die SDS-PAGE (2.2.1) einsetzbar.

Lysepuffer PLAC
100 mM NaCl 3 mg/mL Pepstatin A
100 mM Tris (pH 8,0) 3 mg/mL Leupeptin
30 mM MgCl, 3 mg/mL  Antipain
5 % (v/v) Nonident P-40 3 mg/mL Chymostatin
1:1000 PLAC in DMSO
0,1mM PMSF
0,1 mg/mL DNAse
in HyO4gest
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2.4.6. Untersuchung des Transports von Polypeptiden in intakten Zellen

Um die Abhéangigkeit von einzelnen ER-Komponenten zum Transport bestimmter Polypeptide
durch die ER-Membran und der folgenden Prozessierung zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
Transportstudien in intakten HelLa-Zellen durchgefihrt. Dabei bediente man sich den in 2.4.4
erlauterten Methoden der Zellmanipulation. Im Hinblick auf die Fragestellung, ob ein bestimmtes
ER-Protein flr den Transport oder die weitere Prozessierung notig ist, wurde mittels siRNA die
entsprechende mRNA, welche fiir das zu untersuchende Protein kodiert, depletiert.

Im Spezialfall des Hsp70-Chaperons BIiP, wurde die Depletion durch das SubtilaseAB Toxin
hervorgerufen. Neben der Involvierung von BiP in den Transport einzelner Substrate sollte vor
allem die Funktion des TRAP-Komplexes untersucht werden. Durch die Depletion der TRAPB-
Untereinheit des Komplexes konnte eine Degradation des gesamten Komplexes nachgewiesen
werden, wobei die TRAPa-Untereinheit noch einen Restgehalt von ca. 30 — 40 % aufwies. Daher
wurden auch eine Kombination aus einer gegen TRAPB und TRAPA gerichteten Depletion
angewendet.

Ausgehend von den Ergebnissen der Cryo-EM-Studien sowie der Proteomanalyse, gab es
Hinweise darauf, dass der TRAP-Komplex am Gating von Sec61a in ahnlicher Weise beteiligt ist,
wie es fir BiP nachgewiesen wurde. Méglicherweise kénnen beide fir bestimmte Substrate
fureinander kompensieren. Um dies zu untersuchen wurden auch Experimente durchgefihrt, in
welchen sowohl die TRAP-Untereinheiten a und B durch siRNA-Applikation depletiert wurden als
auch SubtilaseAB-Toxin vermittelt BiP.

Gemal3 Abbildung 19 ist die zeitliche Abfolge innerhalb eines Transportexperiments wie folgt:
HelLa Zellen wurden vorbereitend zur ersten Behandlung mit siRNA im 6 cm Mal3stab ausgesat
(2.4.4.1). Nach 24 h wurde die Manipulation mit SIRNA wiederholt.

Die Zellen wurden nach 72 h mit dem Plasmid transfiziert, welches fiir das Vorlaufer-Polypeptid
des zu untersuchenden Substrats kodiert (2.4.4.3). Zur Inaktivierung des ER-luminalen
Chaperons BiP wurden die Zellen 9 h vor Ernte mit den Cytotoxin SubAB versetzt (2.4.4.2). Zur
Akkumulation des Vorlaufers Polypeptids im Cytosol wurde gemal 2.4.6.1 der Proteasominhibitor
MG132 verwendet. Nach 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung fur weiterfiihrende

Untersuchungen (2.4.2).
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Abbildung 19: Transportassay in intakten Zellen

Transportstudien in intakten HelLa-Zellen wurden durchgefiihrt um die Abhangigkeit von einzelnen ER-Komponenten
zum Transport bestimmter Polypeptide durch die ER-Membran und der folgenden Prozessierung zu untersuchen. HelLa
Zellen wurden vorbereitend zur ersten Behandlung mit siRNA im 6 cm Mafstab ausgeséat. Nach 24 h wurde die
Manipulation mit sSiRNA wiederholt. Die Zellen wurden nach 72 h mit dem Plasmid transfiziert, welches fir das Vorlaufer-
Polypeptid des zu untersuchenden Substrats kodiert. Zur Inaktivierung des ER-luminalen Chaperons BiP wurden die
Zellen 9 h vor Ernte mit den Cytotoxin SUbAB versetzt. Zur Akkumulation des Vorlaufers Polypeptids im Cytosol wurde
der Proteasominhibitor MG132 verwendet. Nach 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung fir weiterfiihrende
Untersuchungen (Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported
License“ geschiitzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

2.4.6.1. Inhibition des Proteasoms mittels MG132

Um weiterhin zu unterscheiden, ob ein Translokations- oder Glykosylierungsdefekt der
glykosylierten Modellsubstrate vorliegt, wurde in den letzten 8 h vor Ernte der Zellen der reversible
Proteasominhibitor MG132 appliziert.

Der Proteasominhibitor MG132 ist ein Peptid-Aldehyd (Carbobenzoxyl-L-Leu-L-Leu-L-Leucinal).
Durch die kovalente Bindung an die beta-Untereinheit des 20S Proteasom wird dessen Aktivitat
inhibiert und dadurch die proteolytische Aktivitat des 26S Proteasoms geblockt. Dadurch wurden
fertig synthetisierte Vorlauferpolypeptide, d.h. Polypeptide mit Signalsequenz, vor einem Abbau

durch das Proteasom geschutzt und somit im Cytosol akkumuliert.
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Methodisch wurde dabei folgendermalien vorgegangen: Hela-Zellen wurden gemal 2.4.1
kultiviert und ggf. nach 2.4.4 manipuliert. Bei einer Gesamtexpression des Modellsubstrats von
24 h, wurde 16 h nach Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA MG132 appliziert. Dabei wurde
S0 vorgegangen, dass zunachst ein Aliquot der bei -80 °C gelagerten MG132 Stammldsung
(10 mg/mL) aufgetaut und im Verhaltnis 1:4 in DMSO verdiinnt wurde. Je Probe wurden 8 uL der
MG132-Lésung in DMEM vorverdinnt und zu den Zellen getropft (Endkonzentration MG132:
10 pM). Da MG132 die Aktivitat des 26S-Proteasoms reversibel inhibiert, erfolgte die Zellernte

nach Inkubation mit Trypsin auf Eis.

2.4.6.2. Identifizierung von Prozessierungsstufen plasmidkodierter Polypeptide

Um die Effekte, welche durch die Depletion von TRAP oder BiP hervorgerufen wurden zu
untersuchen, mussten die Modellsubstrate im Vorfeld charakterisiert werden. Die
Charakterisierung erfolgte insofern, als dass gemal 2.4.4.3 passende Expressionszeit und
Verhaltnis von DNA zu Transfektionsreagenz evaluiert wurde um Signale des durch die cDNA
kodierten Proteins auf Western Blot Ebene zu detektieren. Im Folgeschritt wurden die Zellen nach
der Transfektion mit Plasmid DNA folgendermafien manipuliert. Zum einen wurde gemaf 2.4.6.1
die Aktivitdt des Proteasoms durch Zugabe des Inhibitors MG132 gehemmt. Dadurch wurde das
Polypeptid des zu transportierenden Substrats mit intakter Signalsequenz vor dem Abbau durch
das Proteasom geschitzt und im Cytosol akkumuliert. Zum anderen wurde durch Applikation von
Tunicamycin die N-Glykosylierung im ER unterbunden. Diese Behandlung hat zur Folge, dass
nach Import der Polypeptidkette in das ER die Signalsequenz mittels Signalpeptidase-Komplex
abgespalten wird, das Polypeptid jedoch nicht posttranslational in Form von Glykosylierungen
modifiziert wird. Tunicamycin gehort zur Klasse der Nukleosidantibiotika. Wahrend Tunicamycin
letal auf gram-positive Bakterien, Viren, Hefen und Pilze wirkt, blockt das Antibiotikum in
Eukaryoten den Transfer von GIcNAc-1-P von UDP-GIcNAc zum Dolichol-Anker, ein Vorgang, der
durch Glc-NAc-Phosphotransferase katalysiert wird. Es handelt sich dabei um eine kompetitive
Inhibition, vermutlich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zwischen Tunicamycin und dem zu
Ubertragenden Zuckerrest (Esko et al., 2017). Eine Stunde nach der Transfektion mit Plasmid-
DNA wurden die Zellen mit Tunicamycin behandelt. Dazu wurden je Probe 0,8 pL der Stockldsung
10 mg/mL in DMEM vorverdinnt und zu den Zellen gegeben (Endkonzentration Tunicamycin:
2 pg/mL). Diese wurden maximal fur weitere 24 h bei 37 °C kultiviert.

Nach Ernte der Zellen und Aufbereitung wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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Um einzelne Prozessierungsstufen voneinander unterscheiden zu kénnen, war meist der Einsatz
grol3er Polyacrylamidgele mit einer Trennstrecke von etwa 20 cm und einer erheblich gesteigerten
Auflésung im Vergleich zu den routinemé&Rig eingesetzten kleinen Polyacrylamidgelen notwendig.
Da die kodierende Sequenz der zu validierenden Modellsubstrate fast ausschlief3lich im pcMV6-
entry-Vektor vorlag, erhielten diese Substrate einen Myc-DDK-Tag. Durch immunologische
Detektion mit primarem Antikérper, der das Epitop des Tags erkannte, war es so mdglich
ausschlielich die einzelnen Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen Formen des

relevanten Substrats zu untersuchen.

2.4.6.3. Quantitative Beurteilung der Prozessierungsstufen eines Modellsubstrats

Um die Abhéngigkeit eines Modellproteins in Bezug auf den ER-Import und weiterer
Prozessierung z.B. in Form von Glykosylierung zu untersuchen, wurden Transportstudien nach
derin 2.4.6 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Durch Behandlung mit dem Proteasominhibitor
MG132 konnten nicht in das ER transportierte Vorlauferpolypeptide im Cytosol akkumuliert und
vorm Abbau durch das Proteasom geschitzt werden (2.4.6.1). In Kapitel 2.4.6.2 wurde dargelegt,
wie einzelne Prozessierungsstufen von Modellproteinen mittels Western Blot charakterisiert
werden. Unter Idealbedingungen lasst sich mittels Western Blot lediglich die Bande des Proteins
visualisieren, welche vollstandig, unter Abspaltung der z.T. vorhandenen Signalsequenz, in das
ER transportiert, sowie ggf. glykosyliert wurde. Da es sich bei der Prozessierung um einen
dynamischen, immer wiederkehrenden Ablauf handelt, werden jedoch meist mehrere Banden
sichtbar, die zu unterschiedlichen Stadien der Proteinprozessierung gehdren. Diese einzelnen
Banden werden gquantifiziert und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Dazu wurde der Faktor R
eingefuhrt (Schorr, 2014):

Reife Form

Vorlaufer + Reife Form

Unter Idealbedingungen liegt der Wert fur R bei 1. Liegt nun ein Transportdefekt vor, nimmt der
Wert R durch die Vergrol3erung des Divisors einen kleineren Wert an.

Es ist zu beachten, dass die Transfektionseffizienz der Zellen mit dem Plasmid, welches fiir das
Substrat kodiert, sowie die resultierende Expression von Probe zu Probe schwanken. Absolute
Werte quantifizierter Signale zwischen verschiedenen Proben zu vergleichen, ist aus diesem

Grund nicht zulassig.
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Daher werden in dieser Arbeit lediglich die Verhdltnisse innerhalb einer Probe zueinander ins
Verhéltnis gesetzt. Der relative Anteil einzelner Banden wird anschlieRend als MalR daflr genutzt

potentielle Defekte nach Manipulation der Zellen gemaf 2.4.4.1 und 2.4.4.2 zu detektieren.

2.5. Analyse der substratspezifischen Eigenschaften von BiP mittels HeLa Flp-In
System

2.5.1. Gentechnische Herstellung stabiler HeLa-FIp-In-Zelllinien

Zur gentechnischen Herstellung stabiler HeLa-Flp-In-Zelllinien wurde das Flp-In™ System von
Invitrogen verwendet. Dieses System basiert darauf tber ortsspezifische Rekombination (side-
specific recombination, SSR) plasmidkodierte Gene in das Genom der Zelllinie stabil zu
integrieren. Die Rekombination findet Uber Flp Recombinase Target (FRT) Sites statt. Zur
Etabilierung der Flp-In-Host-Zelllinie muss im ersten Schritt eine Saugerzelllinie so manipuliert
werden, dass es zur Expression des LacZ-Zeocin Fusionsgen kommt. Zeocin dient anschlieRend
als Resistenzmarker Uber welchen erfolgreich transfizierte Zellen selektiert werden. Dieser Schritt
wurde in der AG Forster in Minchen durchgefiihrt und die fertigen Host-Zelllinie zur weiteren
Nutzung dem Institut fir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie zur Verfigung gestellt.
Das stabil in das Genom der Hostzelllinie zu integrierende Gen musste in den zur weiteren
Rekombination fahige pcDNA5-FRT-Vektor kloniert werden (2.3.1). Mit diesem Plasmid wurde die
Hostzelllinie transfiziert (2.4.4.3). Gleichzeitig erfolgte die Co-Transfektion mit dem Plasmid
pOG44, welches unter Kontrolle des humanen CMV-Promotors fur die Flp-Rekombinase kodiert
(2.4.4.3). Dadurch konnte die Rekombination zwischen FRT-sites ablaufen. Eine FRT-site dient
dabei als Binde- und Startpunkt der Flp-Rekombinase. Das Expressionsplasmid kodiert zudem
auch fur ein Antibiotikum-Resistenzgen. Uber Hygromycin wurden demnach solche Zellen
selektiert, bei welchen es zur erfolgreichen Rekombination und damit Integration des zu
untersuchenden Gens kam. Die Zusammensetzung der Transfektionsansatze sind Tabelle 22 zu

entnehmen.

Tabelle 22: Transfektionsansatze zur genetischen Herstellung stabiler HeLa Flp-In-Zellen

Transfektion mit Expressionsplasmid Transfektion mit Flpase-Plasmid
230puL  OptiMEM 230uL  OptiMEM
4pug  pcDNA5S-FRT-GOI 4pug pOG44
16 L FuGeneHD 16 L FuGeneHD
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Die mit dem Expressionsvektor sowie mit dem fur die Flp-Rekombinase kodierenden Plasmid
transfizierten Zellen wurden nach 96 h geerntet und je 250.000 Zellen in DMEM mit
150 - 300 pg/mL Hygromycin B (Invitrogen) in humider Umgebung bei 37 °C subkultiviert,
weiterhin in 6 cm Schalen. Der Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage. Zur Kontrolle wurden
Zellen kultiviert, die gleichermalRen mit dem Expressionsvektor fur das zu untersuchende Gen
transfiziert wurden, jedoch nicht mit dem pOG44-Plasmid. Ohne letzteren sollte keine
Rekombination moglich sein, die Zellen demnach auch keine Resistenz gegen Hygromycin
aufweisen. Diese Zellen sollten zusétzlich dazu dienen, zu beurteilen, ob eine erfolgreiche
Rekombination in der mit beiden Plasmiden transfizierten Kultur stattfand.

Zur weiteren Selektion von Einzelzellkulturen, wurden die Mischkulturen zunéchst im 6 cm
Mal3stab durch das Hygromycin B-haltige Medium vorselektiert. Nach 10 Tagen wurden die
verbleibenden Zellen geerntet, und auf 1 Zelle / 100 pL verdinnt. Je 100 pL dieser Zellsuspension
wurden in 1 Well einer 96 Well-Platte Gberfiihrt und kultiviert. Durch tagliche Begutachtung wurden
Kulturen, welche nachweislich aus einer Zelle entstanden sind, aus der 96-well-Platte geerntet

und in groRBeren ZellkulturgefalRen in Vorbereitung auf funktionelle Assays kultiviert.
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Abbildung 20: HeLa FIp-In™ System

Zur gentechnischen Herstellung stabiler HeLa-Flp-In-Zelllinien wurde das Flp-In™ System von Invitrogen verwendet.
Mittels ortsspezifischer Rekombination Uber Flp Recombinase Target (FRT) Sites wird die stabile Integration
plasmidkodierter Gene in das Genom der Zelllinie vermittelt. Dazu wurde die Host-Zelllinie sowohl mit einem pcDNA5-
FRT Expressionsplasmid, welches fir das zu integrierende Gen kodiert, als auch mit dem Plasmid pOG44, welches
unter Kontrolle des humanen CMV-Promotors fiir die Flp-Rekombinase kodiert, transfiziert. Dadurch konnte die
Rekombination zwischen FRT-sites ablaufen, welche als Binde- und Startpunkt der Flp-Rekombinase dienen. Das
Expressionsplasmid kodiert zudem auch fiir ein Antibiotikum-Resistenzgen, wodurch die Selektion der Zellen gesteuert
wird, bei welchen es zur erfolgreichen Rekombination und damit Integration des zu untersuchenden Gens kam.

In 1.3.5.1 wurde gezeigt, dass BiP multiple Funktionen im Transport von Polypeptiden in das ER-
Lumen erfullt. Es erleichtert die Sec61-Kanaloffnung im Falle bestimmter Vorlauferpolypeptide.
Dartber hinaus bindet BiP die entstehende Kette und fungiert als molekulare Ratsche, um den
unidirektionalen Transport zu gewahrleisten. Es bleibt zu untersuchen, ob BiP zuerst an Sec61
und anschlieend an die ankommende Vorlauferpolypeptidkette binden kann. Nach Translokation
in das ER-Lumen werden die Polypeptidketten verarbeitet, gefaltet und schlie3lich durch
vesikuldaren  Transport an ihren Bestimmungsort gebracht. Untersuchungen zur
Translokationsmaschinerie umfassen die strukturelle Aufklarung des Translokationskomplexes
sowie die funktionelle Charakterisierung von Transportkomponenten. Zwecks Untersuchung des
Substartspektrums von BiP und deren determinierenden strukturellen Eigenschaften, erfolgte eine
Proteomanalyse (3.8) nach siRNA vermittelter BiP Depletion.

Die identifizierten BiP-Substrate sollten in unabhéngigen Silencing-Experimenten validiert
werden, u.a. durch Transportassays in lebenden Zellen. Um die substratspezifischen
Eigenschaften von BiP naher zu untersuchen, wurde das HelLa-Flp-In System verwendet. Das
Flp-In-System wird verwendet, um stabile Saugetier-Expressionszelllinien, wie HelLa-Zellen, zu
erzeugen. Das System verwendet die Rekombinase Flp und ortsspezifische Rekombination, um
das Gen von Interesse in eine spezifische Stelle im Genom zu integrieren und zu exprimieren
(2.5.1). Die Transportassays sollten in HeLa Flp-In-Zellen durchgefiihrt werden, die mit mehreren
BiP-Mutanten manipuliert wurden. Diese Mutanten konnten einen Einfluss auf den Transport von

Substratpolypeptiden haben.

2.5.2. Charakteristika der BiP-Mutanten

Zusammenfassend sind die Charakteristika der verwendeten BiP-Mutanten in Abbildung 21
dargestellt. Die BiP-R197H-Mutante ist nicht in der Lage, mit Hsp40-Co-Chaperonen zu

interagieren, was notwendig ist, um den ATPase-Zyklus zu stimulieren.
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Als Konsequenz bleibt die Affinitat fir Substrate niedrig und es wird erwartet, dass sie das Sec61-
Gating nicht untersttitzen kann. Mit Hilfe dieser Mutante gilt es zu untersuchen, ob das BiP-ADP,
das die teilweise translozierte Polypeptidkette bindet, dasselbe ist, das an Sec61a bindet, um die
Kanaloffnung zu erleichtern. Zusatzlich soll untersucht werden, ob das Hsp40 Co-Chaperon
Sec63 an beiden Aktivitaten beteiligt ist.

Zwei Trunkationsmutanten haben einen verkiirzten lid (BiP-N564 (CA77)) oder sind vollstandig
lidlos (BiP-F549 (CA92)). Dies fuhrt zu einer gestdrten Substratbindung und -fixierung.

Die Abreicherung von BiP ist nicht nur durch die reduzierte Genexpression mittels RNAi mdglich,
sondern auch durch Subtilase AB-Toxin-vermittelte proteolytische Inaktivierung. Die Mutante BiP-
L416D ist proteolytisch resistent gegen das Subtilase-AB-Toxin. Zunachst galt es zu klaren, ob
die Zelle mit der Mutante BiP-L416D lebensfahig ist. Sofern dies positiv hachweisbar war, sollten
Doppelmutanten kloniert werden. Diese enthalten sowohl die L416D-Mutation als auch je eine der
oben genannten (WT, R197H, N564, F549), und wirden als Negativkontrolle im Fall der
Anwendung von Subtilase AB verwendet werden.

Zusatzlich wurde das Gen des Hefe-Orthologs Kar2p in das Genom der HelLa Flp-In Zellen
integriert. Damit soll die Frage beantwortet werden, ob Kar2p Sec6l in den offenen Zustand
versetzen kann. Wenn ja, galt es zu untersuchen welche Hsp40-Co-Chaperone das Hefe-

Ortholog von BiP stimulieren.
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Abbildung 21: Charakteristika der stabil in das Genom von HelLa Flp-In Zellen zu integrierenden BiP-Mutanten
Um die substratspezifischen Eigenschaften von BiP néher zu untersuchen, wurde das HelLa-Flp-In System verwendet.
Transportassays sollten in HeLa Flp-In-Zellen durchgefiihrt werden, die mit mehreren BiP-Mutanten manipuliert wurden.
Diese Mutanten kdnnten einen Einfluss auf den Transport von Substratpolypeptiden haben. Neben dem BiP-Wildtyp
wird die Mutante BiP-R197H verwendet. Diese ist nicht in der Lage mit Hsp40-Co-Chaperonen zu interagieren, was
notwendig ist, um den ATPase-Zyklus zu stimulieren. Zwei Trunkationsmutanten haben einen verkirzten lid (BiP-N564
(CA77)) oder sind vollstandig lidlos (BiP-F549 (CA92)). Dies fuhrt zu einer gestérten Substratbindung und -fixierung.
Die Mutante BiP-L416D ist proteolytisch resistent gegen das Subtilase-AB-Toxin. Kar2p ist das Hefe-Ortholog zu BiP.

25.3. Generierung stabiler HeLa Flp-In Zellen manipuliert mit BiP-Mutanten

Das genaue Prozedere im Umgang mit HeLa Flp-In Zellen zur gerichteten, stabilen Integration
von Genen in das Genom der Flp-In Zellen ist Kapitel 2.5.1 zu entnehmen. Somit wurden die
Mutterzellen simultan mit dem Plasmid, welches fur die zur Rekombination noétige Flipase kodiert,
und mit einem fir eine BiP-Mutante kodierendes Plasmid transfiziert. Letzteres kodiert ebenfalls
fur das Antibiotikaresistenzgen Hygromycin, welches als Selektionsmarker fungiert. 24 h nach der
Transfektion startete die Selektion der positiv transfizierten Zellen. Zundchst wurde auf
Einzelzellselektion verzichtet. Die resultierend kultivierten Mischkulturen wurden nach einer
Selektionsperiode von 30 Tagen Experimenten zur Reduktion der Genexpression mittels RNAI
unterzogen, der Proteingehalt durch Western Blot Analyse visualisiert. Die Zellen wurden dabei
mit je einer von zwei verschiedenen gegen HSPAS (BiP) gerichteten siRNAs oder einer Kontroll-

siRNA behandelt, oder blieben komplett unbehandelt.
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Mit letzteren wurde die korrekte Expression der BiP-Mutanten Uberprift. BiP-CA siRNA ist gegen
den kodierenden Bereich von BiP gerichtet und depletiert sowohl endogenes BiP als auch die
plasmidkodierte BiP-Mutanten. Letztere sind resistent gegen die BiP#1-UTR siRNA. Die
Expression von BiP-L416D wurde durch Applikation des SubtilaseAB-Toxins (2.4.4.2) Uberpruft.
In Abbildung 22 sind exemplarisch Ergebnisse der Expresssionstests der BiP-Mutanten in
Mischkultur auf Western Blots Ebene gezeigt. Da nach der Behandlung mit BiP#1-UTR siRNA
kein Signal auf Hohe des in der Kontrollspur detektierten BiP nachweisbar ist, kann davon
ausgegangen werden, dass es zu keiner stabilen Integration des BiP-Wildtyps (B) oder der
Mutante BiP-R197H (C) gekommen ist. Fir die beiden verkirzten Varianten BiP-N564 (D) und
BiP-F549 (G) ist bei stabiler Integration der Mutante in das Genom der HelLa Flp-In Zellen ein
Signal wenige kDa unter dem Signal des endogenen BiP zu erwarten. Fir BiP-F549 ist dieses
Signal jedoch nie nachweisbar, fur BiP-N564 nur nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. Lediglich

das Hefeortholog Kar2p (F) wird exprimiert.
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Abbildung 22: Test der Expression der BiP-Mutanten in HeLa FIp-In Zellen

Die kultivierten Mischkulturen wurden nach einer Selektionsperiode von 30 Tagen Experimenten zur Reduktion der
Genexpression mittels RNAI unterzogen, der Proteingehalt durch Western Blot Analyse visualisiert. Dabei wurde je 5,2
* 10° HelLa-Zellen ausgesat entweder keine, Kontroll-, BiP-UTR oder BiP-CA siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h
manipuliert. Mit letzteren wurde die korrekte Expression des BiP-Wildtyps (B) sowie der BiP-Mutanten R197H (C), BiP-
N564 (D), BiP-F549 (G) sowie des Hefeorthologs Kar2p (F) Uberprift. BiP#-CA siRNA ist gegen den kodierenden
Bereich von BiP gerichtet und depletiert sowohl endogenes BiP als auch die plasmidkodierte BiP-Mutanten. Letztere
sind resistent gegen die BiP#1-UTR siRNA. Die Expression von BiP-L416D (E) wurde durch Applikation des
SubtilaseAB-Toxins (2.4.4.2) uberpriift. Nach 72 h Transfektion mit sSiRNA oder zweistiindiger Manipulation mit Toxin
erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %), die
Proteine Uber Tank-Blot-Verfahren auf einer PVYDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion
analysiert. Der Nachweis von BiP erfolgte Uiber einen Kaninchen-anti-BiP-Antikorper. Als Sekundérantikdrper wurde ein
Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten Antikdrper wurden gemafR Tabelle 4 in 5 %

Magermilchlésung verdinnt.
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Da an dieser Stelle keine stabile Integration der BiP-Mutanten in einer Mischpopulation
nachgewiesen werden konnte, wurde die Transfektion der Mutterzelllinie wiederholt und positiv
transfizierte Einzelklone im 96-Well-Mal3stab selektiert. Fir jede Mutante konnten wenigstens drei
Populationen aus Einzelzellkulturen kultiviert werden. Innerhalb von Zellkulturexperimenten ist es
wichtig moglichst immer mit der gleichen Charge Zellen zu arbeiten. Diese werden dazu aliquotiert
und bei -80 °C aufbewahrt. So auch die unter Selektionsdruck gehaltenen Einzelzelllkulturen.
Nach erneutem Auftauen wurden diese weiteren Expressionstests unterzogen. Die Ergebnisse
decken sich mit den in Abbildung 22 gezeigten. Dementsprechend kann auch nach
Einzelzellselektion keine stabile Integration der Mutanten sowie deren Expression auf Western

Blot Ebene nachgewiesen werden.

2.6. Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse der humanen Zellen wurde im Max-Planck-Institut fur
Biochemie von Dr. Nagarjuna Nagaraj in Martinsried durchgefihrt. Dazu wurden die von Monika
Lerner am Institut fir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie in Homburg geernteten
Zellen mit PBS gewaschen und mittels Lysepuffer aufgeschlossen. Das Lysat wurde anschlieRend
zwei Minuten bei 95 °C erhitzt und zehnmal fir 30 s im Ultraschallbad bei maximaler Starke
behandelt. Dieser Vorgang wurde danach noch einmal wiederholt bevor die lysierte Probe 1:10

im Puffer, in welchem anschlielend der proteolytische Verdau ablief, verdiinnt wurde.

Lysepuffer Puffer flr proteolytischen
Verdau
40 mM CAA -
L _ 25mM Tris (pH 8,0)
100 mM Tris (pH 8,0)
10 % (viv) Acetonitril
6M GnHCI
20 mMm TCEP

Dabei wurde der Proteinextrakt zunachst mit der Endoproteinase Lys-C in einem Zeitraum von 4
h behandelt. Dieses Enzym schneidet Polypeptidketten C-terminal von Lysinresten. Die
anschlieende Behandlung des Gemischs mit der Serinprotease Trypsin lauft Uber Nacht ab.
Dabei werden die Peptide weiter C-terminal der Aminosauren Lysin und Arginin gespalten. Um
diese Reaktion zu verstarken, wird die Probe am darauffolgenden Tag noch einmal mit Trypsin
versetzt. Die Peptide wurden fur die massenspektrometrische Analyse mit SDB-RPS Stage Tips

aufgereinigt.
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Mit Hilfe des Autosamplers des Flussigchromatographen Thermo Easy nLC 1000 (Thermo Fisher
Scientific) wurden die Proben auf eine 50 cm lange gepackte Saule mit 75 pm innerem
Durchmesser (Teilchen 1,9 pm dick) Séule geladen.

Die die Saule durchlaufenen Peptide werden mit Hilfe der nano-ESI-Technik ionisiert. Unter
Hochspannung wird der Analyt durch die ESI-Nadel geleitet. Im elektrischen Feld werden der
Analytldsung durch das Trocknungsgas Ldsungsmittelreste entzogen, wodurch ein
Ladungsuberschuss entsteht und in eine Coulombexplosion resultiert. Dadurch werden positiv
geladene Analytionen generiert, die weiter aus der lonenquelle in die Massenanalysatoreinheit
geleitet werden. Dazu wurde ein the benchtop Orbitrap mass spectrometer Q Exactive HF
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Bei einer Orbitrap handelt es sich im Prinzip um eine
elektrostatische lonenfalle, welche eine spindelférmige Elektrode enthdlt. Diese fihrt dazu, dass
sich die lonen auf Kreisbahnen um diese Elektrode herum bewegen. Der Massenscan wurde im
Bereich von 300 m/z bis 1700 m/z durchgefiihrt. Bis zu 15 Vorlaufer wurden dabei selektiert und
mittels ,higher energy coolisional dissociation“ (HCD) weiter fragmentiert. Durch diesen speziellen
Mechanismus der kollisionsinduzierten Fragmentierung im RF-Bereich ist es mdglich lonen
geringer molekularer Masse und somit auch Proteinmodifikationen aufzulésen. Die gewonnenen
Rohdaten wurden mit der Software MaxQuant ausgewertet. Diese wurden mit humanen
Datenbanken von UniProtKB hinsichtlich des Vorlauferproteins und den dazugehdrigen
Fragmenten mit einer Toleranz von 4,5 ppm. Carbamidomethylierung von Cysteinresten wurde
als statische Modifikation, Oxidation und N-terminale Acetylierung von Methionin als variable
Madifikation gewertet.

Die Proteine wurden unter Verwendung des markierungsfreien Quantifizierungsalgorithmus
,MaxQuant“ als ,label-free quantification” (LFQ) Intensitaten quantifiziert. Diese spiegeln keine
absoluten Anzahlen von Kopien wider, sondern dienen nur dem Vergleich der Haufigkeiten
desselben Proteins in verschiedenen Proben. Grund dafir sind nicht nur die Menge an
quantifizierten Peptiden sondern auch die Effizienz mit welcher Peptide ionisiert werden (Cox &
Mann, 2008; Cox et al., 2014; Nagaraj et al., 2011; 2012)

Jedes MS Experiment lieferte somit Datenpunkte in Form von LFQ-Intensitaten, jeweils in
Triplikaten fur eine Kontrollgruppe und mindestens zwei beeinflusste Gruppen. Fehlende
Datenpunkte wurden durch zwei unterschiedliche Arten der Imputation generiert: Fur vollstandig
fehlende Proteine, die keine gultigen Datenpunkte aufweisen, wurden imputierte Datenpunkte
zuféllig im unteren Teil der gesamten Proteomics-Verteilung erzeugt, wobei die Strategie in der

Perseus-Software verfolgt wurde (Tyanova et al., 2016)
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Fur Proteine mit mindestens einem gultigen MS-Datenpunkt wurden fehlende Datenpunkte aus
den gultigen Datenpunkten erzeugt, durch Imputation aufgrund lokaler Fehlerquadrate (,local
least squares® LLS) (Hyunsoo et al., 2005).

2.7. Bioinformatische Auswertung & Proteinmengenbestimmung

Die bioinformatische Auswertung der massenspektrometrisch gewonnenen Daten wurde im
Zentrum fur Bioinformatik von Duy Nguyen unter der Leitung von Prof. Volkhard Helms an der
Universitat des Saarlandes durchgefuhrt. Folgend wird die grundlegende Vorgehensweise
zusammenfassend erklart. Eine detaillierte  Beschreibung der bioinformatischen
Auswertemethode ist diesbezlglich der Dissertation von Duy Nguyen zu entnehmen (Nguyen,
2017).

Zunachst wurde die Gen-basierte Quantiinormalisierung angewendet, um die
Haufigkeitsverteilungen jedes Proteins in Bezug auf statistische Eigenschaften zu
homogenisieren. Es folgte die ldentifizierung der Proteine, welche vom Sec61a- und TRAPS-
Knock-down in siRNA-behandelten Zellen im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA behandelten Probe
beeinflusst wurden. Dazu wurde das Verhalinis zwischen depletierender und Kontroll-siRNA log2-
transformiert und anschlie3end zwei verschiedene t-Tests fir jede depletierende siRNA gegen
Kontroll-siRNA durchgefuhrt. Die dadurch erhaltenen P-Werte wurden unter Verwendung von
Jalse discovery rate (FDR)“ Tests korrigiert. Sofern der daraus resultierende Q-Wert fir ein
Protein unter 5 % lag, wurden diese Proteine als signifikant beeinflusst betrachtet, aufgrund der
Reduktion der entsprechenden Genexpression mittels RNAi (TRAPB oder SEC61A1). Proteine,
die in der Schnittmenge beider t-Tests als signifikant beeinflusst betrachtet wurden, wurden flr
weitere Untersuchungen als Substratkandidaten verwendet. Alle statistischen Analysen wurden
mit dem R-Paket SAM durchgefuhrt (Tusher et al., 2001).

Protein-Annotationen von Signalpeptiden, Transmembranregionen und N-Glykosylierungen
wurden UniProtKB entnommen unter Verwendung benutzerdefinierter Skripte. Mit Hilfe des
,Gorilla Packages” wurde die Anreicherung funktioneller GO-Annotationen unter den sekundéar
beeinflussten Proteinen berechnet (Eden et al., 2009). Mittels benutzerdefinierter Skripte wurden
sowohl der Gehalt helixbrechender Aminoséduren Glycin und Prolin als auch der

Hydrophobizitatsscore nach Kyte-Doolittle in Signalsequenzen bestimmt (Kyte & Doolittle, 1982).
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2.8. Statistische Auswertemethoden

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software Excel 2007 (Microsoft) durchgefiihrt.
Dabei lag jeweils die Fragestellung zugrunde, ob zwei Datensétze signifikant voneinander
abweichen. Es wurde dabei der ungepaarte t-Test angewendet und die Wahrscheinlichkeit p zur

Beurteilung der Signifikanzen wie folgt definiert:

p > 0,050 (nicht signifikant)

p < 0,050 (signifikant, *)

p < 0,010 (sehr signifikant, **)
p < 0,001 (hoch signifikant, ***)
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3. Ergebnisse

Der TRAP-Komplex formt zusammen mit dem Ribosom-assoziierten Sec61-Komplex einen
stabilen Superkomplex (Ménétret et al., 2008; Pfeffer et al., 2014 & 2017). Wahrend die
Funktionen und Eigenschaften des Sec61-Komplexes in der Literatur eingehend beschrieben
sind, ist dagegen vergleichsweise wenig Uber den TRAP-Komplex bekannt. In friheren Studien
konnte durch Cross-Linking-Experimente die potentielle Interaktion zwischen dem TRAP-Komplex
und naszierenden Polypeptiden wahrend ihrer Translokation in das ER-Lumen gezeigt werden
(Wiedmann et al., 1989; Conti et al., 2015). AuRerdem wurde publiziert, dass TRAP die Topologie
von Transmembranhelices einzelner Proteine beeinflussen kann (Sommer et al., 2013). In-vitro
Studien zeigten, dass TRAP die Translokation einzelner Polypeptide unterstitzt (Fons et al.,
2003). Dies verdeutlicht, dass der TRAP-Komplex in einer noch nicht determinierten Art und
Weise am Transport bestimmter Polypeptide beteiligt ist. Gestitzt wird diese Beobachtung durch
Cryo-Elektronentomografie (CET) Studien, in welchen festgestellt wurde, dass der TRAP-
Komplex und der Sec61-Komplex in stdchiometrischen Mengen vorliegen und die y-Untereinheit
des TRAP-Komplex auf cytosolischer Seite durch die direkte raumliche N&he mit ribosomalen
Proteinen interagieren kann (Pfeffer et al., 2017). Aus der Literatur sind des Weiteren einige
Patienten bekannt, welche unter einer chronischen Glykosylierungskrankheit (CDG) leiden, die
auf Mutationen in der y- bzw. &-Untereinheit des TRAP-Komplexes zurtickgeht. Dadurch liegt die
Vermutung nahe, dass der TRAP-Komplex mit dem N-Glykosylierungsprozess in Verbindung
steht (Losfeld et al., 2014; Ng et al., 2015).

Welche Proteine jedoch in Abh&ngigkeit zum TRAP-Komplex innerhalb ihrer Biogenese stehen
und auf welchen Eigenschaften beiderseits diese Abhangigkeit beruht, wurde bisher nicht
analysiert.

Ziel dieser Arbeit war es, den TRAP-Komplex hinsichtlich seiner substratspezifischen
Eigenschaften zu untersuchen und die Funktionsweise des Komplexes naher zu charakterisieren.
Zu diesem Zweck bediente man sich einer Strategie, die prinzipiell zwei verschiedene

experimentelle Analysen kombiniert.
A. HelLa-Zellen wurden zunéchst mittels siRNA vermittelter Proteindepletion manipuliert.

B Das resultierende Proteom wurde massenspektrometrisch quantifiziert und die erhaltenen
Daten bioinformatisch ausgewertet. Anhand dieser Proteinmengenbestimmung wurden
potentielle TRAP-abhéngige Substrate identifiziert.

C In unabhangigen Experimenten wurden zum einen die Substrate an sich und zum anderen

deren spezifischen Eigenschaften validiert.
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Zusatzlichen wurden Fibroblasten von CDG-Patienten zur Verfigung gestellt und zur
Validierung hinsichtlich des Proteingehalts der Modellsubstrate ebenfalls analysiert. Die

Ergebnisse der genannten Untersuchungen sind im folgenden Kapitel erlautert.

3.1. Strategie zur Bestimmung des Substratspektrums von des TRAP-Komplexes
in intakten HelLa Zellen

Die folgend beschriebene Strategie zur Identifizierung des Substratspektrums des TRAP-
Komplexes basiert auf folgenden Uberlegungen:

Etwa ein Drittel aller genomisch kodierten Polypeptide miussen durch den Sec61-Kanal in das ER-
Lumen transportiert bzw. in die ER-Membran integriert werden (1.1). Diese Proteine sind dem
sekretorischen Weg zuzuordnen. Bei einem Fehlen dieses Kanals, z.B. aufgrund der siRNA—
basierten Reduktion der Genexpression von SEC61A1, kénnen betreffende Polypeptide nicht in
das ER-Lumen transportiert werden (Abbildung 23). Es kommt daher zur Akkumulation der nicht-
transportierten Polypeptide im Cytosol und deren proteasomalen Abbau (1.5.1, 2.4.6.1). Demnach
ist anzunehmen, dass die reduzierte Genexpression von SEC61A1 bewirkt, dass vor allem
Proteine des sekretorischen Wegs innerhalb des massenspektrometrisch quantifizierten

Proteoms vermindert nachgewiesen werden.
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Abbildung 23: Identifizierung von Sec61-Substraten und kompensatorischer Mechanismen nach siRNA
vermittelter Depletion von SEC61A1

Zur Bestimmung des Substratspektrums des Sec61-Komplexes wurde folgendermafRen vorgegangen: In zwei
biologischen Replikaten wurden HeLa-Zellen jeweils in Triplikaten geman Protokoll fiir 96 h mit SEC61A1 bzw. Kontroll-
SiRNA behandelt. Da diese keine Homologie zu bekannten humanen Sequenzen aufweist, hat die Manipulation der
HeLa-Zellen keinen Einfluss auf die Biogenese von Proteinen und dient daher als Negativkontrolle. Die gleichartige
Transfektion mit SEC61A1 siRNA (#4) bzw. SEC61A1-UTR siRNA (#5) fuhrt zur Depletion des Sec61-Komplexes. Bei
einem Fehlen dieses Kanals kdnnen betreffende Polypeptide nicht in das ER-Lumen transportiert werden. Es kommt
daher zur Akkumulation der nicht-transportierten Polypeptide im Cytosol und deren proteasomalen Abbau (1.5.1,
2.4.6.1) (Modifiziert aus ,Servier Medical Art*, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License*
geschutzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).

Durch die effiziente Reduktion des TRAP-Komplexes als akzessorische Komponente des Sec61-
Komplexes, wirde demnach in Analogie zur Depletion von SEC61A1 analog der eingeschréankte
Transport potentieller TRAP-Substrate in das ER-Lumen und eine Akkumulation im Cytosol

gefolgt vom proteasomalen Abbau resultieren (1.5.1, 2.4.6.1, Abbildung 24).
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Abbildung 24: Identifizierung von TRAP-Substraten und kompensatorischer Mechanismen nach siRNA
vermittelter Depletion von TRAPB

Zur Bestimmung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes wurde folgendermaf3en vorgegangen: In drei
biologischen Replikaten wurden HelLa-Zellen jeweils in Triplikaten gemar Protokoll fir 96 h zum einen mit Kontroll-
SiRNA behandelt. Da diese keine Homologie zu bekannten humanen Sequenzen aufweist, hat die Manipulation der
HelLa-Zellen keinen Einfluss auf die Biogenese von Proteinen und dient daher als Negativkontrolle. Die gleichartige
Transfektion zum anderen mit TRAPB siRNA (#3) bzw. TRAPB-UTR siRNA (#2) fuhrt zur Depletion des TRAP-
Komplexes. Durch die effiziente Reduktion des TRAP-Komplexes als akzessorische Komponente des Sec61-
Komplexes, resultiert der eingeschrénkte Transport potentieller TRAP-Substrate in das ER-Lumen und eine
Akkumulation im Cytosol gefolgt vom proteasomalen Abbau (1.5.1, 2.4.6.1) (Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt
durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License” geschditzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).
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Zur Bestimmung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes erfolgte die Vorgehensweise
entsprechend dem Schema in Abbildung 25:

In drei biologischen Replikaten wurden HeLa-Zellen jeweils in drei technischen Triplikaten geman
Protokoll (2.4.4.1) mit zwei verschiedenen gegen TRAPB gerichteten siRNAs behandelt. Die RNAI
gestitzte genetische Manipulation der HelLa-Zellen stellte dabei eine bereits etablierte,
reproduzierbare Vorgehensweise dar. In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass
die siRNA vermittelte Depletion der B-Untereinheit des TRAP-Komplexes zu einer
Destabilisierung und dadurch zur Degradation des gesamten TRAP-Komplexes fuhrt (Pfeffer et
al., 2017). Als Positivkontrolle und damit zur Uberpriifung des Konzepts wurden zusatzlich in zwei
biologischen Replikaten HelLa-Zellen mittels zwei verschiedener siRNAs SEC61A1-depletiert,
jeweils ebenfalls in technischen Triplikaten.

Alle Ansatze wurden mit Daten der Zellen verglichen, welche mit Kontroll-siRNA behandelt
wurden. Diese Kontroll-siRNA weist keine Homologie zu bekannten humanen Sequenzen auf und
fuhrt daher nicht zu einer Anderung des Transkriptoms.

Nach maximaler Reduktion der Genexpression durch RNAi erfolgte die Zellernte und Aufbereitung
zur folgenden massenspektrometrischen Untersuchung (2.4.5). Die markierungsfreie
Proteomanalyse wurde gemal Kapitel 2.6 im Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried
durchgefunhrt.

Die Datenanalyse und bioinformatische Auswertung erfolgte durch Duy Nguyen unter der Leitung
von Prof. Volkhard Helms im Center fur Bioinformatik an der Universitéat des Saarlandes. Im
folgenden Teil werden die Ergebnisse dieser Auswertung zusammengefasst. Die detaillierte
Vorgehensweise innerhalb der statistischen Auswertung ist in der Dissertation von Duy Nguyen
eingehend beschrieben (Nguyen, 2017). Innerhalb dieser Proteinmengenbestimmung wurden
Proteine identifiziert, die nach der genetischen Manipulation mittels RNAI signifikant in Quantitat
gegenuber der Kontrolle verandert waren.

Aus der Gruppe an Proteinen, die sowohl nach Depletion von TRAPB als auch SEC61A1 als
quantitativ verandert nachgewiesen wurden, erfolgte eine Auswahl an Modellproteinen zur
weiteren Validierung der Substrate selbst und deren Eigenschaften. Zu diesem Zweck wurden
HeLa-Zellen in weiteren unabhangigen Experimenten gemaf 2.4.4.1. fuir SEC61A1 bzw. TRAPB
depletiert. Fur letztere folgte die mRNA-Analyse mittels gqRT-PCR (2.3.2.3), Quantifizierung des
Proteingehalts auf Western Blot Basis (2.2) sowie Rettungsexperimente in Bezug auf die zu

validierenden Modellsubstrate.
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Abbildung 25: Strategie zur Bestimmung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes in HeLa-Zellen.

Zur Bestimmung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes wurde folgendermaRen vorgegangen: In drei
biologischen Replikaten wurden HelLa-Zellen jeweils in Triplikaten gemaf Protokoll fir 96 h mit TRAPB siRNA (#3),
TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt. Zur Uberpriifung des gesamten Konzepts wurden zusétzlich
in zwei Replikaten HeLa-Zellen jeweils in Triplikaten gemaf Protokoll fiir 96 h mit SEC61A1 siRNA (#4), SEC61A1-
UTR siRNA (#5) bzw. Kontroll-siRNA behandelt. Das resultierende Proteom wurde mittels markierungsfreier
massenspektrometrischer Analyse gemaf Kapitel 2.6 im Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried untersucht.
Die Datenanalyse und bioinformatische Auswertung erfolgte durch Duy Nguyen im Center fir Bioinformatik an der
Universitat des Saarlandes. Dabei wurden Proteine identifiziert, die nach der genetischen Manipulation mittels siRNA
signifikant in Quantitat verandert waren. Aus der Gruppe an Proteinen, die sowohl nach Depletion von TRAPB als auch
SEC61A1 als vermindert nachgewiesen wurden, wurden Modellsubstrate zur weiteren Validierung der Substrate an
sich und deren Eigenschaften ausgewahlt. Die Validierung verlief gestaltete sich folgendermaf3en: HeLa-Zellen wurden
in weiteren unabhéngigen Experimenten gemalR 3.2 fur TRAPB- bzw. SEC61A1 depletiert. Es folgte die mRNA-Analyse
mittels gRT-PCR (2.3.2.3) sowie Quantifizierung des Proteingehalts auf Western Blot Basis (2.2.2) fur die
Modellsubstrate (Modifiziert aus ,Servier Medical Art“, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License*
geschutzt. http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).
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3.1.1. Proof of concept: Identifizierung von Sec61-Substraten und kompensatorischer

Mechanismen nach siRNA vermittelter Depletion von SEC61A1

Um die in 3.1 beschriebene Strategie zur Identifizierung des Substratspektrums des TRAP-
Komplexes zu beurteilen wurde neben TRAPB auch die siRNA vermittelte Depletion von
SEC61A1 durchgefihrt und das resultierende Proteom massenspektrometrisch analysiert. Lang
(2012) etablierte die siRNA-basierte Strategie zur Reduktion der SEC61A1-Genexpression. Zur
nahezu vollstandigen Degradation der entsprechenden mRNA erfolgte die Manipulation der HeLa-
Zellen mit 20 nM SEC61A1 siRNA oder SEC61A1-UTR siRNA (ber einen Zeitraum von 96 h
(2.4.4.1). Die Reduktion der a-Untereinheit fuhrt zu einem Verlust des gesamten Sec61-
Komplexes. Zur exakten Auswertung der Resultate hinsichtlich der Reproduzierbarkeit wurden
HelLa-Zellen SEC61Al-depletiert. Mittels semi-quantitativem Western Blot und densitometrischer
Analyse wurde die verringerte Genexpression von SEC61A1 kontrolliert (2.2.2.2, 2.2.3, 2.2.4). In
Abbildung 26 ist das Ergebnis der Untersuchung zur Depletionseffizienz dargestellit.

In allen sechs Proben wurde der Sec61a-Restproteingehalt mit unter 10 % nachgewiesen (A). In
B ist ein reprasentativer Western Blot eines Experiments nach immunologischer Detektion von

Sec61a sowie B-Aktin als Ladekontrolle dargestellt.
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Abbildung 26: Uberpriifung der Depletionseffizienz von SEC61A1 mittels Western Blot.

In zwei biologischen Replikaten wurden HelLa-Zellen jeweils in Triplikaten geméafR 2.4.4.1 fir 96 h mit SEC61A1 siRNA
(#4), SEC61A1-UTR siRNA (#5) bzw. Kontroll-siRNA behandelt und die Depletionseffizienz mittels Western Blot
Uberprift. A zeigt sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweils quantifizierten Restproteingehalts von
Sec61a. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. B zeigt einen repréasentativen Blot eines
Experiments mit drei technischen Replikaten. Dazu wurden 5,2 *108 HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat
und mit 20 nM der jeweiligen siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h behandelt. Die Ernte erfolgte nach 96 h, anschliel3end
wurden die Zellen gez&hlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Uberpriifung der Depletionseffizienz wurden die
Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12 % / 3 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine auf einer PVDF-Membran
immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von Sec61a erfolgte Uber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen, als Sekundarantikorper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5.
B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde iber einen monoklonalen Primarantikdrper Maus-anti-B-Aktin und einen
sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 %
Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante
Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt (Daten verdéffentlicht in Nguyen, Stutz
et al, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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In der massenspektrometrischen Analyse konnten 7212 + 356 Proteine quantitativ charakterisiert
werden, was etwa 50 % des gesamten Proteoms der HelLa-Zellen entspricht. Proteine, die keine
ausreichende Anzahl an Kontrolldatenpunkten aufwiesen, nicht in allen Proben nachgewiesen
wurden sowie Kontaminationen laut MaxQuant Analyse, wurden aus der anschlieRenden
bioinformatischen Untersuchung ausgeschlossen. 5129 Proteine wurden in allen Proben
detektiert. Daher wurden diese Proteine nachfolgend einer Proteinmengenbestimmung

unterzogen und als ,Gesamtproteom® bezeichnet.
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Abbildung 27: Anzahl der nachgewiesenen Proteine innerhalb der MS-Analyse nach Depletion von SEC61A1
HelLa-Zellen wurden in zwei unabhangigen Experimenten mit SEC61A1 siRNA gemé&R 2.4.4.1 behandelt. Das
resultierende Proteom wurde massenspektrometrisch analysiert. Dargestellt ist die Verteilung der der gefundenen
Proteine innerhalb der beiden Experimente. Blau: Proteine, die in allen Proben gefunden wurden und weiter analysiert
wurden. Griin: Proteine, die keine ausreichende Anzahl an Kontrolldatenpunkten aufweisen. Gelb: Kontaminationen
laut MaxQuant Analyse. Rot: Proteine, die nicht in allen Proben gefunden wurden. gesetzt (Daten verdffentlicht in
Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Innerhalb der Proteinmengenbestimmung wurden signifikante Veranderungen im Proteingehalt
durch die verminderte Genexpression von SEC61Al detektiert. Dazu wurden die Daten
guantifiziert und statistisch signifikante Verdnderungen des Datensatzes der SEC61Al-
depletierten Zellen gegeniber der Kontrolle aufgezeigt (2.7; q < 0,05). Dem Volcano Plot
(Abbildung 28) ist die unterschiedliche Beeinflussung der nachgewiesenen Proteine innerhalb der
massenspektrometrischen Analyse nach siRNA vermittelter reduzierter Genexpression fir eine
der beiden siRNAs von SEC61A1 im Vergleich zur Kontrolle zu enthehmen. ,Log2 fold change*
bezeichnet dabei das MaR der Abweichung, ,-logl0 p-value ist das Mal} der Signifikanz.
Insgesamt wurden 482 Proteine als quantitativ negativ, 342 als quantitativ positiv beeinflusst

nachgewiesen.
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Die Gruppe der signifikant negativ beeinflussten Proteine umfasst dabei die Untereinheiten a, 8
und y des Sec61-Komplexes sowie von der reduzierten SEC61A1-Genexpression sekundar
betroffenen Sec61-Substrate.

Im Gegensatz dazu konnte die Gruppe der signifikant positiv beeinflussten Proteine
kompensatorisch auf den Verlust des Sec61-Komplexes wirken. So war z.B. der Proteingehalt der

beiden Untereinheiten des SRP-Rezeptors quantitativ erhoéht.
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Abbildung 28: Volcano Plot zum Experiment nach SEC61A1 siRNA basierter Proteindepletion

Die Punkte im Volcano Plot reprasentieren alle massenspektrometrisch quantifizierten Proteine. Diese wurden dabei
anhand der unterschiedlichen Beeinflussung nach SEC61A1 Depletion (A: SEC61A1 siRNA, B: SEC61A1-UTR siRNA)
im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. ,Log2 fold change” bezeichnet das MaR der Abweichung, ,-log10 p-value” ist das
Maf der Signifikanz. Positiv beeinflusste Proteine nach SEC61A1 Depletion sind in dunkelblau, negativ beeinflusste in
hellblau dargestellt (verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License® geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Die detaillierte Liste der quantifizierten Proteine mit korrespondierenden Gennamen, UniProtkKB
IDs, und ,Log2 fold changes® sind Nguyen, Stutz et al. (2018) ,Supplementary Data 1“ (alle),
~Supplementary Data 3“ (negativ beeinflusst), ,Supplementary Data 4“ (positiv beeinflusst) und
“Supplementary Data 7” (signifikant beeinflusst) zu entnehmen.

In Abbildung 29 ist die subzellulare Lokalisation der mittels Proteomanalyse quantifizierten
Proteine basierend auf Gene Ontology (GO) Annotationen dargestellt. Innerhalb des gesamten
Proteoms wurden 26 % der Proteine dem Endo- und Exozytosewegs zugeordnet. Generell
konnten Proteine, mit abspaltbarem Signalpeptid mit 6 % nachgewiesen werden, Glykoproteine
mit 8 % und Membranproteine mit 12 %.
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Der Anteil der Proteine, die dem sekretorischen Transportweg zugeordnet wurden, erhdhte sich
innerhalb der Gruppe negativ beeinflusster Proteine auf 60 %.

Des Weiteren stieg auch der Anteil der Proteine, die ein Signalpeptid aufweisen von 6 % auf
40 %, der Anteil der Glykoproteine von 8 % auf knapp 45 % und der Anteil der Membranproteine
von 11 % auf 36 %.

Davor allem Proteine des sekretorischen Wegs negativ von der Depletion von SEC61A1 betroffen
waren, wurde gemalf der Hypothese in Abbildung 23 angenommen, dass die Vorlauferpolypeptide
dieser Gruppe (197 Proteine mit Signalpeptid, 98 Proteine mit Transmembranhelix) Substrate des

Sec61-Komplexes sind.
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Abbildung 29: Subzellulare Lokalisation der Proteine nach SEC61A1 Depletion.

Dargestellt ist der Anteil der subzelluldre Lokalisation des gesamten Proteoms sowie des negativ beeinflussten
Proteoms nach SEC61A1 Depletion. In griin sind die Organellen des sekretorischen Transportwegs gekennzeichnet.
Zudem wird der Anteil derer Proteine markiert, die innerhalb der Gruppen ein Signalpeptid oder eine N-Glykosylierung
aufweisen bzw. es sich um Membranproteine handelt (veréffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative
Common Attribution 4.0 International License® geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Zusammenfassend kann die experimentelle Strategie der Manipulation humaner Zellen mittels
siRNA vermittelter Proteindepletion, markierungsfreier quantitativer Proteomanalyse und der
folgenden Proteinmengenbestimmung als erfolgreich dahingehend anerkannt werden, das

Substratspektrum des Sec61-Komplexes zu beurteilen.
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3.1.2. Identifizierung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes nach siRNA
vermittelter Depletion von TRAPB

In 3.1 wurde nachgewiesen, dass durch die massenspektrometrische Analyse mit siRNA
manipulierter Zellen Abh&ngigkeiten zur depletierten Komponente identifiziert werden kénnen. Um
nun weiterfuhrend auch Proteine zu identifizieren, die zur korrekten Reifung auf den TRAP-
Komplex angewiesen sind, wurden analog HelLa-Zellen durch Anwendung der RNAI-Strategie,
die B-Untereinheit des TRAP-Komplexes betreffend, manipuliert. Es folgte die
massenspektrometrische, quantitative Analyse des Proteoms sowie die bioinformatische,
statistische Auswertung zur weiteren Untersuchung des Substratspektrums des TRAP-
Komplexes gemal Abbildung 25.

In drei biologischen Replikaten mit je drei technischen Replikaten wurden HelLa-Zellen TRAPB
depletiert. Dazu wurde gemaf Kapitel 2.4.4.1 vorgegangen und HelLa-Zellen ausgesat, mit 10 nM
TRAPB- bzw. TRAPB-UTR sowie Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt. Im
Anschluss an die Zellernte nach 96 h erfolgte die Aufbereitung der Zellen sowie die semi-
quantitative Western Blot Analyse (2.4.5). In Abbildung 30 ist das Ergebnis zur Uberprifung der
RNAI vermittelten TRAPB Depletionseffizienz mittels semi-quantitativem Western Blot dargestellt.
Der TRAPB-Restproteingehalt wurde durch Behandlung der HeLa-Zellen mit TRAPB siRNA mit
unter 25 % nachgewiesen, mit TRAPB-UTR siRNA mit unter 10 % (A). B zeigt einen
reprasentativen Western Blot eines Experiments nach immunologischer Detektion von TRAPJ

sowie 3-Aktin als Ladekontrolle.
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Abbildung 30: Uberpriifen der Depletionseffizienz von TRAPB mittels Western Blot

In drei biologischen Replikaten wurden HelLa-Zellen in Triplikaten gemaR 2.4.4.1 fir 96 h mit TRAPB siRNA (#3),
TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt und die Depletionseffizienz mittels Western Blot Gberprift. A
stellt sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweils quantifizierten Restproteingehalts von TRAP dar. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. B zeigt einen représentativen Blot eines Experiments.
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Dazu wurden 5,2 *108 HelLa-Zellen pro 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum
Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt. Die Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieRend wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren
Analyse aufbereitet. Zur Uberpriifung der Depletionseffizienz wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12 %,
3 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine auf einer PYDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion
analysiert. Der Nachweis von TRAPB erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen, als
Sekundarantikorper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5. B-Aktin diente als Ladekontrolle und
wurde Uber einen monoklonalen Primarantikbrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-
Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikdrper wurden gemafR Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdinnt. Zur
weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin
normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative
Common Attribution 4.0 International License® geschitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Es wurden innerhalb der quantitativen MS-Analyse 7670 + 332 Proteine charakterisiert. Proteine,
die keine ausreichende Anzahl an Kontrolldatenpunkten aufwiesen, nicht in allen Proben
nachgewiesen wurden sowie Kontaminationen laut MaxQuant Analyse, wurden aus
anschlielRenden bioinformatischen Untersuchung ausgeschlossen. 5911 Proteine konnten in allen
Proben detektiert werden und wurden folgend der Proteinmengenbestimmung unterzogen
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Anzahl der nachgewiesenen Proteine innerhalb der MS-Analyse nach Depletion von TRAPB
HelLa-Zellen wurden in zwei unabhéngigen Experimenten mit TRAPB-UTR siRNA gemaR 2.4.4.1 behandelt. Das
resultierende Proteom wurde massenspektrometrisch quantitativ analysiert (2.6). Dargestellt ist die Verteilung der der
gefundenen Proteine innerhalb der beiden Experimente. Blau: Proteine, die in allen Proben gefunden wurden (5911)
und weiter analysiert wurden. Grin: Proteine, die keine ausreichende Anzahl an Kontrolldatenpunkten aufwiesen
(TRAP#1: 769 / TRAP#2: 739 / TRAP#3: 751). Gelb: Kontaminationen laut MaxQuant Analyse (TRAP#1: 235 / TRAP#2:
224 | TRAP#3: 216). Rot: Proteine, die nichtin allen Proben gefunden wurden (TRAP#1: 744 | TRAP#2: 1133 / TRAP#3:
464).

Innerhalb der Proteinmengenbestimmung wurden signifikante Veranderungen im Proteingehalt
durch die verminderte Genexpression von TRAPB detektiert. Dazu wurden die Daten quantifiziert
und statistisch signifikante Verédnderungen des Datensatzes der TRAPB-depletierten Zellen

gegenilber der Kontrolle aufgezeigt (2.7; g < 0,05).
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Die Daten nach TRAPB Depletion sind dabei je Experiment gemittelt aus den Einzeldaten
gewonnen nach Zellmanipulation mit TRAPB siRNA bzw. mit TRAPB-UTR siRNA. Im Volcano
Plot (Abbildung 32) ist die unterschiedliche Beeinflussung der nachgewiesenen Proteine innerhalb
der massenspektrometrischen Analyse nach siRNA vermittelter reduzierter Expression von
TRAPB im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Insgesamt wurden 180 Proteine als negativ, 77 als
positiv beeinflusst nachgewiesen (q < 0,05). Die Gruppe der signifikant negativ beeinflussten
Proteine umfasst dabei die Untereinheiten a, B, y und & des TRAP-Komplexes sowie von der
reduzierten TRAPB-Genexpression sekundar betroffenen TRAP-Substrate.

Im Gegensatz dazu koénnte die Gruppe der signifikant positiv beeinflussten Proteine
kompensatorisch auf den Verlust des TRAP-Komplexes wirken. So war z.B. der Proteingehalt der

beiden Untereinheiten des SRP-Rezeptors quantitativ erhoht.
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Abbildung 32: Volcano Plot zum Experiment nach TRAPB siRNA basierter Zellmanipulation.

Die Punkte im Volcano Plot reprasentieren alle massenspektrometrisch quantifizierten Proteine. Diese wurden dabei
anhand der unterschiedlichen Beeinflussung nach TRAPB Depletion (A: TRAPB siRNA, B: TRAPB-UTR siRNA) im
Vergleich zur Kontrolle dargestellt. ,Log2 fold change® bezeichnet dabei das MaRR der Abweichung, ,-l0g10 p-value® ist
das Mal3 der Signifikanz. Positiv beeinflusste Proteine nach TRAPB Depletion sind in dunkelgriin, negativ beeinflusste
in hellgrun dargestellt (Daten veréffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

In Abbildung 33 ist die subzellulare Lokalisation der innerhalb der Proteomanalyse quantifizierten
Proteine basierend auf Gene Ontology (GO) Annotationen dargestellt. Innerhalb des gesamten
Proteoms konnten 27 % der Proteine dem sekretorischen Transportweg zugeordnet werden.

Dieser Anteil stieg innerhalb der Gruppe negativ beeinflusster Proteine auf 40 % an.
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Des Weiteren erhohten sich auch der Anteil der Proteine, die ein Signalpeptid besitzen von 6 %
auf 21 %, der Anteil der Membranproteine von 12 % auf 26 % und der Anteil der Glykoproteine
von 8 % auf 22 %, Membranproteine von 11 % auf 36 %. Da vor allem Proteine des sekretorischen
Wegs negativ von der Depletion von TRAPB betroffen waren, wurde gemaf3 der Hypothese in
Abbildung 24 angenommen, dass die Vorlauferpolypeptide dieser Gruppe (38 Proteine mit
Signalpeptid, 22 Membranproteine) Substrate des TRAP-Komplexes sind.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich die Gruppen der quantitativ negativ beeinflussten Proteine,
aufgrund der reduzierten Genexpression von TRAPB und SEC61A1 sich zu 40 % Uberschneiden.

GESAMTES PROTEOM NEGATIV BEEINFLUSSTES
PROTEOM

Kern
Mitochondrium
Zytosol

Ribosom
Zytoskelett

Peroxisom
Plasmamembran
ER

Golgi
Extrazellularraum
Lysosom

Endosom
Vacuole

27,01%

40,38 %

72,99% 59,62 %

EE0O0OO0OOEEOOO0OO

6,50 % 8,48 % 12,65% 2167% 22,78% 26,111%
Signalpeptid
N-glykosyliert

oEm

Membranprotein

Abbildung 33: Subzellulédre Lokalisation der massenspektrometrisch quantifizierten Proteine nach siRNA
vermittelter TRAPB Depletion

Dargestellt ist der Anteil der subzellulare Lokalisation des gesamten Proteoms sowie des negativ beeinflussten
Proteoms nach TRAPB Depletion basierend auf UniProtKB Daten In griin sind die Organellen des sekretorischen
Transportwegs gekennzeichnet. Zudem wird der Anteil derer Proteine markiert, die innerhalb der Gruppen ein
Signalpeptid oder eine N-Glykosylierung aufweisen bzw. es sich um Membranproteine handelt. (Daten veréffentlicht in
Nguyen, Stutz et al.,, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Des Weiteren wurde Uberprift, welche Proteine sowohl aufgrund der Genexpressionsminderung
von TRAPB als auch von SEC61A1 gleichermal3en betroffen waren (Abbildung 34):
Nach reduzierter Expression von TRAPB wurden 5911 Proteine in allen drei biologischen

Replikaten nachgewiesen, 5129 nach Depletion von SEC61A1.
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Vergleichend zur Kontrolle waren nach Transfektion der HelLa-Zellen mit TRAPB siRNA 70
Proteine mit Signalpeptid (Tabelle 23) oder N-terminaler Transmembranhelix negativ beeinflusst
(Tabelle 24); nach Behandlung mit SEC61A1 siRNA 295 Proteine. 24 Proteine waren in beiden
Gruppen zu finden. Diese Proteine wurden als potentielle TRAP-Substrate identifiziert. In ihrer
Quantitat positiv beeinflusst wurden nach Depletion von TRAPB 76 Proteine, nach verringerter
Genexpression von SEC61A1 342 Proteine. In beiden Gruppen wurden 16 gleiche Proteine
nachgewiesen. Bei diesen Proteinen kdnnte es sich solche Proteine handeln, welche die
verminderte Abundanz des TRAP-Komplexes kompensieren.

Eine Auswahl der potentiellen TRAP-Substrate sowie der kompensatorisch regulierten Proteine

wurde zur Validierung der Substrate selbst und deren Eigenschaften in Kapitel 3.2 verwendet.

Negativ beeinflusste
Proteine mit SP oder TMH

36 24 271 Sectla
Depletion

5129

Abbildung 34: Quantitative Auswertung der mittels MS detektierten Proteine nach siRNA vermittelter Depletion
von TRAPB und SEC61A1

Nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB wurden 5911 Proteine in allen drei biologischen Replikaten
nachgewiesen, 5129 nach Depletion von SEC61A1. Vergleichend zur Kontrolle waren nach Transfektion der HelLa-
Zellen mit TRAPB siRNA 60 Proteine mit Signalpeptid oder N-terminaler Transmembranhelix negativ beeinflusst; nach
Behandlung mit SEC61A1 siRNA 295 Proteine. 24 Proteine waren in beiden Gruppen zu finden. In ihrer Quantitat positiv
beeinflusst wurden nach Depletion von TRAPB 77 Proteine, nach Depletion von SEC61A1 342 Proteine. In beiden
Gruppen wurden 16 gleiche Proteine nachgewiesen.

Tabelle 23: Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Proteine mit abspaltbarer Signalsequenz nach
siRNA vermittelter TRAPB Depletion

Die Aminosauresequenzen von Signalpeptiden potentieller TRAP-Substrate sind zusammen mit der zugehdrigen
UniProtKB-ID des Proteins und Gennamen gelistet. Das Vorhandensein einer N-Glykosylierung (N-Glyk) oder
Transmembrandomane (TM) im reifen Teil der Proteine ist angezeigt. Der Anteil helixbrechender Aminosauren Glycin
und Prolin ist angegeben (GP [%]) genauso wie der Hydrophobizitatsscore (Hph) jeweils das Signalpeptid betreffend.
Auf Grundlage der Phobius-Vorhersage (www.phobius.sbc.su.se) sind die Aminosduresequenzen unterteilt in N-
terminale, hydrophobe und C-terminale Doméanen. Fir PPIC zeigt UniProtKB kein Signalpeptid an, dem entgegen steht
jedoch die Signalpeptidvorhersage fur PPIC durch SignalP 4.1 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). Markiert sind
auBerdem Proteine, die ebenfalls nach Depletion von SEC61A1 als vermindert nachgewiesen wurden (*), in 3.2
validierte TRAP-Substrate (**), Untereinheiten des OST-Komplexes (***). Sill und Calreticulin in Blau, mittels
Proteomanalyse nicht zweifelsfrei als TRAP-Substrat identifiziert. (Daten veroffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018,
Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License* geschutzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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UniProtkB . . N- GP
Gen Signalpeptid ™ Hph
ID gnaipep Glyk | [%] P
MPGRAPLRTVPGALGAWLLGGLWAWT
* - +
Q9uUM22 EPDR1 LCGLCSLGAVG 29,7 0,727
Q9H6X2 * ANTXR1 MATAERRALGIGFOWLSLATLVLICAG + + 15,6 0,262
Q8IWB1 ITPRIP MAMGLFRVCLVVVTA - + 6,7 1,951
000622 CYR61 MSSRIARALALVVTLLHLTRLALS - - 0 1,017
P54802 NAGLU MEAVAVAAAVGVLLLAGAGGAAG - + 21,7 1,461
Q9GZX9 TWSG1 MKLHYVAVLTLAILMFLTWLPESLS - + 4,0 1,269
MGARGAPSRRRQAGRRLRYLPTGSEP
*kk h— - -
Q13454 TUSC3 FLLLLLLLCIQLGGG * 24,4 0,01
Q9Y3A6 */** TMED5 MGDKIWLPFPVLLLAALPPVLLPGAAG + - 29,6 1,074
Q9HOU3 MAGT1 I\S/IAAARWRFWCVSVTMVVALLIVCDVPSA + + 35 1,227
Q13214 SEMA3B MGRAGAAAVIPGLALLWAVGLGSA - + 25,0 1,106
Q9BRR6 * ADPGK MALWRGSAYAGFLALAVGCVFL - - 13,6 1,356
P02751 FN1 MLRGPGPGLLLLAVOQCLGTAVPSTGA - + 25,8 0,161
PA5ST77 */x+ PPIC I(\B/IGPGPRLLLPLVLCVGLGALVFSSGAE i + 32.1 1,063
Q9UMXS5 NENF MVGPAPRRRLRPLAALALVLALAPGLPT i _ 226 0281
ARA
014773 TPP1 MGLOACLLGLFALILSGKCSY - + 15,8 1,526
P15941 * MUC1 MTPGTQSPEFLLLLLTVLTVVTG + + 17,4 1,310
Q15582 TGFBI MALFVRLLALALALALGPAATLA - - 8,7 1,729
075629 CREG1 MAGLSRGSARALLAALLASTLLALLVSP i + 12,9 0,880
ARG
Q9ULF5 * SLC39A10 MKVHMHTKECLICLLTFIFHHCNHC + + 0 0,707
Q08380 LGALS3BP MTPPRLEWVWLLVAGTQG - + 22,2 0,523
POS06Y * IGF1R I\PA1}_<SS§SGGGSPTSLWGLLFLSAALSLW + + 26,7 0,404
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Tabelle 23 (Fortsetzung): Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Proteine mit abspaltbarer
Signalsequenz nach siRNA vermittelter TRAPB Depletion
UniProtkB . . N- GP
Gen Signhalpeptid ™ Hph

ID gnaipep Glyk | [%] P

P08572 * COL4A2 MGRDQRAVAGPALRRWLLLGTVTVGFE - + 20,0 -0,04
LAQSVLA

Q8N2UO0 * TMEM256 MAGPAAAFRRLGALSGAAALGFASYGA | + - 24,1 0,292
HG

Q9UBV2 * SEL1L MRVRIGLTLLLCAVLLSLASA + + 4,8 1,651

Q969V3 NCLN MLEEAGEVLENMLKASCLPLGFIVFLPA | + + 16,7 1,038
VLLLVAPPLPAADA

014672 * ADAM10 MVLLRVLILLLSWAAGMG + + 15,8 1,775

P11117 *f+* ACP2 MAGKRSGWSRAALLQLLLGVNLVVMP . . 16,7 0,304
PTRA

POG756 * ITGAV g:\FPPRRRLRLGPRGLPLLLSGLLLPLC . . 29,7 0.163
MAAEGWIWRWGWGRRCLGRPGLLGP

Q12907 LMAN2 GPGPTTPLFLLLLLGSVTA " * 318 0,230

P56937 HSD17B7 MRKVVLITGASSGIGLALCKRL + + 19,1 1,733
MGYFRCARAGSFGRRRKMEPSTAARA

* [k% *kk - -

P39656 */ DDOST WALFWLLLPLLGAVCA + 14,3 0,115

Q8TB61 SLC35B2 MDARWWAVVVLAAFPSLGAG + - 23,8 0,627

Q6PIU2 NCEH1 MRSSCVLLTALVALA - + 14,3 1,617

Q5JPE7 NOMO2 MLVGQGAGLLGPAVVTAAVVLLLSGVG . . 29.0 1,259
PAHG

P08236 GUSB MARGSAVAWAALGPLLWGCALG - + 22,7 0,883

P00533 * EGFR MRPSGTAGAALLALLAALCPASRA + + 16,7 0,634
MAALAPVGSPASRGPRLAAGLRLLPML

e +

Q5VW38 GPR107 GLLOLLAEPGLG 28,2 0,538

QBN129 * CNPY4 MGPVRLGILLFLFLAVHEAWA - - 14,3 1,312

QOH173 */** sii1 MAPQSLPSSRMAPLGMLLGLLMAACFT | . + 16,1 0,992
FCLS

P27797 */** CALR MLLSVPLLLGLLGLAVA - + 17,6 2,307
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Tabelle 24: Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Membranproteine ohne abspaltbarem Signalpeptid
nach siRNA vermittelter TRAPB Depletion

Die Aminosauresequenzen von N-terminalen Transmembrandoménen plus benachbarte Regionen potentieller TRAP-
Substrate sind zusammen mit der zugehérigen UniProtKB-ID des Proteins und Gennamen gelistet. Das Vorhandensein
einer N-Glykosylierung (N-Glyk) ist angezeigt. Der Anteil helixbrechender Aminoséuren Glycin und Prolin ist angegeben
(GP [%]) genauso wie der Hydrophobizitatsscore (Hph) jeweils die N-terminale Transmembrandoméane betreffend.
Diese wurde mittels TMHMM server 2.0 identifiziert (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM). Markiert sind auf3erdem
Proteine, die ebenfalls nach Depletion von SEC61A1 als vermindert nachgewiesen wurden (*), in 3.2 validierte TRAP-
Substrate (**), Untereinheiten des OST-Komplexes (***).(Daten ver6ffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch
,Creative Common Attribution 4.0 International License* geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

UniProt ID | Gen N-terminale Transmembranhelix ,C\;yk [GO/Z Hph

015121 DEGS1 3D3\I/};i\5vl\<llll<':PDPNLIWIIIMMVLTQLGAFYIVKKDL ) 9.5 1,801
099519 * NEU1 gz\?vl?siVXSI\TDR'I:LGGFWGGCRVWVFAAIFLLLSL + 17.0 0.193
61803 | DADL *** ESJSSS_LS%I';IDAYLLYILLTGALQFGYCLLVGT ) 14,3 1662
P04920 * SLCAA2 2gI;EDK|frI-'\éD[;°|\_L|g\F;(§CLAAVIFIYFAALSPAITFGGLL + 16,7 1,791
PA1221 WNT5A @Né?_(éfﬁ\mi?/EFJLVALNFFSFAQVVIEANS + 14,3 1,135
Q68CQ7 GLT8D1 1MSFRKVNIILVLAVALFLLVLHHNFLSLSSLLR | + 0 2,386
Q15629 TRAM1 2Lo(|5$ll\\ll\l;|¢ll_3PI\A/\_IS_CVAMVFLLGLMFEITAKASIIFVT + 48 1,888
P55061 * TMBIM6 i;_}l_’ﬁ?;g}p\%HLKKVYASFALCMFVAAAGAYVHM ) 48 1,531
Q5TOL3 * WLS ZGpﬁ!;_iN\/l\giTKKLCIVGGILLVFQIIAFLVGGLIAP ) 19.1 1,230
08TCI2 = | STT3B = s,Ss,QEFL:\S;IsI';SQPAGWQSLLSFTILFLAWLAGFS . 14.3 1225
Q6UW68 TMEM205 EESSLL;ET'\;EELVLSGAWGMQMWVTFVSG - 14,3 1,385
0643R3 LPCAT4 ?E:\?VIT_E?/RA\C/;TFCLLGALLAPIRVLLAFIVLFLLW + 8.7 2,387
P35610 SOAT1 1E32;DRF1I¢_LEE\1:DSHIRTIYHMFIALLILFILSTLVVDYID ) 0 2.542
QoUIQE * LNPEP gzﬁl—(fzi\ézzéRTMVVCAFVIVVAVSVIMVIYLLP + 0 3.057
P11166 SLC2A1 i;ggisll_ggFRYLMLAVGGAVLGSLQFGYNTGV + 227 1,196
Q8TCT9 HM13 gJLEZEZLPNiGSIALAYGSLLLMALLPIFFGALR + 143 2.025
Q15005 * SPCS2 ;()Eﬁ\:'(:\;\éI;EI;GLIDGRLTICTISCFFAIVALIWD ) 48 1,516
Q8NHP6 * MOSPD2 ﬁPE\I?I;DQVQRCIWFOOLLLSLTMLLLAFVTSFF ) 0 2133
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Tabelle 24 (Fortsetzung): Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Membranproteine ohne abspaltbarem
Signalpeptid nach siRNA vermittelter TRAPB Depletion

UniProt ID | Gen N-terminale Transmembranhelix IC\;yk [GO/Z Hph

QINW15 ANO10 i9;$$:EsJVE%ETIALYFGFLEYFTFALIPMAWG ) 9.5 1,736
AOPJWG6 TMEM223 ;Xkb';iigs(ssﬂ:ﬂLGLFCAGOGVFWASMA - 14,3 1,531
P08962 CD63 ;@IESSITSKS}F/KFLLYVLLLAFCACAVGLIAVG + 9,52 2,491
Q9BZH6 WDR11 §;$§E§X2IS:}§/SKALLVLLSLGCFFSVAETLHS ) 476 1,627

Die detaillierte Liste aller quantifizierten Proteine mit korrespondierenden Gennamen, UniProtkB
IDs, und Log2fold changes sind Nguyen, Stutz et al. (2018) ,Supplementary Data 2“ (alle),
~Supplementary Data 5“ (negativ beeinflusst), ,Supplementary Data 6“ (positiv beeinflusst) und

“Supplementary Data 7” (signifikant beeinflusst) zu entnehmen.

3.2. Validierung der Ergebnisse der Proteomanalyse

Zur finalen Bestéatigung des aus der reduzierten Genexpression von TRAPB resultierenden
Phanotyps, wurde eine Auswahl der Ergebnisse der Proteomanalyse im ndchsten Schritt validiert.
Aus der Gruppe derer Proteine, negativ beeinflusst sowohl nach Depletion von SEC61A1 als auch
TRAPB, wurden einige Kandidaten ausgewahlt und in Folgeuntersuchungen als potentielle TRAP-
Substrate verifiziert. Unterstitzend erfolgte auch die Untersuchung hinsichtlich solcher
Kandidaten, welche nur nach reduzierter Genexpression von SEC61A1 quantitativ vermindert
nachgewiesen wurden. Zudem konnten innerhalb der beiden Proteomanalysen gezeigt werden,
dass die Untereinheiten des SRP-Rezeptors quantitativ erhéht waren. Auch dies wurde im
Folgenden weitergehend untersucht.

In unabhangigen Experimenten, gleichartig zur Proteomanalyse, wurden dazu HeLa-Zellen mittels
SiRNA vermittelter Proteindepletion manipuliert (2.4.4.1). Zum einen wurden dazu zwei
verschiedene gegen TRAPB gerichtete siRNAs verwendet und zum anderen eine Kontroll-siRNA
als Negativkontrolle sowie SEC61A1 siRNA als Positivkontrolle. Die Zellen wurden nach 96-
stiindiger Manipulation geerntet, anschlieRend der Gehalt der Proteine von Interesse auf Basis

von Western Blots detektiert und mittels Densitometrie quantifiziert (2.2).
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Zur zweifelsfreien Identifizierung der Modellproteine als echte TRAP-Substrate wurden

Rettungsexperimente durchgefihrt.

Dabei wurde uberprift, ob die sekundaren Effekte, resultierend aus der transienten
Genexpressionsminderung durch RNAI, aufgehoben werden kénnen. Die Rettung des Phanotyps
erfolgte durch Expression eines Plasmids welches fir TRAPB-cDNA kodiert und resistent
gegenuber der gleichzeitig eingesetzten TRAPB-UTR siRNA (2.4.4.3) ist. Zusatzlich zur
Validierung der einzelnen Substrate auf Proteinebene wurde fir einige Modellproteine auch der
MRNA-Gehalt mittels gRT-PCR analysiert um potentiell transkriptionelle Effekte auszuschlieRen
(2.3.2.3). Erganzend erfolgte die massenspektrometrische Analyse der zur Verfigung gestellten
CDG-Fibroblasten, chronisch TRAP-depletierter Zellen massenspektrometrisch sowie die
Untersuchung auf Western Blot Basis hinsichtlich ihres Proteingehalts der potentiellen TRAP-

Substrate.

Eine zusammenfassende Ubersicht der Western Blot basierten Ergebnissen im Vergleich zu den
Daten der Massenspektrometrie jeweils nach siRNA vermittelter Proteindepletion ist Tabelle 25

Zu entnehmen.

3.2.1. Der TRAP Komplex wird nach Depletion der beta-Untereinheit degradiert

Es wurde zunéchst untersucht, wie sich die Depletion von TRAPB auf die anderen Untereinheiten
des TRAP-Komplexes auswirkt (Abbildung 35). Innerhalb der massenspektrometrischen Analyse
wurde evaluiert, dass auch die Untereinheiten $ (A), a (D), vy (G) und & (J) in TRAPB- bzw.
SEC61A1-depletierten HelLa-Zellen signifikant in ihrer Quantitat vermindert waren. TRAPB wurde
nach Transfektion der HeLa-Zellen mit SEC61A1 siRNA nur in einem von zweien Experimenten
nachgewiesen und wurde daher an dieser Stelle nicht bertcksichtigt. Des Weiteren wurden
unabhangige Depletionsexperimente durchgefiihrt, um den Gehalt der TRAP-Untereinheiten a (E,
F), B (B, C) und y (H, I) mittels Densitometrie nach Western Blot Analyse zu quantifizieren.
Dargestellt sind jeweils die Einzelergebnisse aller durchgefiihrten Experimente sowie ein
reprasentativer Blot eines Experiments. Diese Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass zum einen
die hoch signifikante Depletion der B-Untereinheit durch beiden verwendeten siRNAs
gewahrleistet werden kann und zum anderen auch die Untereinheiten a und y quantitativ

signifikant reduziert werden.
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Abbildung 35: Untersuchung des relativen Proteingehalts der Untereinheiten des TRAP-Komplexes nach
TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion (96 h).

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der a-, 8-, y und 8-Untereinheit des TRAP-Komplexes nach TRAPB- bzw.
SEC61A1 Depletion fiir 96 h gemaR 2.6 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot
Ebene. A, D, G, J zeigen die Mittelwerte des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach TRAPB Depletion
(Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation der HeLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA,
jeweils n = 3) bzw. SEC61A1 Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels
SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA, jeweils n = 2) quantifiziert innerhalb der markierungsfreien
Proteomanalyse. B, E, H zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten
Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA bzw. SEC61A1 Depletion
quantifiziert (B: n =10, E: n =9, H: n = 3). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich
der Kontrolle mit den Ergebnissen nach siRNA vermittelter Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt
(2.8). In C, F, | ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in B, E & H dargestellt. Zur Bestimmung
des Restproteingehalts der TRAP-Komplex-Untereinheiten wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der
jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine Giber Semidry-Blotting auf
einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von TRAP(, TRAPa
und TRAPYy erfolgte iber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen, als Sekundarantikérper diente ein Ziege-
anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5. 3-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde ber einen monoklonalen
Priméarantikdrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikérper detektiert. Die verwendeten
Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdunnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale
mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich
100 % gesetzt (Daten A — F veroffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Um zu verifizieren, dass die beobachteten Sekundareffekte, die quantitative Verminderung des
Proteingehalts von TRAPa sowie TRAPY, der verringerten Genexpression von TRAPB zugrunde
liegen, wurden Rettungsexperimente durchgefuhrt. Dazu wurden HelLa-Zellen mit einer TRAPB-
UTR siRNA manipuliert, was zur Degradation der TRAPB mRNA fuhrt. Durch simultane
Transfektion der Zellen mit einem Plasmid, welches fiir siRNA-resistente TRAPB-cDNA mit C-
terminalem Myc-DDK-Tag kodiert und die UTR-Sequenz nicht enthélt, sollte der Phéanotyp nach
siRNA vermittelter TRAPB-Depletion kompensiert werden. Im Western Blot konnte folgend
zwischen endogenem und plasmidkodiertem TRAP aufgrund des Massenunterschieds durch
den Myc-DDK-Tag unterschieden werden. Aus Abbildung 36 wird ersichtlich, dass durch die
gleichzeitige Depletion von TRAPB und Expression von TRAPB-Myc-DDK die Proteinlevel der
untersuchten TRAP-Komplex-Untereinheiten wiederhergestellt wurden (A: TRAP, B: TRAPaq, C:
TRAPy). Dieses Ergebnis bildet die Grundlage dafiir, dass durch diese Strategie weitere

potentielle TRAP-Substrate spezifisch als solche identifiziert werden konnten.
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Abbildung 36: Rettung des Phanotyps fir die a-, B- und y-Untereinheiten des TRAP-Komplexes nach siRNA
vermittelter Depletion von TRAPB.

A, C, E zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des Proteingehalts des jeweils gekennzeichneten
Proteins nach Transfektion mit TRAPB-UTR bzw. Kontroll-siRNA sowie simultaner Expression eines Kontrollplasmids
bzw. Plasmids, welches fliir TRAPB siRNA-resistente TRAPB-cDNA kodiert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. In B, D, F ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in A, C, E
dargestellt. HeLa-Zellen wurden gemaf Protokoll fir 96 h mit TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt.
Dazu wurden 5,2 *108 HelLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum
Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt. Zusatzlich wurden die Zellen nach 30 h entweder mit einem Plasmid transfiziert,
welches fiir siRNA-resistente TRAPB-cDNA mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kodiert, oder einem Kontrollplasmid. Die
Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieRend wurden die Zellen gez&hlt und zur weiteren Analyse aufbereitet.
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Zur Uberpriifung des resultierenden Proteingehalts wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12 %, 4 * 105
Zellen pro Spur), die Proteine mittels Semidry-Blottings auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch
immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von TRAPa, TRAPB und TRAPYy erfolgte Gber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen, als Sekundarantikdrper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5.
B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde ber einen monoklonalen Primarantikdrper Maus-anti-B-Aktin und einen
sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 %
Magermilchldsung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante
Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten A — D veréffentlicht in Nguyen,
Stutz et al, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der Untersuchung hinsichtlich der Korrelation zwischen
relativer Restproteinmenge der Untereinheiten a (B) und B (A) des TRAP-Komplexes und
Inkubationszeit der entsprechenden siRNA im Zeitraum von 48 h bis 144 h dargestellt. Dabei
wurden die Zellen mit der entsprechenden siRNA zum Zeitpunkt O h, 24 h und 96 h behandelt.

Die Quantifizierung basiert auf densitometrischer Untersuchung nach Western Blot Analyse.

Es zeigte sich, dass mit zunehmender Transfektionszeit der Zellen entweder mit TRAPB- oder
TRAPB-UTR siRNA es zu einer stetigen Verringerung der Genexpression von TRAPB kam.
Bereits nach 72 h nach Erstbehandlung der Zellen mit TRAPB siRNA ist auch auf Proteinebene
TRAPB mit etwa 10 % Restgehalt als hoch signifikant vermindert nachweisbar. Nach der
Behandlung mit TRAPA siRNA war der TRAPB-Gehalt signifikant auf etwa 50 % reduziert.
Umgekehrt war der Gehalt von TRAPa nur nach 96-stiindiger TRAPB- oder TRAPA Depletion
sehr signifikant auf etwa 40 % Restproteingehalt vermindert. Ein leichter Anstieg war nach 120 h
zu verzeichnen, welcher allerdings in den néchsten 24 h erneut rapide abnahm. Im Mittel flhrte
die Manipulation der Zellen mit TRAPA siRNA bereits nach 72 h zu einer reduzierten,
nachweisbaren Proteinmenge von TRAPa. Dieser Trend setzt sich im Verlauf bis zum Zeitpunkt
144 h stetig fort.
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Abbildung 37: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts der a- und B-Untereinheiten des TRAP-
Komplexes nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion (48 h — 144 h).

Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der Proteingehalts von A TRAPB und B TRAPa nach
TRAPB Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fur 48 h, 72h, 96 h, 120 h
und 144 h. Dazu wurden 5,2 *106 HelLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen
depletierenden oder Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt O h, 24 h und 96 h behandelt. Nach Ernte der Zellen zum jeweils
gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Uberpriifung des
resultierenden Proteingehalts wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die
Proteine mittels Semidry-Blottings auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion
analysiert. Der Nachweis von TRAPa, TRAPB und TRAPy erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem
Kaninchen, als Sekundéarantikdrper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5. B-Aktin diente als
Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Priméarantikbrper Maus-anti-3-Aktin und einen sekundéren Ziege-
anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchldsung
verdinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf
den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der

Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test
durchgeflhrt (2.8).
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Des Weiteren wurde zum einen die Effektivitat der verwendeten TRAPB siRNAs hinsichtlich der
MRNA-Degradation von TRAPB uberprift. Im Zuge dessen sollte zum anderen ausgeschlossen
werden, dass die mRNA der a-Untereinheit des TRAP-Komplexes ebenfalls durch die genetische
Manipulation der HeLa-Zellen mit TRAPB siRNA degradiert wird. Abbildung 38 zeigt das Ergebnis
der gRT-PCR-Analyse der fiir TRAPB (A) und TRAPa (B) kodierenden mRNA nach 96-stiindiger
Depletion von TRAPB mittels zwei verschiedener siRNAs (2.4.4.1) in drei biologischen und je drei

technischen Replikaten. Die gRT-PCR-Untersuchung gestaltete sich wie in 2.3.2.3 beschrieben.

Es wurde nachgewiesen, dass der Gehalt der TRAPB-mRNA nach 96 h auf etwa 10 % reduziert
wurde. Beide verwendeten siRNAs zeigten gleichwertige Funktionalitdten. Im Gegensatz dazu
blieb die Menge der TRAPA-mRNA nahezu unverandert.
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Abbildung 38: Analyse des relativen mRNA-Gehalts der a- und B-Untereinheiten des TRAP-Komplexes nach
TRAPB Depletion (96 h).

Vergleichend dargestellt ist der Gehalt an mRNA der (B) a- und (A) B-Untereinheit des TRAP-Komplexes nach TRAPB
Depletion fiir 96 h geman 2.3.2.3 quantifiziert mittels gRT-PCR. Gekennzeichnet sind sowohl die Einzelwerte als auch
den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA,
TRAPB-UTR siRNA (n =3). Zur Bestimmung des mRNA Gehalts wurden die Proben nach 96 stiindiger Manipulation
mit der jeweiligen siRNA in einer gRT-PCR weiter analysiert. Aus 5 Mio. Zellen wurde anschlieRend durch Anwendung
des QIAmp RNA Blood Mini Kit die gesamte RNA isoliert und DNA durch Verdau mit DNAsel abgebaut, die isolierte
RNA in Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop beurteilt. Im nachfolgenden Schritt wird die RNA mit Hilfe des
SuperScript VILO cDNA Synthese Kit in cDNA umgeschrieben und anschlieRend durch das QIAquick PCR Purification
Kit gereinigt bevor auch die neu gewonnene cDNA im NanoDrop auf Konzentration und Reinheit Uberprift wurde. Zur
eigentlichen gRT-PCR werden je 50 ng cDNA in ein Well einer MicroAMP Fast 96 Well Reaction Plate, 10 pL des
TagMan Gene Expression Mastermix sowie 1 pL Expression Assay, d.h. gRT-PCR-Primerpaare fir das zu
guantifizierende Gen, gegeben. In den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit (2.3.2.3) wurden je verwendeter cDNA,
die mittels einer siRNA manipuliert wurde, die relevanten Gene in drei technischen Replikaten in einem Experiment
untersucht, einzelne Experimente zu drei biologischen Replikaten wiederholt. Im StepOnePlus Real-Time PCR System
von Thermo Fisher Scientific lief anschlieBend die gRT-PCR fir ca. zwei Stunden gemaR den Bedingungen in Tabelle
15 ab. Aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit der PCR-Zyklen ergab sich eine Kurve aus welcher
cycle threshold (ct)-Werte ermittelt wurden. ACTB diente als Standard bei der Kalkulation der Act-Werte betreffend dem
zu quantifizierenden Gen. Diese Werte wurden anschlieend jeweils auf die mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen
normalisiert. (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Durch die Ergebnisse dieses Kapitels konnte Folgendes bestétigt werden:

- Nach der Transfektion der HeLa-Zellen mit gegen TRAPB-gerichteter siRNA wurde der
Gehalt an TRAPB-mRNA drastisch reduziert, was sich resultierend negativ auf die Menge an
TRAP auswirkte.

- Da gleichzeitig keine quantitative Beeinflussung der TRAPa mRNA beobachtet wurde, die
Proteinmenge jedoch stark vermindert war, kann daraus gefolgert werden, dass es sich dabei
um einen Sekundareffekt der TRAPB siRNA auf Proteinebene handelt.

- Dieser Effekt kann durch simultane Expression von TRAPB-cDNA gerettet werden.

- Die kinetische Analyse des relativen Proteingehalts nach Verminderung der TRAPB
Genexpression zeigte, dass die Transfektionsdauer von 96 h zum starksten Effekt der

Depletion der Untereinheiten des TRAP-Komplexes flhrt.

3.2.2. Validierung potentieller TRAP-Substrate

Innerhalb die Proteomanalyse wurden die Proteine PPIC, ACP2, TMEDS und Sell nach der
Depletion von TRAPB als mit am starksten negativ beeinflusst nachgewiesen. Als weitere
Modellsubstrate wurden aufgrund des Zusammenhangs zur N-Glykosylierung drei Untereinheiten
des OST-Komplexes Stt3b, Ost48 und Dadl ausgewahlt. Calreticulin und Sill wurden innerhalb
der Proteomanalyse nur nach Behandlung mit einer der beiden verwendeten siRNAs als TRAP-
Substrat vorgeschlagen. Aufgrund ihrer bereits bekannten Funktionen in der N-Glykosylierung
(Calreticulin) sowie der Regulation des ATPase-Zyklus von BIiP (Sill) erfolgten auch hinsichtlich

beider Proteine Validierungsexperimente.

3.2.2.1. Der Gehalt von PPIC, TMED5 und ACP2 ist nach Depletion von TRAPB

vermindert

In Abbildung 39 sind die Ergebnisse der Untersuchungen zum Proteingehalt von PPIC (A, B, C),
TMEDS5 (D, E, F) sowie ACP2 (G, H, I) nach verminderter Genexpression von TRAPB und
SEC61A1 dargestellt. Vergleichend gezeigt sind die Proteinlevel quantifiziert mittels
markierungsfreier Proteomanalyse (A, D, G) und auf Western Blot Ebene. B, E und H zeigen die
Ergebnisse der Einzelexperimente sowie den Mittelwert. In C, F und | ist ein reprasentativer Blot

eines Experiments dargestellt.
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Der Proteingehalt aller Kandidaten innerhalb der Proteomanalyse ist sowohl nach reduzierter
Genexpression von TRAPB (n = 3) als auch von SEC61A1 (n = 2) um 20 — 35 % reduziert. Dieses
Ergebnis konnte in den unabhangigen Depletionsexperimenten (n > 6) bestétigt werden. Die
Verminderung des Proteingehalts aufgrund der siRNA vermittelten Depletion von TRAPB bzw.
SEC61AL1 ist jeweils signifikant. Ausnahme bildet TMED5 nach genomischer Manipulation mit
TRAPB siRNA.
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Abbildung 39: Untersuchung des relativen Proteingehalts von PPIC, ACP2 und TMED5 nach TRAPB- bzw.
SEC61A1 Depletion.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt von PPIC, ACP2 und TMED5 nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion flir
96 h gemaR 2.6 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, D, G zeigen die
Mittelwerte des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Transfektion mit TRAPB siRNA (Mittelwert aus den
Ergebnissen nach Manipulation de HeLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA, jeweils n = 3) bzw.
SEC61A1 siRNA (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels SEC61A1 siRNA und
SEC61A1-UTR siRNA, jeweils n = 2) quantifiziert innerhalb der markierungsfreien Proteomanalyse. B, E, H zeigen
sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von
TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA bzw. SEC61A1 Depletion quantifiziert (n = 8). Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit den Ergebnissen nach Proteindepletion
wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (2.8). In C, F, l ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung
in B, E & H dargestellt.
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Zur Bestimmung des Proteingehalts von PPIC, und ACP2 wurden die Proben nach 96-stiindiger, TMEDS nach 72-
stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %), die Proteine tber Semidry-
Blotting (PPIC; TMED5) bzw. Tank-Blot-Verfahren (ACP2) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch
immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von PPIC, ACP2 und TMED5 erfolgte lber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde fur PPIC ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikbrper gekoppelt
an Cy5 verwendet, fur ACP2 und TMEDS ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle
und wurde Uber einen monoklonalen Primarantikdérper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-
Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaR Tabelle 4 verdiinnt, a-B-Aktin und a-PPIC in 5 %
Magermilchlésung, a-ACP2 und a-TMEDS5 in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. (Daten verodffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International
License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

AnschlieBend wurde tberprift, ob die reduzierte Proteinmenge der potentiellen TRAP-Substrate
auf die verminderten mRNA und Proteinlevel von TRAPB zuriickzufiihren sind. Durch eine
Komplementationsanalyse wurde dies verifiziert. Dabei erfolgte die Expression der TRAPB-cDNA
in Anwesenheit der TRAPB-UTR siRNA um den Phanotyp der TRAPB-Depletion zu retten. Durch
diese simultane Transfektion konnte in Kapitel 3.2.1 gezeigt werden, dass der Proteingehalt von
TRAP gerettet, d.h. auf Kontrollniveau angehoben, werden kann. Diese Kompensation sollte fir
echte TRAP-Substrate auch zur Umkehrung des Phanotyps fuhren, welcher nach der mRNA-
Degradation von TRAPB nachgewiesen wurde. In Abbildung 40 ist das Ergebnis der
Komplementationsanalyse fur PPIC (A), ACP2 (B) und TMEDS (C) dargestellt. Als Kontrolle diente
dabei jeweils die Probe, welche mit Kontroll-siRNA und einem Kontrollvektor-Plasmid transfiziert
wurden. Durch Transfektion mit TRAPB-UTR siRNA und simultaner Expression des
Kontrollplasmids wurden die Proteinlevel stark reduziert, was die Ergebnisse aus Abbildung 39
unterstreicht. Durch die gleichzeitige Depletion von TRAPB mittels gegen TRAPB-UTR gerichteter
SiRNA und Expression der TRAPB-cDNA wurde der Proteingehalt an PPIC, TMED5 und ACP2

auf mindestens 100 % wiederhergestellt.
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Abbildung 40: Rettung des Phanotyps von PPIC, ACP2 und TMED5 nach siRNA vermittelter Depletion von

TRAPB

A, C, E zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des Proteingehalts des jeweils gekennzeichneten
Proteins nach Behandlung mit TRAPB-UTR bzw. Kontroll-siRNA sowie simultaner Expression eines Kontrollplasmids
bzw. Plasmids, welches fiir TRAPB siRNA-resistente TRAPB-cDNA kodiert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. In B, D, F ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in A, C, E
dargestellt. HeLa-Zellen wurden gemaf Protokoll fir 96 h mit TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt.
Dazu wurden 5,2 *10% HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum

Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt.
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Zusatzlich wurden die Zellen nach 30 h entweder mit einem Plasmid transfiziert, welches fir siRNA-resistente TRAPB-
cDNA mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kodiert, oder einem Kontrollplasmid. Die Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieRend
wurden die Zellen gez&hlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von PPIC, ACP2
und TMED5 wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (15 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tber Semidry-Blotting (PPIC, TMEDS5) bzw. Tank-Blot-
Verfahren (ACP2) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der
Nachweis von PPIC, ACP2 und TMEDS5 erfolgte Uber einen passenden Antikérper aus dem Kaninchen. Als
Sekundérantikdrper wurde fir PPIC ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5 verwendet, fir ACP2 und
TMEDS5 ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen
monoklonalen Priméarantikbrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikérper detektiert.
Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 verdiinnt, a-B-Aktin und a-PPIC in 5 % Magermilchlésung, a-
ACP2 und a-TMED?5 in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert,
der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten verdffentlicht
in Nguyen, Stutz et al.,, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Des Weiteren wurde der Gehalt der Proteine PPIC, TMED5 und ACP2 in Abhangigkeit siRNA
vermittelter TRAPB bzw. TRAPA Depletion im Zeitraum von 72 h — 144 h auf Western Blot Ebene
untersucht. Die Ergebnisse dieser kinetischen Analyse sind in Abbildung 41 abgebildet.

Bereits nach 72 h zeigte sich der Gehalt von PPIC (A) nach Transfektion mit TRAPB-UTR bzw.
TRAPA siRNA signifikant vermindert. Diese Reduktion verstarkte sich in den folgenden 24 h.
Wahrend sich dieser Trend fir die genetische Manipulation der Zellen mit TRAPB-UTR siRNA bis
144 h fortsetzte, stieg der PPIC Gehalt nach Behandlung mit TRAPA siRNA nach 120 h
sukzessive an. Nach Transfektion der Zellen mit TRAPB siRNA reduzierte sich der Gehalt an
PPIC nach 96 h signifikant und zeigte auch in den kommenden 48 h keine weitere Anderung des
Proteingehalts.

Bei der Betrachtung des Proteingehalts von ACP2 (B) wird deutlich, dass eine signifikante
Verminderung nur nach 96-stiindiger Depletion mittels TRAPB- oder TRAPB-UTR siRNA erreicht
wurde. Die Verringerung der Genexpression von TRAPA fiihrt zwischen 96 h und 144 h zur
Reduktion des ACP2-Gehalts, jedoch nicht statistisch signifikant.

Bereits nach 48 h fihrte die Behandlung der HelLa-Zellen mit TRAPB-UTR siRNA zu einer
Halbierung des urspriinglichen TMED5-Gehalts (C). Nach 72 h sowie 96 h war die Reduktion
statistisch hoch signifikant. Die Depletion von TRAPA fuhrt nach 72 h und 96 h zu einer minimalen
Verminderung von des Proteingehalts von TMEDS5, nach 144 h zu einem erneuten Anstieg.
GleichermalBen war eine Zunahme des TMED5-Gehalts nach 96-stindiger Transfektion mit
TRAPB siRNA zu verzeichnen, welcher zu allen anderen untersuchten Zeitpunkten jedoch

unverandert zur Kontrolle blieb.
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Abbildung 41: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts von PPIC, ACP2 und TMED5 nach Depletion von
TRAPB (48 h - 144 h)

Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der Proteingehalts von A PPIC, B ACP2 und C TMED5
nach TRAPB Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fiir 48 h, 72h, 96 h,
120 h und 144 h. Dazu wurden 5,2 *106 HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgeséat und mit 10 nM der
jeweiligen depletierenden oder Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt 0 h, 24 h und 96 h behandelt.
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Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse
aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von PPIC, ACP2 und TMED5 wurden die Proben nach 96-stlindiger
Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 10> Zellen pro Spur), die Proteine tber
Semidry-Blotting (PPIC; TMED5) bzw. Tank-Blot-Verfahren (ACP2) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch
immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von PPIC, ACP2 und TMED5 erfolgte Uber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde fiir PPIC ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikbrper gekoppelt
an Cy5 verwendet, fur ACP2 und TMEDS ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle
und wurde Uber einen monoklonalen Primé&rantikdrper Maus-anti-3-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-
Antikorper detektiert. Die verwendeten Antikorper wurden geméaR Tabelle 4 verdlnnt, a-B-Aktin und a-PPIC in 5 %
Magermilchlésung, a-ACP2 und a-TMEDS5 in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit den
Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt (2.8).

Zur finalen Validierung der potentiellen TRAP-Substrate PPIC, ACP2 und TMEDS5 als echte
TRAP-Substrate wurde der Gehalt der jeweiligen mMRNA mittels gRT-PCR untersucht. Dies diente
dem Ausschluss, dass die verwendeten siRNAs, die zur Degradation des TRAP-Komplexes
fuhren, keine direkte Beeinflussung potentieller TRAP-Substrate auf mRNA-Ebene mit sich

bringen. In drei unabhéngigen Experimenten wurden HelLa-Zellen mit TRAPB bzw. TRAPB-UTR
siRNA fur 96 h behandelt.
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Abbildung 42: Analyse des relativen mRNA-Gehalts von PPIC, ACP2 und TMED5 nach TRAPB Depletion (96 h)
Vergleichend dargestellt ist der Gehalt an mRNA der (A) PPIC, (B) ACP2 und (C) TMEDS nach TRAPB Depletion fur
96 h gemaR 2.3.2.3 quantifiziert mittels gRT-PCR. Gekennzeichnet sind sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert
des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA
(n =3) Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zur Bestimmung des mMRNA Gehalts wurden die
Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA in einer gRT-PCR weiter analysiert. Aus 5 Mio Zellen
wurde anschlieBend durch Anwendung des QIAmp RNA Blood Mini Kit die gesamte RNA isoliert und DNA durch Verdau
mit DNAsel abgebaut, die isolierte RNA in Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop beurteilt. RNA wurde mit Hilfe
des SuperScript VILO cDNA Synthese Kit in cDNA umgeschrieben und anschlieBend durch das QlAquick PCR
Purification Kit gereinigt bevor auch die neu gewonnene cDNA im NanoDrop auf Konzentration und Reinheit Giberprift
wurde. 50 ng cDNA in ein Well einer MicroAMP Fast 96 Well Reaction Plate, 10 pL des TagMan Gene Expression
Mastermix sowie 1 pL Expression Assay, d.h. qRT-PCR-Primerpaare flr das zu quantifizierende Gen, gegeben. In den
Experimenten im Rahmen dieser Arbeit (2.3.2.3) wurden je verwendeter cDNA, die mittels einer siRNA manipuliert
wurde, die relevanten Gene in drei technischen Replikaten in einem Experiment untersucht, einzelne Experimente zu
drei biologischen Replikaten wiederholt.
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Im StepOnePlus Real-Time PCR System von Thermo Fisher Scientific lief anschlieRend die qRT-PCR fir ca. zwei
Stunden gemaf den Bedingungen in Tabelle 15 ab. Aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal in Abhéangigkeit der PCR-
Zyklen ergab sich eine Kurve aus welcher cycle threshold (ct)-Werte ermittelt wurden. ACTB diente als Standard bei
der Kalkulation der Act-Werte betreffend dem zu quantifizierenden Gen. Diese Werte wurden anschlieRend jeweils auf
die mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen normalisiert. (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch
,Creative Common Attribution 4.0 International License” geschitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

In Kapitel 3.2.1 wurde gezeigt, dass die Transfektion mit TRAPB oder TRAPB-UTR siRNA zur
Reduktion des TRAPB mRNA-Gehalts auf ca. 10 % fiihrt. Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse der
gRT-PCR nach TRAPB Depletion spezifisch fiir den mRNA-Gehalt von PPIC (A), ACP2 (B) und
TMEDS (C). Diese zeigen keine Anderung im Vergleich zur Kontrolle (100 %).

Die in Kapitel 3.2.2.1 erlauterten Ergebnisse wurden somit als Folge effizienten Reduktion der
Genexpression von TRAPB mittels RNAi verifiziert und Primareffekte auf die mRNA der

potentiellen TRAP-Substrate werden ausgeschlossen.

3.2.2.2. Der Gehalt der OST-Komplex Untereinheiten Ost48, Stt3b und Dad1l ist nach der

Depletion von TRAPB vermindert

Als weitere zu validierende TRAP-Kandidaten wurden drei Untereinheiten des OST-Komplexes
ausgewahlt: Dadl, Ost48 und Stt3b. In Abbildung 43 sind die Ergebnisse zur Untersuchung des
Proteingehalts der drei OST-Untereinheiten gezeigt, nach Depletion von TRAPB oder SEC61A1
auf Basis von massenspektrometrischer oder Western Blot Analyse. Die massenspektrometrische
Untersuchung zeigte die Verminderung des Proteingehalts in Quantitat nach TRAPB Depletion.
Nach reduzierter Genexpression von SEC61A1 war die signifikant quantitative Reduktion der drei
OST-Komplex-Untereinheiten mittels Western Blot nachweisbar und fiel somit wesentlich
deutlicher als nach der massenspektrometrischen Quantifizierung aus. Fir alle drei untersuchten
potentiell TRAP-abhangigen Kandidaten Dadl, Ost48 und Stt3b konnten die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analyse mittels Western Blot nach TRAPB Depletion bestatigt werden.
Vor allem die genetische Manipulation der HeLa-Zellen mit der TRAPB-UTR siRNA resultierte in

einer signifikanten Reduktion des Proteingehalts nach 96 h.
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Abbildung 43: Untersuchung des relativen Proteingehalts der OST-Komplex-Untereinheiten Dadl, Ost48 und
Stt3b nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der OST-Komplex-Untereinheiten Dadl, Ost48 und Stt3b nach TRAPB-
bzw. SEC61A1 Depletion fir 96 h gemaf 2.6 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western
Blot Ebene. A, D, G zeigen die Mittelwerte des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach TRAPB Depletion
(Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HeLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA,
jeweils n = 3) bzw. SEC61A1 Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels
SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA, jeweils n = 2) quantifiziert innerhalb der markierungsfreien
Proteomanalyse. B, E, H zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten
Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA bzw. SEC61A1 Depletion
quantifiziert (n = 5). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit
den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (2.8). In C, F, | ist je ein
représentativer Blot als Grundlage der Auswertung in B, E & H dargestellt.
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Zur Bestimmung des Proteingehalts von Dadl, Ost48 und Stt3b wurden die Proben nach 96-stundiger Manipulation mit
der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Dad1 17,5 %, Ost48 und Stt3b 12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur),
die Proteine Uber Semidry-Blotting (Dadl) bzw. Tank-Blot-Verfahren (Ost48, Stt3b) auf einer PVDF-Membran
immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von Dadl und Stt3b erfolgte tiber einen
passenden Antikdrper aus dem Kaninchen, der Nachweis von Ost48 erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus der
Maus. Als Sekundéarantikdrper wurde fur Stt3b ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet, fir
Dadl ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. 3-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tiber einen monoklonalen
Primé&rantikdrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Letzterer wurde
auch als sekundérer Antikdrper zur Detektion von Ost48 genutzt. Die verwendeten Antikorper wurden gemaR Tabelle
4 verdiinnt, a-B-Aktin, a-Ost48 und o-Stt3b in 5 % Magermilchlésung, a-Dadl in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren
Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert
und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative
Common Attribution 4.0 International License® geschutzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

AnschlieBend wurde Uberprift, ob die reduzierte Proteinmenge der potentiellen TRAP-Substrate
auf die verminderten mRNA und Proteinlevel von TRAPB zuriickzufiihren sind. Durch eine
Komplementationsanalyse wurde dies verifiziert. Dazu erfolgte die Depletion von TRAPB mittels
UTR siRNA und gleichzeitig die Expression einer siRNA-resistenten TRAPB-cDNA. Diese
Kompensation sollte fiir echte TRAP-Substrate auch zur Rettung des Phanotyps der TRAPB-
Depletion fiuhren. In Abbildung 44 ist das Ergebnis der Komplementationsanalyse fur Dadl (A),
Ost48 (B) und Stt3b (C) dargestellt. Als Kontrolle dient dabei jeweils die Probe, welche mit
Kontroll-siRNA und einem Kontrollplasmid transfiziert wurden. Durch Transfektion mit TRAPB-
UTR siRNA und simultaner Expression des Kontrollvektor-Plasmids wurden die Proteinlevel stark
reduziert, was die Ergebnisse aus Abbildung 43 unterstreicht. Durch die gleichzeitige Depletion
von TRAPB mittels gegen TRAPB-UTR gerichteter siRNA und Expression der TRAPB-cDNA
wurde der Proteingehalt an Dadl, Ost48 und Stt3b auf mindestens 100 % wiederhergestellt.
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Abbildung 44: Rettung des Phanotyps fur die Untereinheiten Dadl, Ost48 und Stt3b des OST-Komplexes nach
Depletion von TRAPB (96 h).

A, C, E zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des Proteingehalts des jeweils gekennzeichneten
Proteins nach Behandlung mit TRAPB-UTR bzw. Kontroll-siRNA sowie simultaner Expression eines Kontrollplasmids
bzw. Plasmids, welches fir TRAPB siRNA-resistente TRAPB-cDNA kodiert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. In B, D, F ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in A, C, E
dargestellt. HeLa-Zellen wurden gemaf Protokoll fir 96 h mit TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt.
Dazu wurden 5,2 *108 HelLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum
Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt.
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Zusatzlich wurden die Zellen nach 30 h entweder mit einem Plasmid transfiziert, welches fir siRNA-resistente TRAPB-
cDNA mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kodiert, oder einem Kontrollplasmid. Die Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieRend
wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von Dad1, Ost48
und Stt3b wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(Dad1 17,5 %, Ost48 und Stt3b 12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tiber Semidry-Blotting (Dad1) bzw. Tank-
Blot-Verfahren (Ost48, Stt3b) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert.
Der Nachweis von Dadl und Stt3b erfolgte liber einen passenden Antikérper aus dem Kaninchen, der Nachweis von
Ost48 erfolgte Uber einen passenden Antikérper aus der Maus. Als Sekundéarantikdrper wurde fur Stt3b ein Ziege-anti-
Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet, fir Dadl ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. B-Aktin
diente als Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primarantikdrper Maus-anti--Aktin und einen sekundaren
Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Letzterer wurde auch als sekundérer Antikdrper zur Detektion von Ost48
genutzt. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaR Tabelle 4 verdinnt, a-B-Aktin, a-Ost48 und a-Stt3b in 5 %
Magermilchlésung, a-Dadl in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie
quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten
veroffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License*
geschutzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Zusatzlich wurde der Gehalt der Proteine Dadl, Ost48 und Stt3b in Abhangigkeit SiRNA
vermittelter Reduktion der Genexpression von TRAPB bzw. TRAPA mittels RNAi im Zeitraum von
72 h — 144 h auf Western Blot Ebene untersucht. Die Ergebnisse dieser Korrelationsanalyse sind
dazu in Abbildung 45 abgebildet.

Bereits nach 72 h war die Verminderung des relativen Dadl-Gehalts (A) nach Behandlung mit
TRAPB bzw. TRAPA siRNA reduziert. Es signifikante Reduktion war 24 h spéater nach
Manipulation mit TRAPB-UTR oder TRAPA siRNA nachweisbar. Durch die erneute Transfektion
mit SIRNA nach 96 h blieb die Menge an Dadl weiterhin vermindert, wenn auch nicht statistisch
signifikant.

Bei der Betrachtung des Proteingehalts von Ost48 (B) wird deutlich, dass eine Reduktion des
entsprechenden Proteingehalts nach Depletion einer TRAP-Untereinheit erst nach 96 h zu
verzeichnen war. Dieser Effekt war statistisch signifikant nach Einsatz der TRAPA siRNA, hoch
signifikant fur TRAPB-UTR siRNA.

Wahrend Ost48 nach 120-stlindiger Depletion von TRAPA auf etwa 40 % weiter reduziert wurde,
blieb der Level durch die Transfektion mit einer der beiden TRAPB siRNAs gleichwertig bis zum
Zeitpunkt 144 h.

Eine signifikante Reduktion von Stt3b (C) war ebenfalls erst nach 96 h Depletion von TRAPB
nachweisbar. Nach 120 h halbierte sich die Menge an Stt3b im Vergleich zur Kontrolle signifikant,
sowohl fir TRAPB- als auch TRAPA Depletion. Nach weiteren 24 h war ein wiederkehrender

Anstieg des Gehalts an Stt3b zu verzeichnen, blieb im Mittel jedoch weiterhin reduziert.

128



Ergebnisse

Western Blot

l.f

—4—
-
-

T_l_

e+
.T_v_.
- H—
E
i

—t—

-

rVdvel
radvdl
rdlN-8dvyL

FVdvdl
radvdl
raLN-gdVeL

rVdvdl
radvdl
rd1N-g8dveL

FVdval
radvdl
raLN -4V L

150+

<L

100

T
o o
Yol

[en105u0y J8p %)

Jeyabuisjold Jonne|al

2

LPeQ

144 h

120 h

96 h

72 h

Zeit

%

*k

Fekde

(11]

rVdvdl
radvdl
rdlN-gdvdl

FrVdvdl
radvdl
ra1N-gdvL

rVdvdl
radvdl
rd1N-gdveL

rVdvdl
radvdl
radLN-8dveL

200+

T
o o
o o]
-—

150+

[a110u0Y Jop %)

1leyabuis)old Jeninelal

o

siRNA

811sO

144 h

120 h

96 h

72h

Zeit

8]

N =17 Y]
A FadveL
-t HIN-GdvL
‘He Fvdvel
o bt FEdvL
- H4 - HeLN-EdveL
AR AT
=thee o FadVHL
= - - tY1IN-adveL
. bpete s Fvdvel
< b - radveL
tHH - U1N-GdVeL
[s1101u0 18P %] w
Jleyabuiaoid Jannejal »

qens

144 h

120 h

96 h

72h

Zeit

Abbildung 45: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts der Untereinheiten Dad1, Ost48 und Stt3b des

OST-Komplexes nach Depletion von TRAPB ( 72 h — 144 h).

Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der relativen Proteingehalts von A Dadl, B Ost48 und C

Stt3b nach TRAPB Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fiir 72 h, 96 h,

120 h und 144 h.
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Dazu wurden 5,2 *108 HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen depletierenden
oder Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt 0 h, 24 h und 96 h behandelt. Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten
Zeitpunkt wurden die Zellen gez&hlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von
Dad1, Ost48 und Stt3b wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (Dadl 17,5 %, Ost48 und Stt3b 12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine iber Semidry-Blotting (Dad1)
bzw. Tank-Blot-Verfahren (Ost48, Stt3b) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion
analysiert. Der Nachweis von Dadl und Stt3b erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen, der
Nachweis von Ost48 erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus der Maus. Als Sekundérantikdrper wurde fir Stt3b
ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5 verwendet, fur Dadl ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an
POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen monoklonalen Primarantikérper Maus-anti-g-Aktin und
einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Letzterer wurde auch als sekundarer Antikdrper zur
Detektion von Ost48 genutzt. Die verwendeten Antikérper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdinnt,
a-B-Aktin, a-Ost48 und a-Stt3b in 5 % Magermilchlésung, a-Dadl in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden
die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle
gleich 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit
den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt (2.8).

Die Untereinheiten des OST-Komplexes wurden nach Depletion des TRAP-Komplexes
massenspektrometrisch und mittels Western Blot quantitativ untersucht. Durch diese
unabhangigen Experimente sowie der Komplementationsanalyse konnten die Proteine Dadl,
Ost48 und Stt3b als TRAP-abhéngige Substrate identifiziert werden.

3.2.2.3. Der Gehalt von Calreticulin, Sill und Sell ist nach Depletion von TRAPB

vermindert

In Abbildung 46 sind die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse nach TRAPB- und
SEC61A1 Depletion fir die ER-luminalen Proteine Calreticulin (A), Sill (D) und Sell (G)
abgebildet. Sill wurde aufgrund der Proteomanalyse als potentieller TRAP-abhangiger Kandidat
identifiziert. Calreticulin und Sill wurden im Zuge dessen nur nach genetischer Manipulation mit
einer der beiden verwendeten siRNAs zur Depletion von TRAPB als potentielles TRAP-Substrat
vorgeschlagen.

Die negative Beeinflussung des relativen Proteingehalts nach der reduzierten Genexpression von
TRAPB konnte auf Western Blot Ebene fir die drei untersuchten Modellsubstrate Calreticulin (B,
C), Sill (E, F) und Sell (H, I) mit mindestens einer der verwendeten siRNAs hoch signifikant
nachgewiesen werden. Gleiches gilt fir die quantitative Verminderung der Proteinmenge aufgrund
der Depletion von SEC61AL1. Diese ist fur Sill signifikant, Calreticulin sehr signifikant und Sell
hoch signifikant nachweisbar. Fir alle drei untersuchten potentiell TRAP-abhéngigen Kandidaten
Dadl, Ost48 und Stt3b konnten die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse mittels
Western Blot nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion bestatigt werden.
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Abbildung 46: Untersuchung des relativen Proteingehalts der ER-luminalen Proteine Calreticulin, Sill und Sell
nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der ER-luminalen Proteine Calreticulin, Sill und Sell nach TRAPB- bzw.
SEC61A1 Depletion fiir 96 h gemaR 2.6 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot
Ebene. A, D, G zeigen die Mittelwerte des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach TRAPB Depletion
(Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation der HeLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA,
jeweils n = 3 ) bzw. SEC61A1 Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels
SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA, fir Sell n = 2, fur Calreticulin und Sill1 n = 1) quantifiziert innerhalb der
markierungsfreien Proteomanalyse. B, E, H zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweiligen
gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA bzw.
SEC61A1 Depletion quantifiziert (n = 8). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich
der Kontrolle mit den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt (2.8). In C, F, | ist
je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in B, E & H dargestellt.
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Zur Bestimmung des Proteingehalts von Calreticulin, Sill und Sell wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation
mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tber das Tank-
Blot-Verfahren auf einer PYDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis
der Proteine erfolgte Uiber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-
anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet. 3-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen
monoklonalen Primérantikdrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikérper detektiert.
Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden
die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle
gleich 100 % gesetzt. (Daten A — F verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution
4.0 International License* geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

AnschlieRend wurde Uberprift, ob die reduzierte Proteinmenge der potentiellen TRAP-Substrate
auf die verminderten mRNA und Proteinlevel von TRAPR zurickzuflihren sind. Durch eine
Komplementationsanalyse wurde dies verifiziert. Dazu erfolgte die Expression der TRAPB-cDNA
in Anwesenheit der TRAPB-UTR siRNA zur Rettung des Phanotyps nach TRAPB—Depletion. Die
Ergebnisse dieser Experimente sind Abbildung 47 fur Calreticulin (A), Sill (B) sowie Sell (C) zu
entnehmen. Als Kontrolle dient dabei jeweils die Probe, welche mit Kontroll-siRNA und einem
Kontrollplasmid transfiziert wurden. Durch Transfektion mit TRAPB-UTR siRNA und simultaner
Expression des Kontrollvektor-Plasmids wurden die Proteinlevel stark reduziert, was die
Ergebnisse aus Abbildung 43 unterstreicht. Durch die gleichzeitige Depletion von TRAPB mittels
gegen TRAPB-UTR gerichteter siRNA und Expression der TRAPB-cDNA wird der Gehalt an

Calreticulin, Sil1 und Sell auf mindestens 100 % wiederhergestellt.
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Abbildung 47: Rettung des Phanotyps fir die ER-luminalen Proteine Calreticulin, Sil1 und Sell nach Depletion
von TRAPB (96 h).

A, C, E zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des Proteingehalts des jeweils gekennzeichneten
Proteins nach Behandlung mit TRAPB-UTR bzw. Kontroll-siRNA sowie simultaner Expression eines Kontrollplasmids
bzw. Plasmids, welches fiir TRAPB siRNA-resistente TRAPB-cDNA kodiert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. In B, D, F ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in A, C, E
dargestellt. HeLa-Zellen wurden gemaf Protokoll fir 96 h mit TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt.
Dazu wurden 5,2 *108 HelLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum
Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt. Zuséatzlich wurden die Zellen nach 30 h entweder mit einem Plasmid transfiziert,
welches fiir siRNA-resistente TRAPB-cDNA mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kodiert, oder einem Kontrollplasmid. Die
Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieend wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung
des Proteingehalts von Calreticulin, Sil1 und Sell wurden die Proben nach 96-stuindiger Manipulation mit der jeweiligen
siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %), die Proteine lber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PYDF-Membran
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immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte tiber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5
verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primé&rantikdrper Maus-anti-3-Aktin
und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle
4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der
relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten A — D veréffentlicht
in Nguyen, Stutz et al.,, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Des Weiteren wurde der Gehalt der Proteine Calreticulin, Sill und Sell in Abh&ngigkeit SIRNA
vermittelter Depletion von TRAPB bzw. TRAPA im Zeitraum von 72 h — 144 h auf Western Blot
Ebene untersucht. Die Ergebnisse dieser kinetischen Analyse sind in Abbildung 48 dargestellt.

Far Calreticulin (A) und Sell (C) hatte die Behandlung mit einer TRAPB siRNA nur nach 96 h eine
hoch signifikante Verminderung des Proteingehalts zu Folge. Ein erneuter Anstieg des jeweiligen
Proteingehalts erfolgte bereits 24 h spater. Die Depletion der a-Untereinheit des TRAP-
Komplexes fuhrte fir Sell zu einer Reduktion des Proteingehalts nach 72 h und 96 h, in Bezug
auf Calreticulin konnten keine Veranderungen auf Proteinebene nach entsprechender genetischer
Manipulation mit TRAPA siRNA beobachtet werden. Zu keinem anderen Zeitpunkt erfolgte auf
Western Blot Ebene fir beide Proteine der Nachweis einer signifikanten Veranderung des
relativen Proteingehalts. Sill (B) zeigte sich sowohl nach 96 h als auch nach 120 h signifikant

vermindert nach reduzierter Genexpression von TRAPB.
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Abbildung 48: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts der ER-luminalen Proteine Calreticulin, Sil1 und
Sell nach Depletion von TRAPB

Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der Proteingehalts von A Calreticulin, B Sil1 und C Sell
nach TRAPB Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fur 72 h, 96 h, 120 h
und 144 h. Dazu wurden 5,2 *10% HelLa-Zellen ausgesat und mit 10 nM der jeweiligen depletierenden oder Kontroll-
SiRNA zum Zeitpunkt O h, 24 h und 96 h behandelt.
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Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse
aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von Calreticulin, Sil1 und Sell wurden die Proben nach Manipulation
mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 *105 Zellen pro Spur), die Proteine Uber das Tank-
Blot-Verfahren auf einer PYDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis
der Proteine erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundérantikérper wurde ein Ziege-
anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5 verwendet. (3-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde uUber einen
monoklonalen Primarantikérper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikorper detektiert.
Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden
die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle
gleich 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit
den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt (2.8).

3.2.2.4. Der Gehalt von EPDR1 ist nach Depletion von TRAPB vermindert

Das Protein EPDR1 wurde innerhalb der Proteomanalyse nach siRNA basierter Manipulation zur
reduzierten Genexpression von TRAPB und SEC61A1 als mit am starksten quantitativ erniedrigt
nachgewiesen (Abbildung 49 A). Im Zuge unabhéangiger Depletionsexperimente geméal 2.4.4.1
konnte jedoch der Proteingehalt von EPDR1 mittels Western Blot nach genetischer
Zellmanipulation mit TRAPB- und SEC61A1 siRNA auf endogener Ebene nicht validiert werden.
Es wurden zur Detektion von EPDR1 im Western Blot verschiedene Antikérper und Bedingungen
getestet, allerdings war es nicht reproduzierbar méglich endogenes oder tiberexprimiertes EPDR1
nachzuweisen. Dementsprechend muss an dieser Stelle auf die Validierung von endogenem
EPDRL1 als TRAP-Substrat verzichtet werden. Mittels gRT-PCR wurde der relative mRNA-Gehalt
von EPDR1 nach verminderter Expression von TRAPB durch zwei verschiedene siRNAs Uberprift
(B). Es stellte sich heraus, dass die Manipulation der Zellen mit TRAPB-UTR siRNA auch eine
leichte Verminderung der EPDR1 mRNA hervorrief. Der Einsatz der TRAPB siRNA fiihrte im
Gegensatz dazu zu keiner Anderung des mRNA-Gehalts.
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Abbildung 49: Analyse des relativen Protein- und mRNA-Gehalts von EPDR1 nach TRAPB- bzw. SEC61A1
Depletion

Vergleichend dargestellt ist (A) der Proteingehalt EPDR1 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse sowie
des Gehalts an (B) mRNA quantifiziert mittel qRT-PCR nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion fiir 96 h gemaRk 2.4.4.1.
A zeigt die Mittelwerte des Proteingehalts von EPDR1 nach TRAPB Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach
Manipulation de HelLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA, jeweils n = 3) bzw. SEC61A1 Depletion
(Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HeLa-Zellen mittels SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA,
jeweils n = 2) quantifiziert innerhalb der markierungsfreien Proteomanalyse. B kennzeichnet sowohl die Einzelwerte als
auch den Mittelwert mMRNA-Gehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA (n = 3). Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zur Bestimmung des mRNA Gehalts wurden die Proben
nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA in einer gRT-PCR weiter analysiert. Aus 5 Mio Zellen wurde
durch Anwendung des QIAmp RNA Blood Mini Kit die gesamte RNA isoliert und DNA durch Verdau mit DNAsel
abgebaut, die isolierte RNA in Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop beurteilt. Im nachfolgenden Schritt wird die
RNA mit Hilfe des SuperScript VILO cDNA Synthese Kit in cDNA umgeschrieben und anschlielend durch das QIAquick
PCR Purification Kit gereinigt bevor auch die neu gewonnene cDNA im NanoDrop auf Konzentration und Reinheit
Uberprift wurde. Zur eigentlichen gRT-PCR werden je 50 ng cDNA in ein Well einer MicroAMP Fast 96 Well Reaction
Plate, 10 pL des TagMan Gene Expression Mastermix sowie 1 pL Expression Assay, d.h. qRT-PCR-Primerpaare fur
das zu quantifizierende Gen, gegeben. In den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit (2.3.2.3) wurden je verwendeter
cDNA, die mittels einer siRNA manipuliert wurde, die relevanten Gene in drei technischen Replikaten in einem
Experiment untersucht, einzelne Experimente zu drei biologischen Replikaten wiederholt. Im StepOnePlus Real-Time
PCR System von Thermo Fisher Scientific lief anschlieBend die gRT-PCR fiir ca. zwei Stunden gemafl den
Bedingungen in Tabelle 15 ab. Aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit der PCR-Zyklen ergab sich
eine Kurve aus welcher cycle threshold (ct)-Werte ermittelt wurden. ACTB diente als Standard bei der Kalkulation der

Act-Werte betreffend dem zu quantifizierenden Gen. Diese Werte wurden anschlieRend jeweils auf die mit Kontroll-
SiRNA behandelten Zellen normalisiert.

137



Ergebnisse

3.2.3. Validierung potentiell kompensatorischer Mechanismen aufgrund der Depletion

des TRAP Komplexes

Durch die Depletion des TRAP-Komplexes wurden innerhalb der Proteomanalyse einige Proteine
guantitativ erhéht nachgewiesen. Zur Validierung als Grundlage zur weiteren Untersuchung dieser
potentiellen Kompensationsmechanismen wurden gemafR 2.4.4.1 unabhéngige Depletions-
Experimente durchgefihrt und damit Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse
hinsichtlich des relativen Proteingehalts auf Western Blot Basis sowie des mRNA-Gehalts mittels

quantitativer RT-PCR uberpriift.

Unter den quantitativ positiv beeinflussten Proteinen nach Depletion von TRAPB wurden die
beiden Untereinheiten a und B des SRP-Rezeptors massenspektrometrisch nachgewiesen,
dargestellt in Abbildung 50 A und D. Zur Validierung wurden unabhé&ngige Experimente der siRNA
vermittelten verminderte Genexpression von TRAPB durchgefiihrt. Der Gehalt von SRa und SRf
wurde anschlieBend auf Western Blot Ebene sowie durch gRT-PCR quantifiziert. Die jeweiligen
Ergebnisse der Proteom- sowie der Western Blot Analyse sind vergleichend Abbildung 50 zu
entnehmen. Die reduzierte Genexpression von TRAPB flihrte zu einer quantitativen Erhéhung des
Proteingehalt von SRa sowie SRB. Dies bestéatigt das Ergebnis der massenspektrometrischen
Analyse, namlich der Gegenregulation der beiden Untereinheiten des SRP-Rezeptors auf

Proteinebene aufgrund der Degradation des TRAP-Komplexes.

Durch simultane Depletion von TRAPB und Expression eines entsprechenden Plasmids
kodierend fir TRAPB cDNA mit Myc-DDK-Tag geméaR 2.4.4.1 und 2.4.4.3, lasst sich der Phanotyp
dieser Gegenregulation auf Proteinebene retten (Abbildung 51). Die genannten Ergebnisse
beziehen sich auf den Zeitpunkt 96 h nach Applikation der TRAPB-UTR siRNA.
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Abbildung 50: Untersuchung des relativen Proteingehalts der a- und B-Untereinheit des SRP-Rezeptors nach
TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der a- und B-Untereinheit des SRP-Rezeptors nach TRAPB- bzw.
SEC61A1 Depletion fir 96 h geméaR 2.4.4.1 quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western
Blot Ebene. A, D, G zeigen die Mittelwerte des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach TRAPB Depletion
(Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HeLa-Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA,
jeweils n = 3) bzw. SEC61A1 Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels
SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA, jeweils n = 2) quantifiziert innerhalb der markierungsfreien
Proteomanalyse. B, E, H zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten
Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA, TRAPB-UTR siRNA bzw. SEC61A1 Depletion
quantifiziert (n = 8). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit
den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt (2.8). In C, F, | ist je ein
reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in B, E & H dargestellt. Zur Bestimmung des Proteingehalts von
SRa und SRB wurden die Proben nach 96-stundiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine iber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PYDF-Membran
immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte Uber einen passenden
Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundéarantikérper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper gekoppelt an Cy5
verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primarantikdérper Maus-anti-3-Aktin
und einen sekundéaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden gemalR Tabelle
4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der
relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten verdffentlicht in
Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Abbildung 51: Rettung des Phanotyps fiir die a- und B-Untereinheit des SRP-Rezeptors nach Depletion von
TRAPB (96 h ).

A, C, E zeigen sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des Proteingehalts des jeweils gekennzeichneten
Proteins nach Behandlung mit TRAPB-UTR bzw. Kontroll-siRNA sowie simultaner Expression eines Kontrollplasmids
bzw. Plasmids, welches fir TRAPB siRNA-resistente TRAPB-cDNA kodiert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte an. In B, D, F ist je ein reprasentativer Blot als Grundlage der Auswertung in A, C, E
dargestellt. HeLa-Zellen wurden gemafR Protokoll fiir 96 h mit TRAPB-UTR siRNA (#2) bzw. Kontroll-siRNA behandelt.
Dazu wurden 5,2 *10% HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgeséat und mit 10 nM der jeweiligen siRNA zum
Zeitpunkt 0 h und 24 h behandelt. Zuséatzlich wurden die Zellen nach 30 h entweder mit einem Plasmid transfiziert,
welches fir siRNA-resistente TRAPB-cDNA mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kodiert, oder einem Kontrollplasmid. Die
Ernte erfolgte nach 96 h, anschlieRend wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung
des Proteingehalts von SRa und SR wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine Uber das Tank-Blot-Verfahren auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte tiber
einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundéarantikbrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper
gekoppelt an Cy5 verwendet. 3-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen monoklonalen Primarantikdrper
Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikorper
wurden gemafR Tabelle 4 in 5 % Magermilchldsung verdinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International
License“ geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Des Weiteren wurde die Korrelation zwischen dem Proteingehalt der Proteine SRa und SR in
zeitlicher Abhangigkeit zur Transfektionsdauer der HeLa-Zellen mit TRAPB bzw. TRAPA siRNA-
untersucht. Die Ergebnisse dieser kinetischen Analyse im Zeitraum von 72 h — 144 h auf Western
Blot Ebene sind in Abbildung 52 abgebildet.

Eine Erhéhung des SRa-Gehalts war Uber den gesamten beobachteten Zeitraum nach der
reduzierten Expression von TRAPB im Mittel erkennbar, wenn auch signifikant nur nach 96 h und
144 h nachweisbar. In Bezug auf SR zeigte sich erst nach 96 h eine signifikante quantitative
Erhdhung des Proteingehalts nach Depletion von TRAPB. Dieser Effekt tritt auch nach 120 h und
144 h Transfektionsdauer auf, zu letzterem jedoch nicht statistisch signifikant. Die verminderte
Genexpression von TRAPA bewirkt sowohl fir SR als auch SRa nach 72 h und 144 h eine

Steigerung der Proteinmenge.
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Abbildung 52: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts der a- und B-Untereinheit des SRP-Rezeptors
nach Depletion von TRAPB (72 h — 144 h).

Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der Proteingehalts von A SRa und B SRB nach TRAPB
Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fur 72 h, 96 h, 120 h und 144 h. Dazu
wurden 5,2 *108 HeLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesét und mit 10 nM der jeweiligen depletierenden oder
Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt 0 h, 24 h und 96 h behandelt. Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten
Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von SRa
und SR wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine iber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran immobilisiert
und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte Uber einen passenden Antikérper
aus dem Kaninchen. Als Sekundérantikérper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet.
B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde iber einen monoklonalen Priméarantikérper Maus-anti-B-Aktin und einen
sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 %
Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante
Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt.
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Mittels gRT-PCR wurde aufl3erdem der relative mRNA-Gehalt kodierend fiir SRa und SR nach
der Depletion von TRAPB untersucht. Dies diente dem Ausschluss, dass die verwendeten
siRNAs, die zur Degradation des TRAP-Komplexes filhren, keine direkte Beeinflussung der
Untereinheiten des SRP-Rezeptors auf mRNA-Ebene mit sich bringen. In drei unabhangigen
Experimenten wurden HelLa-Zellen mit TRAPB bzw. TRAPB-UTR siRNA fir 96 h behandelt.
Abbildung 53 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung: Somit fithrte die Transfektion der HelLa-
Zellen mit TRAPB bzw. TRAPB-UTR siRNA zu keiner Anderung der mRNA-Menge von SRPRA
und SRPRB. Da innerhalb der gRT-PCR keine Veranderungen nachgewiesen werden konnten,
sind die bisher erlauterten Ergebnisse als Folge der effizienten Reduktion der Genexpression von
TRAPB mittels RNAI verifiziert worden und Priméareffekte auf Transkriptionsebene des SRP-

Rezeptors wurden ausgeschlossen.
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Abbildung 53: Analyse des relativen mRNA-Gehalts der a- und B-Untereinheiten des SRP-Rezeptors nach
TRAPB Depletion

Vergleichend dargestellt ist der Gehalt an mRNA der (A) a- und (B) B-Untereinheit des SRP-Rezeptors nach TRAPB
Depletion fiir 96 h geman 2.3.2.3 quantifiziert mittels gRT-PCR. Gekennzeichnet sind sowohl die Einzelwerte als auch
den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA,
TRAPB-UTR siRNA (n =3). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zur Bestimmung des mRNA
Gehalts wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA in einer gRT-PCR weiter
analysiert. Aus 5 Mio Zellen wurde anschlieRend durch Anwendung des QIAmp RNA Blood Mini Kit die gesamte RNA
isoliert und DNA durch Verdau mit DNAsel abgebaut, die isolierte RNA in Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop
beurteilt. Im nachfolgenden Schritt wird die RNA mit Hilfe des SuperScript VILO cDNA Synthese Kit in cDNA
umgeschrieben und anschlieRend durch das QIAquick PCR Purification Kit gereinigt bevor auch die neu gewonnene
cDNA im NanoDrop auf Konzentration und Reinheit Giberprift wurde. Zur eigentlichen gRT-PCR werden je 50 ng cDNA
in ein Well einer MicroAMP Fast 96 Well Reaction Plate, 10 pL des TagMan Gene Expression Mastermix sowie 1 pL
Expression Assay, d.h. gRT-PCR-Primerpaare fur das zu quantifizierende Gen, gegeben. In den Experimenten im
Rahmen dieser Arbeit (2.3.2.3) wurden je verwendeter cDNA, die mittels einer siRNA manipuliert wurde, die relevanten
Gene in drei technischen Replikaten in einem Experiment untersucht, einzelne Experimente zu drei biologischen
Replikaten wiederholt. Im StepOnePlus Real-Time PCR System von Thermo Fisher Scientific lief anschlieRend die
gRT-PCR flr ca. zwei Stunden gemaf den Bedingungen in Tabelle 15 ab. Aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal in
Abhéangigkeit der PCR-Zyklen ergab sich eine Kurve aus welcher cycle threshold (ct)-Werte ermittelt wurden. ACTB
diente als Standard bei der Kalkulation der Act-Werte betreffend dem zu quantifizierenden Gen. Diese Werte wurden
anschlielRend jeweils auf die mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen normalisiert. (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz
et al, 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License” geschutzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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3.2.4. Validierung unbeeinflusster Proteine nach TRAPB Depletion

Zur Verifizierung der bisherigen Validierungsergebnisse wurden weitere Modellproteine
ausgewahlt, um diese gleichermalRen zu untersuchen. Bei den Proteinen PPIB, ERj1, Grp94,
Grp170 und BiP handelt es sich um ER-Proteine, welche laut Proteomanalyse nach der Depletion
von SEC61A1 quantitativ vermindert nachgewiesen wurden. Die verminderte Genexpression von
TRAPB zeigte jedoch keinen Einfluss auf den Gehalt der genannten Proteine. Um dies auch in
unabhangigen Experimenten zu prifen, wurden HelLa-Zellen 96 h gemaf 2.4.4.1 mittels siRNA
SEC61A1 und TRAPB betreffend manipuliert. Abbildung 54 zeigt vergleichend die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analyse (A, D; G, J, M) sowie den Validierungs-experimenten, auf
Basis des Western Blots. Durch diese wurde bestatigt, dass aufgrund der Depletion von SEC61A1
der Gehalt der untersuchten Proteine signifikant reduziert wurde. Eine Beeintrachtigung des
Proteingehalts nach Depletion des TRAP-Komplexes wurde nicht nachgewiesen. Somit wurde
auch die Aktivierung der ,unfolded protein response (UPR)“ durch quantitative Erh6hung der UPR-

assoziierten Proteine BiP, Grp94 und Grp170 nach 96 h Depletionszeit ausgeschlossen.

Abbildung 55 zeigt die Ergebnisse der kinetischen Untersuchung hinsichtlich der Depletion der a-
oder B-Untereinheit des TRAP-Komplexes im Zeitraum von 48 h bis 144 h und der Auswirkung
auf den Gehalt der Proteine Grp94 (A), Grp170 (B), PPIB (C), BiP (D) und ERj1 (E) mittels Western
Blot Analyse.

Zusammenfassend wurde fiir keines der untersuchten Proteine zu einem Zeitpunkt des gesamten
Untersuchungszeitraums eine quantitative Beeinflussung des Proteingehalts aufgrund der
Depletion von TRAPB oder TRAPA nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die untersuchten
Proteine auch nicht etwa verzogert von der verminderte Genexpression der TRAP-Komplex-

Untereinheiten affektiert werden, somit in keiner Abh&ngigkeit zum TRAP-Komplex stehen.
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Western Blot
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Massenspektrometrie Western Blot
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Abbildung 54: Untersuchung des relativen Proteingehalts der ER-luminalen Proteine Grp94, Grp170, PPIB und
BiP sowie des ER-Membranproteins ERj1 nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion (96 h).

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der ER-luminalen Proteine Grp94, Grp170, PPIB und BiP sowie des ER-
Membranproteins ERj1 nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion fir 96 h gemall 2.4.4.1, quantifiziert mittels
markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, D, G, J, M zeigen die Mittelwerte des jeweiligen
gekennzeichneten Proteingehalts nach TRAPB Depletion (Mittelwert aus den Ergebnissen nach Manipulation de HeLa-
Zellen mittels TRAPB siRNA und TRAPB-UTR siRNA, jeweils n = 3) bzw. SEC61A1 Depletion (Mittelwert aus den
Ergebnissen nach Manipulation de HelLa-Zellen mittels SEC61A1 siRNA und SEC61A1-UTR siRNA, jeweils n = 2)
quantifiziert innerhalb der markierungsfreien Proteomanalyse. B, E, H, K, N zeigen sowohl die Einzelwerte als auch
den Mittelwert des jeweiligen gekennzeichneten Proteingehalts nach Depletion von TRAPB mittels TRAPB siRNA,
TRAPB-UTR siRNA (je n =5) bzw. SEC61A1 Depletion quantifiziert (n = 3). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-
Test durchgefiihrt (2.8). In C, F, I, L, O ist je ein représentativer Blot als Grundlage der Auswertung in B, E, H, K, N
dargestellt. Zur Bestimmung des Proteingehalts von Grp94. Grp170, PPIB, BiP und Erj1 wurden die Proben nach 96-
stiindiger Manipulation mit der jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die
Proteine Uber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion
analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als
Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet. B-Aktin diente als
Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primarantikérper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-
anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung
verdunnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf
den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten A — | veroffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018,
Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License® geschutzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Western Blot
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Abbildung 55: Kinetische Analyse des relativen Proteingehalts der ER-luminalen Proteine Grp94, Grp170, PPIB
und BiP sowie des ER-Membranproteins ERj1 nach TRAPB- bzw. SEC61A1 Depletion (48 h — 144 h).
Vergleichend dargestellt sind Einzelwerte und der Mittelwert der Proteingehalts von A Grp94, B Grp170, C PPIB, D BiP
und E ERj1 nach TRAPB Depletion mittels TRAPB siRNA bzw. TRAPB-UTR siRNA oder TRAPB Depletion fir 72 h, 96
h, 120 h und 144 h. Dazu wurden 5,2 *108 HelLa-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgeséat und mit 10 nM der
jeweiligen depletierenden oder Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt 0 h, 24 h und 96 h behandelt. Nach Ernte der Zellen zum
jeweils gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung
des Proteingehalts von Grp94. Grp170, PPIB, BiP und ERj1 wurden die Proben nach 96-stiindiger Manipulation mit der
jeweiligen siRNA mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tber das Tank-Blot-
Verfahren auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der
Proteine erfolgte Uber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikérper wurde ein Ziege-anti-
Kaninchen-Antikorper gekoppelt an Cy5 verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen
monoklonalen Priméarantikérper Maus-anti-p-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikorper detektiert.
Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden
die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von 3-Aktin normiert und die Kontrolle
gleich 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte an. Zum Vergleich der Kontrolle mit
den Ergebnissen nach Proteindepletion wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (2.8).
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Durch die Ergebnisse der Kapitel 3.2.2 bis 3.2.4 konnte Folgendes beobachtet werden:

Durch die reduzierte Genexpression von TRAPB mittels RNAi wurde der relative mRNA-Gehalt
fur keines der untersuchten potentiellen TRAP-abhangigen Substrate PPIC, TMED5, ACP2 oder
EPDR1 malR3geblich negativ beeinflusst. Da gleichzeitig die Proteinmenge jedoch stark vermindert
war, kann daraus gefolgert werden, dass es sich dabei um einen Sekundareffekt der TRAPB

siRNA auf Proteinebene handelt.

Ebenso wurde keine quantitative Veranderung der mRNA Menge kodierend fur die beiden
Untereinheiten des SRP-Rezeptors nach genetischer Manipulation der HeLa-Zellen mit TRAPB
siRNA nachgewiesen. Jedoch wurde bestatigt, dass die SRa und SR Proteinmenge gleichzeitig

signifikant erhdht war.

Es wurde nachgewiesen, dass die 96-stiindige Transfektion mit einer entsprechenden siRNA zur
Reduktion der Genexpression TRAPB dazu fihrte, dass der relative Proteingehalt der OST-
Komplex Untereinheiten Dad1, Stt3b und Ost48 stark vermindert wurde. Untersuchungen zum

Proteingehalt von Calreticulin, Sill1 und Sell zeigten die gleichen Ergebnisse.

Die genannten Effekte hinsichtlich der quantitativ veréanderten Proteinlevel aller untersuchten
Modellsubstrate konnten durch simultane Expression von siRNA-resistenter TRAPB-cDNA

gerettet werden.

Des Weiteren erfolgte der Nachweis, dass die verminderte Genexpression von TRAPB im
Zeitraum von 96 h nicht zu einer Aktivierung der UPR fuhrt. Essentielle Effektoren dieses
Prozesses, wie z.B. BiP, Grp94 und Grpl70 waren nach Depletion des TRAP-Komplexes
unbeeinflusst. Gleiches wurde fiir die ER-residenten Proteine Sell und ERj1 beobachtet.

All diese Beobachtungen unterstiitzen und bestatigen die Ergebnisse der Proteomanalyse und
der folgenden Proteinmengenbestimmung. Dies lasst die Folgerung zu, dass beide Methoden
gleichwertige Strategien zur validen Untersuchung proteinbiochemischer Zusammenhénge in

HelLa-Zellen sind.
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3.3. Charakteristika der TRAP-Substrate

Im Zentrum fur Bioinformatik der Universitdt des Saarlandes erfolgte die Untersuchung der
Proteine, die innerhalb der Proteomanalyse TRAPB-depletierter HelLa-Zellen als vermindert
nachgewiesen wurden, hinsichtlich der physiko-chemischen Eigenschaften von Signalpeptiden
sowie N-terminalen Transmembranhelices bei Proteinen ohne abspaltbares Signalpeptid.

In Abbildung 56 ist die Verteilung des Hydrophibizitatsscores sowie des GP-Gehalts der
Signalpeptide bzw. N-terminalen Transmembranhelices des gesamten humanen Proteoms, der
Sec61- sowie der TRAP-Substrate dargestellt. Auffallend ist, dass TRAP-Substrate im Vergleich
zum gesamten humanen Proteom sowie Sec61-Substraten einen héheren Anteil helixbrechender
Aminoséauren, Glycin und Prolin (GP), innerhalb ihrer Signalpeptide aufweisen (A, Wilcoxon
Vorzeichen Rang Test p = 0,007). Dies deutet darauf hin, dass TRAP-Substrate eine geringere
Neigung zur Ausbildung von alpha-Helices innerhalb ihrer Signalpeptide haben. Im Durchschnitt
ist der GP-Gehalt der Signalpeptide TRAP-abhangiger Substrate um 50 % erhdht im Vergleich
zur Gesamtheit humaner Signalpeptide als auch des gesamten humanen Proteoms (E).

Des Weiteren wird deutlich, dass Polypeptide mit wenig-hydrophobem Signalpeptid starker durch
die Sec61 Depletion beeinflusst sind (B). Dies deutet darauf hin, dass Sec61 solche Vorlaufer
bevorzugt, welche ein Signalpeptid mit iberdurchschnittlicher Hydrophobizitat besitzen (Wilcoxon
Vorzeichen Rang Test p = 0,055). Bei Betrachtung der TRAP-Substrate ergibt sich die Tendenz,
dass eine niedrige Hydrophobizitat der Signalpeptide kennzeichnendes Merkmal ist (p = 0,125).
Diese Tendenz wird dann signifikant (p = 0,05), wenn man die TRAP-Substrate auf die Gruppe
beschrankt, welche zuséatzlich auch durch die Depletion von Sec61 negativ beeinflusst werden.
Diese Beobachtungen gehen mit solchen vorhergehender in vitro Studien einher (Fons, Bogert, &
Hegde, 2003).

Die genannten Tendenzen hinsichtlich Hydrophobizitdt sowie GP-Gehalt sind ebenfalls bei
Betrachtung der N-terminalen Transmembrandomé&nen von Proteinen ohne abspaltbares
Signalpeptid erkennbar, wenn auch nicht statistisch signifikant (Abbildung 56 C, D).

Zur Klarung der Frage nach dem Ursprung des ungewohnlich hohen Anteils der helixbrechenden
Aminoséauren der Signalpeptide, wurden Homologe der humanen TRAP-Substrate in S. cerevisiae
untersucht (E). Unter den 7000 Proteinsequenzen (SwissProt) des Hefeproteoms befanden sich
800 Proteine mit Signalpeptid. Sieben direkte Homologe humaner TRAP-Substrate konnten
dieser Gruppe zugeordnet werden. Die Homologe in S. cerevisiae zeigen einen durchschnittlichen
GP-Gehalt von 5,3 %, damit deutlich geringer als derer der humanen TRAP-Substrate.

Des Weiteren betragt der durchschnittiche GP-Gehalt aller Signalpeptide des S. cerevisiae

Proteoms 8 % und liegt damit wesentlich unter dem Durchschnitt humaner Signalpeptide (F).
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Sehr ahnlich verhélt sich dies fur die Signalpeptide des E. coli Proteoms. Der TRAP-Komplex ist
weder in E. coli noch in S. cerevisiae konserviert. Dies unterstiitzt die These, dass der hohe GP-
Gehalt lediglich relevant zur Translokation von TRAP-Substraten in humanen Zellen ist.
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Abbildung 56: Physiko-chemische Eigenschaften der TRAP-Substrate mit Signalpeptid oder N-terminaler
Transmembrandomane.
Dargestellt ist die Verteilung des GP-Gehaltes (A, C) sowie des Hydrophibizitatsscores (B, D) der Signalpeptide (A; B)
bzw. N-terminalen Transmembranhelices (C, D) des gesamten humanen Proteoms (schwarz), der Sec61a-Substrate
(blau), der TRAP-Substrate (griin) sowie der sowohl Sec61a- als auch TRAP-Substrate (rot). In E und F zeigen die
Verteilung des relativen GP-Anteils der Signalpeptide im Proteom der Hefe (rot), E. coli (griin), des Menschen (schwarz)
sowie der Hefe-Orthologe humaner TRAP-Substrate (gestrichelt). G zeigt die Verteilung des GP-Anteils kompletter
Proteinsequenzen der gesamten humanen Proteoms (Daten verdéffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch
,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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3.4. Evaluierung der TRAP Substrate sowie deren Charakteristika in Fibroblasten

von CDG-Patienten

Bezugnehmend zu den in Kapitel 1.6 beschriebenen congenitalen Glykosylierungskrankheiten
(CDG) wurden Mutationen in der y und & Untereinheit des TRAP-Komplexes identifiziert, die zum
teilweisen oder gesamten Verlust des TRAP-Komplexes und dadurch zu einer CDG flhren.
Fibroblasten von drei CDG-Patienten wurden daher ebenfalls mittels quantitativer
markierungsfreier Proteomanalyse untersucht. AnschlieRend erfolgte die Auswertung hinsichtlich
gquantitativer Abweichungen im Proteinspektrum im Vergleich zu gesunden Kontroll-Fibroblasten.
Im folgenden Abschnitt werden diese Daten der chronisch TRAP-depletierten Patientenzellen mit
den Daten der HelLa-Zellen verglichen, welche durch siRNA vermittelte Depletion dahingehend

manipuliert wurden, den TRAP-Komplex weitestgehend zu degradieren.

3.4.1. Datenvergleich der Proteomanalyse von chronisch TRAP-defizienten CDG-

Patientenfibroblasten mit transient TRAP-depletierten HeLa-Zellen

Zur zusatzlichen Validierung von TRAP-Substraten und deren Eigenschaften wurden Fibroblasten
von drei CDG-Patienten sowie Fibroblasten von zwei gesunden Personen als Kontrollen
verwendet. Dabei weisen zwei Patienten eine Mutation in der &-, ein Patient in der y-Untereinheit
des TRAP-Komplexes auf (1.6). Diese wurden einer quantitativen, markierungsfreien
Proteomanalyse sowie anschlieBender Proteinmengenbestimmung unterzogen. Durch den
guantitativen Vergleich der Kontroll- mit den Patientenfibroblasten wurden gquantitativ negativ
beeinflusste Proteine identifiziert, die gem&fR Abbildung 24 potentielle TRAP-Substrate sein
konnten. Insgesamt wurden 5919 verschiedene Proteine innerhalb der massenspektrometrischen
Analyse charakterisiert. 279 Proteine wurden negativ gegenuber der Kontrolle innerhalb der
Patientenzellen beeinflusst.

Im Zentrum fur Bioinformatik der Universitdt des Saarlandes erfolgte die Untersuchung der
Proteine, hinsichtlich ihrer Lokalisation, der physikochemischen Eigenschaften N-terminaler
Signalpeptide sowie Transmembranhelices bei Proteinen ohne abspaltbares Signalpeptid.
Abbildung 57 zeigt die subzellulare Lokalisation der innerhalb der Proteomanalyse quantifizierten
Proteine basierend auf Gene Ontology (GO) Annotationen. Innerhalb des gesamten Proteoms
konnten 36 % der Proteine dem sekretorischen Transportweg zugeordnet werden. Dieser Anteil
ist vergleichbar mit dem der Gruppe negativ beeinflusster Proteine aufgrund der siRNA
vermittelten Depletion von TRAPB in HelLa-Zellen (40 %).
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Der Anteil der Proteine mit Signalpeptid (12 %) sowie Glykoproteine (17 %) war etwas geringer
im Vergleich zum Datensatz der transient TRAP-depletierten Hela-Zellen. Der Anteil an

Membranproteinen war jedoch mit 23 % vergleichsweise erhoht.
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Abbildung 57: Subzellulare Lokalisation der Proteine TRAP defizienter CDG-Fibroblasten.

Dargestellt ist A der Anteil der subzellulare Lokalisation des Proteoms der analysierten TRAP sowie TRAP-defizienten
CDG-Fibroblasten. In griin sind die Organellen des sekretorischen Transportwegs gekennzeichnet. Zudem wird in B
der Anteil derer Proteine markiert, die innerhalb der Gruppen in A ein Signalpeptid oder eine N-Glykosylierung
aufweisen bzw. es sich um Membranproteine handelt (Daten verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch
,Creative Common Attribution 4.0 International License” geschutzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Unter den 279 negativ beeinflussten Proteinen der CDG-Fibroblasten waren sowohl die
Untereinheiten des TRAP-Komplexes zu finden, als auch 15 Proteine welche zuvor in HeLa-Zellen
nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB negativ beeinflusst wurden (Abbildung 58). Bei
naherer Betrachtung der 100 Proteine, welche dem sekretorischen Weg zugeordnet wurden, fallt
auf, dass es fast keine Uberschneidung mit der entsprechenden Gruppe transient TRAP-
depletierter HeLa-Zellen gibt. Lediglich vier Proteine (CREG1, EPDR1, TUSC3, TWSG1) mit

einem abspaltbaren Signalpeptid wurden in beiden Datensétzen als vermindert nachgewiesen.
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Abbildung 58: Quantitative Auswertung der mittels MS detektierten Proteine nach siRNA vermittelter Depletion
von TRAPB in HelLa-Zellen sowie in chronisch TRAP-defizienter CDG-Fibroblasten

Nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB wurden 5911 Proteine in allen drei biologischen Replikaten
nachgewiesen, 5919 in allen Proben der Fibroblasten mit Mutation in der y bzw. &-Untereinheit des TRAP-Komplexes.
Vergleichend zur Kontrolle waren nach Behandlung der HeLa-Zellen mit TRAPB siRNA 60 Proteine mit Signalpeptid
oder N-terminaler Transmembranhelix negativ beeinflusst; die Fibroblasten der CDG-Patienten wiesen 75 solcher
Proteine auf. Vier Proteine (CREG1, EPDR1, TUSC3 und TWSG1) waren in beiden Gruppen zu finden. In ihrer
Quantitat positiv beeinflusst wurden nach Depletion von TRAPB 77 Proteine, in den Fibroblasten der CDG Patienten
39 Proteine. In beiden Gruppen wurden keine gleichen Proteine nachgewiesen.

Die detaillierte Liste aller quantifizierten Proteine mit korrespondierenden Gennamen, UniProtKB
IDs, und log2fold changes sind Nguyen, Stutz et al. (2018) ,Supplementary Data 8“ (negativ

beeinflusst) und ,Supplementary Data 9“ (positiv beeinflusst) zu enthehmen.

In Abbildung 59 wird die Verteilung des Hydrophibizitatsscores sowie des GP-Gehalts innerhalb
der Signalpeptide bzw. N-terminalen Transmembranhelices gezeigt. Der Datensatz ist
vergleichend zu dem des gesamten humanen Proteoms, der Sec61- sowie der TRAP-Substrate.
Auffallend ist, dass Signalpeptide der Proteine, welche im Proteom der CDG-Patienten im Mittel
vermindert waren, nur fir eine kleine Auswahl eine niedrigere Hydrophobizitdt aufwiesen, im
Gegensatz zu TRAP-Substraten, die nach transienter TRAP Depletion ermittelt wurden (A).
Letztere weisen fur den Grof3teil der Substrate einen erhdhten Glycin und Prolin Gehalt auf und
damit eine Verschiebung der gesamten Kurve hin zu héherem GP-Gehalt im Vergleich zum
gesamten humanen Proteom (B). Bei Betrachtung der Kurve zugehérig zum CDG-Datensatz fallt
auf, dass diese nicht komplett verschoben ist, sondern flacher und verbreitert ist. Dies bedeutet,
dass die negativ beeinflussten Proteine homogener verteilt sind, es sowohl Signalpeptide mit

geringem GP-Gehalt gibt, aber auch eine deutliche Anzahl mit stark erhéhtem GP-Gehalt.
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Die genannten Tendenzen hinsichtlich Hydrophobizitat sowie GP-Gehalt sind ebenfalls bei
Betrachtung der N-terminalen Transmembrandomé&nen von Proteinen ohne abspaltbares
Signalpeptid erkennbar, wenn auch nicht statistisch signifikant (Abbildung 59 C, D).

Des Weiteren féllt auf, dass die Halfte der negativ beeinflussten Proteine mit N-Glykosylierung
und abspaltbarem Signalpeptid einen GP-Gehalt Uber 15 % in selbigem aufweisen. Gleiches gilt
fur Glykoproteine mit N-terminaler Transmembranhelix.
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Abbildung 59: Physiko-chemische Eigenschaften der TRAP-Substrate mit Signalpeptid oder N-terminaler
Transmembrandomane chronisch TRAP-defizienter CDG-Fibroblasten und siRNA vermittelt TRAP-depletierter
HelLa-Zellen.

Dargestellt ist die Verteilung des Hydrophibizitatsscores (A, C) sowie des GP-Gehaltes (B, D) der Signalpeptide (A, B)
bzw. N-terminalen Transmembranhelices (C, D) des gesamten humanen Proteoms (schwarz), der Sec61a-Substrate
(blau), der TRAP-Substrate (griin) jeweils identifiziert nach siRNA vermittelter Proteindepletion in HeLa-Zellen sowie
der TRAP-Substrate identifiziert in chronisch TRAP-defizienten CDG-Fibroblasten (rot) (Daten verdffentlicht in Nguyen,
Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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3.4.2. Validierung der TRAP-Substrate in CDG-Fibroblasten

Mit Hilfe der markierungsfreien quantitativen Proteomuntersuchung und anschlieBender
Proteinmengenbestimmung wurden Proteine identifiziert, welche aufgrund der transienten
Depletion von TRAPB in HelLa-Zellen in ihrer relativen Quantitat beeinflusst wurden. Daneben
erfolgte die gleichartige massenspektrometrische Analyse von CDG-Fibroblasten, welche
aufgrund einer Genmutation chronisch TRAP-depletiert sind. Es erfolgte die quantitative
Untersuchung der CDG-Fibroblasten hinsichtlich der in 3.2 validierten TRAP-Substrate auf
Western Blot Ebene. Jede Untersuchung wurde dabei lediglich einmal pro Patient und Kontrolle
durchgefuhrt. Abbildung 60 zeigt die Ergebnisse die Untereinheiten des TRAP-Komplexes
betreffend: TRAPB (A) wurde massenspektrometrisch nur in der Kontrolle nachgewiesen, im
Western Blot (B) zeigten alle Patientenzellen einen minimalen Restgehalt. Fur die anderen drei
Untereinheiten a (C, D), y (E, F) und & (G, H) wurden die Ergebnisse der Proteomanalyse auch
mittels Western Blot bestatigt. Insgesamt wurde die Degradation des gesamten TRAP-Komplexes

auch fur CDG-Fibroblasten durch die Mutationen in einzelnen Untereinheiten verifiziert.
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Abbildung 60: Untersuchung des relativen Proteingehalts der a- und B-Untereinheiten des TRAP-Komplexes in

Fibroblasten von CDG-Patienten.

C, E, G zeigen die Ergebnisse des

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der a-, B-, y- und d-Untereinheit des TRAP-Komplexes in Fibroblasten

von CDG-Patienten, die Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAPG&-Untereinheit aufweisen, quantifiziert mittels

markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A,

1). Die Zellen wurden

keiner zusétzlichen genetischen Manipulation unterzogen und das Zelllysat gemaf 2.4.5 aufbereitet.

massenspektrometrischen Quantifizierung der jeweiligen Untereinheit des TRAP-Komplexes (n
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B, D, F, H zeigen den Proteingehalt der jeweiligen Untereinheit des TRAP-Komplexes auf Basis der Western Blot
Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezahlt und zur
weiteren Analyse aufbereitet. Zur Uberpriifung des resultierenden Proteingehalts wurden die Proben mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (12 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine mittels Semidry-Blotting auf einer PVDF-Membran immobilisiert
und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von TRAPa, TRAPB und TRAPYy erfolgte iber einen
passenden Antikorper aus dem Kaninchen, als Sekundarantikdrper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper
gekoppelt an Cy5. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tiber einen monoklonalen Primarantikdrper Maus-anti-f3-
Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikorper detektiert. Die verwendeten Antikérper wurden geman
Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie
quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. (Daten
A, C veréffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License*
geschutzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Gleiches gilt fur die nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB als TRAP-Substrate validierten
Proteine PPIC, ACP2 und TMEDS5: In Abbildung 61 sind die Ergebnisse hinsichtlich der
Untersuchung der CDG-Fibroblasten zusammengefasst. Sowohl die quantitative MS-Analyse als
auch die Untersuchung auf Western Blot Basis zeigten einen stark verminderten Gehalt der
genannten Proteine. Unterschiedliche Ergebnisse waren fiir Patient 405 bzgl. des Gehalts an
PPIC und TMEDS5 zu verzeichnen.
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Abbildung 61: Untersuchung des relativen Proteingehalts von PPIC, ACP2 und TMEDS in Fibroblasten von
CDG-Patienten.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt von PPIC, ACP2 und TMEDS5 in Fibroblasten von CDG-Patienten, die
Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAPO-Untereinheit aufweisen, quantifiziert mittels markierungsfreier
Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, C, E, G zeigen die Ergebnisse des massenspektrometrischen
Quantifizierung des jeweiligen Proteins (n = 1). Die Zellen wurden keiner zusétzlichen genetischen Manipulation
unterzogen und das Zelllysat gemaf 2.4.5 aufbereitet. B, D, F, H zeigen den jeweiligen Proteingehalt auf Basis der
Western Blot Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen zum jeweils gekennzeichneten Zeitpunkt wurden die Zellen gezéahlt
und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von PPIC, ACP2 und TMED5 wurden die
Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tUber Semidry-Blotting (PPIC;
TMEDS5) bzw. Tank-Blot-Verfahren (ACP2) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische
Detektion analysiert. Der Nachweis von PPIC, ACP2 und TMED?5 erfolgte Uber einen passenden Antikrper aus dem
Kaninchen. Als Sekundarantikérper wurde fur PPIC ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet,
fur ACP2 und TMEDS ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tber
einen monoklonalen Priméarantikbrper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikérper
detektiert. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaR Tabelle 4 verdinnt, a-B-Aktin und a-PPIC in 5 %
Magermilchlésung, a-ACP2 und o-TMEDS5 in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. (Daten A, C, E verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License* geschutzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Die Ergebnisse der Untersuchung hinsichtlich des relativen Proteingehalts der drei als TRAP-
Substrate validierten Untereinheiten des OST-Komplexes sind in Abbildung 62 zusammenfasst:
Dabei zeigten sich im Hinblick auf Stt3b (E, F) jeweils gleichwertige Ergebnisse wie die der
transient TRAPB-depletierten HelLa-Zellen, namlich eine starke Verminderung des relativen
Proteingehalts in den untersuchten Patientenzellen. Dies gilt sowohl fir die
massenspektrometrische als auch fir die Western Blot basierte Analyse. Gleiches gilt in Bezug
auf Ost48 (C, D), mit Ausnahme des Patienten 405. Die Unterschiede zwischen einzelnen
Patienten werden stark bei der Betrachtung der Ergebnisse zu Dad1l (A, B) deutlich.

Die Verminderung des Gehalts an Dadl, der in den Untersuchungen der transient TRAPB-
depletierten HeLa-Zellen zur Validierung von Dadl als TRAP-Substrat fiihrte, geht mit den CDG-
Untersuchungen nicht konform. Im Gegensatz dazu wurde durch die massenspektrometrische
Analyse gezeigt, dass der Gehalt an Dad1l in Proben von zwei CDG-Patientenzellen im Vergleich
zur Kontrolle sogar stark erhoht war. Fur Patient 406 wurde dieses Ergebnis auch im Western Blot
bestatigt. Bezlglich der beiden anderen untersuchten Patientenproben wurden gegensatzliche

Ergebnisse zwischen den massenspektrometrisch und Western Blot basierten Resultaten erfasst.
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Abbildung 62: Untersuchung des relativen Proteingehalts der OST-Komplex-Untereinheiten Dad1, Ost48 und
Stt3b in Fibroblasten von CDG-Patienten.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt der OST-Komplex-Untereinheiten Dadl, Ost48 und Stt3b in Fibroblasten
von CDG-Patienten, die Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAP3-Untereinheit aufweisen, quantifiziert mittels
markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, C, E, G zeigen die Ergebnisse des
massenspektrometrischen Quantifizierung des jeweiligen Proteins (n = 1). Die Zellen wurden keiner zusatzlichen
genetischen Manipulation unterzogen und das Zelllysat gemaR 2.4.5 aufbereitet. B, D, F, H zeigen den jeweiligen
Proteingehalt auf Basis der Western Blot Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen wurden diese gezéhlt und zur weiteren
Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von Dadl, Ost48 und Stt3b wurden die Proben mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (Dadl 17,5 %, Ost48 und Stt3b 12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tiber Semidry-Blotting
(Dadl) bzw. Tank-Blot-Verfahren (Ost48, Stt3b) auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische
Detektion analysiert. Der Nachweis von Dad1 und Stt3b erfolgte tUber einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen,
der Nachweis von Ost48 erfolgte Uber einen passenden Antikérper aus der Maus. Als Sekundérantikdrper wurde fur
Stt3b ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper gekoppelt an Cy5 verwendet, fiir Dadl ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt
an POD. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primé&rantikdrper Maus-anti-g-Aktin und
einen sekundéaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikérper detektiert. Letzterer wurde auch als sekundarer Antikdrper zur
Detektion von Ost48 genutzt. Die verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle 4 verdiinnt, a-B-Aktin, a-Ost48 und
a-Stt3b in 5 % Magermilchlésung, a-Dadl in CrossFroxx-Puffer. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. (Daten A, C, E verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
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Abbildung 63: Untersuchung des relativen Proteingehalts von Calreticulin, Sillund Sell in Fibroblasten von
CDG-Patienten.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt von Calreticulin (A, B), Sill (C, D) und Sell (E) in Fibroblasten von CDG-
Patienten, die Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAP&-Untereinheit aufweisen, quantifiziert mittels
markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, C, E zeigen die Ergebnisse des
massenspektrometrischen Quantifizierung des jeweiligen Proteins (n = 1). Die Zellen wurden keiner zuséatzlichen
genetischen Manipulation unterzogen und das Zelllysat gemalR 2.4.5 aufbereitet. B, D zeigen den jeweiligen
Proteingehalt auf Basis der Western Blot Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen wurden die Zellen gezahlt und zur
weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von SRa und SR wurden die Proben mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-
Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte Uber einen
passenden Antikérper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikérper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper
gekoppelt an Cy5 verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde Uber einen monoklonalen Prim&rantikdrper
Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikorper
wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchldsung verdinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt.

163



Ergebnisse

Des Weiteren wurden Untersuchungen hinsichtlich der quantitativen Beeinflussung der Proteine
Sil1, Calreticulin und Sell in TRAP-defizienten Fibroblasten von CDG-Patienten durchgefihrt.
Sowohl die Ergebnisse der Proteomanalyse als auch der Western Blot basierten Experimente
zeigten, dass der Gehalt der ER-luminalen Proteine Sill und Calreticulin erniedrigt war gegentber
den Kontrollfibroblasten. Diese Ergebnisse decken sich im Wesentlichen mit den zuvor
dargestellten Ergebnissen, welche in transient TRAP-depletierten Hela-Zellen gewonnen
wurden. Fiur Sell wurde nach transienter TRAP-Depletion in HeLa Zellen zuvor eine quantitativ
negative Beeinflussung beobachtet. Die Ergebnisse der chronisch TRAP-depletierten CDG-
Patientenzellen zeigen gegensatzlich jedoch eine quantitative Erhéhung des Proteingehalts von
Sell. Dies betrifft das Ergebnis, welches innerhalb der Proteinanalyse sowie
Proteinhaufigkeitsbestimmung nachgewiesen wurde, auf Western Blot Ebene wurden an dieser

Stelle keine Daten zum Vergleich erhoben.

Darlber hinaus wurde auch Uberprift, ob der Gehalt der Untereinheiten des SRP-Rezeptors
gleichsam zu den Ergebnissen nach siRNA vermittelter TRAP Depletion ebenfalls quantitativ
erhdht war. Aus Abbildung 64 wird ersichtlich, dass die positive Beeinflussung der Untereinheiten
a und B des SRP-Rezeptors lediglich auf nach Western Blot Analyse und auch nur fir Patient 406
beobachtet wurde. Generell zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
massenspektrometrischen und der Western Blot basierten Analyse sowie einem sehr
inhomogenen Bild bzgl. der generellen quantitativen Beeinflussung des SRP-Rezeptors aufgrund

des Fehlen des TRAP-Komplexes.
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Abbildung 64: Untersuchung des relativen Proteingehalts a- und B-Untereinheit des SRP-Rezeptors in
Fibroblasten von CDG-Patienten.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt a- (A, B) und B-Untereinheit (C, D) des SRP-Rezeptors in Fibroblasten
von CDG-Patienten, die Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAP3-Untereinheit aufweisen, quantifiziert mittels
markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, C zeigen die Ergebnisse des
massenspektrometrischen Quantifizierung des jeweiligen Proteins (n = 1). Die Zellen wurden keiner zuséatzlichen
genetischen Manipulation unterzogen und das Zelllysat gemall 2.4.5 aufbereitet. B, D zeigen den jeweiligen
Proteingehalt auf Basis der Western Blot Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen wurden die Zellen gezéhlt und zur
weiteren Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von SRa und SR wurden die Proben mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tber das Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-
Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte tiber einen
passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundéarantikbrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper
gekoppelt an Cy5 verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde uber einen monoklonalen Primérantikdrper
Maus-anti-B-Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikorper
wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt.
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Abbildung 65: Untersuchung des relativen Proteingehalts von Grp94, Grpl70, PPIB, BiP und ERj1l in
Fibroblasten von CDG-Patienten.

Vergleichend dargestellt ist der Proteingehalt von Grp94 (A, B), Grp170 (C, D), PPIB (D, E), BiP (F, G) und ERj1 (H, I)
in Fibroblasten von CDG-Patienten, die Mutationen innerhalb der TRAPy bzw. TRAP3-Untereinheit aufweisen,
quantifiziert mittels markierungsfreier Proteomanalyse und auf Western Blot Ebene. A, C, E, G, | zeigen die Ergebnisse
des massenspektrometrischen Quantifizierung des jeweiligen Proteins (n = 1). Die Zellen wurden keiner zusatzlichen
genetischen Manipulation unterzogen und das Zelllysat gemafR 2.4.5 aufbereitet. B, D, F, H, J zeigen den jeweiligen
Proteingehalt auf Basis der Western Blot Analyse (n = 1). Nach Ernte der Zellen wurden diese gezahlt und zur weiteren
Analyse aufbereitet. Zur Bestimmung des Proteingehalts von Grp94. Grpl170, PPIB, BiP und Erj1 wurden die Proben
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12,5 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine Uber das Tank-Blot-Verfahren auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte tiber
einen passenden Antikdrper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikbrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper
gekoppelt an Cy5 verwendet. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde uber einen monoklonalen Priméarantikérper
Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper detektiert. Die verwendeten Antikdrper
wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchldsung verdinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels
Densitometrie quantifiziert, der relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 %
gesetzt. (Daten A, C, E veroffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Abbildung 65 fasst die Ergebnisse der Analyse zu Grp94 (A, B), Grp170 (C, D), PPIB (E, F), BiP
(G, H) und ERj1 (I, J) zusammen. Hinsichtlich der CDG-Patientenzellen, mit Mutation in der y-
Untereinheit des TRAP-Komplexes, erfolgte aufgrund mangelndem Probenmaterial keine semi-
guantitative Analyse mittels Western Blot. Im Mittel konnte keine Beeinflussung der Proteine
aufgrund der chronischen Depletion des TRAP-Komplexes der CDG-Fibroblasten nachgewiesen
werden. Dies entspricht den Ergebnissen der Untersuchung transient TRAPB-depletierter Zellen.
Des Weiteren entsprachen die Resultate der quantitativen Proteomanalyse denen der Western
Blot Daten, in Bezug auf CDG-Patient 405 und 406.

Tabelle 25 fasst die gesamten Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen aus Kapitel 3.2

sowie 3.4.2 sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene zusammen.
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Tabelle 25: Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen nach siRNA
vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlieRenden
Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB erniedrigt sind (1)

TRAP Komplex

Protein TRAPa | TRAPB | TRAPy | TRAPS
mRNATGehaIt nach T'FliﬁiB#Z 79+6 | 8+1 - -
Depletion von TRAPB | oo Sl
[% der Kontrolle + q TRAPB
SEM] SIRNA #3 1157 | 9%1 - -

Massenspektrometrie 42 35 21 29
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle + siRNA#2 |82l 1428 | 1726 i
SEM] Western Blot TRAPB

SIRNA #3 41+£22|16+11 | 4114 -

Protein-Gehalt nach | Massenspektrometrie 50 - 80 88
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle + Western Blot | SECOIAL | 45401 | 5018 | 111527 | -
SEM] SIRNA #5
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPA TRAPA
[% der Kontrolle + Western Blot siRNA#3 | 32%12| 45%5 i )
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 13 0 0 19
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontrolle] Western Blot 16 11 0 12
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 51 0 32 0
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 38 26 19 0
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 33 0 0 1
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot 42 13 9 0
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlielenden
Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB erniedrigt sind (ll)

TRAP Substrate

Protein ACP2 | EPDR1 PPIC TMEDS
mRNA-Gehalt nach T.EQZB#Z 7545 | 3142 | 101413 | 62+4
Depletion von TRAPB | - oo Sl
[% der Kontrolle + q TRAPB
SEM] SIRNA #3 111+5| 84+5 | 100+12 | 1007

Massenspektrometrie 80 41 68 64
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle + I siRNA#2 | /1+27 i S7r+11 | 34=x12

Western Blot
. TRAPB 76 +19 - 81+36 |97+23

SiIRNA #3 - - -

Protein-Gehalt nach Massenspektrometrie 68 45 61 56
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle + Western Blot | SEC61AL | 574 01 - 33+24 | 50+22
SEM] SiIRNA #5
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPA TRAPA
[% der Kontrolle + Western Blot SIRNA #3 20+12 - 62+38 |81+39
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 56 - 62 54
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontrolle] Western Blot 25 - 23 56
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 43 - 95 14
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 35 - 33 141
Protein-Gehalt. Massenspektrometrie 34 - 51 14
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot 15 - 10 64
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlieRenden

Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB erniedrigt sind (Il

Komponenten
des OST-Komplex
Protein Dadl Stt3b Ost48
MRNA-Gehalt nach T_RAPB - - -
Depletion von TRAPB | - oo SIRNA #2
[% der Kontrolle + q TRAPB ] ] ]
SEM] SIRNA #3
Massenspektrometrie 66 72 81
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle I SiIRNA #2 73£45 70+33 76£12
SEM Western Blot
! TRAPB 66 + 34 62 + 30 64 + 20
SiRNA #3 - - -
Protein-Gehalt nach Massenspektrometrie 98 91 74
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle £ | \yestern Blot | S0 | 6418 | 55522 | 59+12
SEM] SIRNA #5
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPA TRAPA
[% der Kontrolle + Western Blot SIRNA #3 16 £+ 15 80+ 36 65 + 26
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 182 3 61
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontro”e] Western Blot 65 21 45
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 85 49 98
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 226 36 368
Protein-Gehalt. Massenspektrometrie 185 69 73
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot 424 3 121
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlielenden
Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB erniedrigt sind (IV)

weitere ER-
luminale Proteine

Protein Sill Calreticulin Sell
MRNA-Gehalt nach T_RAPB - - -
Depletion von TRAPB | - oo SIRNA #2
[% der Kontrolle £ q TRAPB ) ] ]
SEM] SIRNA #3

Massenspektrometrie 81 89 75
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle I SiIRNA #2 58+32 84+25 S1x12
SEM Western Blot

] TRAPB
SIRNA #3 74 +21 72+9 82+21

Protein-Gehalt nach Massenspektrometrie 24 82 27
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle + Western Blot | =01 | 26428 | 35222 17+8
SEM] SIRNA #5
Protein-Gehalt nach
[Do/i%'g'ﬁg o QHTeRfPA Western Blot ;ﬁﬁip‘% 86+50 | 114+48 57 + 29
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 11 69 183
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontro”e] Western Blot 59 73 -
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 57 81 175
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 74 58 -
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 39 94 278
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot 85 66 -
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlielenden

Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB erhdht sind

Untereinheiten des
SRP-Rezeptors

[% der Kontrolle]

Protein SRa SRpB
MRNA-Gehalt nach T_RAPB 129 + 12 89+9
Depletion von TRAPB SIRNA #2
gRT-PCR
[% der Kontrolle + TRAPB
SEM] SIRNA #3 123+9 105+5
Massenspektrometrie 121 132
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle I SiIRNA #2 136+ 34 122£35
SEM Western Blot
! TRAPB 130+ 40 158 + 40
SiRNA #3 - -
Protein-Gehalt nach Massenspektrometrie - 165
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle + Western Blot | SCCO1AL 133428 | 205 +53
SEM] SIRNA #5
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPA TRAPA
[% der Kontrolle Western Blot SIRNA #3 58 + 29 88 +18
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 67 85
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontrolle] Western Blot 58 83
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 126 135
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 2 145
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 126 86
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
Western Blot 156 136
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlieRenden
Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB unbeeinflusst sind (1)

UPR-aktive Proteine

Protein BiP Grpl70 Grp94
MRNA-Gehalt nach T_RAPB - - -
Depletion von TRAPB RT-PCR SIRNA #2
[% der Kontrolle + q TRAPB ) ] ]
SEM] SIRNA #3

Massenspektrometrie 95 102 85
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB TRAPB
[% der Kontrolle I SiIRNA #2 123+49 113+59 89+21

Western Blot
>E TRAPB 148 + 68 138 £ 23 88 + 23

SiRNA #3 - - -

Protein-Gehalt nach | passenspektrometrie - 87 -
Depletion von
SEC61A1
[% der Kontrolle * Western Blot | ScCorAL | gg 97 | 70+31 | 54124
SEM] SIRNA #5
Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPA TRAPA
[% der Kontrolle + Western Blot SIRNA #3 118 £ 50 130 £ 63 61+11
SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 71 104 72
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontrolle] Western Blot - - -
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 71 159 90
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot - 83 116
Protein-Gehalt. Massenspektrometrie 85 130 108
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot - 222 79
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Tabelle 25 (Fortsetzung): Zusammenfassende Ubersicht der quantitativen Ergebnisse der Proteomanalysen
nach siRNA vermittelter Proteindepletion sowie der CDG-Patientenzellen sowie der anschlielenden

Validierungsexperimente

Proteine, die nach Depletion von TRAPB unbeeinflusst sind (ll)

weitere
ER-Proteine

Protein ERj1 PPIB

TRAPB
mRNA-Gehalt nach SiRNA #2 ) )
Depletion von TRAPB gRT-PCR
[% der Kontrolle + SEM] TRAPB i i

SiRNA #3

Massenspektrometrie 109 90

Protein-Gehalt nach
Depletion von TRAPB -srigﬁliB#z 94 +14 86 +11
[% der Kontrolle £ SEM] Western Blot

TRAPB

SIRNA #3 130 + 45 93+11
Protein-Gehalt nach Massenspektrometrie 22 93
Depletion von SEC61A1
[% der Kontrolle + SEM] SEC61A1

Western Blot SIRNA #5 21+19 64 +17

Protein-Gehalt nach TRAPA
Depletion von TRAPA Western Blot SIRNA #3 121 £ 54 81+34
[% der Kontrolle + SEM]
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 89 75
in TRAPy defizienten
Patientenzellen
[% der Kontrolle] Western Blot - -
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 24 84
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (405)
[% der Kontrolle] Western Blot 69 136
Protein-Gehalt Massenspektrometrie 49 80
in TRAPS defizienten
Patientenzellen (406)
[% der Kontrolle] Western Blot 169 110
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Zusammenfassend bestatigen die meisten Ergebnisse der Western Blot Analysen die Resultate
der Proteomuntersuchung und folgender Proteinmengenbestimmung der chronisch TRAP-
defizienten CDG-Patientenzellen. Im Vergleich zu den Ergebnissen, welche zuvor nach

transienter TRAP-Depletion gewonnen wurden, sind gleichartige Tendenzen klar nachweisbar.

3.5. Ubersicht weiterer Ergebnisse der Proteomanalysen ohne zuséatzliche

Validierungsexperimente

Die Gesamtheit der durch die Proteomanalysen gewonnenen Daten wurde im ProteomeXchange
(PX) Consortium (Deutsch, et al.,, 2017) hinterlegt (Dataset PXD008178). Zuséatzlich zu den
Modellsubstraten, welche zur Validierung der substratspezifischen Eigenschaften des TRAP-
Komplexes verwendet wurden, gibt es noch eine Reihe weiterer Proteine, die Funktionen in der
Proteinhomdoostase einer humanen Zelle erfiillen. In Tabelle 26 sind einige dieser Proteine mit
dem jeweiligen Proteingehalt entweder nach siRNA-basierter Depletion oder in TRAP-defizienten

CDG-Patientenfibroblasten aufgelistet.

Tabelle 26: Ubersicht weiterer Ergebnisse der Proteomanalysen ohne zusétzliche Validierungsexperimente

Gen ATRAPB |ASEC61A1 359 (V)/4:):EE)(C;)/406 (3)
Relativer Proteingehalt [% der Kontrolle]
Translokase- SEC61A1 99% 17% 90% / 142% / 103%
komponenten SEC61B 115% 35% 148% / 196% / 148%
des SEC61G 95% 46% 105% / 106% / 99%
Endoplasmatischen SEC62 95% 90% 134% /74% / 138%
Retikulums SEC63 104% 109% 100% / 126 % / 103%
SND2 - - -1-1-
WRB - - -1-1-
CAML 121% 115% 35% /0% / 43%
SRP14 107% 106% 116% / 183% / 146%
SRP19 98% 124% 82% /122% / 74%
SRP54 96% 131% 113% /85% / 81%
SRP68 106% 127% 77% / 83% / 85%
SRP72 99% 108% 65 % / 64% / 66%
SRP9 101% 98% 184% / 137% / 144%
TRC /IGET4 89% 147% 32% /0% / 35%
ASNA1 84% 122% / 85% / 130%
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Untereinheiten des RPN1 92% 99% 88% / 85% / 90%
OST-Komplexes RPN2 96% 85% 109% / 118% / 78%
STT3A 95% 88% 104% / 219% / 121%
KRTCAP2 - - 139% / 72% / 0%
MLEC 105% 63% 89% / 65% / 106%
OSTC 90% 161% 101% / 52% / 123%
TUSC3 64% - -
TMEM258 ; - -
MAGT3 . - f-1-
OST4 . - f-1-
Ca?*-Homdoostase STIM1 105% 73% 162% /187% / 112%
ORAIL . - f-1-
2555:2; 98% 112% 147% | 124% | 189%
g%taopseor'(;sn‘;he HSP90AB1 101% 116% 139% / 118% / 140%
HSBP1 91% 187% 83% / 154% / 136%
HSPALA 109% 152% 114% / 71% / 103%
HSPBS 91% 145% 0% / 25% / 163%
AHSA1 93% 131% 94% / 59% / 55%
HSPH1 98% 123% 67% / 85% | 67%
BAG3 104% 120% 60% / 59% / 101%
BAG1 106% 190% 56% / 106% / 0%
E3-Ligasen HERC2 98% 125% -1-1-
TRIM4 112% - 127% / 1% / 203%
HLTF 127% 132% f-1-
MID1 143% 212% 125% / 16% / 125%
NEDD4 - 380% 489% | 243% | 316%
UBR1 88% 216% 160% / 140% / 264%
MYCBP2 108% 252% 85% / 260% / 0%
ZNRF2 91% 177% f-1-
UBR? 114% 143% I-1-
UFL1 102% 122% 36% / 95% / 78%
UBE20 110% 160% 72% 1 196% / 141%
UBE4A 86% 159% 159% / 35% / 0%
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Mitochondriale
Transportkomponenten

TOM1
TOM1L1
TOM1L2
TOMM20
TOMM22
TOMM34
TOMMA40
TOMMS5
TOMMG6
TOMM7
TOMM70A
TIMM10
TIMM10B
TIMM13
TIMM17A
TIMM21

TIMM22

TIMM23;
TIMM23B

TIMM44
TIMM50
TIMMS8A
TIMM8B
TIMM9

74%
106%
99%
104%
120%
104%
115%
109%
94%
105%
101%
93%
111%
101%
107%
95%
87%

108%

96%
113%
99%
104%
98%

109%
83%
78%

111%

119%
93%

114%

112%

338%

193%

110%
91%

76%

116%
113%

148%

113%
101%
7%

108%

Ergebnisse

33% /50% / 53%
-/-/-
101% / 47% / 92%
321% / 113% / 236%
81% / 106% / 76%
93% / 176% / 194%
150% / 225% / 90%
162% / 0% / 33%
-/-]/-

0% / 258% / 17%
46% / 76% / 65%
82% /171% / 156%
-/-/-

84% / 34% | 25%
-/-/-
-/-/-
-/-]/-
-/-/-

75% / 103% / 70%
87%/61% /121%
0% /63% / 77%
81% / 63% / 180%
107% / 69% / 110%
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3.6. Validierung der Eigenschaften identifizierter TRAP-Substrate

Mittels markierungsfreier Proteomanalyse konnten nach Reduktion der Genexpression mittels
RNAI solche Proteine identifiziert werden, welche in direkter Abhangigkeit zum TRAP-Komplex
stehen, um vollstandig und korrekt im ER-Lumen prozessiert zu werden (3.2). Diese TRAP-
Kandidaten wurden weitergehend einer bioinformatischen Proteinmengenbestimmung
unterzogen, um gemeinsame Eigenschaften der Proteine dieser Gruppe zu erfassen. Es zeigte
sich, dass die Signalpeptide der TRAP-Substrate einen erhdhten Gehalt als helixbrechenden
Aminosauren (Glycin und Prolin) sowie eine verminderte Hydrophobizitat aufweisen. Im folgenden
Kapitel werden diese mdglicherweise determinierenden Eigenschaften der TRAP-Kandidaten

weitergehend untersucht.

Zu diesem Zweck wurden mehrere identifizierte und validierte TRAP-Substrate sowie eine als
nicht TRAP-abhangig nachgewiesene Kontrolle ausgewahlt. Es erfolgte die Analyse der
jeweiligen physikochemischen Eigenschaften in silico sowie die Spezifizierung der Transport- und

Glykosylierungseigenschaften der Modellpolypeptide in genetisch manipulierten Zellen.

3.6.1. Die Paraloge PPIB und PPIC

Die beiden peptidyl-propyl-cis/trans-lIsomerasen PPIC und PPIB wurden zuvor auf endogener
Basis im Hinblick auf TRAP-Abhangigkeit untersucht. PPIC wurde dabei als echtes TRAP-
Substrat validiert (3.2.2.1.), wohingegen der Vorlaufer von PPIB unbeeinflusst von der Depletion
des TRAP-Komplexes in Bezug auf den ER-Import blieb (3.2.4).

3.6.1.1. Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften von PPIB und PPIC

Abbildung 66 zeigt den Vergleich der Aminosauresequenz von PPIB und PPIC. Es wird deutlich,
dass beide Sequenzen sehr dhnlich sind. Im reifen Teil sind diese zu 72 % identisch und weitere
13 % der Aminosauren sind vergleichbar. Auffallend sind die Unterschiede beider Sequenzen

innerhalb der Signalpeptide.
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Abbildung 66: Vergleich der Aminoséuresequenz der humanen Paraloge PPIB und PPIC

Dargestellt ist der Aminosauresequenzvergleich der beiden peptidyl-propyl-cis/trans-Isomerasen PPIC und PPIB. Der
Vergleich wurde mittels ,Standard Protein Blast® des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
durchgefiihrt. Beide Paraloge zeigen eine Identitét von 72 % sowie weitere 13 % an &hnlichen Aminosauren im reifen
Teil. Schwarz umrandet ist die Aminosauresequenz der Signalpeptide.

Die strukturellen Eigenschaften der Signalpeptide von PPIB und PPIC werden in Abbildung 67
verglichen. Darin sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche laut Protean Vorhersage-Tool
alpha-helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen (griin) (Garnier, Osguthorpe, & Robson, 1978)
ausbilden. Das Signalpeptid von PPIC bildet demnach keine alpha-Helix aus, wohingegen das
Signalpeptid von PPIB vorrangig durch diese Sekundarstruktur gekennzeichnet ist. Zudem ist in
blau das Hydrophilizitdtsprofil nach Kyte-Dolittle (Kyte & Doolittle, 1982) fiir beide Signalpeptide
dargestellt. Beide Hydrophobizitatsscores sind nahezu gleich, liegt dieser fur das Signalpeptid von
PPIB bei 0,961, fir PPIC bei 1,063. Deutliche Unterschiede sind bei der Betrachtung des Anteils
der helixbrechenden Aminoséauren, Glycin und Prolin (GP) vorzufinden. Der GP-Anteil des
Signalpeptids von PPIC liegt bei 32 %, wohingegen der GP-Anteil von PPIB lediglich 12 %
aufweist.
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A PPIC B PPIB
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Abbildung 67: Aminosauresequenz, Sekundarstruktur und Kyte-Dolittle-Hydrophilizitat der Signalpeptide von
PPIC und PPIB

Dargestellt ist die Aminoséduresequenz der beiden Paraloge PPIC (A) und PPIB (B). Helixorechende Aminoséuren
Glycin (G) und Prolin (P) sind rot markiert. Der GP-Anteil des Signalpeptids von PPIC liegt bei 32 %, der von PPIB bei
12 %. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche laut Protean Vorhersage-Tool (DNASTAR /
Lasergene 12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden. In blau ist das Hydrophilizitatsprofil nach
Kyte-Dolittle gezeigt.

3.6.1.2. Charakterisierung einzelner Prozessierungsstufen nach Expression plasmid-

kodierter Modellsubstrate

Es erfolgte die Untersuchung, ob die unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Paraloge PPIB
und PPIC fir das differente Verhalten in Abwesenheit bzw. nach Verminderung des TRAP-
Komplexes verantwortlich sind. Dazu wurde zun&chst Uberprift, ob sich die Ergebnisse, die bisher
auf endogener Ebene evaluiert wurden, mit denen des plasmidgetriebenen Transports (2.4.6) der
Modell-Polypeptide in das ER-Lumen decken. Fur letzteren wurden Plasmide kodierend fur die
cDNA von PPIB bzw. PPIC jeweils mit C-terminalem Myc-DDK-Tag kommerziell erworben.

Da die Beurteilung der Transport- und Glykosylierungseigenschaften mittels densitometrischer
Untersuchung auf Western Blot Basis realisiert wird, wurde zunéchst eine Charakterisierung der
einzelnen plasmidkodierten Proteinbanden durchgefihrt (2.4.6.2):

HelLa-Zellen wurden dazu ausgesét und gemafR 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA kodierend fur die
Sequenz eines Modellsubstrats transfiziert. Zur Inhibition der N-Glykosylierung wurden die Zellen
zusatzlich 2 h nach der Plasmid-Transfektion mit Tunicamycin manipuliert. Zur Hemmung der
Degradation des Vorlauferpolypeptids und dessen Akkumulation im Cytosol wurden die Zellen
8 h vor Ernte mit dem Proteasominhibitor MG132 versetzt (2.4.6.1). Nach 25-stiindiger Expression
der cDNA erfolgte die Zellernte und Aufbereitung des Zelllysats zur Western Blot Analyse. Das
Ergebnis zur Charakterisierung der einzelnen Prozessierungsstufen von PPIB und PPIC ist in
Abbildung 68 dargestellt. Beispielhaft fur PPIC (A) war somit die Unterscheidung zwischen
Vorlaufer (Pre-PPIC-DDK), importiertem PPIC nach Signalsequenzabspaltung (PPIC-DDK) und
den beiden glykosylierten Formen (PPIC9-DDK und PPIC%-DDK) maglich.
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A PPIC B PPIB
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Abbildung 68: Charakterisierung der Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen  Modell-
Polypeptidvorlaufer PPIB und PPIC.

Unterschiedliche Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen Modellsubstrate PPIC (A) und PPIB (B) wurden
charakterisiert. Somit ist die Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-PPIC-DDK / Pre-PPIB-DDK), importiertem
Polypeptid nach Signalsequenzabspaltung (PPIC-DDK / PPIB-DDK) und den glykosylierten Formen (PPIC9-DDK,
PPIC9-DDK / PPIB9-DDK) mdglich. HelLa-Zellen wurden dazu ausgesat und gemafl 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA
transfiziert. Zur Hemmung der N-Glykosylierung wurden die Zellen zusatzlich 2 h nach der Plasmid-Transfektion mit
Tunicamycin manipuliert. Zur Akkumulation des Vorlauferpolypeptids im Cytosol wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit
dem Proteasominhibitor MG132 versetzt. Nach 25-stiindiger Expression des cDNA erfolgte die Zellernte und
Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine
Uiber Tank-Blot-Verfahren auf einer PVYDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der
Nachweis der Varianten von PPIB und PPIC mit Myc-DDK-Tag erfolgte tber einen anti-DDK-Antikérper von Origene
aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die
verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdinnt. (Daten verdéffentlicht in Nguyen,
Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

3.6.1.3. Analyse der Translokation der plasmidgetriebenen Modell-Polypeptidvorlaufer

PPIB und PPIC nach Depletion von Translokasekomponenten

Inwiefern ein Defekt beim ER-Import oder etwa in Bezug auf die Glykosylierung der Polypeptide
vorliegt, wurde in intakten HelLa-Zellen mittels Transportassay untersucht (2.4.6). Zu diesem
Zweck wurden HelLa-Zellen ausgesat und SEC61A1, TRAPB oder TRAPB und TRAPA durch
RNA-Interferenz depletiert. Die Uberpriifung der Depletionseffizienz mittels Western Blot Analyse
ist in Abbildung 69 dargestellt. AnschlieRend erfolgte die Transfektion der Zellen mit einem
Expressionsplasmid, kodierend fur die cDNA von PPIB bzw. PPIC mit Myc-DDK-Tag. Durch
Applikation des SubtilaseAB-Toxins erfolgte die Spaltung des ER-luminalen Chaperons BiP. Als
Negativkontrolle dazu wurde die inaktive Form des SubtilaseAB-Toxins SubAa272B eingesetzt
(2.4.4.2). In Abbildung 70 sind die Ergebnisse von je drei biologischen Replikaten zur
Untersuchung des Prozessierungsverhaltens von PPIB und PPIC nach Depletion verschiedener
Translokasekomponenten zusammengefasst. Bei Betrachtung der Verteilung des Anteils
einzelner Prozessierungsstufen fallt auf, dass nach der Toxin-vermittelten Spaltung von BiP
weniger reifes PPIC nachweisbar war, was fiir einen Transportdefekt von PPIC spricht. Die
Abnahme der Translokationseffizienz verstarkte sich durch die zuséatzliche Depletion von TRAPB

und TRAPA und kommt dem Effekt nach Genexpressionsminderung von SEC61A1 gleich.
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In Bezug auf PPIB ist lediglich eine ineffiziente Glykosylierung nach Depletion von TRAPB und
zusatzlichen Translokasekomponenten nachweisbar. Ein Transportdefekt wurde jedoch nur nach
Depletion von SEC61A1 gezeigt.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen zu beiden Proteinen PPIC und PPIB auf

endogener Basis nach der Depletion des TRAP-Komplexes.

siRNA Kontrolle  TRAPB TRAPB  SEC61A

TRAFPA
SubAB - + - + - + -
SubAp7,B + - + - + - -
A
SECH1a —> | e wmn SE = S S 35kDa
o |25kDa
TRAPR —> -
B-Aktin 40kDa
B BiPy,
70 kDa
BiPn-tom 40 kDa
B-Aktin —>
40 kDa
C ' - .. . ‘
B-Aktin —> w e add £ £ anld
TRAPa —> Q-‘ ) S 135kDa

Abbildung 69: Analyse der Depletionseffizienz verschiedener Translokasekomponenten bei gleichzeitiger
Uberexpression plasmidkodierter Polypeptide

Zur Analyse der Translokation plasmidgetriebener Polypeptidvorlaufer nach Depletion von Translokasekomponenten
wurde mittels Western Blot die Depletionseffizienz von A Sec61a & TRAPB, B BiP und C TRAPa Uberprift. Dazu
wurden HelLa-Zellen ausgeséat und mit Kontroll- (20 nM), TRAPB-UTR (10 nM), TRAPA (20 nM) oder SEC61A1-UTR
(20 nM) siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h manipuliert. Nach 72 h erfolgte die Plasmidtransfektion. 9 h vor Ernte wurden
die Zellen mit dem Toxin Subtilase AB zur Spaltung des Chaperons BiP oder seiner inaktiven Form SubAa272B als
Kontrolle versetzt. Eine Stunde spéater wurde der Proteasominhibitor MG132 zu allen Proben hinzugegeben. Zum
Zeitpunkt 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (15 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tUber Semidry-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran
immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von Sec61a, TRAPSB, BiP und TRAPa
erfolgte Uber einen entsprechenden Antikdérper aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikbrper wurde ein Ziege-anti-
Kaninchen gekoppelt an POD (Sec61a, TRAPB und TRAPa) oder an Cy5 (BiP) verwendet. B-Aktin diente als
Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Primarantikérper Maus-anti-B-Aktin und einen sekundaren Ziege-
anti-Maus-Cy3-Antikdrper. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchldsung verdiinnt.
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Abbildung 70: Analyse der Translokation plasmidgetriebener Polypeptidvorlaufer von PPIB und PPIC nach
Depletion von Translokasekomponenten

Gemal3 2.4.6 wurde die Translokation und Prozessierung der plasmidgetriebener Model-Substrate PPIC (A, B) und
PPIB (C, D) untersucht. Dazu wurden HelLa-Zellen ausgesét und mit Kontroll- (20 nM), TRAPB-UTR (10 nM), TRAPA
(20 nM) oder SEC61A1-UTR (20 nM) siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h manipuliert. Nach 72 h erfolgte die
Plasmidtransfektion. 9 h vor Ernte wurden die Zellen mit dem Toxin Subtilase AB zur Spaltung des Chaperons BiP oder
seiner inaktiven Form SubAa272B als Kontrolle versetzt. Eine Stunde spéater wurde der Proteasominhibitor MG132 zu
allen Proben hinzugegeben. Zum Zeitpunkt 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses
wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tiber Tank-Blot-Verfahren auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der von PPIC und PPIB
mit Myc-DDK-Tag erfolgte tber einen anti-DDK-Antikérper von Origene aus dem Kaninchen. Als Sekundéarantikdrper
wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten Antikdrper wurden gemanR Tabelle 4
in 5 % Magermilchlésung verdiinnt. Die jeweilige Prozessierungsform ist als mittlerer Anteil des Gesamtsignals
innerhalb einer Probe jeweils rechts graphisch dargestellt (Vorlaufer in Rot, importiertes Polypeptid nach Abspaltung
der Signalsequenz in Grau, glykosylierte Form in Griin, zweifach glykosylierte Form in Blau, n = 3).
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3.6.2. Untersuchung weiterer TRAP-Substrate

Weitere plasmidkodierte Polypeptidvorlaufer wurden als Modellsubstrate im Transportassay
verwendet, um zunachst diese Ergebnisse mit denen endogener Basis betreffend zu vergleichen.
Dazu wurden die Kandidaten Sil1l, ACP2, EPDR1 und TMED5 ausgewahlt. Alle vier konnten in
humanen HelLa-Zellen als TRAP-Substrate identifiziert werden. Fir TMED5 wurde zuséatzlich zur

humanen auch die murine Sequenz im Transport in intakten Zellen getestet.

3.6.2.1. Charakterisierung der weiteren Modell-Polypeptidvorlaufer

Zuvor wurde in 3.3 gezeigt, dass sich die potentielle TRAP-Substrate vor allem in den
Charakteristika ihrer Signalpeptide von TRAP-unabhéngigen Substraten unterscheiden. Daher
wurden die Eigenschaften der Signalpeptide der zu untersuchenden Substrate in Abbildung 71
verglichen. Dazu gehért die Aminosduresequenz, in welcher helixbrechende Aminosduren Glycin
(G) und Prolin (P) rot markiert sind. Mit Hilfe des Protean Vorhersage-Tools (DNASTAR /
Lasergene 12) wurden alpha-helikale (rot) und beta-Faltblattstrukturen (griin) sowie das
Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle (blau) bestimmt.

Zur Untersuchung der Translokationseffizienz von plasmidkodiertem EPDR1 wurde kommerziell
eine cDNA mit muriner Sequenz fur EPDR1 erworben. Um die Vergleichbarkeit hinsichtlich der
determinierenden Eigenschaften als TRAP-Substrat und den auf endogener Basis erworbenen
Ergebnisse beurteilen zu kénnen, wurden beide Sequenzen gegeniibergestellt. EPDR1 weist sehr
ahnliche Eigenschaften vergleichend zwischen humaner (A) und muriner (B) Sequenz auf. Die
Homologie der Proteine im reifen Teil betragt 89 %, im Signalpeptid 64 %. In Bezug auf EPDR1,
weder murin noch human, wird jeweils keine Helixstruktur vorhergesagt. Der GP-Anteil des
humanen Signalpeptids ist mit 30 % etwas hdher als mit 24 % in der murinen Signalsequenz.
Auch der Hydrophobizitatsscore des humanen Signalpeptids liegt mit 0,727 hdher im Vergleich
zur murinen Signalsequenz (0,31). Zur Untersuchung der Transporteigenschaften von EPDR1
wurde folgend die plasmidkodierte murine Sequenz verwendet. Der physiko-chemische Vergleich
der humanen und der murinen Sequenz von EPDR1 zeigt, dass die beiden Sequenzen &hnlich
genug sind, um die Ergebnisse der Untersuchungen des plasmidkodierten EPDR1 mit denen auf
humaner, endogener Ebene zu vergleichen.

Ein anderes Ergebnis zeigte der orthologe Vergleich in Bezug auf TMEDS: In Abbildung 71 wurde
ebenfalls die humane Sequenz (E) mit der murinen Sequenz (F) von und den jeweiligen

physikochemischen Eigenschaften von TMEDS verglichen.
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Beide Sequenzen wurden folgend fiir die plasmidkodierte Uberexpression in HeLa-Zellen nach
Depletion von Translokasekomponenten verwendet. Wahrend das Signalpeptid des humanen
TMEDS einen GP-Gehalt von 30 % aufweist, liegt der entsprechende Wert von TMED5 (murin)
bei 26 %. Dieser sehr geringe Unterschied in den Eigenschaften der Signalpeptide flhrt laut dem
Protean Vorhersage-Tool dazu, dass innerhalb des humanen Signalpeptids keine alpha-helikalen
Sekundarstrukturen ausgebildet werden, was bei Betrachtung der murinen Signalsequenz
gegensatzlich der Fall ist.

Die Signalpeptide der Proteine Sill (C) und ACP2 (D) weisen jeweils einen GP-Gehalt von 16 %
auf, was laut Protean-Vorhersage mit der Ausbildung alpha-helikaler Strukturen einhergeht. Der

Hydrophobizitatsscore von Sill ist mit 0,992 jedoch deutlich héher als der von ACP2 mit 0,304.
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Abbildung 71: Aminosauresequenz, Sekundarstruktur und Kyte-Dolittle-Hydrophilizitdt der Signalpeptide
verschiedener Modell-Polypeptidvorlaufer.

Die Aminosauresequenz der weiteren Modellsubstrate A EPDR1 (homo sapiens), B EPDR1 (mus musculus), C Sil1, D
ACP2, E TMEDS5 (homo sapiens) und F TMED5 (mus musculus) ist in dieser Abbildung dargestellt. Helixbrechende
Aminosauren Glycin (G) und Prolin (P) sind rot markiert. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche
laut Protean Vorhersage-Tool (DNASTAR / Lasergene 12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden.
In blau ist das Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle gezeigt.
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Um mittels Western Blot die einzelnen Signale der plasmidkodierten Signale nach Uberexpression
zuordnen zu kdnnen, wurde diese im ersten Schritt charakterisiert gemaf 2.4.6.2. Das Ergebnis
zur Charakterisierung der einzelnen Prozessierungsstufen ist in Abbildung 72 dargestellt. HelLa-
Zellen wurden dazu ausgesat und geman 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA transfiziert. Zur Hemmung der
N-Glykosylierung wurden die Zellen 2 h nach der Plasmid-Transfektion zusatzlich mit Tunicamycin
manipuliert. Zur Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit dem
Proteasominhibitor MG132 versetzt. Nach 25-stindiger Expression des Plasmids erfolgte die
Zellernte. Beispielhaft fir EPDR1 (A) ist somit die Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-
EPDR1-DDK), importiertem EPDR1 nach Signalsequenzabspaltung (EPDR1-DDK) und den
beiden glykosylierten Formen (EPDR19-DDK und EPDR19-DDK) mdglich.

A EPDR1 (mus musculus) B Sil1
+ - + MG132 - + - + MG132
- + +  Tunicamycin - - + Tunicamycin
35 kDa - 55 kDa -
3 EPDR199-DDK - e 2 Sil199
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Abbildung 72 Charakterisierung der Prozessierungsstufen von plasmidgetriebenen  Modell-
Polypeptidvorlaufern.

Mittels Western Blot werden unterschiedliche Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen Modellsubstrate EPDR1
(A), Sil1 (B), TMEDS (homo sapiens) (C), ACP2 (D) und TMED5 (mus musculus) (E) charakterisiert. Somit ist die
Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-EPDR1-DDK / Pre-Sill / Pre-TMED5-DDK/ Pre-ACP2-DDK), importiertem
Polypeptid nach Signalsequenzabspaltung (EPDR1-DDK / Sil1 / TMED5-DDK / ACP2-DDK) und den glykosylierten
Formen (EPDR19-DDK, EPDR19%-DDK / Sil19-DDK, Sil199 / ACP2!-8-DDK) mdglich. HelLa-Zellen wurden dazu
ausgesat und gemal 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA transfiziert. Zur Hemmung der N-Glykosylierung wurden die Zellen
zusétzlich 2 h nach der Plasmid-Transfektion mit Tunicamycin manipuliert. Zur Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol
wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit dem Proteasominhibitor MG132 versetzt. Nach 25-stiindiger Expression des
Plasmids erfolgte die Zellernte und Aufbereitung des Zelllysats.
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Dieses wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tUber Tank-Blot-Verfahren
auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von EPDR1,
TMEDS5 und ACP2 mit der Myc-DDK-Tag erfolgte tber einen anti-DDK-Antikdrper von Origene, der Nachweis von Sill
Uber einen anti-Sil1-Antikorper, jeweils aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikérper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen
gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4in 5 % Magermilchlésung verdinnt.
(Daten A — C verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International
License“ geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

3.6.2.2. Analyse der Translokation plasmidgetriebener Modell-Polypeptidvorlaufer nach

Depletion von Translokasekomponenten

In Kapitel 3.2 wurden in HeLa-Zellen potentielle TRAP-Substrate identifiziert und auf endogener
Ebene validiert. Zusatzlich erfolgte eine  Untersuchung der Transport- und
Glykosylierungseffizienz nach plasmidkodierter Uberexpression einiger Modellsubstrate nach
Depletion von Translokasekomponenten. Als Modellsubstrate dienten Sill (human) sowie die
Formen mit C-terminalem Myc-DDK-Tag von EPDR1 (murin), TMED5 (human & murin) und ACP2
(human). Dazu wurde der Transport-Assay gemal Kapitel 2.4.6 nach Depletion von TRAPB,
TRAPB & TRAPA, BIiP oder SEC61Al1 genutzt. Abbildung 73 zeigt die Ergebnisse der
Translokationsstudie mit drei Experimenten. Hinsichtlich TMED5 (human) und EPDR1 konnte
gezeigt werden, dass aufgrund der Depletion von BiP weniger reifes Protein und mehr Vorlaufer
nachweisbar war. Dieser Translokationsdefekt verstéarkte sich durch die zusatzlich reduzierte
Genexpression mittels RNAi von Untereinheiten des TRAP-Komplexes. In Bezug auf ACP2 und
TMED5 (murin) war lediglich ein negativer Einfluss auf die Proteinprozessierung nach Depletion
von SEC61A1 nachweisbar. Die verminderte Proteinprozessierung von Sill zeigte sich bereits
nach Einzeldepletion der Translokasekomponenten BiP und TRAPB. Deren simultane sowie
zusatzliche Depletion von TRAPA verstarkte diesen Effekt. Generell waren fir alle untersuchten
Modellsubstrate reine Translokationsdefekte zu beobachten, aber keine Defekte der

Glykosylierung nach erfolgreichem ER-Import der Polypeptidvorlaufer.
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Abbildung 73: Analyse der Translokation plasmidgetriebener Modell-Polypeptidvorlaufer nach Depletion von
Translokasekomponenten

Gemal 2.4.6 wurde die Translokation und Prozessierung plasmidgetriebener Model-Substrate nach Depletion von
Translokasekomponenten untersucht. Dazu wurden Hela-Zellen ausgeséat und mit Kontroll-, TRAPB-UTR, TRAPB-
UTR und TRAPA-, oder SEC61A1 siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h manipuliert. Nach 72 h erfolgte die
Plasmidtransfektion. 9 h vor Ernte wurden die Zellen mit dem Toxin Subtilase AB zur Spaltung des Chaperons BiP oder
seiner inaktiven Form SubAna272B als Kontrolle versetzt. Eine Stunde spéter wurde der Proteasominhibitor MG132 zu
allen Proben hinzugegeben. Zum Zeitpunkt 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses
wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 10° Zellen pro Spur), die Proteine tiber Tank-Blot-Verfahren auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Formen mit C-
terminalem Myc-DDK-Tag von EPDR1 (A, B), TMED5 (homo sapiens - G, H; mus musculus I, J), und ACP2 (E, F)
erfolgte Uber einen anti-DDK-Antikérper von Origene, der Nachweis von Sill (C, D) uber einen anti-Sil1-Antikdrper,
jeweils aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die
verwendeten Antikérper wurden geman Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdinnt. Die jeweilige Prozessierungsform
ist als Anteil des Gesamtsignals innerhalb einer Probe jeweils rechts graphisch dargestellt (Vorlaufer in Rot, importiertes
Polypeptid nach Abspaltung der Signalsequenz in Grau, glykosylierte Form in Griin, n = 9).

3.6.3. Validierung der TRAP-Substrat Eigenschaften

Um den generellen Einfluss des Signalpeptids in Bezug auf die TRAP Abhangigkeit eines
Polypeptids zu untersuchen, wurden Hybrid-Mutanten zwischen PPIB und PPIC im pcMV6-entry-
Vektor kloniert. Dabei wurde zum einen das GP-reiche Signalpeptid von PPIC mit dem reifen Teil
des TRAP-unabhangigen PPIB zusammengebracht (PPIC-PPIB). Zum anderen wurde das GP-
arme Signalpeptid mit dem reifen Teil des TRAP-abhangigen PPIC verknupft (PPIB-PPIC).

In Kapitel 3.3 wurden physikochemische Eigenschaften der Proteine untersucht, die nach der
siRNA vermittelten Depletion von TRAPB und der daraus resultierenden Degradation des TRAP-
Komplexes quantitativ vermindert waren. Das Signalpeptid betreffend zahlt dazu der erhdhte
Gehalt von helixbrechenden Aminosauren Glycin und Prolin sowie eine verminderte
Hydrophobizitdt. Um diese Eigenschaften als fir ein TRAP-abhdngiges Substrat
determinierenden Charakteristika zu validieren, wurden Punktmutationen mittels quick-change
PCR in die Signalpeptidsequenzen von PPIB und TMEDS5 (human) eingefthrt (Abbildung 74).
Durch die Mutation GP23/24AA im Signalpeptid von TMED5 wurde der GP-Gehalt von 30 % auf
22 % gesenkt bei gleichzeitiger Erhdhung der Hydrophobizitatsscores von 1,074 auf 1,250.
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Im Signalpeptid von PPIB resultieren die Mutationen SE5/6GP und AA14/15PP in einer Erhéhung
des GP-Gehalt von 12 % auf 24 % sowie einer Erniedrigung der Hydrophobizitatsscores von 0,961
auf 0,814. Der Einfluss dieser Mutationen wurde im Folgenden hinsichtlich der

Transporteigenschaften in Abwesenheit von TRAP und BiP untersucht.
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Abbildung 74: Aminosdauresequenz, Sekundarstruktur und Kyte-Dolittle-Hydrophilizitdt der mutierten
Signalpeptide von PPIC und PPIB

Die Aminosauresequenz der mutierten Signalsequenz der Modellsubstrate mut-PPIB (A) und mut-TMED5 (B) ist in
dieser Abbildung dargestellt. Helixborechende Aminosduren Glycin (G) und Prolin (P) sind rot markiert, mutierte
Aminosauren griin. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche laut Protean Vorhersage-Tool
(DNASTAR / Lasergene 12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden. In blau ist das
Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle gezeigt.

Um mittels Western Blot die einzelnen Signale der plasmidkodierten Signale nach Uberexpression
der Modell-Polypeptidvorlaufer PPIC-PPIB, PPIB-PPIC; mut-PPIB und mut-TMEDS5 zuordnen zu
kénnen, wurden diese im ersten Schritt charakterisiert gemaR 2.4.6.2. Das Ergebnis zur
Charakterisierung der einzelnen Prozessierungsstufen ist in Abbildung 75 dargestellt. Dazu
wurden HelLa Zellen ausgesat und gemaf 2.4.4.3 mit einem fur ein Modell-Substrat kodierendem
Plasmid transfiziert flir 24 h. Die Behandlung mit Tunicamycin zur Hemmung der N-Glykosylierung
erfolgte 2 h nach Plasmid-Transfektion, mit MG132 zur Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol
erfolgte fiir 8 h. Nach 25-stiindiger Expression des Plasmids erfolgte die Zellernte. Beispielhaft fur
PPIB-PPIC (A) ist somit die Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-PPIC-DDK), importiertem
PPIC nach Signalsequenzabspaltung (PPIC-DDK) und den beiden glykosylierten Formen (PPIC9-
DDK und PPIC%-DDK) méglich.
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Abbildung 75: Charakterisierung der Prozessierungsstufen von Modell-Polypeptidvorlaufern mit Mutationen
innerhalb ihrer Signalsequenz.

Mittels Western Blot werden unterschiedliche Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen Modellsubstrate mit
mutiertem Signalpeptid von (A) PPIB-PPIC, (B) PPIC-PPIB, (C) mut-PPIB und (D) mut-TMED5 charakterisiert. Somit
ist die Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-PPIB-DDK / Pre-TMED5-DDK), importietem Polypeptid nach
Signalsequenzabspaltung (PPIB-DDK / TMED5-DDK) und den glykosylierten Formen (PPIB9-DDK) mdglich. HelLa-
Zellen wurden dazu ausgeséat und gemal 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA transfiziert. Zur Hemmung der N-Glykosylierung
wurden die Zellen zusatzlich 2 h nach der Plasmid-Transfektion zusatzlich mit Tunicamycin manipuliert. Zur
Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit dem Proteasominhibitor MG132 versetzt.
Nach 25-stiindiger Expression des Plasmids erfolgte die Zellernte und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels
SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 4 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tber Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-
Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Formen mit C-terminalem
Myc-DDK-Tag von PPIC-PPIB, mut-PPIB und mut-TMED5 erfolgte tber einen anti-DDK-Antikérper von Origene aus
dem Kaninchen. Als Sekundéarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die
verwendeten Antikérper wurden gemaR Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdunnt. * kennzeichnet unspezifische
Banden. (Daten B - D verdffentlicht in Nguyen, Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0
International License” geschiitzt, http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).

Die Evaluation der fir TRAP-abhéngige Substrate determinierenden Signalpeptideigenschaften
erfolgte auf Basis des Transport-Assays in lebenden Zellen gemal3 2.4.6. Dabei wurde die
Translokations- und Glykosylierungseffizienz der beschriebenen, plasmidgetriebenen
Vorlauferpolypeptide nach Depletion von TRAPB, TRAPB und TRAPA, SEC61A1 und BiP
beurteilt. In Abbildung 76 sind die Ergebnisse dreier Versuche sowie eines reprasentativen

Western Blots zusammengefasst.
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Abbildung 76: Analyse der Translokation plasmidkodierter Modell-Polypeptidvorlaufer mit eingebrachter
Mutation in ihrer Signalsequenz nach Depletion von Translokasekomponenten

GemalR 2.4.6 wurde die Translokation und Prozessierung plasmidgetriebener Modell-Substrate mit mutierter
Signalsequenz untersucht. Dazu wurden HelLa-Zellen ausgesat und mit Kontroll-, TRAPB-UTR oder SEC61A1 siRNA
zum Zeitpunkt 0 h und 24 h manipuliert. Nach 72 h erfolgte die Plasmidtransfektion. 9 h vor Ernte wurden die Zellen mit
dem Toxin Subtilase AB zur Spaltung des Chaperons BiP oder seiner inaktiven Form SubAa272B als Kontrolle versetzt.
Eine Stunde spater wurde der Proteasominhibitor MG132 zu allen Proben hinzugegeben. Nach 96 h erfolgte die Ernte
der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %), die Proteine Uber
Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der
Nachweis der Formen mit C-terminalem Myc-DDK-Tag von (A, B) PPIC-PPIB, (C, D) PPIB-PPIC, (E, F) mut-PPIB und
(G, H) mut-TMEDS erfolgte Uber einen anti-DDK-Antikérper von Origene aus dem Kaninchen. Als Sekundarantikdrper
wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten Antikérper wurden geman Tabelle 4
in 5 % Magermilchldsung verdiinnt. Die jeweilige Prozessierungsform ist als Anteil des Gesamtsignals innerhalb einer
Probe jeweils rechts graphisch dargestellt (Vorlaufer in Rot, importiertes Polypeptid nach Abspaltung der Signalsequenz
in Grau, glykosylierte Form in Griin). * kennzeichnet unspezifische Banden.

Hinsichtlich des Modellsubstrats PPIC-PPIB (A, B) wurde nach siRNA vermittelter Depletion von
TRAPB oder der Doppeldepletion von TRAPB und TRAPA keine quantitative Verminderung von
reifem PPIB nachgewiesen. Nach Applikation des SubtilaseAB Toxins zur Spaltung von BiP wurde
jedoch weniger reifes PPIB und somit ein Translokationsdefekt nachgewiesen. Dieser Effekt
wurde durch zusatzliche Reduktion der Genexpression von TRAPB und TRAPA verstarkt. Ahnlich
stark war die Prozessierung von PPIB nach der Depletion von SEC61A1 gehemmt.

Bei Betrachtung des umgekehrten Konstrukts PPIB-PPIC (C, D) war keine Verminderung des
prozessierten PPIC aufgrund der Verminderung von TRAPB, TRAPA oder BiP nachweisbar. Da
allerdings auch das Fehlen des Sec6l-Komplexes anscheinend keinen Einfluss auf die
Prozessierung von PPIC hatte, gab es fir Untersuchung dieser Mutante keine valide
Positivkontrolle. Darum konnten keine Ergebnisse aus den Experimenten zum Konstrukt PPIB-
PPIC zur weiteren Beurteilung der Signalpeptideigenschaften von TRAP-Substraten genutzt
werden.

Das Ergebnis der Transportexperimente fir mut-PPIB (E, F) machte deutlich, dass bereits die
Einzeldepletion von TRAPB oder BiP zur Reduktion an prozessiertem PPIB bei gleichzeitiger
Zunahme des Anteils an Vorlaufer fuhrt. Der nachgewiesene Translokationsdefekt wurde durch
simultane Depletion von TRAPB und BiP sowie TRAPA verstarkt. Der starkste Transportdefekt
war aufgrund der RNAi-vermittelten Reduktion von SEC61A1 nachweisbar.

Mut-TMEDS (G, H) wurde auch nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB und TRAPA
effizient transportiert und prozessiert. Allerdings hatte die Depletion von BiP mittels SubAB-Toxin
einen negativen Effekt auf den Transport von mut-TMEDS, was durch zusatzliche Reduktion des

TRAP-Komplexes verstarkt wurde.
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Tabelle 27 fasst die Eigenschaften der Signalpeptide von Modellsubstraten, die im

Transportassay in lebenden Zellen verwendet wurden zusammen. Diese Liste ist um die
Modellproteine erweitert, welche zur Validierung der TRAP-Substrate auf endogener Ebene
genutzt wurden, allerdings selbst nur von der siRNA vermittelten Depletion SEC61A1 quantitativ

negativ betroffen waren.

Tabelle 27: Aminoséuresequenzen und Eigenschaften von Signalpeptiden

Die Aminosauresequenzen von Signalpeptiden, die zur Evaluierung von Signalpeptideigenschaften mittels Transport-
Assay in lebenden Zellen eingesetzt wurden, sind zusammen mit UniProtID des Proteins und Genname gelistet. Das
Vorhandensein von N-Glykosylierungen (N-Glyk.) und Transmembrandoménen ist angezeigt. Der Anteil
helixbrechender Aminosauren Glycin und Prolin (GP [%)]) ist angegeben genauso wie der Hydrophobizitatsscore (Hph)
jeweils das Signalpeptid betreffend. Signalpeptidsequenzen sind unterteilt in N-terminalen, hydrophoben und C-
terminalen Teil (www,phobius,sbc,su,se), *, negativ beeinflusste Proteine nach Depletion des Sec61-Komplexes; **,
validierte Proteine laut 3.2, mutierte Varianten von TMED5 und PPIB gemaf 2.3.2.2. (Daten veroffentlicht in Nguyen,

Stutz et al., 2018, Inhalt durch ,Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschitzt,
http://creativecommons.org/licences/by/4.0/).
UniProt ID | Gen Signalpeptid ™ N-Glyk. GP [%] Hph
QOH173 ** | giL1 MAPQSLPSSRMAPLGMLLGLLMA | _ + 16,1 0,992
ACFTECLS
23284 * PPIB MLRLSERNMKVLLAAALIAGSVFFL | _ . 12,1 0,961
LLPGPSAA
Q99M71 EPDR1 MPARAPRRLVQGPRGTWLLGSL | _ + 27.0 0.310
(murin) WVWVLCGLGMAGSLG
P45877 PPIC MGPGPRLLLALVLCVALAALVFSS | _ N 321 1,063
GAEGF
) mut-PPIB | MLRLGPRNMKVLLPPALIAGSVFF | N 24.2 0,814
LLLPGPSAA
TMED5 MGDKIWLPFPVLLLAALPPVLLPG .
Q9Y3A6 */** (human) AAG —_— + 29,6 1,074
) mut-TMEDS | MGDKIWLPFPVLLLAALPPVLLAAA + _ 222 1,250
(human) AG
TMEDS MGGRMWLPFPVLLLSALPAALLR | |
. et Al - 25,9 0,870
QOCXEY (murin) GAAG
P11021 HSPAS MKLSLVAAMLLLLSAARA - - 0 1,449
P14625 * HSP90B1 MRALWVLGLCCVLLTEGSVRA - + 9,52 1,446
QOY4L1 * HYOU1 MADKVRRQRPRRRVCWALVAVLL | . + 3,12 -0,101
ADLLALSDT
Q96KC8 DNAJC1 MTAPCSQPAQLPGRRQLGLVPFP | 4 - 29,8 0,157
PPPPRTPLLWLLLLLLAAVAPARG
P27797 CALR MLLSVPLLLGLLGLAVA - + 17,6 2,307
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Fur letztere sind in Abbildung 70 ebenfalls die Signhalpeptide hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften verglichen. Dazu gehért die Aminosauresequenz, in welcher helixbrechende
Aminosauren Glycin (G) und Prolin (P) rot markiert sind. Mit Hilfe des Protean Vorhersage-Tools
(DNASTAR / Lasergene 12) wurden alpha-helikale (rot) und beta-Faltblattstrukturen (griin) sowie
das Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle (blau) bestimmt.

A Grp170 B Grp94
MADKVRRQRPRRRVCWALVAVLLADLLALSDT MRALWVLGLCCVLLTFGSVRA
e L R SR A

L
—————
4.5

4.5
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I |
I .
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Abbildung 77: Aminosauresequenz, Sekundarstruktur und Kyte-Dolittle-Hydrophilizitat der Proteine Grp170,
Grp94, ERj1, BiP, Calreticulin & Sell

Die Aminosauresequenz der Signalsequenz der aufgrund der Depletion von TRAPB unbeeinflussten Proteine A
Grpl70, B Grp94, C ERj1 & D BiP, sowie der TRAP-abhéngigen Substrate E Calreticulin und F Sell ist in dieser
Abbildung dargestellt. Helixborechende Aminoséauren Glycin (G) und Prolin (P) sind rot markiert, mutierte Aminoséuren
grun. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche laut Protean Vorhersage-Tool (DNASTAR / Lasergene

12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden. In blau ist das Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle
gezeigt.
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3.7. Einfluss des TRAP-Komplexes auf die Biogenese von Membranproteinen

Innerhalb der Studie von Sommer et al. (2013) wurde der TRAP-Komplex damit in Verbindung
gebracht in Zusammenhang mit der Biogenese von Membranproteinen zu stehen. Daher erfolgte
an dieser Stelle die Untersuchung der Membranproteine, welche anhand der guantitativen
Proteomanalyse in ihrem Gehalt negativ gegeniiber der Kontrolle beeinflusst waren. Dabei
wurden die Daten der chronisch TRAP-defizienten CDG-Patientenzellen sowie die Daten der
transient von TRAPB-depletierten HelLa-Zellen. Letztere Gruppe wurde zudem unterteilt in die
beiden Subgruppen ,Membranproteine mit Signalpeptid® und ,Membranproteine ohne
Signalpeptid“. Die Untersuchung der einzelnen Gruppen erfolgte dahingehend ein Muster zu
erkennen, z.B. welche Art der Membranproteine primar von der Depletion der TRAP-Komplexes

betroffen ist und somit innerhalb ihrer Biogenese Abhangigkeiten zu TRAP-Komplex zeigen.

Zunachst erfolgte die Subgruppierung anhand der Anzahl der Transmembrandomanen im reifen
Teil der TRAP-abhé&ngigen Membranproteine. Zusammenfassend ist dies in Abbildung 78
dargestellt. Die Analyse stitzt sich dabei auf die Vorhersage mittels TMHMM Server 2.0
(www.chs.dtu.dk/services/ TMHMM).

In Abbildung 78 ist das Ergebnis der Untersuchung der Membranproteine, welche aufgrund der
Depletion des TRAP-Komplexes quantitativ vermindert nachgewiesen wurden, hinsichtlich Anzahl
der Transmembrandomanen. Die Gruppe der negativ beeinflussten Membranproteine aufgrund
der siRNA vermittelten Depletion von TRAPB wurde weiterhin unterteilt in Proteine mit
Signalpeptid (A) und Proteine ohne Signalpeptid (B). Erstere zeigte folgendes Ergebnis: Neun der
Vorlaufer Polypeptide mit Signalpeptid weisen eine Transmembranhelix im reifen Teil auf, sieben
davon sind Typ-lI-Membranproteine, d.h. der reife N-Terminus ragt in das ER-Lumen oder in den
Extrazellularraum. Zehn der Vorlauferpolypeptide mit Signalpeptid umfassen mehr als eine
Transmembranhelix in ihrer reifen Domane. Somit sind insgesamt 50 % der TRAP-abhangigen

Vorlauferpolypeptide mit spaltbarem Signalpeptid Membranproteine.

Gemal} den Vorhersagen des TMHMM Server 2.0 besitzen sechs der Vorlauferpolypeptide ohne
abspaltbare Signalsequenz lediglich eine (in Tabelle 24 notierte) Transmembranhelix. Finf von
diesen sind Typ-ll-Membranproteine, d.h. der N-Terminus ragt ins Cytosol. Die restlichen 16

Vorlauferpolypeptide weisen mehr als eine Transmembranhelix auf.

Fur die Untersuchungen der im CDG-Patienten-Proteom (C) quantitativ verminderten
Membranproteine erfolgte die Untersuchung nur hinsichtlich solcher Proteine mit Signalpeptid.

Diese Gruppe zeigt die gleichen Tendenzen wie bereits fir solche Vorlauferpolypeptide mit
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abspaltbarem Signalpeptid (A) gezeigt, allerdings nach siRNA-vermittelter Depletion von TRAPB.
Jedoch ist festzuhalten, dass in der Gruppe der TRAP-abhangigen Membranproteine der CDG-
Patienten generell eine homogenere Verteilung der Proteine hinsichtlich Anzahl der
Transmembrandoméanen sowie des jeweiligen Typs zu beobachten ist.

Eine Auflistung der untersuchten Membranproteine sowie den jeweiligen Eigenschaften sind
Tabelle 28 bis Tabelle 30 zu entnehmen.

A Membranprotein mit Signalpeptid B Membranprotein ohne Signalpeptid
3
8
C Membranprotein mit Signalpeptid (CDG)
8 [ 1 TMD
| 2 TMD
3TMD
4-9TMD
" 10-14 TMD

Abbildung 78: Untersuchung der Membranproteine, welche aufgrund der Depletion des TRAP-Komplexes
quantitativ vermindert nachgewiesen wurden, hinsichtlich Anzahl der Transmembrandomé&nen
Membranproteine nachgewiesen in HeLa-Zellen (A) mit abspaltbarem Signalpeptid, (B) ohne abspaltbares Signalpeptid
und (C) Membranproteine mit Signalpeptid identifiziert in CDG-Fibroblasten wurden hinsichtlich der Anzahl ihrer
Transmembrandomanen untersucht. Diese wurden mittels TMHMM Server 2.0 identifiziert
(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM).
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Tabelle 28: Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Membranproteine nach siRNA vermittelter TRAPB

Depletion mit abspaltbarer Signalsequenz.

Aufgelistet sind Gennamen und Eigenschaften von Membranproteinen mit abspaltbarer Signalsequenz, welche nach
siRNA vermittelter Depletion von TRAPB mittels Proteomanalyse als quantitativ negativ beeinflusst nachgewiesen
wurden. Die Signalpeptidvorhersage erfolgte mit Hilfe von SignalP 4.1 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). Das
Vorhandensein einer N-Glykosylierung (N-Glyk) ist angezeigt, sowie die, Lokalisation und Léange [AS] des gesamten
Proteins. Anzahl und Orientierung an Transmembrandomanen wurde mittels TMHMM Server 2.0 identifiziert
(www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM). UniProtKB-ID des Proteins sowie Aminoséduresequenzen von N-terminalen
Transmembrandomanen plus benachbarte Regionen sowie der Anteil helixbrechender Aminosauren Glycin und Prolin
und Hydrophobizitatsscore sind Tabelle 23 zu entnehmen.

Gen N-Glyk. | Anzahl TMD | Orientierung Lokalisation Lénge [AS]
ANTXR1 + 1 gleiz)(l-SZO), Cout(344- | pjasmamembran 564
MUC1 + 1 N out (1-1158), C in Sgg:ﬁamembran 1255
LMAN2 + 1 N out (1-322), C in ER / Golgi 356
ACP2 + 1 N out (1-381), Cin Lysosom 423
ADAM10 | + 1 N out (1-673) C in Golgi 748
SEL1L + 1 N out (1-738), C in ER 794
IGF1R + 1 N out (1-935), Cin Plasmamembran 1367
ITGAV + 1 l:lfgié)l-g%), Cin (017 | pjasmamembran 1048
NCEH1 + 1 N in (1-8), C out (28-408) | ER 408
TMEM256 | - 2 Nin, Cin Plasmamembran 113
NCLN + 2 N in, Cin, Loop 35 - 520 ER 563
DDOST - 2 N in, C in Loop 44-424 ER (OST) 456
TMEDS5 - 2 N out, C out, Loop 28-194 | Golgi 229
EGFR + 2 N out, C out 1210
TUSC3 - 5 N in, C out Loop ER (OST) 348
MAGT1 + 5 N in, C out Loop 30 - 185 | ER (OST) 335
SLC30A10 | + 7 Z'ng_téégl‘)m’)’ Cinloop | pjasmamembran | 831
SLC35B2 - 8 N in, Cin Loop 57-233 ER / Golgi 432

198




Ergebnisse

Tabelle 29: Eigenschaften quantitativ negativ beeinflusster Membranproteine nach siRNA vermittelter TRAPB
Depletion ohne abspaltbare Signalsequenz.

Aufgelistet sind Gennamen und Eigenschaften von Membranproteinen ohne abspaltbare Signalsequenz, welche nach
siRNA vermittelter Depletion von TRAPB mittels Proteomanalyse als quantitativ negativ beeinflusst nachgewiesen
wurden. Das Vorhandensein einer N-Glykosylierung (N-Glyk) ist angezeigt, sowie die, Lokalisation und L&nge [AS] des
gesamten Proteins. Anzahl und Orientierung an Transmembrandoméanen wurde mittels TMHMM Server 2.0 identifiziert
(www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM). UniProtKB-ID des Proteins sowie Aminosauresequenzen von N-terminalen
Transmembrandomanen plus benachbarte Regionen sowie der Anteil helixbrechender Aminoséuren Glycin und Prolin
und Hydrophobizitatsscore sind Tabelle 24 zu entnehmen.

Gen N-Glyk | Anzahl TMD | Orientierung Lokalisation I[_fg]ge
LNPEP + 1 TOiQS()l'lll’ Cout(132— | pssmamembran 1025
GLT8D1 + 1 N in, C out (25-371) Golgi 371
NEU1 + 1 N in, C out (43-415) Lysosom 415
WNT5A + 1 N in, C out (48-380) ER / Golgi 380
LPCAT4 + 1 N in, C out (63 — 524) ER 524
MOSPD2 - 1 N out (1-492) Plasmamembran 518
spcs2 |- 2 g'zig)(l'79)’ Cin(135- 1R 226
DAD1 - 3 N out, Cin ER 113
TMEM205 | - 4 N out, C out 189
TMBIM6 - 6 Nin, Cin ER 237
DEGS1 - 6 N out, C out ER / Mito 323
HM13 + 7 N out, Cin ER, Plasmamembran | 377
SOAT1 - 8 N in (1-130), Cin ER 550
ANO10 - 8 N in (1-206), Cin Plasmamembran 660
WLS ) 8 Z\(I)lljrtl) Cin, Loop 36—-232 541
TRAM1 + 8 N out, C out ER 374
STT3B + 10 N out, C out (463 — 826) ER 826
SLC4A2 + 11 N out (1-699), Cin Plasmamembran 1241
SLC2A1 + 12 Nin, Cin Plasmamembran 492
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Tabelle 30: Ubersicht und Eigenschaften der Membranproteine, welche im Proteom der CDG-Patientenzellen
guantitativ als vermindert nachgewiesen wurden.
Aufgelistet sind Gennamen und Eigenschaften von Membranproteinen mit abspaltbarer Signalsequenz, welche mittels

Proteomanalyse von CDG-Patientenzellen als quantitativ negativ beeinflusst

nachgewiesen wurden.

Die

Signalpeptidvorhersage erfolgte mit Hilfe von SignalP 4.1 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). Die Lokalisation und
Lange [AS] des gesamten Proteins ist angezeigt. Anzahl und Orientierung an Transmembrandoméanen wurde mittels
TMHMM Server 2.0 identifiziert (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM).

Gen Anzahl TMD | Orientierung Lokalisation I[_:g]ge

Cl70rf62 1 N in, C out ? 187
N out (1-4), Cin (28-

ARMC10 1 343) ER 343

EXT2 1 Nin (1-23), Cout(47- | gp Golgi 718
718)

POM121C;POM121 |1 N in, C out (59 — 1229) ER, Nukleus 1229

JPH2 1 TA (out) ER, Plasmamembran 696
N in (1-6), C out (26- .

FAM20B 1 409) Golgi 409

C1GALT1 1 Nin(1-6), Cout(30- | 54 363
363)

TPST2 1 N in, C out (30 — 377) Golgi 377

ARMCX6 1 Nin (1-6), Cout(30- | yjo 300
300)

TENM3 1 N in, C out (332-2700) Plasmamembran 2700

TMEMS5B 2 Nin (1-211), Cin Endosom, Lysosom 377

TMEM199 2 N out (1-144), C out ER 208

KCNJ2 2 Nin(1-84), Cin (180 - | e ol 427
427)

TMEM261 2 Nin, Cin Mitochondrium 116

STX17 2 N in (1-228), Cin Uberall 302

TMEM159 3 N out, Cin ? 161

TMEM189 3 N out, C in (183-270) ER 270

TSPAN10 3 N in, C out (179-355) Plasmamembran 355

SSR3 4 Nin, Cin ER 185

CDIPT 4 N'in, C out ER, Golg, 213

Plasmamembran
SGMS?2 6 Nin, Cin Golgi, 365
Plasmamembran
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Tabelle 30 (Fortsetzung): Ubersicht und Eigenschaften der Membranproteine, welche im Proteom der CDG-
Patientenzellen quantitativ als vermindert nachgewiesen wurden

Gen Anzahl TMD | Orientierung Lokalisation I[_:g]ge

ATP2A3 7 Nin, Cout, Loop 322- | o 1043
759

SGPP1 7 N in (1-130), C out ER, Plasmamembran 441

CHRM2 7 N out, C in, Loop 209 - Plasmamembran 466
388 in

ATP1A2 8 |,\r|1 in, Cin, Loop 343-785 Plasmamembran 1020

TMEM39A 8 Nin, Cin Plasmamembran 488

TMEM168;FLJ13576 | 9 N in, C out (379-697) ? 697
N out (1-3), Cin, Loop 5

LMBRD2 9 208-388 : 695

SLC38A10 9 N in, C out (398-1119) Golgi 1119

ATP13A3 10 N in, Cin, Loop 469 - Plasmamembran 1226
930in

MFSD10 10 Nin, Cin Plasmamembran 455

SLC22A18 10 Nin, Cin Plasmamembran 424

PIGG 11 N out (1-431), Cin ER 983

SLC44A2 11 N in, C out Lysosom, 706

Plasmamembran

SLC9A6 12 N in, C in (505-669) ER, Endosom 669

SLC2A10 12 Nin, Cin Plasmamembran 541

SLC7A14 14 Nin, Cin Lysosom 771
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3.8. Untersuchung des Substratspektrums von BiP

Untersuchungen von Schéuble et al. (2013) zum Polypeptidtransport haben gezeigt, dass das
ER-luminale Chaperon BiP mit Sec61a (Loop 7) interagiert und dadurch am Gating des Kanals
mafgeblich beteiligt ist. In aktuellen Studien wurden mittels CET die strukturellen Eigenschaften
des Translokons und assoziierten Komponenten wie dem OST- und dem TRAP-Komplex
untersucht (Pfeffer, et al., 2014, 2016, 2017). Aus diesen geht hervor, dass die a-Untereinheit des
TRAP-Komplexes in rdumlicher N&dhe zum Loop 5 von Sec61a steht. Innerhalb dieser Arbeit
wurde nachgewiesen, dass TRAP malfigeblich an der korrekten Translokation bestimmter
Polypeptide zur weiteren Prozessierung im ER beteiligt ist. Dadurch resultiert die Frage, ob der
TRAP-Komplex und BiP redundante Funktionen im Gating des Sec61-Kanals innehaben und
fureinander kompensieren kénnten. Eine Frage, die bereits in 3.6 innerhalb der Untersuchung der
Charakteristika einiger TRAP-Substrate adressiert wurde.

Zusatzlich wurde neben der Analyse des Substratspektrums von TRAP deshalb auch jenes des
multifunktionalen Chaperons BiP untersucht. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse dieser

Untersuchungen erlautert.

3.8.1. Identifizierung potentieller BiP-Substrate

Analog zur Strategie im Hinblick auf die Identifizierung potentieller Substrate wurden HelLa-Zellen
nach siRNA vermittelter Depletion von BiP (HSPA5) einer Proteomanalyse gemafR 3.1
unterzogen. Frihere Studien belegen, dass BiP eine mafgebliche Rolle im Transport von
Polypeptiden in das ER zu Teil wird (1.3.5.1)

Aufgrund der Manipulation der HSPA5-Genexpression in siRNA transfizierten Zellen wird daher
provoziert, dass betreffende Polypeptide nicht in das ER-Lumen transportiert werden. Dies
resultiert in der Akkumulation der nicht-transportierten Polypeptide im Cytosol und deren
proteasomalem Abbau (1.5.1, 2.4.6.1). Demnach ist anzunehmen, dass die Depletion von HSPA5
bewirkt, dass vor allem Proteine des sekretorischen Wegs innerhalb des massenspektrometrisch
quantifizierten Proteoms vermindert nachgewiesen werden.

Die Zellkulturexperimente zur Vorbereitung der Proteomanalyse wurden von Monika Lerner im
Institut fir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie folgendermaf3en durchgefihrt: HelLa-
Zellen wurden in zwei biologischen und jeweils drei technischen Replikaten fir BiP kodierendes
HSPA5 gemal 2.4.4.1 depletiert. Dazu wurden HelLa-Zellen ausgesat, mit 20 nM HSPAS bzw.
HSPA5-UTR sowie Kontroll-siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h behandelt. Im Anschluss an die

Zellernte erfolgte die Aufbereitung der Zellen zur Proteomanalyse (2.6).
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Hierbei lag der Erntezeitpunkt und somit die Transfektionsdauer der HelLa-Zellen mit siRNA
anders als bei der siRNA vermittelten Depletion von TRAPB nicht bei 96 h sondern bei 72 h. Nach
diesem Zeitraum kann der Gehalt des Hsp70-Chaperons BiP auf einen minimalen Wert von etwa
25 % reduziert werden, wohingegen nach 96 h ein erneuter Anstieg der BiP-Konzentration
nachweisbar ist (Schauble, 2013). Mittels semi-quantitativem Western Blot wurde die verringerte
Genexpression von HSPAS kontrolliert (2.4.5). In Abbildung 79 ist das Ergebnis zur Untersuchung
hinsichtlich der Depletionseffizienz dargestellt. In allen sechs Proben wurde der BIiP-
Restproteingehalt mit unter 30 % nachgewiesen (A). B zeigt einen représentativer Blot eines

Experiments nach immunologischer Detektion von BiP sowie -Aktin als Ladekontrolle.
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Abbildung 79: Uberprifung der Depletionseffizienz von BiP mittels Western Blot.

In drei biologischen Replikaten wurden HelLa-Zellen jeweils in Triplikaten gemaR 2.4.4.1 fir 96 h mit HSPA5 siRNA
(#4), HSPA5-UTR siRNA (#5) bzw. Kontroll-siRNA behandelt und die Depletionseffizienz mittels Western Blot tberpriift.
A zeigt sowohl die Einzelwerte als auch den Mittelwert des jeweils quantifizierten Restproteingehalts von BiP. B zeigt
einen reprasentativen Blot eines Experiments mit drei technischen Replikaten. Dazu wurden 5,2 *10¢ HelLa-Zellen in
einer 6 cm Zellkulturschale ausgeséat und mit 20 nM der jeweiligen siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h behandelt. Die
Ernte erfolgte nach 72 h, anschlieRend wurden die Zellen gezahlt und zur weiteren Analyse aufbereitet. Zur Uberpriifung
der Depletionseffizienz wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt (12 %), die Proteine auf einer PVDF-
Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von BiP erfolgte Uber einen
passenden Antikérper aus dem Kaninchen, als Sekundarantikdrper diente ein Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper
gekoppelt an Cy5. B-Aktin diente als Ladekontrolle und wurde tber einen monoklonalen Priméarantikdrper Maus-anti-3-
Aktin und einen sekundéren Ziege-anti-Maus-Cy3-Antikdrper. Die verwendeten Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in
5 % Magermilchlésung verdiinnt. Zur weiteren Analyse wurden die Signale mittels Densitometrie quantifiziert, der
relevante Proteingehalt auf den von B-Aktin normiert und die Kontrolle gleich 100 % gesetzt.

Um signifikante Veranderungen im Proteingehalt durch die HSPA5 Depletion zu detektieren,
wurden Daten der beiden Gruppen, d.h. der mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen und der mit
HSPAGS siRNA behandelten Zellen statistisch untersucht (g < 0,05).
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Dem Volcano Plot (Abbildung 80) ist die unterschiedliche Beeinflussung der nachgewiesenen
Proteine innerhalb der massenspektrometrischen Analyse nach BiP Depletion im Vergleich zur
Kontrolle zu entnehmen. ,Log2 fold change“ bezeichnet dabei das Mal3 der Abweichung, ,-log10
p-value® ist das Mal3 der Signifikanz. Positiv beeinflusste Proteine nach BiP Depletion sind in

dunkelblau, negativ beeinflusste in hellblau dargestellt.

N/
Substrate / Kompensations
Komplex- mechanismen

bestandteile
NI A

15
1
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Signifikanz /

-log10 p-value
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Depletion vs. Kontrolle
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Abbildung 80: Volcano Plot zum Experiment nach siRNA vermittelter Depletion von HSPAS5

Die Punkte im Volcano Plot reprasentieren alle massenspektrometrisch quantifizierten Proteine. Diese wurden dabei
anhand der unterschiedlichen Beeinflussung nach HSPA5 Depletion im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. ,Log2 fold
change” bezeichnet dabei das Mafl3 der Abweichung, ,-log10 p-value® ist das Mal3 der Signifikanz. Positiv beeinflusste
Proteine nach TRAPB Depletion sind in dunkelgriin, negativ beeinflusste in hellgriin dargestellt.

In Abbildung 81 ist die subzellulare Lokalisation der innerhalb der Proteomanalyse quantifizierten
Proteine basierend auf Gene Ontology (GO) Annotationen dargestellt. Innerhalb des gesamten
Proteoms konnten 28 % der Proteine dem sekretorischen Transportweg zugeordnet werden.
Dieser Anteil wurde innerhalb der Gruppe negativ beeinflusster Proteine nicht verandert. Des
Weiteren blieben auch der Anteil der Membranproteine sowie der Anteil der Glykoproteine

konstant. Der Anteil derer Proteine, die ein Signalpeptid aufweisen, erhéht sich von 6 % auf 10 %.
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Abbildung 81: Subzellulare Lokalisation der massenspektrometrisch quantifizierten Proteine nach HSPA5
Depletion

Dargestellt ist der Anteil der subzelluldre Lokalisation des gesamten Proteoms sowie des negativ beeinflussten
Proteoms nach HSPAS Depletion basierend auf UniProtKB Daten In blau sind die Organellen des sekretorischen
Transportwegs gekennzeichnet. Zudem ist der Anteil derer Proteine markiert, die innerhalb der Gruppen ein
Signalpeptid oder eine N-Glykosylierung aufweisen bzw. es sich um Membranproteine handelt.

Membranprotein

3.8.2. Charakterisierung und Validierung identifizierter BiP-Substrate und
Untersuchung auf TRAP-Abhangigkeit

Die bioinformatisch gestitzte Analyse der Proteine, die nach siRNA vermittelter Depletion von
TRAPB quantitativ vermindert nachgewiesen wurden, zeigte gemeinsame Eigenschaften der
Proteine in dieser Gruppe auf (3.3).

Auf die Validierung der innerhalb der Proteomanalyse identifizierten potentiellen BiP-Substrate
auf endogener Ebene analog zu 3.2 wurde an dieser Stelle aus Zeitgriinden verzichtet. In 3.6.1.3
und 3.6.2.2 wurde jedoch gezeigt, dass Transport und Prozessierung verschiedener
plasmidkodierter Modellpolypeptide nach siRNA vermittelter Depletion von TRAPB gehemmt wird.
Gleichzeitig erfolgte der Nachweis der Effektverstarkung nach Depletion des Chaperons BiP
mittels Subtilase AB Toxins.

Sowohl die Reduktion der Genexpression von HSPAS als auch die Spaltung des BiP-Proteins
durch die Applikation des SubtilaseAB-Toxins zielen auf eine effiziente Reduktion des Gehalts
von BIP in der Zelle ab. Die Starken und Schwachen beider Vorgehensweisen wurden von Lang
(2012) hinreichend diskutiert.
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An dieser Stelle wichtig ist jedoch, dass die Reduktion des BiP-Gehaltes fiir eine nachfolgende
Proteomanalyse und im Zuge weiterfilhrender Untersuchungen mittels Transportassay in
lebenden Zellen nicht mit gleicher Strategie durchfiihrbar war. Aufgrund der sensiblen
Handhabung des Toxins wurde der Gehalt von BiP in solchen Proben, welche extern der
Proteomanalyse unterzogen wurden, durch 72-stiindige Reduktion siRNA-vermittelte Depletion
von HSPAS erreicht. Andererseits wurde mit Hilfe des Transportassay in lebenden Zellen
zusatzlich zu BiP auch die Genexpression TRAPB durch RNAI reduziert. Hierbei war es wichtig
lediglich Effekte, die primar auf der Reduktion der beiden Translokasekomponenten TRAP und
BiP beruhen, zu beurteilen. Aufgrund der tragenden Rolle, welche BiP im Rahmen der UPR zu
Teil wird (1.3.5.1 und 1.5), sollte die Reduktion des BiP-Gehalts mdglichst schnell erreicht werden.
Um solche Sekundareffekte zu vermeiden, war die Anwendung des SubtilaseAB-Toxins fur diese
Experimente unabdingbar.

So wurden auch nach Proteomanalyse und bioinformatisch basierter Haufigkeitsanalyse HSPA5-
depletierter HeLa-Zellen drei Modellproteine ausgewahlt, um sie analog zur Untersuchung der
TRAP-Modellsubstrate nach Uberexpression hinsichtlich ihres Verhaltens nach Depletion von
Translokasekomponenten zu analysieren. Daher wurden die Eigenschaften der Signalpeptide der
zu untersuchenden Substrate in Abbildung 82 sowie Tabelle 31 verglichen. Dazu gehdrt die
Aminosauresequenz, in welcher helixbrechende Aminoséauren Glycin (G) und Prolin (P) rot
markiert sind. Mit Hilfe des Protean Vorhersage-Tools (DNASTAR / Lasergene 12) wurden alpha-
helikale (rot) und beta-Faltblattstrukturen (griin) sowie das Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle

(blau) bestimmit.
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Abbildung 82: Aminosauresequenz, Sekundarstruktur und Kyte-Dolittle-Hydrophilizitat der potentiellen BiP-
Substrate RNAseT2, FKBP14 und SUMF1

Die Aminosauresequenz der Signalsequenz der Modellsubstrate A RNAseT2, B FKBP14 und C SUMF1 ist in dieser
Abbildung dargestellt. Helixbrechende Aminoséuren Glycin (G) und Prolin (P) sind rot markiert, mutierte Aminosauren
grun. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche mit Hilfe des Protean Vorhersage-Tool (DNASTAR /

Lasergene 12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden. In blau ist das Hydrophilizitatsprofil nach
Kyte-Dolittle gezeigt

Tabelle 31: Eigenschaften potentieller BiP-Substrate mit abspaltbarer Signalsequenzsequenz

Die Aminosduresequenzen von Signalpeptiden potentieller TRAP-Substrate sind zusammen mit der zugehorigen
UniProtkKB-ID des Proteins und Gennamen gelistet. Das Vorhandensein einer N-Glykosylierung (N-Glyk) oder
Transmembrandoméne (TM) ist angezeigt. Der Anteil helixbrechender Aminoséauren Glycin und Prolin ist angegeben
(GP [%]) genauso wie der Hydrophobizitatsscore (Hph) jeweils das Signalpeptid betreffend. Auf Grundlage der Phobius-
Vorhersage (www.phobius.sbc.su.se) sind die Aminosauresequenzen unterteilt in N-terminale, hydrophobe und C-

terminale Doméanen. Markiert sind auBerdem Proteine, die ebenfalls nach Depletion von SEC61A1 als vermindert
nachgewiesen wurden (*).

UniProt ID | Gen Signalpeptid ™ N-Glyk. GP [%] Hph

Q8NBK3* SUMF1 MAAPALGLVCGRCPELGLVLLLLL - + 21,1 1,6
LSLLCGAAG

QONwM8* | FKBP14 | MR| FLWNAVLTLFVTSLIG - * 5.3 15

000584* RNASET2 | \\RPAALRGALLGCLCLALLCLGGA | + 20,8 13
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Um auf Basis des Western Blots die Signale einzelner Prozessierungsstufen der
plasmidgetriebenen Modellsubstrate mit Myc-DDK-Tag zuordnen zu kdnnen, wurden diese im
ersten Schritt charakterisiert gemanR 2.4.6.2. Das Ergebnis dieser Charakterisierungsstudie ist in
Abbildung 83 dargestellt. HeLa-Zellen wurden dazu ausgesat und geman 2.4.4.3 mit Plasmid-
DNA transfiziert. Zur Hemmung der N-Glykosylierung wurden die Zellen zusétzlich 2 h nach der
Plasmid-Transfektion zusétzlich mit Tunicamycin manipuliert. Zur Akkumulation des Vorlaufers im
Cytosol wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit dem Proteasominhibitor MG132 versetzt. Nach 25-
stundiger Expression des Plasmids erfolgte die Zellernte. Beispielhaft fir FKPB14 (A) ist somit die
Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-FKBP14-DDK), importiertem FKBP14 nach
Signalsequenzabspaltung (FKBP14-DDK) und der glykosylierten Form (FKBP14¢-DDK) mdglich.

A FKBP14 B RNAseT2
-+ - + MG132 - o+ - + MG132
- - + +  Tunicamycin - - + +  Tunicamycin
; FKBP14¢-DDK
35kDa < J — <—  RNAseT2'93%9-DDK
S & . == [ Pre-FKBP14-DDK sl <— Pre-RNAseT2-DDK
25kDa - 1 FKBP14-DDK e <— RNAseT2-DDK
C SUMF1
-+ - + MG132
- - + +  Tunicamycin
ah G LS SUMF1¢-DDK
Pre-SUMF-DDK
L
35 kDa - SUMF-DDK

Abbildung 83: Charakterisierung der Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen  Modell-
Polypeptidvorlaufer FKBP14, RNAseT2 und SUMFL1.

Mittels Western Blot werden unterschiedliche Prozessierungsstufen der plasmidgetriebenen Modellsubstrate FKBP14
(A), RNAseT2 (B) und SUMF1 (C) charakterisiert. Somit ist die Unterscheidung zwischen Vorlaufer (Pre-FKBP14-DDK
| Pre-RNAseT2-DDK / Pre-SUMF1-DDK), importiertem Polypeptid nach Signalsequenzabspaltung (FKBP14-DDK /
RNAseT2-DDK / SUMF1-DDK) und den glykosylierten Formen FKBP149-DDK / RNAseT219-30-DDK / SUMF19-DDK)
moglich. HeLa-Zellen wurden dazu ausgeséat und gemaf 2.4.4.3 mit Plasmid-DNA transfiziert. Zur Hemmung der N-
Glykosylierung wurden die Zellen zusétzlich 2 h nach der Plasmid-Transfektion zusétzlich mit Tunicamycin manipuliert.
Zur Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol wurden die Zellen 8 h vor Ernte mit dem Proteasominhibitor MG132
versetzt. Nach 25-stiindiger Expression des Plasmids erfolgte die Zellernte und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses
wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt (15 %, 6 * 105 Zellen pro Spur), die Proteine tiber Semidry-Blot-Verfahren auf
einer PVDF-Membran immobilisiert und durch immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis der Varianten mit
Myc-DDK-Tag von FKBP14, RNAseT2 und SUMF1 erfolgte Uber einen anti-DDK-Antikdrper von Origene aus dem
Kaninchen. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten
Antikdrper wurden gemaf Tabelle 4 in 5 % Magermilchlésung verdunnt
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AnschlieBend erfolgte eine Untersuchung der Transport- und Glykosylierungseffizienz nach
plasmidkodierter Uberexpression der charakterisierten Modellsubstrate nach Depletion von
Translokasekomponenten. Dazu wurde der Transport-Assay gemalf Kapitel 2.4.6 nach Depletion
von TRAPB, BiP oder SEC61Al1 verwendet. Abbildung 84 zeigt die Ergebnisse der

Translokationsuntersuchung mit einem Experiment.

A FKBP14 B RNAseT2
siRNA Kontrolle TRAPB SEC61A siRNA Kontrolle TRAPB SEC61A
SubAB - + - + - SubAB - + - + -
SubA,,7-B + - + - - SubAa,7-B + - + - -
FKBP149—>| 4l % )
SUMF 119363 My sy oy
Pre-FKBP14 —>| . & an -~ Pre-SUMF1 5 —
c SUMF1
siRNA Kontrolle TRAPB SEC61A
SubAB - + - + -
SubA,,7-B + - + - -

sumr1s —| & 4 I
‘
Pre-SUMF1 —> p—

Abbildung 84: Analyse der Translokation plasmidgetriebener Modell-Polypeptidvorlaufer nach Depletion von
Translokasekomponenten

Gemal 2.4.6 wurde die Translokation und Prozessierung plasmidgetriebener Modell-Substrate nach Depletion von
Translokasekomponenten untersucht. Dazu wurden HelLa-Zellen ausgesat und mit Kontroll-, TRAPB-UTR oder
SEC61A1 siRNA zum Zeitpunkt O h und 24 h manipuliert. Nach 72 h erfolgte die Plasmidtransfektion. 9 h vor Ernte
wurden die Zellen mit dem Toxin Subtilase AB zur Spaltung des Chaperons BiP oder seiner inaktiven Form SubAa272B
als Kontrolle versetzt. Eine Stunde spéater wurde der Proteasominhibitor MG132 zu allen Proben hinzugegeben. Zum
Zeitpunkt 96 h erfolgte die Ernte der Zellen und Aufbereitung des Zelllysats. Dieses wurde mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (15 %), die Proteine Uber Tank-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Membran immobilisiert und durch
immunologische Detektion analysiert. Der Nachweis von (A) FKBP14, (B) RNAseT2 und (C) SUMF1 mit Myc-DDK-Tag
erfolgte Uber einen Kaninchen-anti-DDK-Antikdrper von Origene. Als Sekundarantikdrper wurde ein Ziege-anti-
Kaninchen gekoppelt an POD verwendet. Die verwendeten Antikérper wurden gemal Tabelle 4 in 5 %
Magermilchlésung verdinnt.
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Wie sich bereits durch den Western Blot des Charakterisierungsexperiments zu SUMF1
andeutete, war die Expression der plasmidgetriebenen Variante von SUMF1 zu schlecht um
Aussagen Uber das Prozessierungsverhalten des Proteins nach genetischer Manipulation der
Zellen zu treffen. Hinsichtlich FKBP14 (A) konnte eine verminderte Proteinprozessierung nach
Einzeldepletion der Translokasekomponenten BiP und TRAPB nachgewiesen werden. Dieser
Effekt verstarkte sich durch die simultane Depletion beider Komponenten. In Bezug auf RNAseT2
ist lediglich ein negativer Einfluss auf die Proteinprozessierung nach der Spaltung von BiP

nachweisbar (B).
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4. Diskussion

4.1. Charakterisierung des TRAP-Substratspektrums

4.1.1. Der TRAP-Komplex ist an der Translokation bestimmter Polypeptide in das ER-

Lumen beteiligt

Proteine, welche dem sekretorischen Weg angehéren, missen nach ihrer Synthese zunéchst in
das ER transportiert, dort prozessiert und schlieRlich zum Zielort innerhalb der Zelle weitergeleitet
werden, wo sie ihre Funktion austiben (Blobel & Dobberstein, 1975 | & II).

Durch den Sec61-Komplex wird die co- oder posttranslationale Translokation von Polypeptiden
mit N-terminaler Signalsequenz oder Transmembrandoméne in das ER ermdéglicht (Dudek et al.,
2015; Pfeffer et al., 2016).

Der Sec61-Komplex ist zur effizienten Translokation jedoch auf Hilfskomponenten angewiesen,
mit welchen gemeinsam der Translokase-Komplex gebildet wird. Solche unterstiitzenden
Komponenten fungieren meist in substratspezifischer Art und Weise, wie z.B. der TRAP-Komplex
(Fons et al., 2003). Die genauen substratspezifischen Funktionen des TRAP-Komplexes blieben
bisher jedoch weitestgehend unverstanden (Pfeffer et al., 2017). Im Zuge der hier vorliegenden
Arbeit galt es diese Fragestellung aufzugreifen und das Substratspektrum zu analysieren, welches
in Abhangigkeit zu TRAP wahrend der Translokation in das ER steht.

Bisher erfolgten Transportuntersuchungen hinsichtlich der substratspezifischen Eigenschaften
des TRAP-Komplexes im Sauger in vitro an rekonstituierten ER-Membranen mit einer stark
begrenzten Auswabhl an artifiziellen Modellsubstraten (Fons et al., 2003). Alternativ dazu erfolgten
pulse-chase Experimente in intakten humanen Zellen, in welchen Modellsubstrate Uberexprimiert
wurden (Sommer et al.,, 2013). Diese Ansédtze zum Studium der Eigenschaften einzelner
Bestandteile des Translokase-Komplexes sind nutzlich, um fir einzelne, bestimmte Substrate zu
untersuchen, inwiefern eine Beteiligung wahrend des ER-Imports oder der Prozessierung vorliegt.
Ungeeignet sind diese Methoden jedoch fiir eine grundlegende und umfassende Beurteilung der
determinierenden Eigenschaften, die zur Abhangigkeit der Substrate flhren.

Aus diesem Grund wurde innerhalb dieser Arbeit eine Studie zur Identifizierung und
Charakterisierung des nativen Proteinspektrums, welche in Abhangigkeit zum TRAP-Komplex
stehen, in humanen Zellen unter physiologischen Bedingungen durchgefihrt. Die
Vorgehensweise zur Charakterisierung der TRAP-abhangigen Vorlauferpolypeptide ist in
Abbildung 25 (Kapitel 3.1) schematisch dargestellt.
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Die zu untersuchende Komponente, in diesem Fall der TRAP-Komplex, wurde mittels RNAI in
humanen Hela-Zellen depletiert. Resultierende quantitative Veranderungen des Gehalts von
Proteinen wurden anschlieRend mittels markierungsfreier Proteomanalyse sowie

bioinformatischer Proteinh&ufigkeitsbestimmung identifiziert.

4.1.2. Konzept und Machbarkeitsstudie als Grundlage zur Identifizierung der TRAP-

Substratspektrums

Die grundlegende Idee zur ldentifizierung des TRAP-Substratspektums beruht darauf, dass
Proteine, die zur korrekten Prozessierung auf den TRAP-Komplex angewiesen sind, in dessen
Abwesenheit im Cytosol akkumulieren und schliel3lich proteasomal abgebaut werden (Brodsky &
McCracken, 1999). Nach diesem Mechanismus waren betroffene Substrate quantitativ vermindert
innerhalb des Proteoms im Gegensatz zu den nicht-manipulierten Kontrollzellen, welche weiterhin
Uber den TRAP-Komplex verfiigen. Im Zuge der Transportuntersuchungen nach plasmidkodierter
Uberexpression von Substraten erfolgte die Bestatigung dieses Mechanismus. Nach der
Depletion einer zur Translokation notwendigen Komponente in Anwesenheit des
Proteasominhibitors MG132 wurden Vorlaufer von Proteinen mittels Western Blot nachgewiesen.
Diese Depletion hatte den inhibierten Import des Substrats in das ER hat zur Folge, sodass das
Signalpeptid nicht mit Hilfe des Signalpeptidase-Komplexes vom reifen Teil des Proteins entfernt
wurde. Im Western Blot resultierte daraus ein Massenshift des Proteinsignals um die GrofRe des
Signalpeptids, was daher fiir die Akkumulation des Vorlaufers im Cytosol spricht.

Die Untersuchungen zur Identifizierung und Charakterisierung des TRAP-Substratspektrums
basieren auf einer Vorgehensweise, welche in diesem Zusammenhang noch nie angewendet
wurde. Aus diesem Grund war es zunachst notig, die Methode an sich im Vorfeld zu prufen, um
den Nutzen fur die eigentliche Anwendung, der Identifizierung des TRAP-Substratspektrums, zu
beurteilen.

Die prinzipielle Durchfihrbarkeit des Vorhabens wurde zu diesem Zweck anhand der
Identifizierung und Charakterisierung des Sec61-Substratsprektrums belegt. Der Sec61-Komplex
ist durch eine Vielzahl funktioneller Untersuchungen bis dato sehr gut charakterisiert (Dudek et
al., 2015; Lang et al, 2017). Aus diesem Grund lieBen sich die Ergebnisse der
Proteinhaufigkeitsbestimmung basierend auf den Daten der Proteomanalyse nach SEC61A1-
Depletion einordnen und innerhalb dieser Machbarkeitsstudie hinsichtlich der Sinnhaftigkeit
bewerten. Die siRNA vermittelte Depletion des Sec61-Komplexes ist in der Arbeitsgruppe eine
etablierte Methode. Dabei wird eine Reduktion der SEC61A1 Genexpression auf etwa 10 %

Restproteingehalt erreicht.
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Lang et al. (2012) konnten zeigen, dass die effiziente Depletion von SEC61AL1 fiir 96 h nicht zu
Verdnderungen in Zellwachstum und Viabilitdét oder morphologischen Veranderungen von ER
oder der gesamten Zelle fuihrt.

Die Depletionseffizienz des Sec61-Komplexes wurde sowohl durch Western Blot Analyse als auch
durch die Proteinhaufigkeitsbestimmung der MS-Daten innerhalb dieser Arbeit verifiziert.
Insgesamt wurden durch die massenspektrometrische Analyse etwa 50 % des Proteoms der
HelLa-Zellen quantitativ nachgewiesen. Gleichzeitig reprasentierten auch die Anteile der
identifizierten Membran- und Glykoproteine sowie der Proteine mit Signalpeptid ein
vergleichbares Abbild des Gesamtproteoms der HeLa-Zellen (Landry et al., 2013; Nagaraj et al.,
2011).

Durch die vergleichende statistische Auswertung der Proteomdatensatze der beiden mit zwei
verschiedenen siRNAs an Sec61a-depletierten HelLa-Zellen gegenuber Kontrollzellen wurden
guantitative Veranderungen bestimmter Proteine nachgewiesen. Im Zuge dessen konnte bestatigt
werden, dass alle Untereinheiten des Sec61-Komplexes, a, B und vy, aufgrund der SEC61A1
Depletion degradiert werden (Lang, et al., 2012). Die restlichen quantitativ negativ beeinflussten
Proteine konnten Uberwiegend Organellen des sekretorischen Wegs zugeordnet werden. Da der
Sec61-Komplex fir die Biogenese von Proteinen, welche diesem Wege zugehdrig sind, als eine
Schlisselkomponente fungiert, war es zu erwarten, dass z.B. sekretorische Proteine durch die
Degradation des Translokationskomplexes weder in das ER zur vollstindigen Prozessierung
gelangen noch anschlieRend zu ihrem Zielort, sondern bereits im Cytosol proteasomal abgebaut
werden, was zu einer quantitativen Verminderung innerhalb des Proteoms flhrt.

Im experimentellen Ansatz mittels Proteomanalyse nach siRNA vermittelter Depletion von
SEC61A1 war der Anteil der Sec61 Substrate geringer als mit 30 % des Gesamtproteoms erwartet
(Chen et al., 2005; Wallin & von Heijne, 1998). Ein mdglicher Grund dieser Beobachtung kénnte
sein, dass einige Vorlauferpolypeptide eine deutlich langere Halbwertszeit als SEC61A1 haben
und daher nach 96-stiindiger Depletionszeit noch nicht signifikant in ihrer Abundanz reduziert
waren. Andererseits konnten die nicht identifizierten Sec61-Substrate im Vergleich zu den
identifizierten im Durchschnitt eine héhere Affinitat zum Sec61-Komplex haben und somit auch
bei einer verminderten Menge zuganglicher Translokons weiterhin effizient transportiert und
prozessiert werden.

Daruber hinaus wurden aufgrund der Depletion des Sec61-Komplexes auch einige Proteine
guantitativ positiv beeinflusst nachgewiesen. Darunter sind solche Proteine zu finden, welche
kompensatorisch auf den Verlust des Sec61-Komplexes wirken kdnnten, wie z.B. die beiden
Untereinheiten a und B des SRP-Rezeptors, was bereits in friheren Studien beobachtet wurde
(Lang, et al., 2012).
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Zusammenfassend wurde die experimentelle Strategie in humanen Zellen erfolgreich
dahingehend bewertet, das Substratspektrum des Sec61-Komplexes zu charakterisieren. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Voraussetzungen erfillt sind, um eine nachfolgende Analyse

hinsichtlich des Substratspektrums des TRAP-Komplexes durchzufuhren.

4.1.3. Identifizierung von TRAP-Substraten nach siRNA vermittelter Depletion von
TRAPB

Zur ldentifizierung des Sec61-Substratspektrums wurde die in Abbildung 25 dargestellte Strategie
innerhalb der Machbarkeitsstudie positiv bewertet. Auf dieser Grundlage wurde die gleiche
Strategie zur Charakterisierung des Substratspektrums des TRAP-Komplexes angewendet. Die
Depletion des TRAP-Komplexes erfolgte unter Verwendung von zwei unterschiedlichen TRAPB
SiRNAs sowie einer Kontroll-siRNA.

Die effiziente Depletion von TRAPB wurde bereits in friilheren Studien angewandt und fiihrte
nachweislich zu keiner Veranderung hinsichtlich Wachstum und Viabilitat der Zellen sowie
morphologischen Veranderungen des ER bzw. der gesamten Zelle. Gleichzeitig konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die Depletion der B-Untereinheit zur Destabilisierung des gesamten
Komplexes fuhrt (Pfeffer, et al., 2014).

Die Daten der massenspektrometrischen Analysen der insgesamt neun Proben wurden
hinsichtlich der quantitativen Veranderungen mittels Proteinhaufigkeitsbestimmung analysiert.
Wie erwartet wurde unter den negativ beeinflussten Proteinen die zu depletierende (3-Untereinheit
des TRAP-Komplexes nachgewiesen, sowie die restlichen Komponenten TRAPa, TRAPy und
TRAPS. Dies wurde parallel auch mittels Western Blot verifiziert. Des Weiteren umfasst die
Gruppe der nach TRAPB Depletion verminderten Proteine potentielle TRAP-Substrate, welche
aufgrund der Abhangigkeit zum TRAP-Komplex zur effizienten Translokation in das ER dem
proteasomalen Abbau im Cytosol unterlagen.

Der Nachweis von etwa 6000 Proteinen mit Hilfe der MS-Analyse zeigte ein &hnlich gutes
Ergebnis wie zuvor innerhalb der Machbarkeitsstudie zur Identifizierung des Sec61-
Substratspektrums. Gleichermafl3en wurde innerhalb der Proteinhaufigkeitsbestimmung eine
Zuordnung der Proteine nach GO-Annotationen hinsichtlich Lokation innerhalb der Zelle sowie
Vorhandensein von Signalpeptid, Transmembrandomé&nen oder N-Glykosylierungen
vorgenommen. Der quantifizierte Anteil der einzelnen Gruppen deckt sich mit den Ergebnissen
zu Untersuchungen das HelLa-Proteom und —Genom betreffend (Nagaraj et al., 2011; Landry et
al., 2013).
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Jedoch konnten allein durch diese Zuordnungen keine klare Aussage dartber getroffen werden,
ob beispielsweise Proteine eines bestimmten Kompartiments oder etwa Glykoproteine vorrangig
vom Fehlen des TRAP-Komplexes betroffen sind.

Da vor allem Proteine des sekretorischen Wegs negativ von der Depletion von TRAPB beeinflusst
waren, konnte angenommen werden, dass die Vorlauferpolypeptide dieser Gruppe (38 Proteine
mit Signalpeptid, 22 Proteine Membranproteine) Substrate des TRAP-Komplexes sind. Da dieser
effizient depletiert wurde, kdonnten die Vorlauferpolypeptide im Cytosol durch das Proteasom
abgebaut werden, da sie die Unterstitzung des TRAP-Komplexes benétigen um in das ER-Lumen
durch den Sec61-Kanal transloziert zu werden. Dies kdnnte auch die Erklarung daflr sein, dass
die Anzahl negativ betroffener Proteine geringer war im Vergleich zu derer nach SEC61A1
Depletion.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich die Gruppen der Proteine, die aufgrund der Depletion
negativ in ihrer Quantitat beeinflusst wurden, nach TRAPB oder SEC61A1 Depletion nur zu 40 %
Uberschneiden. Diese Beobachtung kdnnte mit den Ergebnissen einer friheren Studie in
Verbindung stehen: Hierbei wurde fliir bestimmte Modellsubstrate gezeigt, dass es einen inversen
Zusammenhang zwischen der Effizienz des Sec61-Gating und der Abhangigkeit zum TRAP-
Komplex gibt (Fons et al., 2003).

Dabei ist jedoch zu bedenken, dass der essentielle Sec61-Komplex fur die Translokation aller
sekretorischer Proteine nétig ist, der nicht essentielle TRAP-Komplex als Hilfskomponente nur an
der Prozessierung einer bestimmten Gruppe von Substraten beteiligt ist. Dementsprechend ist
der TRAP-Komplex nicht in jeden Proteintransportvorgang involviert. Des Weiteren ist auch im
Zusammenhang zum TRAP-Komplex zu beachten, dass nur Proteine mit vergleichsweise
kurzerer Halbwertszeit als TRAPB als potentiell TRAP-abhéngige Substrate identifiziert werden
konnten. Solche unterlagen der Anforderung in allen Experimenten als signifikant vermindert
nachgewiesen zu sein. Einige Proteine, wie z.B. die ER-luminalen Proteine Sill und Calreticulin,
wurden nach 96-stindiger Depletion des TRAP-Komplexes nur in einzelnen Experimenten als
signifikant reduziert eingestuft und wurden daher in erster Instanz nicht in weitere bioinformatische
Analysen miteinbezogen. Unter diesen Gesichtspunkten ist die Anzahl der potentiellen TRAP-
Substrate als beachtlich einzuordnen. Méglicherweise hétte die massenspektrometrische Analyse
mit folgender Proteinh&ufigkeitsbestimmung nach verlangerter Depletionszeit von TRAPB dazu
gefuhrt, dass noch weitere Proteine quantitativ vermindert und somit das Substratspektrum
erweitert wirde. In vorhergehenden Studien wurde nachgewiesen, dass die 96-stiindige Depletion
zur nahezu vollstandigen Reduktion von TRAPB ohne Beeinflussung wichtiger Zellparameter flihrt
(Pfeffer, et al., 2017).
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Die Verlangerung der Depletionszeit erfordert eine erneute siRNA-Transfektion nach 120 h, wie
sie im Zuge der kinetischen Analysen der Validierungsexperimente durchgefiihrt wurde. Hierbei
konnte fur keines der untersuchten Substrate eine malgeblich starkere Reduktion der
Proteinmenge fir die Zeitpunkte 120 h und 144 h nachgewiesen werden. Von daher ist der
gewahlte Zeitpunkt zur massenspektrometrischen Analyse mit 96 h nach siRNA-Ersttransfektion
als passend zu bewerten, um unter weitestgehend physiologischen Bedingungen die
Veranderungen des Proteoms zu untersuchen, die auf den Verlust des TRAP-Komplexes

zurickzufiuhren sind.

Wie in jedem biologischen Experiment spielen Artefakte eine Rolle, welche auf die Vielzahl an
jeweils fehleranfélligen Teilschritten zuriickzufiihren sein kénnen. Diesen Grinden kdnnten auch
die Diskrepanzen in der Anzahl identifizierter Proteine vergleichend zwischen den einzelnen
Experimenten geschuldet sein. Sich den potentiell resultierenden falsch-positiven oder falsch-
negativen Ergebnisse bewusst zu sein, ist an dieser Stelle unerlasslich, um ein System innerhalb
der Gruppe potentieller TRAP-Substrate zu erkennen und dieses auf Glltigkeit zu tGberprifen.
Aus diesem Grund wurden im Zuge der Proteinhaufigkeitsbestimmung Einschréankungen der
mdglichen Ergebnisse hinsichtlich der Proteineigenschaften vorgenommen: Die Gruppe derer
Proteine, welche quantitativ negativ durch den Verlust des TRAP-Komplexes betroffen waren,
wies wie bereits erwahnt, kein direkt ersichtliches, einheitliches Bild der Proteineigenschaften auf
(Glyko- / Membranproteine, Lokalisation). Aufgrund des beschriebenen Modells in 1.2 und 3.1
wurde jedoch davon ausgegangen, dass in erster Linie Proteine des sekretorischen Wegs direkt
vom Verlust des TRAP-Komplexes wie auch des Sec61-Komplexes betroffen sind. Alle anderen
Proteine, die zu Organellen aul3erhalb des sekretorischen Wegs gehéren oder keine
Erkennungssequenz zum zielgerichteten Transport zum Translokon aufweisen, konnten in
sekundarer Art und Weise negativ betroffen sein. So kénnte sich z.B. die Depletion und somit
fehlende Funktion eines ,echten® TRAP-Substrats als nachsten Schritt negativ auf andere
Proteine auswirken. Proteine des sekretorischen Wegs zeichnen sich vor allem durch das
Vorhandensein einer N-terminalen Transmembrandomdne oder einer abspaltbaren
Signalsequenz aus. Zur Untersuchung der direkten TRAP-Substrate wurde der Fokus der

bioinformatischen Untersuchungen auf diese Gruppe gelegt (3.3).
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4.1.4. Validierung der TRAP-Substrate

Zur Unterstitzung der bisher gewonnenen Ergebnisse, wurden Validierungsexperimente
durchgefluhrt. Diese umfassten unabhéngige Experimente, in welchen gleichermalRen zu den MS-
Analysen HelLa-Zellen fur 96 Stunden mit jeweils einer der beiden TRAPB betreffenden siRNAs
oder einer Kontroll siRNA transfiziert wurden. Nach passender Aufbereitung der Zellen, wurde
mittels semiquantitativem Western Blot eine Quantifizierung bestimmter Proteine vorgenommen.
AuRerdem wurden die Auswirkungen der siRNA-Behandlung auf transkriptioneller Ebene mittels
gRT-PCR untersucht. Zur finalen Validierung der TRAP-Substrate wurden Experimente zur
Rettung des Phéanotyps, hervorgerufen durch die Depletion des TRAP-Komplexes, durchgefiihrt.
Durch diese Validierungsexperimente wurde bestétigt, dass die Transfektion der HeLa-Zellen mit
der verwendeten TRAPB oder TRAPB-UTR siRNA dazu filhrt, dass die restlichen Untereinheiten
des TRAP-Komplexes degradiert werden. Dieser Effekt lie3 sich durch simultane Expression mit
einer siRNA-resistenten fir TRAPB kodierenden cDNA retten, was bedeutet, dass der Verlust von
TRAPB einen direkten Effekt auf die Stabilitdt des TRAP-Komplexes hat. Allerdings war der
Restproteingehalt bei unveranderter mMRNA-Menge von TRAPa mit etwa 40 % deutlich gegenlber
den anderen Komplexbestandteilen erhdht. Andererseits zeigte die Depletion von TRAPa eine
gleichartige Wirkung auf den Restproteingehalt von TRAPB. Beide Komplexbestandteile wurden
durch die reduzierte Genexpression der jeweils anderen Untereinheit quantitativ auf minimal
40 % Restproteingehalt vermindert. Dieser Effekt konnte bereits nach 72-stiindiger Depletionszeit
beobachtet werden und blieb auch Uber die nachsten 72 Stunden hinweg konstant. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die These, dass TRAPa eine stabilisierende Funktion innerhalb des
TRAP-Komplexes inne hat (Pfeffer et al., 2017), spricht diese jedoch gleichermal3en auch TRAPf
Zu.

Als zu validierende TRAP-Substrate wurden verschiedene Proteine ausgewahlt, welche dem
sekretorischen Weg anhand von GO-Annotationen zugeordnet wurden. Die Untersuchungen
mittels gRT-PCR und Western Blot nach Depletion von TRAPB sowie Komplementationsanalysen
fuhrten zur Validierung der Proteine PPIC, ACP2 und TMED5 als echte TRAP-Substrate.
Innerhalb der Proteomanalyse wurden auch die Untereinheiten Dad1, Ost48 und Stt3b des OST-
Komplexes als potentielle TRAP-Substrate identifiziert. Die zusatzlichen Experimente auf Western
Blot Basis identifizierten alle drei zu validierenden Proteine als echte TRAP-Substrate. Die
Depletion von TRAPB fiihrte somit zur signifikanten Reduktion des jeweiligen Proteingehalts der
TRAP-Substrate. Die direkte Abhangigkeit zum TRAP-Komplex konnte durch die
Komplementationsanalyse bestatigt werden, da durch die zur Depletion simultane Expression von
TRAPB siRNA-resistenter TRAPB cDNA der Proteingehalt der OST-Komponenten auf
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Kontrollniveau wiederhergestellt werden konnte. Die recht hohe Standardabweichung der
Western Blot Daten in Bezug auf Dadl ist auf die z.T. schwache Qualitdt der Western Blots
zurickzufuhren. Durch die genugend hohe Anzahl an Experimenten konnte jedoch die
Signifikanzgrenze erreicht werden und Dad1 als TRAP-Substrat identifiziert werden. Vergleichend
zwischen den Ergebnissen der Proteomanalyse und den Western Blot basierenden Daten fallt
eine Diskrepanz des Restproteingehalts der OST-Untereinheiten nach SEC61A1 siRNA
Behandlung auf. So scheinen die Proteine Stt3b und Dad1 fast nicht von der Depletion des Sec61-
Komplexes betroffen zu sein. Bei Betrachtung der Rohdatensétze zeigt sich jedoch, dass Dadl
innerhalb eines Experiments nicht in allen Proben der drei technischen Replikate in Experiment 1
nachgewiesen wurde. Zudem fallt auf, dass die quantifizierten Proteinmengen zwischen den
beiden durchgefihrten Experimenten deutlich unterschiedlich bei gleichzeitiger geringer
Standardabweichung waren (Daten nicht gezeigt). Im Falle von Stt3b traten hohe Schwankungen
innerhalb der quantifizierten Proteinmenge der Triplikate auf. Aufgrund der Daten, welche mittels
Western Blot nach SEC61A1 Depletion hinsichtlich Stt3b und Dadl erhoben wurden, konnte

jedoch klar eine reduzierte Proteinmenge verifiziert werden.

Die beiden ER-luminalen Proteine Sill und Calreticulin wurden innerhalb der Proteomanalyse nur
nach Manipulation der HeLa-Zellen mit einer der beiden verwendeten siRNAs zur Depletion von
TRAPB als potentielles TRAP-Substrat vorgeschlagen.

Aufgrund der wichtigen Funktionen, die die Proteine Sill und Calreticulin im ER erfullen, wurde
beide Proteine mit in die Experimente zur Validierung der TRAP-Substrate aufgenommen.
Innerhalb der unabhangigen Depletionsexperimente wurden mittels semi-quantitativer Western
Blot Analyse sowohl Sill als auch Calreticulin als TRAP-abhéngiges Substrat validiert.
GleichermalRen erfolgte die Validierung auch hinsichtlich des in den ERAD-Prozess involvierten
Proteins Sell. Bei allen dreien wurde die quantitative Verminderung mit einer der beiden
verwendeten TRAPB siRNAs hoch signifikant nachgewiesen. Durch Anwendung der jeweils
anderen siRNA wurde auf Basis der Western Blot Analyse eine quantitative Reduktion gezeigt,
welche jedoch durch die hohen Standardabweichungen zwischen den einzelnen Experimenten

statistisch nicht signifikant war.

Unter dem Gesichtspunkt, dass die final dargestellten Daten der MS-Analyse auf dem Mittelwert
aller Experimente nach TRAPB-Depletion unter Anwendung beider siRNAs basieren, ist die
Vergleichbarkeit der massenspektrometrisch und der Western Blot basierten Ergebnisse sehr
hoch.
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4.1.5. Vergleich der TRAP-Substratspektren transient TRAP-depletierter HeLa-Zellen
und chronisch TRAP-defizienter CDG-Fibroblasten

Zusatzlich zu den Untersuchungen des HelLa-Proteoms nach Manipulation mittels RNAI erfolgten
massenspektrometrische Analysen sowie Proteinhéufigkeitsbestimmungen von Fibroblasten
dreier CDG-Patienten. Mutationen in den TRAPy bzw. TRAP&-Untereinheiten fihren dabei zur
chronischen Depletion des TRAP-Komplex (Pfeffer et al., 2017; Losfeld et al., 2014; Ng et al.,
2015).

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen zeigten, dass es nur wenige
Uberschneidungen der Substratspektren chronisch TRAP-defizienter CDG-Fibroblasten und
transient TRAP-depletierter HelLa-Zellen nach siRNA-Behandlung gab. Innerhalb der
Validierungsexperimente auf Western Blot Basis wurde gezeigt, dass sich die Ergebnisse der
CDG-Fibroblasten groRtenteils mit den Resultaten der mit sSiRNA manipulierten HelLa-Zellen
decken. Grundsatzlich sind diese Ergebnisse mit Vorsicht hinsichtlich der eingeschréankt
erhobenen Datenmenge zu beurteilen. Sowohl die massenspektrometrische als auch Western
Blot Analyse wurde pro Patient lediglich einmal durchgefiihrt. Zu den bereits erlauterten
methodischen Variabilititen wurden dartber hinaus z.T. starke Unterschiede hinsichtlich der
Proteinkonzentrationen sowohl vergleichend zwischen den CDG-Patientenzellen als auch den
beiden kommerziell erworbenen Kontrollfibroblasten nachgewiesen. Letztere betreffend wurde
daher eine der beiden zur Verfligung stehenden Kontrollen fir weitere Auswertungen auf3er Acht
gelassen.

Zu beachten ist dartber hinaus, dass es sich zwischen beiden untersuchten Zellarten grof3e
Unterschiede gibt. So handelt es sich bei den dreien untersuchten CDG-Fibroblasten um
Primérzellen. Der Phanotyp aller drei untersuchter chronisch TRAP-defizienter Fibroblasten
wurde aufgrund unterschiedlicher SSR3 bzw. SSR4 Mutationen hervorgerufen.
Dementsprechend sind unterschiedlich starke Auspragungen des Phanotyps sowie adaptiver
Kompensationsmechanismen auf den Verlust des TRAP-Komplexes zu erwarten. Letztere sind
sehr wahrscheinlich viel starker ausgepragt im Vergleich zu den HelLa-Zellen, welche maximal
144 h zur Depletion des TRAP-Komplexes mittels RNA-Interferenz veradndert wurden. Die
Adaptionen der chronisch TRAP-depletierten Fibroblasten verlief dagegen tber Jahre hinweg.
Bei HeLa-Zellen handelt es sich um eine metastasierende Zelllinie eines Adenokarzinoms der
Zervix. Kontinuierliche, immortalisierte Zelllinien, wie die verwendeten HelLa-Zellen, sind auch
aufgrund der sehr hohen Teilungsraten genetisch variabler als primare Zellen. Von daher waren
bereits generelle Unterschiede zwischen dem HelLa-Proteom und dem Proteom der Fibroblasten

ZUu erwarten.
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Wichtig an dieser Stelle ist jedoch die Feststellung, dass die Tendenzen der zuvor als
determinierende Eigenschaften der als TRAP-Substrate identifizierten Proteine in HelLa-Zellen
nach transienter TRAP-Depletion auch fir die negativ beeinflussten Proteine der chronisch TRAP-

depletierten Fibroblasten nachvollzogen werden konnten.

4.2. TRAP-Substrate weisen bestimmte Eigenschaften auf

Durch nahere bioinformatische Untersuchungen der massenspektrometrisch identifizierten
TRAP-Substrate konnten determinierende Eigenschaften der Signalpeptide bzw. N-terminale
Transmembrandomé&nen der TRAP-Substrate, welche dem sekretorischen Weg anhand GO-
Annotationen zugeordnet wurden, charakterisiert werden. So zeigten abspaltbare Signalpeptide
und N-terminale Transmembrandomanen potentieller TRAP-Substrate eine geringere
Hydrophobizitat im Vergleich zu solchen Proteinen, die nicht negativ vom Verlust des TRAP-
Komplexes betroffen waren. Deutlichere Unterschiede fielen dartber hinaus hinsichtlich der
Aminosaurekomposition innerhalb der abspaltbaren Signalpeptide auf, da der Anteil
helixbrechender Aminoséuren Glycin und Prolin deutlich erh6ht war. Die gleiche Tendenz wurde
fur N-terminale Transmembrandomanen beobachtet, jedoch weniger stark ausgepragt. Dieser
Unterschied ist hinsichtlich der weiteren Prozessierung nach dem ER-Import schlissig:
N-terminale Transmembrandomanen kénnen wie auch abspaltbare Signalpeptide fir einen
gerichteten Transport zur ER-Membran kodieren. Allerdings erfolgt nach dem Import in den
Sec6l1-Kanal keine proteolytische Spaltung mittels Signalpeptidase-Komplex, sondern die
Integration in die hydrophobe Umgebung einer Doppellipidschicht. Wichtige Faktoren fur diese
Integration sind die thermodynamischen Eigenschaften der Transmembranhelix. D.h. die
Transmembrandomé&ne muss einen gewissen Hydrophobizitdtsscore erreichen, um alpha-
helikale Strukturen ausbilden zu kénnen, welche Uber die Aminosaureseitenketten mit den

Membranlipiden hydrophobe Wechselwirkung zur stabilen Integration eingehen (Bernstein, 1998).

Von den rund 3500 humanen Signalpeptiden gemafd UniProtKB weisen 1400 einen GP-Gehalt
von Uber 15 % auf und kénnten somit TRAP-Substrate darstellen, deren Vorlaufer Polypeptide
zum ER-Import durch den Sec61-Kanal auf die regulierende Unterstiitzung durch den TRAP-
Komplex angewiesen sind.

Moglicherweise fihren der hohe GP-Gehalt sowie die verminderte Hydrophobizitat der Vorlaufer
zu einer langeren Verweildauer auf cytosolischer Seite, da diese Eigenschaften eines

Signalpeptids nicht denen eines klassischen SRP-Substrats entsprechen.
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SRP wirkt wie ein cytosolisches Chaperon, das sich durch eine hohe Affinitat zu Signalsequenzen
mit alpha-helikalen und zugleich hydrophoben Strukturen auszeichnet, um letztere abzuschirmen
und translokationskompetent zur ER-Membran zu dirigieren (Nyathi et al., 2013). Der TRAP-
Komplex koénnte diese verdndert ausgepragten Eigenschaften durch eine stabilisierende
Interaktion mit dem Signalpeptid kompensieren.

Dieses Ergebnis war nach transienter siRNA-vermittelter TRAP-Depletion starker ausgepragt im
Vergleich zu den Untersuchungsergebnissen der negativ betroffenen Proteine der chronisch
TRAP-depletierten CDG-Fibroblasten, dennoch ist auch fur diese der zuvor erlauterte Trend
nachvollziehbar. Diese Unterschiede konnten in Adaptionsmechanismen der CDG-Fibroblasten
begriindet sein, welche aufgrund der chronischen TRAP-Defizienz ausgepragt wurden. Die
beschriebenen Signalpeptideigenschaften der potentiellen TRAP-Substrate betreffen auch
Untereinheiten des OST-Komplexes (Ost48, Stt3b und Dadl). Das Fehlen des TRAP-Komplexes
kénnte die Auspragung des CDG-Phanotyps als sekundéaren Effekt erklaren.

4.3. Validierung der TRAP-Substrateigenschaften

Weitere bioinformatische Untersuchungen ergaben, dass Signalpeptide bzw. N-terminale
Transmembrandoménen der identifizierten TRAP-Substrate einen vergleichsweisen hohen Anteil
helixbrechender Aminosduren (Glycin und Prolin, GP) bei gleichzeitig verminderter
Hydrophobizitdt aufweisen. Mittels benutzerdefinierter Skripte wurden sowohl der Gehalt
helixbrechender Aminoséuren Glycin und Prolin als auch der Hydrophobizitatsscore nach Kyte-
Doolittle in Signalsequenzen bestimmt. Durch Anwendung des Protean Vorhersage Tools erfolgte
die in silico Bestimmung und grafische Darstellung der Sekundarstrukturen der jeweiligen
Signalpeptide sowie dem Hydrophilizitdtsprofil nach Kyte-Doolittle.

Zur Beurteilung der Ergebnisse der Poteomanalyse, sowie der identifizierten Eigenschaften der
TRAP-Substrate wurden unabhdngige Experimente zu deren Validierung durchgefuhrt. Dabei
wurden zum einen mittels Western Blot und qRT-PCR nach siRNA-vermittelter TRAP-Depletion
die gquantitativen Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen Uberprift. Zum
anderen erfolgten Transportuntersuchungen plasmidkodierter TRAP-Substrate, sowie solcher
Substrate, deren Signalpeptide hinsichtlich der potentiell determinierenden Eigenschaften
verandert wurden. Dabei zeigte sich im Zuge der Beurteilung der als nicht TRAP-abhangig
validierten Proteine, dass ein GP-Gehalt innerhalb des Signalpeptids unter 15 %
erwartungsgemal dazu filhrt, dass alpha-Helices ausgebildet werden. Dies beglnstigt den

Transport des Vorlauferpolypeptids tiber den SRP-Weg zum Translokon.
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Zur Gruppe, der TRAP-unabhangigen Proteine gehort die Peptidyl-propyl-cis/trans-Isomerase
PPIB. PPIC als TRAP-abhéngiges Paralog zu PPIB weist 72 % Aminosauresequenzidentitit im
reifen Teil auf, weitere 13 % der Aminosauren sind vergleichbar. Die deutlichen Unterschiede
innerhalb des Signalpeptids zeigen unter den genannten Gesichtspunkten, dass innerhalb des
Signalpeptids von PPIC keine alpha-helikalen Bereiche ausgebildet werden, gegensatzlich zu den
strukturellen Untersuchungen hinsichtlich PPIB.

Die Translokationsexperimente beider plasmidkodierter Polypeptidvorlaufer von PPIB und PPIC
nach Depletion des TRAP-Komplexes zeigen ebenfalls einen Transportdefekt in Bezug auf PPIC,
jedoch keinen fur PPIB. Auf dieser Basis kann sowohl auf endogener Ebene als auch nach
plasmidgetriebenem Transport belegt werden, dass der erhdhte GP-Gehalt innerhalb des
Signalpeptids mit einem eingeschrankten Transport in Abwesenheit des TRAP-Komplexes
zusammenhangt. Die Translokationsversuche der Hybridmutante PPIC-PPIB zeigt, dass der
Austausch des Signalpeptids direkt zur Auspragung des Phéanotyps fuhrt, welcher fir PPIC nach
der Depletion des TRAP-Komplexes nachgewiesen wurde. Aufgrund der immens hohen
Homologie der Aminosauresequenzen im reifen Teil kann daher gefolgert werden, dass das
Signalpeptid direkten Einfluss auf die TRAP-Abhangigkeit im Translokationsprozess eines
Vorlauferpolypeptids hat.

Gleichermal3en wurde auch TMEDS5 (human) sowohl auf endogener Ebene als auch mit Hilfe des
Transport-Assays als TRAP-abhangiges Substrat validiert. Dariber hinaus zeigten die in silico
Untersuchungen, dass der erhthte GP-Gehalt innerhalb des Signalpeptids zur Inhibition der
Ausbildung einer alpha-Helix fihrt.

Um den direkten Einfluss der Aminosauren Glycin und Prolin in Bezug auf die
Translokationseffizienz zu untersuchen, wurden in die Signalpeptide plasmidkodierter Substrate
Punktmutationen eingebracht, um zu untersuchen, ob der Phanotyp des Wildtyps umgekehrt
werden kann. Mit Hilfe der Mutanten mut-TMED5 und mut-PPIB wurde nachgewiesen, dass
tatsachlich der erhéhte relative GP-Gehalt eines Signalpeptids eine determinierende Eigenschaft
ist von TRAP-abhangigen Substraten ist. Die in silico Simulationen zur Entwicklung der
Sequenzen von mut-PPIB und mut-TMEDS unterstitzten die These, dass neben dem relativen
GP-Gehalt gemittelt Gber die gesamte Signalpeptidsequenz auch die Position der
helixborechenden Aminosauren determinierend flr die vorhergesagte Ausbildung alpha-helikaler
Strukturen ist (Abbildung 85 im Vergleich zu Abbildung 74).
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Abbildung 85: Beispiele der in silico Simulationen zur Entwicklung der Sequenzen der Signalpeptide von mut-
PPIB und mut-TMED5

Die Aminosauresequenz in silico Simulationen zur Entwicklung der Sequenzen der Signalpeptide der Modellsubstrate
mut-PPIB (A, B) und mut-TMEDS (C, D) ist in dieser Abbildung dargestellt. Trotz jeweils gleichem GP-Gehalt und sehr
ahnlichem Hydrophilizitatsprofil zu mut-PPIB bzw. mut-TMEDS in Abbildung 74 sind deutliche Unterschiede in der
Vorhersage zur Ausbildung alpha-helikaler Strukturen erkennbar. Helixbrechende Aminoséuren Glycin (G) und Prolin
(P) sind rot markiert, mutierte Aminosauren grin. Darunter sind jeweils die Bereiche gekennzeichnet, welche laut
Protean Vorhersage-Tool (DNASTAR / Lasergene 12) alpha--helikale (rot) und beta-Faltblatt Strukturen ausbilden. In
blau ist das Hydrophilizitatsprofil nach Kyte-Dolittle gezeigt.

Daruiber hinaus ergaben sich auch Unterschiede zwischen positionsgleichem Einsatz von Glycin
oder Prolin. Unterstitzt wird diese Beobachtung auch durch die Daten hinsichtlich TMEDS5,
vergleichend zwischen muriner und humaner Aminosauresequenz sowie den korrespondierenden
Untersuchungen der Transporteffizienz nach Depletion der Translokasekomponenten. Der GP-
Gehalt beider Signalpeptide, TMED5 (human) und TMEDS (murin) ist nahezu gleich. In der
verstarkten Positionierung der helixborechenden Aminosduren im N-terminalen Teil des murinen
Signalpeptids wurde mit Hilfe des Protean Vorhersage Tools die Ausbildung einer a-Helix im
hinteren Teil des Signalpeptids vorhergesagt. Gleiches gilt fur die Proteine Grp170, Grp94 und
BiP, welche innerhalb der  massenspektrometrischen Proteomanalyse  sowie
Validierungsexperimente nach Depletion des TRAP-Komplexes keine quantitativen

Veranderungen auf endogener Ebene aufwiesen.
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Dies konnte der Grund dafur sein, weshalb nach Depletion des TRAP-Komplexes kein
Transportdefekt nachgewiesen wurde, da die Translokation von Vorlauferpolypeptiden Uber die
SRP-Route durch die Interaktion von helikalen Strukturen innerhalb des Signalpeptids mit SRP
begunstigt wird.

Allerdings belegen die Ergebnisse der Untersuchungen hinsichtlich ERj1 und Sell, dass nicht
ausschlie3lich die relative Anzahl helixbrechender Aminoséauren determinierend fir die
Abhéngigkeit zum TRAP-Komplex zur effizienten Prozessierung ist. So weist ER]j1 beispielsweise
mit den hdchsten GP-Gehalt im Signalpeptid im Vergleich zu andern ER-Proteinen auf. Dies wére
prinzipiell ein klares Argument dafir, dass es sich bei ERj1 um ein TRAP-Substrat handelt.
Allerdings zeigten die Untersuchungen nach TRAP-Depletion auf endogener Ebene, dass ERj1
vom Verlust der Translokase-Hilfskomponente nicht quantitativ negativ betroffen war. Die in silico
Untersuchungen zeigten, dass innerhalb des ERj1-Signalpeptids Glycine und Proline gehauft im
vorderen Teil zu finden sind, daher trotz des hohen GP-Gehalts der hintere Teil eine Alpha-Helix
aus 14 Aminosauren ausbilden konnte. Sell wurde auf endogener Ebene als TRAP-abhangiges
Substrat validiert, weist jedoch mit einer einzigen helixbrechenden Aminosaure Glycin im
Signalpeptid einen vergleichsweise geringen GP-Gehalt mit 4,8 % auf. Die Position des
Helixbrechers fuhrt jedoch laut Protean Vorhersage dazu, dass lediglich im hinteren Teil des
Signalpeptids eine recht kurze alpha-helikale Struktur aus sechs Aminoséauren ausgebildet wurde.
Dass die Aminosaurekomposition der Signalsequenzen mafgeblichen einen Einfluss darauf hat,
ob ein in das ER zu transportierendes Substrat dabei auf den TRAP-Komplex angewiesen ist,
zeigen die zuvor diskutierten Ergebnisse hinsichtlich der Validierung der Eigenschaften von
TRAP-Substraten. Die Mehrheit der mittels Proteomanalyse identifizierten TRAP-Substrate
entspricht diesem charakteristischen Profil. Bei Betrachtung der Ergebnisse zur Untersuchung
von Sill und Calreticulin als potentielle TRAP-Substrate zeigen auf, dass es neben dem GP-
Gehalt, der Position der Aminosauren und dem Hydrophobizitatsprofil innerhalb des Signalpeptids
vermutlich noch weitere Eigenschaften gibt, die Einfluss auf die TRAP-Abhangigkeit eines
Proteins im Zuge der Translokation haben. Beide Proteine wurden innerhalb der Western Blot
basierten Experimente nach Depletion des TRAP-Komplexes endogen, Sill darliber hinaus auch
plasmidkodiert, als TRAP-Substrate nachgewiesen. Die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analyse und der folgenden Proteinhaufigkeitsbestimmung
identifizierten Sill jedoch nur nach Transfektion der HeLa-Zellen mit einer der beiden verwendeten
TRAPB siRNA als TRAP-Substrat. Die Signalpeptide beider Proteine weisen mit etwa 16 % einen
mafRig hohen GP-Gehalt auf, zudem ist der Hydrophobizitatsscore von Calreticulin mit 2,307
vergleichsweise hoch. In silico Untersuchungen trafen die Vorhersage der Ausbildung alpha-

helikaler Strukturen Uber etwa die Halfte des Signalpeptids.
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Dies kodnnte einerseits daflr sprechen, dass die Depletion des TRAP-Komplexes weniger starke
Auswirkungen auf die Prozessierung von Calreticulin hat. Mdglicherweise kdnnte Calreticulin zu
der Gruppe gehdren, welche sekundar vom Verlust des TRAP-Komplexes betroffen ist. So wurde
nachgewiesen, dass die Depletion des TRAP-Komplexes auch zur Degradation von
Untereinheiten des OST-Komplexes fiihrt, was in nachster Instanz zu Schwierigkeiten der N-
Glykosylierung fiihrt. Calreticulin wird innerhalb der korrekten Prozessierung im ER glykosyliert
und kénnte daher eher auf den Verlust des OST-Komplexes als auf den Verlust des TRAP-

Komplexes ansprechen.

Der quantitativ negative Effekt aufgrund der Depletion des TRAP-Komplexes war im Hinblick auf
Sill innerhalb der Validierungsexperimente jedoch recht stark. Die Untersuchungen der
plasmidkodierten Variante von Sill zeigten, dass der Verlust des TRAP-Komplexes zum
Translokationsdefekt und nicht zu einem Glykosylierungsdefekt fiihrt. Dies spricht andererseits
dafur, dass noch weitere Eigenschaften Einfluss auf die TRAP-Abhangigkeit von

Vorlauferpolypeptiden wahrend des Translokationsprozesses in das ER haben.

Fur die auf endogener Ebene validierten TRAP-Substrate PPIC, EPDR1, ACP2 und TMEDS5 nach
plasmidkodierter Proteinexpression bei gleichzeitiger Depletion von TRAPB bzw. TRAPB und
TRAPA ein vergleichsweise schwacher Translokationsdefekt nachgewiesen. Madogliche
Erklarungen fir die Diskrepanzen der Ergebnisse, welche einerseits fir die endogenen Proteine
und die plasmidkodierten Proteine andererseits beobachtet wurden kénnten folgende sein. Die
massenspektrometrischen  Experimente sowie die Validierungsexperimente wurden
weitestgehend unter physiologischen Bedingungen durchgefihrt. Die Anwendung des Transport-
Assays in intakten Zellen bringt zwar den Vorteil mit sich, dass durch die Expression
plasmidkodierter Substrate die Auswirkungen von z.B. Mutationen beobachtet werden kénnen
oder ein immunologischer Nachweis durch einen mit dem Protein verknipften Tag erbracht
werden kann, wenn beispielsweise kein Antikdrper gegen das Protein zur Verfugung steht. Der
Einsatz dieser Plasmide, des Transfektionsreagenz und dem Proteasominhibitor fiihrt jedoch
auch dazu, dass die Ergebnisse dieser Experimente weniger physiologische Bedingungen
abbilden. Unter diesen Gesichtspunkten ist daher zu erwarten, dass die Effekte fur eine extern
eingebrachte Komponente nach siRNA vermittelter Depletion von Komponenten der Translokase
milder ausfallen, als dies auf endogener Ebene beobachtet wurde. Von daher sollte an dieser
Stelle darauf verzichtet werden absolute Werte fir ein Substrat nach beiden Methoden zu
vergleichen. Allerdings eignen sich beide Vorgehensweisen in Kombination in idealer Weise, um
generelle Tendenzen und Konzepte zu erfassen und determinierende Eigenschaften fir

bestimmte Funktionsweisen zu identifizieren.
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4.4. Der TRAP-Komplex und BiP weisen korrespondierende Funktionen bei der

Translokation von Proteinen in das ER auf

Mit Hilfe des Transport Assays konnte jedoch die Frage adressiert werden, ob der TRAP-Komplex
und BiP wahrend der Translokation fureinander kompensieren konnen. Diese Uberlegung stitzt
sich zum einen auf die Kenntnis, dass BiP durch Interaktion mit dem Loop 7 von Sec61a am
Gating der Translokationspore beteiligt ist (Schauble et al., 2012). Zum anderen wurde durch
Cryo-EM Untersuchungen nachgewiesen, dass die Untereinheit a des TRAP-Komplexes in
direkter raumlicher Nahe zu Loop 5 von Sec61a steht, eine Interaktion zur Beeinflussung der
Offnung der Translokationspore ebenfalls maglich ist (Pfeffer et al., 2017).

Bei Betrachtung der Daten hinsichtlich der Translokationsexperimente unter Verwendung
plasmidkodierter Polypeptidvorlaufer fallt auf, dass die Depletion des ER-luminalen Chaperons
BiP Anwendung des SubtilaseAB Toxin eine zuséatzliche Auswirkung auf die Translokation hat.
So wurde fir die Substrate PPIC, EPDR1 und TMEDS aufgrund der Depletion von TRAPB weniger
prozessiertes Protein nachgewiesen. Dieser Effekte trat wahrend der Untersuchung hinsichtlich
Sill verstarkt auf. Dartiber hinaus fuhrte die simultane siRNA vermittelte Depletion von TRAPA
dazu, dass weniger reifes Protein nachgewiesen wurde. Jeder dieser genannten Effekte wurde
durch die gleichzeitige Depletion von BiP verstérkt.

Der Translokationsdefekt der genannten plasmidkodierten Modellsubstrate aufgrund der
Einzeldepletion von BiP wurde jeweils minimal starker wahrgenommen als nach der siRNA-
vermittelten Depletion von TRAPB. Im Umkehrschluss flihrte demnach die zuséatzliche Depletion
von TRAPB und TRAPA dazu, dass der Translokationsdefekt nach der Depletion von BiP
ebenfalls verstarkt wurde. Diese Beobachtung erfolgte auch fur die Mutanten von PPIB: PPIC-
PPIB und mut-PPIB. Beide Mutationen resultierten darin, dass gegensatzlich zum wildtypischen
PPIB eine TRAP-Abh&ngigkeit hervorgerufen wurde. Die Translokation beider Mutanten wurde
durch die zusatzliche Depletion von BiP ebenfalls weiter eingeschrankt.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass sowohl TRAP als auch BiP ahnliche Funktionen
innerhalb des Translokationsprozesses von Polypeptiden in das ER erfiillen. Beide Proteine
kénnten somit am Gating der Translokationspore beteiligt sein. Es ist dabei moglich, dass BiP den
Verlust des TRAP-Komplexes hinsichtlich des Offnens der Translokationspore in einem gewissen
Mald kompensieren kbnnte.

Ob nun auch die Depletion des TRAP-Komplexes einen verstarkenden Einfluss auf den
Translokationsdefekt nach der Depletion von BiP auf nachgewiesene BiP-Substrate hat, wurde in

Kapitel 3.8.2 in einem Experiment untersucht.
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So wurde FKBP14 mittels Proteomanalyse nach siRNA-vermittelter Depletion von BiP als dessen
Substrat identifiziert. Der Import der plasmidkodierten Form von FKBP14 wurde sowohl durch die
jeweils einzelne Depletion von BiP als auch TRAPB maf3geblich reduziert. Die simultane Depletion
von BiP und TRAPB verstarkte die Hemmung der FKBP14-Translokation. Dabei handelt es sich
jedoch um die Beobachtung eines Substrats, in einem einzigen Experiment. Dieses gibt zwar
Hinweise darauf, dass der TRAP-Komplex auch an der Translokation von solchen Proteinen
beteiligt ist, die durch die Depletion von BiP quantitativ negativ betroffen sind, jedoch sind an
dieser Stelle umfassendere Experimente nétig, um diese Frage zu adressieren und demnach auch

zu beantworten.

4.5. Potentielle Kompensationsmechanismen nach Degradation des TRAP-
Komplexes

Im Zuge der Proteomanalyse sowie der Proteinhaufigkeitsbestimmung nach der Depletion des
TRAP-Komplexes bzw. des Sec61-Komplexes wurden neben den jeweils zugehdrigen Substraten
auch solche Proteine identifiziert, welche in ihrer Quantitat erhdht waren. Solche Proteine kbnnten
je nach Funktion kompensatorisch auf den Verlust der Komplexe selbst oder auf die durch
negative Beeinflussung der jeweiligen Substrate wirken. Beide Untereinheiten des SRP-
Rezeptors, SRa und SR, gehérten zu den in ihrer Quantitat positiv beeinflussten Proteinen nach
der Depletion sowohl des TRAP-Komplexes als auch des Sec61-Komplexes. Letzteres deckt sich
mit den Ergebnissen fritherer Studien, in welchen ahnliche Tendenzen aufgrund der Depletion
von SEC61A1 oder SEC62 beobachtet wurden (Lang et al., 2012). Die signifikant erhdhte
Proteinkonzentration war dabei auf verstarkte Proteinsynthese bzw. hdhere Proteinstabilitit
zurlckzufuhren. Grundlage dessen bilden die Ergebnisse der gRT-PCR Untersuchungen
hinsichtlich transkriptioneller Effekte durch die Behandlung mit der jeweiligen siRNA, welche
diesbezlglich jedoch keine Veranderungen gegenuber der Kontrolle zeigten.

DarlUber hinaus wurden weitere cytosolische Proteine aufgrund der Depletion beider Komplexe
positiv beeinflusst, beispielsweise Midline 1 (MID1) sowie helicase-like transcription factor (HLTF).
Interessanterweise haben beide Proteine Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt und wurden zuvor mit
Zellmigration und Kollagenbiogenese in Verbindung gebracht (MacKay et al., 2009; Boding et al.,
2014). Des Weiteren wurde nach 96-stiindiger Transfektion der HelLa-Zellen mit einer TRAPB
SiRNA keine quantitativ positive Beeinflussung der UPR-aktiven Proteine BiP, Grp94 und Grp170
beobachtet. Somit fuhrte die Depletion des TRAP-Komplexes nicht zur Induktion der UPR.
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Zur Beurteilung, inwiefern diese Stressreaktion in den darauffolgenden Stunden eintrat, kann an
dieser Stelle keine Aussage getroffen werden, da keine ausreichende Anzahl an Datenpunkten
diesbeztiglich vorliegt.

Im Zuge der Proteomanalyse nach Depletion des Sec61-Komplexes wurden neben Midl und
HLTF noch zahlreiche E3-Ubiquitin-Ligasen (11 aus 330) quantitativ positiv beeinflusst
nachgewiesen. Dariiber hinaus zéhlten zu den hochregulierten Proteinen in Abwesenheit des
Sec61-Komplexes acht cytosolische Chaperone. Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese,
dass der Verlust des Translokationskanals in das ER zur Akkumulation und Abbau der Proteine,
welche unter Normalbedingungen im ER prozessiert wirden.

Unter diesen Bedingungen wurden auf3erdem Protein-Targeting-Komponenten hochreguliert, wie
z.B. Untereinheiten von SRP (SRP68, SRP54) sowie des TRC-Rezeptors (GET4). Mit der
guantitativ positiven Beeinflussung der mitochondrialen Proteinrezeptor- und Importkomplexe
TOM (TOMM6, TOMM7) und TIM (TIMM23), sind die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit
Ubereinstimmend mit friiheren Beobachtungen. Diese umfassen zu einen, dass Protein-
Targeting-Wege zum ER Uberlappende Spezifitdten aufweisen (HaRdenteufel et al.,, 2017)
(HafRdenteufel et al., 2018) und zum anderen, dass einige ER-gerichtete Vorlaufer-Polypeptide
zu Mitochondrien geleitet werden, sofern eine Translokationsstorung am ER vorliegt (Pfeiffer et
al., 2013).

Insgesamt stimmen diese Ergebnisse mit der Ansicht Uberein, dass der Verlust des Sec61-
Komplexes flr 96 Stunden einen starkeren Einfluss auf die Proteine des sekretorischen Wegs im
Vergleich zur Depletion des TRAP-Komplexes hat. Das bedeutet, dass TRAP als eine Vorlaufer-
spezifische Hilfstransportkomponente fur den Sec61-Komplex dient.

Die Proteomuntersuchungen der TRAP-defizienten CDG-Patientenfibroblasten wiesen dagegen
keine quantitative Hochregulation der Proteine SRa und SRp. Hinsichtlich E3-Ligasen sowie
cytosolische Chaperone waren laut Proteomanalysen nur vereinzelte Proteine quantitativ erhoht.
Jedoch erfolgte der Nachweis, dass ebenfalls Untereinheiten von SRP (SRP9, SRP14) sowie
Teile der mitochondrialen TIM-TOM-Komplexe (TOMM20, TOMM34, TIMM10) in den
untersuchten CDG-Fibroblasten hochreguliert wurden. Darlber hinaus war der Gehalt von
SERCA und STIM1 in allen dreien CDG-Fibroblasten-Proben erhéht, gegensatzlich zu den
transient TRAP-depletierten HelLa-Zellen. Dies suggeriert, dass in diesen Zellen dadurch der
Calcium-Einstrom in das ER-Lumen beginstigt ist, moglicherweise um eine Stérung der
Homodostase an anderer Stelle auszugleichen. Beide CDG-Proben mit TRAPd-Mutation zeigten
daruber hinaus einen erhdhten Gehalt der OST-Untereinheit STT3A, des zentralen, katalytischen

Elements hinsichtlich der N-Glykosylierung von Proteinen (Ruiz-Canada, 2009).
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Die Proteomdaten der beiden untersuchten Proben TRAP&-defizienter CDG-Patientenzellen
zeigten einen erhdhten Gehalt von Sell, einem Protein, welches in den ERAD-Prozess involviert
ist (Kaneko et al., 2007). Daruiber hinaus war gegensatzlich zu den transient TRAP-depletierten
HelLa-Zellen das UPR-aktive Protein Grp170 positiv beeinflusst. Da jedoch die charakteristischen
UPR-aktiven Proteine BiP und Grp94 nicht erhoéht waren, kénnte an dieser Stelle vermutet
werden, dass der erhéhte Gehalt von Grpl170 nicht ausschlieBlich auf aktivierte UPR hindeutet.
Somit kdnnte das multifunktionale Protein Grp170 unter den CDG-Bedingungen vermehrt der
Funktion als Nukleotidaustauschfaktor nachkommen und mdglicherweise den Verlust von Sill

kompensieren (Behnke, 2015).

4.6. Der TRAP-Komplex erfillt keine direkte Rolle an der N-Glykosylierung

Nahere Untersuchungen der massenspektrometrisch identifizierten TRAP-Substrate zeigten auf,
dass nicht nur glykosylisierte Proteine direkt vom Verlust des TRAP-Komplexes betroffen sind.
Mutationen in der & und y-Untereinheit des TRAP-Komplexes wurden als Ursache des Auftretens
bestimmter CDG-Phanotypen entdeckt (Ng et al., 2015; Losfeld et al., 2014). Aufgrund dessen
wurde vermutet, dass TRAP malfgeblich an der Biogenese von Glykoproteinen beteiligt ist.
Innerhalb der massenspektrometrischen Untersuchungen und Proteinhdufigkeitsbestimmungen
zur ldentifizierung der TRAP-Substrate wurden 60 Proteine als solche identifiziert.

Weitere Analysen hinsichtlich Vorhandensein einer Signalsequenz, Transmembranhelices oder
N-Glykosylierungen und auch ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle zeigten, dass es keinen Trend
zur Einteilung der potentiellen TRAP-Substrate in eine dieser Klassen gibt.

Dementsprechend kann an dieser Stelle gefolgert werden, dass TRAP per se nicht vorrangig an
der Biogenese von Glykoproteinen beteiligt ist, wenn schon auch solche Proteine aufgrund der
siRNA-vermittelten Depletion von TRAP als Substrate identifiziert wurden. Somit kann eine
direkte Funktion des TRAP-Komplexes im N-Glykosylierungsprozess daher nicht bestatigt
werden.

Im Zuge der Cryo-EM-Untersuchungen wurde zudem nachgewiesen, dass nicht jedes Translokon
mit einem OST-Komplex assoziiert ist. Unter diesem Gesichtspunkt kann die Sinnhaftigkeit der
mittels MS erhobenen Daten als positiv bewertet werden. So liegen andererseits zum OST-
Komplex der TRAP-Komplex und der Sec61-Komplex in stéchiometrischen Mengen vor. Hatte
TRAP vorrangig einen direkten Einfluss auf die N-Glykosylierung von Proteinen, wére die Menge
der quantitativ negativ betroffenen Glykoproteine aufgrund der Depletion des TRAP-Komplexes

im Vergleich zu anderen Gruppen vermutlich wesentlich héher.
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Der OST-Komplex bildet im ER die zentrale Komponente der N-Glykosylierung von Proteinen.
Mutationen in mehreren der OST-Untereinheiten wurden identifiziert, die zur Ausbildung
bestimmter Formen der CDG zu fihren (Garshasbi et al., 2008; Jones et al., 2012; Shrimal et al.,
2013). Die Daten der Cryo-EM-Untersuchungen weisen TRAPS nach, die Schnittstelle zwischen
TRAP- und OST-Komplex zu bilden. Unter Beachtung des beobachteten CDG-Phéanotyps
aufgrund des Verlusts dieser TRAP-Untereinheit, kam die Vermutung auf, dass TRAPS eine
koordinierende Funktion des TRAP- und OST-Komplexes unterhalt. Sofern diese koordinierende
Funktion notig zur Glykosylierung bestimmter Proteine ist, konnte auch die Destabilisierung des
TRAP-Komplexes in TRAPy-defizienten ausreichend sein, um den resultierenden Phanotyp der
CDG zu erklaren (Pfeffer 2017). Die erhobenen Daten aus dieser Arbeit lassen neben dieser
Vermutung noch weitere Hypothesen zu: Es wurde nachgewiesen, dass der OST-Komplex selbst
in negativer Art und Weise vom Verlust des TRAP-Komplexes betroffen ist. Die Untereinheiten
Tusc3, Dadl, Stt3b und Ost48 wurden als TRAP-Substrate identifiziert und letztere in
unabhangigen Experimenten validiert. Dies fuhrt zu der Annahme, dass der Verlust des TRAP-
Komplexes in indirekter Art und Weise auf die Hypoglykosylierung der TRAP-Substrate auswirkt.
Statt direkt eine Funktion an der Glykosylierung inne zu haben, kénnte das Fehlen des TRAP-
Komplexes sekundar zu einer Destabiliserung des OST-Komplexes filhren, was dessen
Funktionsfahigkeit inhibiert.

4.7. Einfluss des TRAP-Komplexes auf die Biogenese von Membranproteinen

Mittels Cryo-Elektronentomographie wurde gezeigt, dass TRAPy mit dem Ribosom Uber dessen
kurzes rRNA-Expansionssegment und dem ribosomalen Protein eL38 interagieren kann. Cryo-
Elektronenmikroskopie Studien in E. coli zeigten kirzlich eine koordinierende Funktion der
ribosomalen Proteine uL24 und H59 des naszierenden Signalpeptids zur Bindung von SRP
(Jomaa et al., 2016). Im Sauger sind diese Proteine in rdumlicher Nadhe zu eL38 und TRAPy
vorzufinden (Pfeffer et al. 2017). Unter der Annahme einer ahnlichen Position des Signalpeptids
im Saugersystem, kénnte die N-terminale Signalpeptid-Spitze folglich nahe genug sein, um mit
eL38 und der cytosolischen Doméne von TRAPy wéhrend der Ubergabe des Signalpeptids von
SRP zu Sec61 zu interagieren. Daraus folgt die Hypothese, dass TRAP die Insertion von
Signalpeptiden in den Sec61-Kanal in der produktiven Loop-Konfiguration unterstiitzen kénnte.
Die Orientierung, in welcher das Signalpeptid oder die N-terminale Transmembrandomane in den
Sec6l-Kanal integriert wird, hat malfigeblichen Einfluss auf die Topologie von

Transmembranproteinen.
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So wird angenommen, dass Membranproteine Typ | und Typ Il Gber die Loop-Konfiguration
inserieren (Devaraneni et al., 2011). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass von der Depletion des
TRAP-Komplexes Uberdurchschnittlich viele Membranproteine mit einer oder zwei
Transmembrandoméanen quantitativ negativ beeinflusst wurden, was mit der Hypothese

hinsichtlich der Unterstitzung der Loop-Konfiguration durch TRAP konform geht.

4.8. Beteiligung des TRAP-Komplexes am ERAD-Prozess

Nagasawa et al. (2007) untersuchten den TRAP-Komplex hinsichtlich der Involvierung in den
ERAD-Prozess. Dabei erfolgte der Nachweis, dass alle TRAP-Untereinheiten durch den
Tunicamycin-induzierten ER-Stress vermehrt exprimiert werden, was die Autoren dahingehend
interpretierten, dass der TRAP-Komplex direkt am ERAD-Prozess beteiligt ist. Diese Hypothese
wurde im Zuge der Untersuchungen der CDG-Patienten aufgegriffen (Losfeld et al., 2014). Die
Mutation der &-Untereinheit des TRAP-Komplexes fuhrt zum Verlust des gesamten TRAP-
Komplexes, was die Auspragung des CDG-Phéanotyps zur Folge hat. Es wurde vermutet, dass die
verminderte Glykosylierung der Proteine zu ER-Stress fihrt, jedoch durch die Degradation des
TRAP-Komplexes der ERAD-Prozess ebenfalls nur eingeschréankt ablauft und fehlgefaltete
Proteine akkumulieren. Dartber hinaus wurde nachgewiesen, dass ER-Stress zum Abbau der
Zuckergeristgrundstrukturen fihrt (Gao & Lehrman, 2013) und weitere Hypoglykosylierungen der
Glykoproteine folgen. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen jedoch andere Vermutungen zu:

Dass der TRAP-Komplex per se nicht an der Glykosylierung von Proteinen beteiligt ist, wird in 4.6
diskutiert. Sell ist eine Kernkomponente im ERAD-Prozess (Qi et al., 2017) und wurde durch den
siRNA-vermittelten Verlust des TRAP-Komplexes mal3geblich negativ beeinflusst und als TRAP-
Substrat validiert (3.2.2.3). Dadurch kénnten die Beobachtungen von Nagasawa et al. (2007)
insofern unterstitzt werden, als dass der TRAP-Komplex den Import von Sell als Co-Faktor von
Hrdl (Hosokawa & Wada, 2016) fordert und sich der Verlust des TRAP-Komplexes
dementsprechend in sekundarer Art und Weise negativ auf die Retrotranslokation fehlgefalteter
Proteine in Zuge des ERAD-Prozesses auswirkt. Gegensatzliche Ergebnisse lieferten jedoch die
massenspektrometrischen Untersuchungen der CDG-Fibroblasten, die eine positive

Beeinflussung des Proteins Sell nachwiesen.
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4.9. Hypothese zur Funktionsweise des TRAP-Komplexes

Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen zur Interpretation der funktionalen Eigenschaften des TRAP-
Komplexes mit den jlngst vertffentlichten Daten hinsichtlich der Architektur der einzelnen
Untereinheiten des TRAP-Komplexes folgendermaf3en verknipft werden:

TRAPGS ist in der Peripherie zwischen dem humanen TRAP-Komplex und sofern vorhanden dem
OST-Komplex positioniert. Pfeffer et al. (2017) stellten im Zuge der Strukturuntersuchungen die
Vermutung an, dass TRAP®S eine koordinierende Funktion zwischen TRAP und OST hinsichtlich
effizienter N-Glykosylierung von Proteinen zu Teil wird und darin der CDG-Phé&notyps begrindet
sein konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch nachgewiesen, dass der Verlust des TRAP-
Komplexes auch zur Destabilisierung des OST-Komplexes fuhrt. Somit scheint die im Sauger
beobachtete substratabhangige Kooperation zwischen TRAP und OST in anderen Organismen,
welchen TRAP®S fehlt, nicht erforderlich zu sein.

Anhand dieser Cryo-EM-Analysen wurde die y-Untereinheit des humanen TRAP-Komplexes als
zentrale, membranstandige TRAP-Untereinheit zugeordnet. Auf cytosolischer Seite kann TRAPy
eine Verbindung mit dem Ribosom eingehen, und die restlichen TRAP-Untereinheiten auf
luminaler Seite stabilisieren und koordinieren. Dementsprechend konnte die zentrale
Positionierung von TRAPy malgeblich zur Stabilisierung und Assemblierung des TRAP-
Komplexes beitragen. Diese These wird dadurch unterstutzt, dass in TRAPy-defizienten
Fibroblasten der gesamte TRAP-Komplex destabilisiert und degradiert wird. In Pflanzen und
Algen sind jedoch TRAPy und TRAPO nicht konserviert. Somit spricht die Fahigkeit des
Heterodimers TRAPa / TRAPB in Pflanzen und Algen einen stabilen Ribsosomen-gebundenen
Unterkomplex ohne TRAPYy zu bilden gegen diese Funktion. Pfeffer et al. (2017) argumentierten
an dieser Stelle damit, dass die verminderte Stabilitat des TRAP-Komplexes in TRAPy-defizienten
Fibroblasten nicht direkt auf das Fehlen der TRAPy-Untereinheit zurlickzuflihren ist, sondern viel
mehr auf einen indirekten Effekt, denn mit dem Verlust der TRAPy-Untereinheit geht lediglich eine
teilweise Depletion und keine vollstandige Degradation von TRAPa einher. Somit kdnnte unter
der Annahme, dass TRAPa die stabilisierende Untereinheit des TRAP-Komplexes bildet, dies die
Erklarung der verminderten Komplexstabilitit der TRAPy-defizienten Fibroblasten sein. Diese
These wird zusatzlich zu den Untersuchungsergebnissen der CDG-Fibroblasten durch die
Ergebnisse der Depletionsexperimente in HeLa-Zellen mittels sSiRNA-Behandlung unterstitzt. Die
Reduktion der Genexpression mittels RNAi fir TRAPB fuhrt zwar zur fast vollstdndigen
Degradation der TRAP-Komplex-Untereinheiten 3, y und &, der Restgehalt an TRAPa bleibt
jedoch bei etwa 40 %. Erst die direkte Manipulation von TRAPA mittels siRNA fiihrt zur nahezu

vollstandigen Depletion von TRAPa.
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Innerhalb dieser Arbeit wurde jedoch auch gezeigt, dass die Substrate, die auf den TRAP-
Komplex zur Translokation in das ER angewiesen sind, einen erhdhten Anteil helixbrechender
Aminosauren Glycin und Prolin aufweisen. Der Vergleich des GP-Anteil in der Gesamtheit aller
Signalpeptide in S. cerevisiae, E. coli und des Menschen zeigt, dass die ersten beiden im
Gegensatz zum Menschen Uber fast keine Proteine mit Signalpeptiden verflgen, die einen GP-
Gehalt Gber 15 % aufweisen. Da der TRAP-Komplex weder in S. cerevisiae noch in E. coli
konserviert ist, ist es daher nachvollziehbar, dass das Substratspektrum des humanen TRAP-
Komplexes einen erhdhten GP-Gehalt innerhalb der Signalpeptide aufweist. Aufgrund des
erhéhten Gehalts helixbrechender Aminosduren Glycin und Prolin sowie der verminderten
Hydrophobizitat innerhalb der Signalpeptide von TRAP-abhangigen Substraten, kdnnte deren
Interaktion mit TRAPY auf cytosolischer Seite des Translokons stabilisierend auf die Signalpeptide
wirken und TRAP folglich die Insertion in den Sec61-Kanal férdern. Hinsichtlich der mittels Cryo-
EM untersuchten Algen C. reinhardii verfuigen zugangliche Datenbanken Uber eine nicht
genigend groRe Datenmenge, um auch deren Proteom auf den Anteil des GP-Gehalts der
Signalpeptide zu untersuchen. Da C. reinhardii Zellen zwar die Untereinheiten a und 3 des TRAP-
Komplexes besitzen, die anderen beiden Untereinheiten jedoch nicht konserviert sind, wére die
Untersuchung des GP-Gehalts ein interessanter Punkt. Dieser Umstand ware insofern schlissig,
wenn in diesen Organismen der Anteil an Signalpeptiden mit hohem GP-Gehalt sehr gering wére.
Dementsprechend wére die Interaktion zwischen einem cytosolischen Teil des TRAP-Komplexes
und Ribosomen zur Informationsweiterleitung in das Lumen zur Unterstitzung des
Polypeptidimports nicht notwendig.

Unter diesen Gesichtspunkten kdonnte TRAPy weniger als stabilisierender Teil des TRAP-
Komplexes fungieren sondern eher die bereits angesprochene koordinierende Funktion ausuiben.
Zur Unterstitzung der Insertion eines solchen Vorlauferpolypeptids misste jedoch die Information
eines Signalpeptid-tragenden Ribosoms zum Sec61-Kanal vermittelt werden um dessen Offnung
einzuleiten. Dieser Mechanismus ist bis dato jedoch ungeklart. In-vitro-Experimente unterstiitzen
die Auffassung, dass Hilfskomponenten wie etwa TRAP, die Sec61-Kanal6ffnung in einer
substratspezifischen Weise erleichtern. Mit solchen Substraten sind Vorlauferpolypeptide mit
sogenannten schwachen Signalpeptiden gemeint (Lang et al., 2012; Fons et al., 2003; Conti et
al.,, 2015). Dariber hinaus zeigten die strukturellen Untersuchungen des humanen TRAP-
Komplex, dass die ER-luminal zugeordneten Domanen TRAPa und TRAP in raumlicher Nahe
zum Loop 5 in der Gelenkregion zwischen den N- und C-terminalen Halften von Sec61a und damit
direkt unter der Kanalpore steht. In dieser Position kénnte das TRAPaB-Heterodimer sowohl mit
naszierenden Polypeptidketten interagieren als auch den Konformationszustand des Kanals

beeinflussen.
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Beides deckt sich mit Beobachtungen friherer Studien, welche TRAP mit der Topogenese von
Membranproteinen sowie der Initiation der Proteintransports in Verbindung brachten (Fons et al.,
2003; Sommer et al., 2013). Durch die Interaktion an dieser Stelle konnte somit die Offnung des
Sec61-Kanals erleichtert werden, um die Initiation der Proteintranslokation zu ermdglichen.
Berlicksichtigt man weiterhin die spateren evolutiondren Gewinne der TRAP-Komplex
Untereinheiten y und &, lasst sich daraus schlielten, dass diese TRAPy und TRAP® keine Rolle
in den beschrieben Funktionen hinsichtlich der Interaktion mit Sec61 oder importierten Substraten
auf luminaler Seite des ER erfiillen (Pfeffer et al., 2017). Dieses Modell deckt sich zudem mit
erhobenen Daten mittels live cell calcium imaging in intakten HelLa-Zellen. Die Depletion des
TRAP-Komplexes, nach der in dieser Arbeit vorgestellten siRNA-basierten Methode, flihrte dabei
Zu einem stark eingeschrankten Calciumausstrom aus dem ER in das Cytosol (Schorr, 2014;
Nguyen et al., 2018). Der TRAP-Komplex erfillt nach diesem Modell ahnliche substratspezifische
Funktionen, wie es zuvor fur BiP in Kooperation mit dem Komplex Sec62/Sec63 beobachtet wurde
(Conti et al.,, 2015; Mades et al.,, 2012; Jung et al.,, 2014): So wurde gezeigt, dass Sec62
substratspezifische Funktionen auf cytosolischer Seite ausweist, welche Uber Interaktion zu
Sec63 und schliel3lich tber dessen J-Domane an BiP weitergeleitet werden. BiP interagiert mit

Sec61a an Loop 7 und unterstitzt dadurch die Offnung des Kanals.

Ferner zeigen Wada et al. (1991), dass TRAPa in vitro sowohl Ca*-lonen binden als auch
phosphoryliert werden kann. Beides kdnnten Modifikationen sein, die in die Regulation des TRAP-
Komplexes involviert sind und daraus resultierend den Polypeptidimport durch den Sec61-Kanal
beeinflussen. Calcium wird in zahlreichen zellularen Prozessen wie Metabolismus,
Zellproliferation, UPR, Transkription sowie Phosphorylierung und Dephosphorylierung als
Regulator beschrieben (Berridge et al., 2003). Die Chaperone BiP, Grp94 und Calreticulin zéhlen
zu Calcium-bindenden Proteinen im ER-Lumen (Prins & Michalak, 2011). So wurde fir BiP
gezeigt, dass dessen Assoziation an naszierende Polypeptide unter hoher Calcium-Konzentration
im ER stabilisiert wird (Suzuki et al., 1991). Darlber hinaus interagiert BiP auch mit dem Sec61-
Komplex, was zum Schlieen des Sec61-Kanals und zur Erhaltung der Calcium-Homd&ostase im
ER fuhrt (Schéauble et al., 2012). Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der TRAP-
Komplex z.T. @hnliche Funktionen wie das ER-luminale Chaperon BiP erfillt. Zur funktionalen
Charakterisierung der potentiellen Regulationen an TRAPa sollte in der Zukunft untersucht
werden, inwiefern TRAP-Substrate aufgrund oder in Abwesenheit der genannten Modifikationen
beeinflusst werden. Interessant ist in diesem Bezug auch, ob die intrazellulare Verteilung von
TRAP-Substraten, die in verschiedenen Kompartimenten zu finden sind, wie z.B. Calreticulin, von

diesen Modifikationen beeinflusst wird.
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Zusammenfassend kann die Funktion des humanen TRAP-Komplexes folgendermalen erklart
werden: TRAPy kann auf cytosolischer Seite sowohl mit dem Ribosom interagieren als auch als
Rezeptor fur spezifische Signalpeptide fungieren. Diese weisen einen erhohten Gehalt
helixbrechender Aminosauren Glycin und Prolin sowie eine reduzierte Hydrophobizitat auf.
TRAPy wirkt dabei stabilisierend und koordinierend auf das Signalpeptid und als
Informationsvermittler an das luminale Heterodimer TRAPa/TRAPB. Dieser Teil des TRAP-
Komplexes steht in direkter rdumlicher Nahe zum Loop 5 von Sec61a und kdnnte durch
resultierende Interaktion eine Konformationsanderung der Translokationspore hin zum gedéffneten
Zustand fuhren. Mdoglicherweise Interagiert der luminale Teil ferner mit der naszierenden

Polypeptidkette in translokationsunterstitzender Art und Weise.
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Abbildung 86: Modell zur Funktionsweise des TRAP-Komplexes

Zusammenfassend kann die Funktion des humanen TRAP-Komplexes folgendermalen erklart werden: TRAPy kann
auf cytosolischer Seite sowohl mit dem Ribosom interagieren als auch als Rezeptor fur spezifische Signalpeptide
fungieren. Diese weisen einen erhdhten Gehalt helixbrechender Aminosduren Glycin und Prolin sowie eine reduzierte
Hydrophobizitdt auf. TRAPy wirkt dabei stabilisierend und koordinierend auf das Signalpeptid und als
Informationsvermittler an das luminale Heterodimer TRAPa/TRAPR. Dieser Teil des TRAP-Komplexes steht in direkter
raumlicher Nahe zum Loop 5 von Sec61a und konnte durch Interaktion eine Konformationsanderung der
Translokationspore hin zum gedéffneten Zustand fuhren. Méglicherweise Interagiert der luminale Teil ferner mit der
naszierenden Polypeptidkette in translokationsunterstiitzender Art und Weise (Modifiziert aus ,Servier Medical Art",
Inhalt durch ,Creative Common Attribution 3.0 Unported License* geschutzt.
http://creativecommons.org/licences/by/3.0/).
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4.10. Ausblick

Um die Funktion von TRAP am Translokationsprozess noch genauer beschreiben zu kdnnen, sind
weitere funktionale Untersuchungen nétig. Von daher wéare zunachst die Bestimmung der
genauen Interaktionsstellen zwischen dem luminalen Teil des TRAP-Komplexes und Sec61a
(Loop 5) noétig. Die Frage nach der genauen Position der Protein-Protein-Interaktion kdnnte
zunadchst in Studien mit von Hilfe Peptid-Arrays adressiert werden. Dabei werden
Peptidbibliotheken durch Immobilisierung von Peptidmatrizen eines Proteins auf einem
geeigneten Tragermaterial erstellt. Bindet das potentielle, gereinigte Interaktionsprotein oder —
proteindomane an einem dieser Peptide, kann dieses Sighal ausgelesen werden und die
Interaktionsstelle des immobilisierten Peptids bestimmt werden. AnschlieBend kdnnten
Experimente analog zu den Transportexperimenten in 3.6 mit Hilfe von plasmidkodierten
Substraten unter Komplementationsbedingungen durchgefiihrt werden, um in lebenden Zellen die
Bedeutung dieser Interaktionen zu Uberprifen. Durch Mutation der jeweiligen Interaktionsstelle
konnten somit Anderungen hinsichtlich der Transporteigenschaften zum wildtypischen Substrat
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse aus dieser Arbeit kénnten dabei grundlegende
Ansatzpunkte zur Gestaltung der Experimente sowie Beurteilung der Ergebnisse liefern. Gleiches

kénnte man sich hinsichtlich der Interaktion zwischen TRAP® und dem OST-Komplex vorstellen.

Daruiber hinaus wéare aufl3erdem die Studie der mdglichen Regulationsmechanismen hinsichtlich
der Funktion von TRAPa interessant. Wada et al. (1991) wiesen nach, dass TRAPa sowohl Ca?*-
lonen binden als auch phosphoryliert werden kann. Die Phosphorylierung passiert meist aufgrund
eines spezifischen Stimulus zur Regulation der Funktionsweise eines Proteins. Die Anheftung der
Phosphatgruppe filhrt durch die Addition negativer Ladungen meist zu einer
Konformationsanderung des modifizierten Proteins, wodurch die Bindung von Liganden an
anderer Stelle beeinflusst werden kann. Im Falle von TRAPa kénnte durch diese Modifikation die
Interaktion mit der Translokationspore beeinflusst werden. Somit kénnten verschiedene Reize
dazu fiihren, dass einerseits die Interaktion geférdert wird, um die Offnung der Translokationspore
im Hinblick auf den unterstitzenden Import von Polypeptiden zu fordern. Andererseits kdnnte
genau diese Funktion durch die Phosphorylierung auch inhibiert werden. So zeigen mittels live
cell calcium imaging erhobene Daten nach der Depletion des TRAP-Komplexes einen stark
eingeschrankten Calcium-Ausstrom aus dem ER, was daflr spricht, dass der Sec61-Kanal durch
die fehlende Interaktion mit dem TRAP-Komplex hin zur geschlossener Konformation beeinflusst
wird. Dies konnte dazu beitragen, die Calciumhomoostase im ER aufrecht zu erhalten und
ungewollten Ca?*-Ausstrom aus dem ER durch den Sec61-Kanal zu minimieren. Damit einher

kénnte auch die Fahigkeit von TRAPa Calcium-lonen zu binden einhergehen.

236



Diskussion

Um diese Eigenschaften auf funktionaler Ebene zu untersuchen kénnte man zunéchst gezielt die
Calciumhomoostase manipulieren. Unter Normalbedingungen wirde kontinuierlich Calcium aus
der ER in das Cytosol durch beispielsweise den Sec61-Kanal gelangen und Uber die ER-standige
Ca?*-ATPase (SERCA) wieder zuriick in das ER-Lumen gepumpt werden. Durch Inhibition der
SERCA-AKktivitat, beispielsweise durch Applikation des Tumorpromotors Thapsigargin ware der
Calciumeinstrom in das ER gestort (Thastrup et al., 1990). An dieser Stelle kdnnte man z.B. mittels
semi-quantitativem Western Blot untersuchen, ob TRAPa aufgrund der verminderten
Calciumkonzentration im ER im Hinblick auf eine Konformationsédnderung vermehrt oder
vermindert phosphoryliert wird. Des Weiteren kdonnten die Auswirkungen auf die Abundanz und
Verteilung anderer Ca?*-bindender Proteine, wie z.B. Calreticulin, in Erganzung zu friiheren

Studien untersucht werden (Losfeld et al., 2012).
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