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,Das Wichtigste ist, dass man nicht aufhért zu fragen.”

Albert Einstein, 1955



ZUSAMMENFASSUNG

Die elektrische Erregbarkeit einer Zelle wird durch die Anzahl und Art von lonen-
kanalen in ihrer Zellmembran bestimmt. Das subzellulare Transportverhalten von
lonenkanalen wird genau wie das biophysikalische Verhalten u.a. auch von ak-

zessorischen Untereinheiten determiniert.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung von Untersuchungsmetho-
den zur Charakterisierung der subzellularen Prozessierung von lonenkanalen. Zu-
nachst wurde ein Verfahren etabliert, das eine Kompartiment-spezifische Biotiny-
lierung mit anschlieRender Aufreinigung und Proteomanalyse von lonenkanalen
und Interaktionspartnern erlaubt. Dazu wurde eine konstruierte Peroxidase
(APEX2) durch Fusion mit spezifischen Signalsequenzen in einzelne Komparti-
mente geschleust und lokal aktiviert. Anschliel3end wurden die biotinylierten Prote-
ine mittels Streptavidin-beschichteten beads aufgereinigt. In einer zweiten Experi-
mentalreihe wurde mittels quantitativer real-time-PCR (qPCR) die mRNA-
Expression von HCN-Kanalen und ihrer akzessorischen Untereinheit Trip8b in pe-
ripheren kardialen Ganglienzellen der Maus untersucht. HCN-Kanale werden in
zentralen Neuronen durch Trip8b sowohl in der Expression an der Zelloberflache
als auch in der Modulierbarkeit durch zyklische Nukleotide beeinflusst. Diese In-

teraktion ist in peripheren Neuronen bislang nicht naher untersucht.

Die APEX2-Fusionsproteine mit Signalsequenzen flir das endoplasmatische Reti-
kulum, den Golgi-Komplex und die Zellmembran zeigten in der Immunocytoche-
mie sowohl eine spezifische Sortierung als auch eine auf das Kompartiment be-
grenzte Biotinylierungs-Aktivitat. Auch im Western Blot konnte die Aktivitat der
Konstrukte nachgewiesen werden. In den kardialen Ganglien der Maus konnte die
Expression der HCN2 Isoform mittels gPCR nachgewiesen werden. Andere Isof-
ormen der HCN-Kanalfamilie waren hingegen kaum exprimiert. Auch Trip8b konn-
te nur in so geringem MalRe nachgewiesen werden, dass eine weitere Untersu-

chung nicht moglich war.

Die hier vorgelegten Ergebnisse schaffen die Basis flr eine spezifische Weiter-
entwicklung von Methoden zur Untersuchung der subzellularen Proteinprozessie-

rung.



SUMMARY

The electrical excitability of a cell is determined by the type and number of ion
channels in its membrane. The subcellular transport of an ion channel, as well as

its biophysical behavior, is often influenced by auxiliary subunits.

The aim of this present work was to develop and establish methods to character-
ize subcellular processing of proteins. Therefore, a technique was established,
which allows a compartment-specific biotinylation, followed by purification and
analysis of the proteome including its interaction partners. For this purpose, a de-
signed peroxidase (APEX2) was introduced into different cell compartments by
fusion with specific signal sequences and activated locally. Biotinylated proteins

were purified by streptavidin-coated beads.

A second series of experiments used the quantitative real time PCR (qPCR)
method to examine the mMRNA expression of HCN-channels and their auxiliary
subunit Trip8b in peripheral cardiac ganglion cells of the mouse. In central neu-
rons, HCN-channels are influenced by their auxiliary subunit Trip8b. It regulates
their expression on the cell surface and modulates their sensitivity to cyclic nucleo-
tides. Those interactions with Trip8b have not yet been studied in peripheral neu-

rons.

The present work could demonstrate by immunocytochemistry that the APEX fu-
sion proteins with signal sequences for the endoplasmatic reticulum, golgi appa-
ratus and cell surface showed a specific subcellular sorting as well as a compart-
ment-limited biotinylation activity. Also, Western blot analysis demonstrated the

activity of respective fusion proteins.

Mouse cardiac ganglia express the HCN 2 isoform, demonstrated by gPCR. Other
isoforms of HCN-channels were very rarely expressed, as well as the neuronal

auxiliary subunit Trip8b.

Those results establish a basis for further specific development of methods to ex-

amine subcellular protein processing.
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1. EINLEITUNG

1.1. Transportwege in der Zelle

1.1.1.  Proteine und Zellkompartimente

Neuronen und Muskelzellen haben die Eigenschaft untereinander zu kommunizie-
ren und Signale zu geben oder zu verarbeiten. Diese Eigenschaften werden ne-
ben Rezeptoren durch die Anzahl und die Art der lonenkanale in der Zelle be-
stimmt. Die Zelle reguliert die Art und die Anzahl ihrer lonenkanale zum einen uber
die Proteinbiosynthese, zum anderen Uber Prozessierung und Recycling. Es wer-
den antero- und retrograde Prozesse unterschieden, wobei anterograd den Weg
zur Zelloberflache beschreibt und retrograd von der Oberflache weg (Klinke et al.
2010).

Durch diese einander entgegen gerichteten Transportwege kann die Zelle sich auf
die angeforderten Bedingungen sehr schnell einstellen. Ein lonenkanal passiert
auf seinem Weg zur Zelloberflache mehrere intrazellulare Stationen, die alle einen
Einfluss auf die weitere Prozessierung und somit die Funktion der Zelle haben.
Nach Verlassen der RNA aus dem Zellkern wird das Protein am endoplasmati-
schen Retikulum (ER) synthetisiert und gefaltet. Die Proteine werden per Vesikel
uber das ER-Golgi intermediare Kompartiment und den Golgi-Apparat zum Trans-
Golgi Netzwerk transportiert (TGN) (Klinke et al. 2010). Wahrend dieser Stationen
kann das Protein bzw. der lonenkanal mittels Glykosylierung, Lipidanker oder zum
Beispiel Anhang eines Mannose-6-Phosphat-Restes modifiziert und damit seine
weitere Verwendung bestimmt werden (Gleeson 1998; Le Borgne und Hoflack
1998). Nach erfolgreicher Modifikation kann das Protein mittels Vesikel zur Zell-
oberflache verbracht werden. Die dynamische Regulation an der Oberflache er-
folgt dann Uber Recycling Endosomen oder Lysosomen, die durch Signalwege
aktiviert werden kénnen oder konstitutiv erfolgen (Klinke et al. 2010; Goldenring
2015).

Die subzellulare Prozessierung ist eine komplexe Abfolge. Signalsequenzen, also
Aminosaureabfolgen, dienen der Zelle als Marker fur das Ziel des Proteins und
den daftir vorgesehenen Weg. Diese kdnnen sowohl wahrend der Proteinbiosyn-

these als auch posttranslational angefugt werden (Klinke et al. 2010).



Die Adressierung von Proteinen ist auch in wissenschaftlicher Hinsicht von Bedeu-
tung. So kdnnen zum Beispiel Enzyme gezielt in Kompartimente eingeschleust
werden. Die Darstellung von ausgewahlten Signalsequenzen findet sich in den
Kapiteln 1.1.2 bis 1.1.4.

Wird der sekretorische Weg der Proteinprozessierung in einen anterograden und
in einen retrograden Weg geteilt, zahlt die ER-Sekretion und Golgi-Modifikation
zum anterograden Mechanismus (s. Kap. 1.1.2, Kap. 1.1.3) und die retrograde

Regulation (s. Kap. 1.1.4) erfolgt Gber die Endozytose und Recyclingprozesse.

1.1.2. ER-Transport
Das endoplasmatische Retikulum ist in einen glatten und in einen rauen Anteil
aufgeteilt. Der glatte Anteil ist flr die Synthese von Phospholipiden, langkettigen
Fettsauren und Steroiden verantwortlich, sowie fur die Speicherung und Freiset-
zung von Kohlenhydraten und Calcium in den Muskelzellen (Klinke et al. 2010).
Da das glatte ER keine Rolle in der Proteinsynthese spielt, wird im Folgenden nur

das raue ER naher beschrieben.

Das raue ER ist assoziiert mit der auf3eren Zellmembran und von Ribosomen be-
setzt, die ihm elektronenmikroskopisch ein raues Aussehen geben. Bei der Syn-
these der Proteine werden diese in das Lumen des ER sezerniert. Hauptverant-
wortlich fur diesen Export ist das sogenannte signal recognition particle (SRP)
(Klinke et al. 2010). Dieses C-terminale Signalpeptid bindet den SRP-Rezeptor
und fuhrt zu einer Bindung an das Translocon. Danach wird das Peptid entweder
in die Lipiddoppelmembran des ER eingeflgt oder verbleibt im Lumen des ER
(Akopian et al. 2013). Auch posttranslational kann eine Translokation in das ER
stattfinden. Hierflr verantwortlich sind sogenannte tail-anchored Proteine, also
Proteine, die C-terminal lokalisiert sind und nach der Proteinbiosynthese an das
SRP binden und so dem ER wieder zugefuhrt werden (Johnson et al. 2013).

Vom ER aus werden die Proteine in sogenannte coated protein-Vesikel (COP-
Vesikel) verpackt und in Richtung cis-Golgi Uber das ER-Golgi intermediate com-
partment (ERGIC) geschickt. Das ERGIC dient als Verteiler fur den antero- und
retrograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi (Appenzeller-Herzog und
Hauri 2006). Die COP-Vesikel kénnen anhand ihrer Oberflache in COP | und
CORP Il eingeteilt werden (Bonifacino und Glick 2004). COP | Vesikel regulieren
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sowohl den Transport innerhalb des Golgi-Apparates, als auch den retrograden
Golgi-ER-Transport (Malhotra et al. 1989). COP Il Vesikel hingegen nutzen den
anterograden Weg von ER Uber ERGIC zum Golgi (Gorur et al. 2017).

Das ER ist somit die erste Kontrollstelle fur Proteine auf dem Weg zur Zelloberfla-
che. Sind Proteine mutiert, werden diese sofort glykosyliert und verbleiben im ER.
Dies zeigten Mah et al. am Beispiel eines Glutamatrezeptors. Drei verschiedene
GIuR2 Mutanten wurden mittels Immunfarbung lediglich im ER, allerdings nicht an

der Zelloberflache nachgewiesen (Mah et al. 2005).

Neben der Zurlckhaltung von defekten Proteinen gibt es auch Proteine, die direkt
an das ER adressiert sind. Diese beinhalten eine spezifische C-terminale Se-
quenz, die zum Verbleib des Proteins im ER fuhrt. Ein Sequenzmotiv ist hierbei
die Aminosauresequenz KDEL am C-Terminus eines Proteins. KDEL ist dabei die
AbkUrzung fur die Abfolge der Aminosauren Lysin-Asparaginsaure-Glutaminsaure-
Leucin. Die Aminosauresequenz ist verantwortlich dafir, dass ein Protein im ER
retiniert wird (Alanen et al. 2011). Auch die C-terminalen Sequenzen -KKXX, -
KXKXX, -RKXX und -RXKXX fuhren in Anwesenheit einer Transmembrandomane
zu einer ER-Retention, vermutlich dber eine COP | Wechselwirkung (Shikano und
Li 2003). Die besondere Rolle des C-Terminus fur die ER-Retention zeigt sich
auch bei der Modifikation des cluster of differentiation 4 (CD 4). CD 4 ist ein Ober-
flachenmarker der T-Helferzellen und bei einer Deletion des C-terminalen Endes
(CD 4.Q421.stop) verbleibt das Protein im ER (Shin et al. 1991).

Charakteristische Proteine, die aufgrund ihrer Signalsequenzen im ER verbleiben
sind zum Beispiel Careticulin und Calnexin. Die Proteine sind verantwortlich fir die
Faltung von Glykoproteinen. Daflir nutzen sie zum Beispiel die Protein Disulfid-
Isomerase und die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase (Kozlov et al. 2017;
Michalak et al. 2009). Innerhalb des ER findet sich unter anderem auch das P450-
System, das als ER-spezifische Adressierung gelten kann (Brignac-Huber et al.
2016)

1.1.3. Golgi-Transport
Der Golgi-Apparat gilt als zellinterner Verteiler von gefullten Vesikeln. Er besteht

aus drei Anteilen, dem cis-, median- und trans-Golgi. Neben seiner Aufgabe als



Verteiler dient er auch der Glykosylierung von Proteinen und Membranproteinen
(Rassow et al. 2012).

Die Proteine, die per COP Il Vesikel in Richtung Zellmembran gebracht werden
sollen, werden auf dem Weg im Golgi modifiziert. Die Modifikation kann in einer
Glykolysierung und gegebenenfalls Phosphorylierung bestehen. Die Galacto-
syltransferase katalysiert im Golgiapparat den Transfer eines Galactosylrestes und
ist daher ein spezifisches Golgiprotein (Gleeson 1998). Der Unterschied zur zell-
membranstandigen Galactosyltransferase liegt dabei hauptsachlich in einem 13
Aminosauren langen Peptid. Dieses fuhrt dazu, dass das Protein an die Zellober-
flache verbracht wird (Lopez et al. 1991). Neben der Galactosyltransferase gibt es
weitere Proteine die als golgi-spezifisch gelten. Golgi Matrix Protein 130 (GM130)
findet sich im Lumen des Golgi und konnte daher auch als golgispezifischer Mar-
ker in Rattenlebern gezeigt werden (Nakamura et al. 1995). Haufig sind nur kurze
spezifische Signalsequenzen fur einen Verbleib von Proteinen im Golgi verant-
wortlich. Dies zeigt sich in den Experimenten von Stockklausner und Klocker et al
am Beispiel des Kaliumkanals Ki2.1. Hierbei wurde der Kationenkanal Kir 2.1 auf
zwei verschiedene Weisen mutiert. Eine C-terminale Punktmutation E377/379A
fuhrt zu einer ER-Retention in dem sie eine Interaktion mit COPII verhindert. Ist
allerdings das n-terminale Ende deletiert (Kir 2.1 A 1-76), verbleibt der Ki-Kanal im
Golgi Komplex (Stockklausner et al. 2001; Stockklausner und Klocker 2003).

Der Anhang eines Mannose-6-Phosphatrestes fuhrt zu einer lysosomalen Adres-
sierung des Proteins (Rassow et al. 2012).

Gibt es fur ein sekretorisches Protein kein spezifisches Signal wird es G-Protein
Arf bzw. Clathrin-vermittelt vom trans-Golgi abgeschnurt und mittels Vesikel in
Richtung Zellmembran transportiert. Dort fusionieren die beladenen Vesikel ent-
weder sofort mit der Zellmembran und setzen die Proteine frei oder die Vesikel
verbleiben membrannah und geben ihren Inhalt signalgesteuert ab (Rassow et al.
2012).

1.1.4.  Oberflachenexpression
Die Zellmembran von Eukaryonten besteht aus einer Lipiddoppelschicht, die als
semipermeable Membran fungiert. Flr einen Austausch zwischen Zytosol und

Umgebung ist es notwendig, dass sich Proteine in diese Doppelschicht einlagern
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und als integrale Bestandteile als Kanale, Transporter oder Signaltransduktoren
fungieren (Klinke et al. 2010).

Die Art und die Anzahl der Oberflachenproteine sind mit flr die Funktion der Zelle
verantwortlich. Die Regulation erfolgt unter anderem anterograd durch die Pro-
teinbiosynthese und retrograd durch Endozytose und Recycling Prozesse.

Die retrograden Prozesse involvieren die gesamte Zellmembran, sodass sie als
eigenstandige Komponente in den endozytotischen Vorgangen gesehen werden
sollte (Doherty und McMahon 2009).

Spezifische Signalsequenzen bzw. Markerproteine fir die Zellmembran zu identifi-
zieren gestaltet sich als Herausforderung, da diese einem standigen Wandel un-
terlegen ist. Die Proteine der Zellmembran finden sich sowohl in den anderen Zel-
lorganellen als auch vesikelgebunden im Zytosol. Ein modifizierter spannungsge-
steuerter Kaliumkanal Kv4.2 zeigte in anderen Experimenten eine Uberwiegende
Lokalisation in der Zellmembran und wurde daher in der vorliegenden Arbeit ver-
wendet (Moise et al. 2010).

1.1.4.1. Endozytose

Die Endozytose ist neben der Pinozytose und die Phagozytose ein Mechanismus
der Zelle, um extrazellulare Bestandteile zu internalisieren. Die Phagozytose be-
zeichnet die Aufnahme fester Substanzen (Partikel > 0,5 um, Bakterien und Zell-
trimmer) in ein Phagosom. Da die Phagozytose vor allem flur Makrophagen und
dendritische Zellen von Bedeutung ist und nicht zur Oberflachenregulation der
Proteine beitragt, wird sie im Folgenden nicht naher beschrieben (Klinke et al.
2010).

Die Pinozytose bezeichnet die Aufnahme Idslicher und flissiger Stoffe (Makromo-
lekile, Proteine, Lipoproteine). Die Endozytose bezeichnet die Internalisierung von
Membranbestandteilen, die durch Endosomen, Clathrin/Rezeptor-vermittelte En-
dozytose oder Caveolae-vermittelte Endozytose geschieht. Als Clathrin-
unabhangige Endozytose wird der Arf6-Weg(ADP-ribosylation factor 6), der
CLIC/GEEC-Weg (CLIC= ER-Golgi intermediate compartment clathrin indepen-
dent carriers, GEEC= GPI-anchored-protein-enriched endosomal compartment),
sowie die Flotillin-assoziierte Endozytose zusammengefasst (Doherty und
McMahon 2009).



Alle endozytotischen Mechanismen erfordern die koordinierte Zusammenarbeit
von Proteinen. Diese Proteine mussen in der Lage sein, die Zellmembran nach
innen zu stulpen, so dass Proteine, die in der Lage sind ein Vesikel abzuschnuren,
induziert werden (Doherty und McMahon 2009).

FUr den oben beschriebenen Prozess sind die in der Zellmembran angereicherten
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) wichtig. Sie dienen als Adapterprote-
ine fur Proteine wie der BAR-Protein-Familie (Bin/amphiphysin/Rvs Domain), den
arf-Proteinen, den G-Proteinen, den Dynamin- und Actin-Polymerisationsproteinen
sowie den Proteinen der Clathrin-vermittelten Endozytose (Falkenburger et al.
2010). Sie bilden damit die Grundlage fur die Invagination der Zellmembran der
Clathrin- vermittelten aber auch der Clathrin-unabhangigen Endozytose (Doherty
und McMahon 2009).

Die Clathrin-vermittelte Endozytose gehort zu dem bisher am besten untersuchten
Mechanismus der Endozytose. Sie beschreibt einen rezeptorassoziierten gerichte-
ten Vorgang, bei dem nach Ligandenbindung an einen extrazellularen Rezeptor
ein clathrin coated pit gebildet wird. Dies geschieht auch in Dendriten an der Pra-
synapse nach Vesikelexozytose (Chanaday et al. 2019). Die Clathrin-Molekule
lagern sich mithilfe von Adapterproteinen, vor allem dem AP2, an die intrazellulare
Seite der Membran an und flhren zu einem Einstllpen der Membran. Je weiter
sich die Membran einstulpt, desto mehr Clathrinmolekiile binden an PIP2 der
Membran und fuhren zu einer kompletten Invagination des Vesikels. Die Abschnu-
rung erfolgt mittels Dynamin und die Clathtrin-Molekule werden nach Umwandlung
in ein frihes Endosom recycelt. Das Dynamin fungiert als Schere und ist eine gro-
Re GTPase, die ein helikales Polymer um den Hals des Vesikels bildet. Durch
Hydrolyse kommt es zu einer Abschnirung des Vesikels (Praefcke und McMahon
2004; Sorkin 2004). Innerhalb des Vesikels erfolgt die Aufteilung in ein leeres
Vesikel mit den randstandigen Rezeptoren und ein Endosom mit den darin enthal-
tenen Liganden der Rezeptoren. Das leere Vesikel kann wieder mit der Zellmemb-
ran verschmelzen und die Rezeptoren werden dadurch recycelt. Das Endosom
wird im weiteren Prozess zum Lysosom oder Golgi-Apparat verbracht (Klinke et al.
2010).

Die akzessorischen Proteine, die die Clathrin-Rekrutierung und Konzentration be-
einflussen, sind unter anderem Epsin, Amphiphysin, SNX9 (Doherty und
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McMahon 2009). Diese auch als BAR-Komplex (Bin/amphiphysin/Rvs Domain)
zusammengefassten Proteine kdnnen die Membraninvagination generieren und
stabilisieren. Des Weiteren kdnnen sie Clathrin und AP2 binden, sowie Dynamin
zum Hals des Vesikels rekrutieren. Neben den oben genannten akzessorischen
Proteinen gibt es ein ganzes Netzwerk an Proteinen, die die Clathrin-vermittelte
Endozytose steuern (Schmid et al. 2006).

Haben die endozytierten Moleklle (Cargo-Molekile), Dileucin- und Tyrosin-reiche
Sequenzen fluhrt dies zu einer direkten Bindung vom AP2-Complex und der kon-
sekutiven VerknUpfung mit nuklear-gerichteten Clathrinmolekilen (Sorkin 2004;
Marks et al. 1996). Dies ist der Fall bei der Aminosauresequenz YTRF des Trans-

ferrin-Rezeptors (Collawn et al. 1990).

Als bestuntersuchte Form der Clathrin-unabhangigen Endozytose gilt die Caveo-
lae-induzierte Endozytose. Bei der Caveolae-assoziierten Endozytose werden
Einbuchtungen der Zellmembran mit einem Durchmesser von ca. 60-80 nm als
Invaginationsmdglichkeit genommen. Sie kdnnen bis zu einem Drittel der Zellober-
flache ausmachen. Sie finden sich vor allem in glatten Muskelzellen, Pneumozyten
Typ |, Fibroblasten, Adipozyten und Endothelien. Bei der Caveolae-assoziierten
Endozytose kann unter bestimmten Bedingungen ein filamentdser Mantel um die
Caveolae beobachtet werden. AnschlieRend kommt es zu einer Caveolin 1 Uber-
expression und einer Internalisierung. Trotzdem wird haufig noch eine Verbindung
zur Zelloberflache beobachtet und es fehlt eine komplette Abschniurung (Parton et
al. 2002). Es gibt Hinweise darauf, dass Caveolin 1 die Aktivitat von cdc42 beein-
flusst, das ein Schlisselenzym in der CLIC/GEEC Endozytose ist (Chaudhary et
al. 2014).

Die CLIC/GEEC Endozytose ist unabhangig von Clathrin, Caveolin und Dynamin.
Adeno-assoziierte Viren nutzen diese Form der Endozytose als Infektionsweg
(Nonnenmacher und Weber 2011). Neben Aktin spielen das zytoskelettale Remo-
deling und membrandses Cholesterol eine Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass
die Infektion sensibel gegentber der Inhibierung von Cdc42, Arf1 und GRAF1 ist.
Diese gelten als Marker fur die Clathrin-unabhangige Endozytose. Wahrend der
Infektion wird die Membran durch lokales Aktin geformt und die Rho-GTPase ist
fur die Tubusbildung und die Abschnirung der CLIC-Vesikel zustandig
(Nonnenmacher und Weber 2011). Ein wichtiges Regulatorprotein ist das GRAF1
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(Rho GTPase activating protein). Die Viren werden durch das GEEC internalisiert
und transloziert in den Golgi-Apparat, ahnlich wie der GEEC-Marker Cholera Toxin
B (Nonnenmacher und Weber 2011).

Ein weiterer Clathrin-unabhangiger Weg ist die Makropinozytose. Dabei schnurt
sich ein Endosom mithilfe von Aktinremodeling unspezifisch ab. Die Kinase PAK 1
spielt eine wichtige Rolle fur die Abschnirung sowie fur die Induktion des Prozes-
ses (Dharmawardhane et al. 2000). Das Dynamin kann direkt Cortactin binden,
welches sich mit Aktinfilamenten verknupft und Aktinvesikel bildet (Cowieson et al.
2008).

Ein weiteres Beispiel flr einen unabhangigen Prozess ist die Internalisierung des
IL2B Rezeptors. Dieser wird abhangig von der Aktivitat der kleinen G-Proteine
RhoA und Rac1, sowie der Kinasen Pak1 und Pak2 nach Ligation internalisiert
(Grassart et al. 2008). Einige der so endozytierten Membranen kommunizieren mit
den Clathrin-abhanigen endozytotischen Kompartimenten, sodass hieran die enge

Verknupfung der einzelnen Wege sichtbar ist.

Die Endstrecke der Endosomen ist allen drei Endozytosewegen gleich. Es entste-
hen zunachst die frihen Endosomen, die auch sortierende Endosomen genannt
werden. Der Name ruhrt daher, dass die verschiedenen assoziierten G-Proteine
zu einer unterschiedlichen Verteilung des Inhalts fuhren. Die Proteine, die einem
Recyclingprozess (siehe 1.1.4.2) zugefuhrt werden sollen, reichern sich vor allem
in den tubularen Membranen des frihen Endosoms ab (Jovic et al. 2010). Die fru-
hen Endosomen sind durch die G-Proteine Rab 4, Rab 5 und Rab 11 gekenn-
zeichnet. Der pH-Wert andert sich in den frihen Endosomen von 6.2 auf etwa 5.5.
Dahingegen steigt der pH von 6.2 auf 6.5 in den Multivesikel Kérperchen. Die Pro-
teine, die hier akkumulieren, sollen abgebaut werden (Mellman 1996). Die zur De-
gradation bestimmten Proteine werden nun dem Lysosom zugefuhrt, das mithilfe

von sauren Proteasen zur Aufspaltung des Proteins fuhrt (Klinke et al. 2010).

Die Verbindung zwischen frGthem und spatem Endosom ist bislang nicht sicher
geklart. Die Hinweise deuten aber auf eine Rab-Konversion und damit einen Aus-
tausch von frihem zu spatem Endosom hin (Poteryaev et al. 2010; Rink et al.

2005). Die spaten Endosomen sind durch Rab 7 und Rab 9 gekennzeichnet.



1.1.4.2. Recycling
Nachdem sich Vesikel von der Zellmembran durch die oben beschriebenen Pro-
zesse gebildet haben, wird der Inhalt einem Recycling-Prozess unterzogen. Dazu
fusionieren die Vesikel mit den frihen Endosomen, die Rab-assoziiert sind. Rab
Proteine sind GTPasen, die den Transport endo- oder exozytotisch steuern. Die
Aktivierung erfolgt Uber einen GDP/GTP-Austausch (Wandinger-Ness und Zerial
2014).

Die entstandene Fusion wird als endozytotisches Recycling Kompartiment (ERC)
bezeichnet. Dieses ist eine haufig Mikrotubuli assoziierte Struktur und wird durch
Rab 11 und EHD/Rme1 (Eps15-homology-domain protein) reguliert (Chen et al.
1998; Lin et al. 2001).

Diese Recycling Endosomen stellen ein schnell verfugbares Kompartiment fur die
Oberflachenregulation von Proteinen dar. Hardel et al. zeigten eine Anreicherung
von HCN 4 in Recycling Endosomen, die eine rasche Adaptation der Zelle an au-

Rere Stimuli implizieren. (Hardel et al. 2008).

1.2. Kompartimentspezifische Analyse von
Proteinkomplexen
Die oben beschriebenen Transportwege differenziert experimentell darzustellen,
stellt eine Herausforderung dar. Bei den derzeit etablierten Verfahren gibt es viele
Fehlerquellen. Die Dichtezentrifugation ist haufig mit nicht spezifischen Proteinen
kontaminiert. Die Immunoprazipitations-basierten Verfahren konnen nur stabile
Interaktionen zeigen (Brunner et al. 2009). Des Weiteren gibt es noch keine Me-
thode um Raume, wie zum Beispiel den synaptischen Spalt isoliert zu untersu-
chen. Um die Einflisse auf einzelne Teilschritte zwischen ER und Oberflache zu
untersuchen, wird eine quantitative Analyse der Proteinkomplexe in den einzelnen
intrazellularen Kompartimenten bendtigt. Hung et al. publizierten dazu eine Me-
thode, die eine kompartimentspezifische Analyse mittels Massenspektrometrie von

Proteinkomplexen erlaubt (Hung et al. 2016).

Die Methode basiert auf einer intrakompartimentaren Biotinylierung von Proteinen
und der anschlieRenden Aufreinigung ahnlich einer Immunoprazipitation. Die Pra-

zipitate werden die Massenspektrometrie analysiert (s. Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der intrakompartimentédren Biotinylierung durch die
APEX2 (Modifiziert, verwendet und gedruckt Hung et al. 2016 Spatially resolved proteomic
mapping in living cells with the engineered peroxidase APEX2 mit Erlaubnis von Springer
Nature (4640151034333), 2016)

In griin als Pacman dargestellt ist die Peroxidase APEX2, die an ein Signalprotein gekoppelt wird
und so in das gewinschte Kompartiment sezerniert wird. Nach Zugabe von Biotinphenol (BP) und
Wasserstoffperoxid (H202) wird die Peroxidase aktiviert und bildet BP-Radikale, die als rote Flache,
sowie als rote Markierung dargestellt werden. Diese haben eine sehr kurze Halbwertszeit und bio-
tinylieren daher nur die Proteine, die in der unmittelbaren Umgebung also nur im gewlnschten
Kompartiment sind. Mittels Streptavidin-gecoateten beads kénnen die biotinylierten Proteine ge-
sammelt werden.

Voraussetzung ist eine spezifische Peroxidase (APEX2), die sich in ein Komparti-
ment schleusen und gezielt aktivieren lasst. Dies geschieht durch die Klonierung
von APEX2 an Markerproteine, die bereits als kompartimentspezifisch bekannt
sind. APEX2 wird nicht nur durch die Hinzugabe von Wasserstoffperoxid aktiviert,
sondern kann auch in Anwesenheit von Biotin Proteine biotinylieren. Wird die Per-
oxidase nun mittels Wasserstoffperoxids aktiviert und wird den Zellen Biotinphenol
hinzugegeben, biotinyliert sie alle lokal umliegenden Proteine. Da die Biotin-
phenolradikale nur eine Halbwertszeit von 1-2 ms haben und intrazellulare Memb-
ranen nur schwer Uberwinden konnen, werden dadurch vorwiegend Proteine im
Kompartiment biotinyliert, sieche Abb. 1. Um diese aufzureinigen, werden die Zellen

lysiert und Streptavidin-gekoppelte beads hinzugegeben. Streptavidin bindet Biotin
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kovalent und die beads konnen mittels eines Magneten gesammelt werden (Hung
et al. 2016).

Die biotinylierten Proteine, die an den beads gebunden sind, sollten demnach zu

dem gewunschten Kompartiment gehoren.

1.3. HCN-Kanal

1.3.1. Physiologie der Kanale inklusive ihrer Prozessierung
HCN-Kanale gelten als Schrittmacher in Herz und Hirn. Dieser auch funny channel
genannte Kationenkanal hat die Besonderheit, dass er bei Hyperpolarisation der
Zellmembran permeabel fur Kationen wie Na* und K* wird. Der daraus resultie-
rende Strom wird im kardialen System Ir genannt und im neuronalen System als In
bezeichnet (Klinke et al. 2010).

Abb. 2 zeigt den schematisch-molekularen Aufbau des HCN-Kanals. Der Span-
nungssensor im S4-Segment fuhrt bei Aktivierung zu einer Konformationsande-
rung und zu einer Durchlassigkeit der Pore zwischen den Segmenten S5 und S6.
Der C-Linker ist an das Segment S6 angegliedert mit der cyclic nucleotide binding
domain. (CNBD). Diese erlaubt eine Modulierbarkeit der Spannungsabhangigkeit
der Kanale durch cAMP, in dem sie in Anwesenheit von cAMP eine Konformati-

onsanderung bewirkt und die Hemmung des C-Linkers aufhebt (Biel et al. 2002).
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Abb. 2: Molekularer Aufbau des HCN-Kanals (Verwendet und gedruckt Biel et al. 2002 Cardi-
ac HCN Channels: Structure, Function, and Modulation mit Erlaubnis von Elsevier
(4640240943235), 2016)

HCN-Kanale bestehen aus 6 transmembranaren Segmenten wobei das S4-Segment als Span-
nungssensor fungiert. Die Pore befindet sich zwischen den Segmenten S5 und S6 und ist mit einer
P-Helix ausgekleidet, sowie mit dem fir Kaliumkanale charakteristischen GYG-Selektivitatsfilter.
Ein C-Linker verbindet das S6-Segment mit dem intrazellular gelegenen CNBD-Element (cyclic
nucleotid binding domain), das cAMP-sensibel ist. Die dargestellten Segmente sind in den Isofor-
men HCN1-4 nahezu identisch, jedoch unterscheiden sich die Isoformen in ihrem N- und C-
Terminus. Bindet cAMP an die CNBD Region flihrt dies zu einer Linksverschiebung in der Aktivie-
rungskurve und es kommt zu einem friiheren Offnen der Kanéle.

Die HCN-Kanalfamilie lasst sich in vier Subtypen HCN1-4 unterteilen, die je nach
Subtyp regionenspezifisch zu finden sind. In den meisten neuronalen Geweben
sind die Subtypen HCN1-3 vertreten, in kardialen und in thalamokortikalen
Schrittmacherzellen finden sich vorwiegend HCN4-Kanéale. Die neuronale Vertei-
lung zeigt, dass in kortikalen Pyramiden-, Korb- und Purkinjezellen vor allem
HCN1 exprimiert wird. In der CA1 und CA3 Region des Hippokampus konnte eine
Koexpression mit HCN2-Kanalen gezeigt werden (Ludwig et al. 1998).

In Neuronen moduliert der HCN-Kanal durch seinen depolarisierenden Kationen-
fluss vor allem rhythmogene Prozesse, dendritische Integration und die synapti-
sche Transmission. Die Aktivierung des Kanals wird unter anderem von cAMP

positiv beeinflusst. Auch Membranphospholipide wie PIP2 dienen als allosterische
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Liganden der HCN-Kanale und konnen die Aktivierungsspannung um 20 mV sen-
ken, also in Richtung Depolarisation verschieben (Biel et al. 2002). Der pH-Wert
nimmt ebenfalls Einfluss auf die Aktivierungsspannung. Bei einem pH <6 wird die
Aktivierungsspannung herabgesetzt, so dass der Kanal schneller Aktionspotenzia-
le generiert (Andreas Neef 2004). Die genauen Mechanismen sind bisher nicht

bekannt.

Im Herzen fuhrt der periodische lonenfluss durch die Zellen des Sinusknotens zu
einem regelmafRigen Herzschlag. Das Reizleitungssystem exprimiert HCN4 mit
der héchsten Dichte im Sinusknoten. Die nachfolgenden Stationen Atrioventrikula-
rer Knoten, His-Bundel und die Tawara-Schenkel haben eine absteigende Dichte
der Kanale in ihrer Membran (Biel et al. 2002).

Der HCN-Kanal kann also als Taktgeber fir das menschliche Herz und Hirn gese-
hen werden. Daher sind Fehlfunktionen, zum Beispiel durch Mutationen ausgeldst,
mit schwerwiegenden Auswirkungen verbunden, wie zum Beispiel Falle vom sick

sinus syndrome beweisen (Semelka et al. 2013).

Neuere Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass HCN-Kanale in der Genese
und damit auch in der Therapie von Epilepsien eine zentrale Rolle spielen. Als
Schrittmacherkanale spielen sie auch eine grof3e Rolle fir die kortikale Exzitabilitat
und sind daher maf3geblich in Genese der Epilepsien involviert. Huang et al. zeig-
ten 2009, dass HCN1-deletierte Mause einen erhohten dendritischen Informations-
fluss hatten und dadurch eine vermehrte synaptische Integration aufwiesen
(Huang et al. 2009). Bei der Temporallappenepilepsie konnte eine signifikante
Runterregulierung von HCN-Kanalen gezeigt werden, bei der es daraufhin haufi-
ger zu einem pharmakologisch resistenten Status epilepticus kam (DiFrancesco
und DiFrancesco 2015). DiFrancesco et al. zeigten, dass eine homozygot rezessi-
ve Mutation in der C-Linker Region des HCN2-Kanals einen fast kompletten Aktivi-
tatsverlust des Kanals impliziert und zu einer signifikanten Erhéhung der neurona-
len Dysfunktion und Exzitabilitat fihrt (DiFrancesco et al. 2011). Der C-Linker ver-
bindet die CNBD mit dem membranstandigen Anteil des HCN-Kanals. In Abwe-
senheit von cAMP wirkt der C-Linker inhibitorisch auf die HCN-Kanale (Biel et al.
2002).
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1.3.2. Einfluss des tetratricopeptide-repeat containing Rab8b
(Trip8b) auf die Prozessierung
Wie in den ersten Abschnitten beschrieben, gibt es viele Determinanten, die die
Verteilung und die Aktivitat von lonenkanalen beeinflussen. Fur den HCN-Kanal
wurden akzessorische Untereinheiten entdeckt, die seine Aktivitat und Expression
modulieren (Bankston et al. 2012; Bankston et al. 2017).

Eine der akzessorischen Untereinheiten, die auch als B-Untereinheit bezeichnet
wird, ist das Trip8b, auch unter dem Namen PEXS5R bekannt. Zolles et al. zeigten,
dass der Proteinkomplex Trip8b als intrinsische B-Untereinheit zu einer Antagoni-
sierung von cAMP fuhrt, ohne dass Phosphylierung und der basale Schwellenwert
beeinflusst wurden (Zolles et al. 2009). Allerdings wird die Aktivierungsspannung
in Richtung Hyperpolarisation verschoben Das zytoplasmatische Protein Trip8b
bindet an das C-terminale Ende des HCN-Kanals, und zwar sowohl an die drei
endstandigen Aminosauren -SNL, als auch an die CNBD. Dadurch kommt es zu
einer Anderung der Konformation des C-Linkers: Nach Bindung von cAMP an die
CNBD verlangsamt sich dennoch die Offnungsgeschwindigkeit und die Aktivie-
rungsspannung verschiebt sich zu hyperpolarisierten Werten. Aufl3erdem wird die
Oberflachenexpression des Kanals negativ beeinflusst (Bankston et al. 2012; Zol-
les et al. 2009). Der Anteil von Trip8b, der an die CNBD bindet, wird Trip8bcore ge-
nannt. Dieser vermittelt die Interaktion von HCN und cAMP, kann diese negativ
beeinflussen und ist damit ausschlaggebend fur die reduzierte cAMP und HCN
Interaktion (Zolles et al. 2009). Der dahinterstehende Mechanismus ist noch nicht
abschlie3end geklart, es kdnnte sich sowohl um einen kompetitiven als auch nicht-
kompetitiven Mechanismus handeln Bei einem moglichen nicht-kompetitiven Me-
chanismus kommt es zu einer Konformationsanderung der CNBD mit nachfolgen-
der verminderter Affinitat fur cAMP. Bei einem kompetitiven Mechanismus kommt
es zwischen cAMP und Trip8b zu einer Verdrangung an der cAMP-Bindungsstelle
oder einer Interaktion mit der Bindungsstelle. Das Core-Fragment scheint dabei
bei HCN2-Kanalen ausschlaggebend zu sein (Bankston et al. 2017; DeBerg et al.
2015).

Nach Lyman et al. scheint das Molekul Trip8b klinische Relevanz in der Ursache
und Therapie der Depression zu haben (Lyman et al. 2017). Da diese Untereinheit

bisher nicht im Herz nachgewiesen wurde, wird eine pharmakologische Selektivitat
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bei der HCN-Kanal-Beeinflussung vermutet. Han et al zeigten an Trip8b-Knockout
Mausen, dass die Trip8b vermittelte Kanalprozessierung vermindert wurde und
dies zu antidepressivem Verhalten fuhrte. Aus diesem Grund forscht man an mo-
lekularen Inhibitoren der HCN-Trip8b Interaktionen (Han et al. 2017).

Lewis et al zeigten, dass Splice-Varianten der Untereinheit Trip8b eine Hoch- oder
eine Runterregulierung des HCN-Kanals bewirken kénnen und so zu einem dy-

namischen Geschehen beitragen (Lewis et al. 2009).

1.4. Ziele der Arbeit

Fir die vorliegende Arbeit wurden folgende Ziele formuliert:

e Reproduktion der kompartimentspezifischen Proteom-Aufreinigung nach ei-
ner Methode von Hung et al.

Es wurde ein Verfahren reproduziert, das eine Kompartiment-spezifische Bioti-

nylierung mit anschlielender Aufreinigung von Proteinen und Interaktionspart-

nern erlaubt. Dazu wurde eine konstruierte Peroxidase (APEX2) durch Fusion

mit spezifischen Signalsequenzen in einzelne subzellulare Kompartimente ge-

schleust und lokal aktiviert.

e Entwicklung von kompartimentspezifischen APEX2-Fusionskonstrukten fur
die kompartimentspezifische Proteomaufreinigung

Als Kompartimente wurden das Endoplasmatische Retikulum, der Golgi-

Apparat, das endozytotische Recycling-Kompartiment sowie die Zellmembran

ausgewahlt. Diese Kompartimente stellen wichtige Stationen in der Proteinpro-

zessierung dar und sind daher fur eine differenzierte Untersuchung besonders

geeignet.

e Untersuchung von HCN-Kanal-, sowie Trip8b-Expression in den kardialen
Ganglienzellen der Maus mittels gPCR

In einer zweiten Experimentalreihe wurde, mittels quantitativer real-time-PCR
(gPCR), die mRNA-Expression von HCN-Kanalen und ihrer Untereinheit Trip8b

in peripheren kardialen Ganglienzellen der Maus untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1.  Verbrauchsmaterialien
Fur die Experimente wurden folgende Verbrauchsmaterialien verwendet (s. Tabel-
le 1).

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

6- und 24- well Platten Cellstar

Deckglaschen

Sonstiger Laborbedarf

MicroAmp optical 96-well reaction Applied Biosystems/Thermo Fisher
plates Scientific

T175-Flaschen Eppendorf

2.1.2. Puffer und Lésungen

Es wurden vorliegende Puffer und Losungen verwendet (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Puffer und Losungen

DMEM Gibco
DMEM mit Glutamaxx Gibco
DPBS Gibco
HEPES 1M Gibco
OptiMem Gibco
Penicillin/Streptomycin 2,5 % Gibco

2.1.3. Chemikalien

Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen verwendet (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Chemikalien

Acrylamid BioRad

Agar Roth

Agarose invitrogen
Ampicillin Fluka

Biotin Thermo Scientific
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Tabelle 4: Chemikalien

Biotin-Phenol/ Biotin Tyramide Iris Biotech
Bovine serum albumine Sigma
DMSO 100 % Thermo scientific
DTT (DL-Dithiothreitol) Applichem
H202 Fluca
Hefe-Extrakt Fluka
Kanamycindisulfatsalz Sigma
Milchpulver

NaCl Fluka
Natriumascorbat Sigma
Natriumazid Sigma
Paraformaldehyd (PFA) Aldrich

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Roth

Triton x-100 (t- Sigma
Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Trolox ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8- Aldrich
tetramethylchromane-2-carboxylic ac-

id)

Tryptone Fluka

21.4. Enzyme, Reagenzien und Marker

Es wurden folgende Enzyme, Reagenzien und Marker verwendet (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Enzyme, Reagenzien und Marker

dual color und allblue Biorad

FastAP 1U/ul Thermofisher
Fast digest green buffer 10 x Fermentas
Fugene HD Promega

Ligase buffer 10 x Thermo scientific
Luminol GE Healthcare
O’gene Ruler 100bp plus Thermo scientific
O’gene Ruler 1kbp plus Thermo scientific
Phusion GC Buffer 5 x Thermo scientific

Phusion HF Buffer 5 x Thermo scientific



Tabelle 6: Enzyme, Reagenzien und Marker

Phusion High fidelty DNA Polymerase

New England Biolabs

Prolong gold antifade

invitrogen

Protease Inhibitor Mix

Restriktionsenzyme (1ul/ reaction)

Fermentas und thermofischer

Streptavidin magnetic beads

Pierce

SYBR Safe DNA gel stain

Molecular probes

T4 DNA Ligase SU/pl

Thermo scientific

Trypsin
215. Kits

Gibco

Es wurden folgende Kits flr die vorliegende Arbeit verwendet (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Kits

Elutionskit Qiagen
Midi-Prep Kit Qiagen
Mini-Prep Kit Qiagen
Omniscript reverse transkriptase Qiagen
Pierce 660 nm assay Fischer
RNeasy Micro Kit Qiagen
QuantiTect Reverse Transcription Kit ~ Qiagen

SYBR green PCR Mastermix

Applied Biosystems / Thermo Fisher
Scientific

2.1.6. Oligonucleotide und Primer

Die verwendeten Oligonucleotide und Primer wurden mittels Vector NTI entworfen

und bei biomers bestellt. Die Primerkonzentration betrug immer 100pmol/ul.

Sequenzierungen wurden von der Firma GATC (inzwischen Eurofins Scientific)

durchgefuhrt.

Die AraB RNA stammte von Applied Microarray, (Tempe USA).

21.7. Bakterien, Zelllinien und Gewebe

Es wurden folgende Bakterien, Zelllinien und Gewebe verwendet (s. Tabelle 8).

Gesondert aufgeflhrt sind die Daten der Praparation der Ganglienzellen (s. Tabel-

le 9).
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Tabelle 8: Bakterien, Zelllinien und Gewebe

Kompetente E.coli Zellen Stratagene XL1Blue
HelLa Zellen
Ganglienzellen Geliefert aus Hamburg,

Tabelle 9: Ganglienzellen und Trachea

Praparationsdatum Anzahl Ganglienzellen (-80 °C)  Lysepuffer
13.10.2015 5 (pmDE Mause) 2x350 pl
29.03.2016 2 100yl
25.01.2017 2 100yl
25.01.2017 3 100pl
25.01.2017 5 100pl
Trachea

25.01.2017 1 100pl

2.1.8. Antikdrper und Seren
Es wurden die vorliegenden Antikérper und Seren verwendet (s. Tabelle 10, Ta-
belle 11 und Tabelle 12).

Tabelle 10: Antikorper

Primarantikorper Wirt Nummer Firma
58K mouse Ab27043 abcam
aAnti-V5 mouse R960-25 invitrogen
Anti GFP mouse 11814460001 Roche
Anti-HA Rat 11867423001 Roche
Calnexin rabbit Ab75801 abcam
CD4-AK mouse OMA-I-

03300
Ehd1 rabbit Ab109311 abcam
GluR1 rabbit Ab1504 abcam
GIluR1 rabbit PC246 Calbiochem
GM130 mouse Ab52649 abcam
KDEL mouse Ab12223 abcam
NucBlue Thermofisher
Rab11 rabbit R5903 sigma
3-Actin Ab8227 abcam
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Tabelle 11: Antikorper

Sekundarantikorper

AF 488 gt-anti-Ms goat 21424 Molecular probes
AF 488 gt-anti-rb goat A110088 Molecular probes
Cy 3 gt-anti-Ms IgG goat Ab10521 abcam

2mg/ml

Cy 3 gt-anti-rb goat Ab10520 abcam
Streptavidin AF546 goat S11223 Molecular probes
Transferrin AF488 T13342 Molecular probes
Western Blot AK

gt-anti-Ms HRP goat Sc-2005 Santa Cruz
gt-anti-rb HRP goat Sc-2004 Santa Cruz

Streptavidin HRP

Tabelle 12: Seren

FBS 10% Superior Biochrome

Normal goat serum

21.9. Gerate und Software
Es wurden folgende Gerate und Software verwendet (s. Tabelle 13, 14 und Tabel-
le 15).

Tabelle 13: Verwendete Geréte

StepOne real time PCR System Applied Biosystems

Eppendorf Mastercycler

Eppendorf Zentrifugen

NanoDrop

Fusion FX Vilber Lourmat

gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec)

Tabelle 14: Verwendete Software

Adobe PDF reader

Citavi

ImageJ

Office
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Tabelle 15: Verwendete Software

StepOne

ZenBlue
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.  Planung der APEX2-Fusionskonstrukte
Der Vektor, APEX2-NES in pcDNA3, wurde mittels Anzucht auf einer Ampicillin-
Platte und anschlieBendem Restriktionsverdau verifiziert. Nach Sequenzierung
des APEX2-codierenden spezifischen Vektoranteils konnte die APEX2 flr die Klo-

nierung verwendet werden.

Per Literaturrecherche wurden Sortierungssequenzen gesucht, die spezifisch fir
Golgi-Apparat, Endoplasmatisches Retikulum (ER), endozytotisches Recycling-
Kompartiment (ERC) und die Zelloberflache sind. Die Galactosyltransferase als
Markerprotein fur den Golgi-Apparat, wurde in Vorversuchen auf Komparti-
mentspezifitat in der Immunzytochemie getestet (siehe Abbildung 18 im Anhang).
Es wurden verschiedene Sequenzen der Markerproteine fur die subzellulare Sor-

tierung der APEX2-Fusionsproteine verwendet (s. Tabelle 16)

Tabelle 16: Ubersicht Markerproteine und APEX2-Fusionsproteine

APEX2-Fusionsprotein | Kompartiment Sortierungssequenz
Galactosyltransferase- Golgi-Apparat AS 1-59 der Galactosyltransferase (c-
V5-APEX2 terminal) (Gleeson 1998)

Calreticulin-V5-APEX2- | Endoplasmatisches | AS 1-16 des Calreticulins

KDEL Retikulum terminal)(Michalak et al. 2009), KDEL

(n-terminal) (Alanen et al. 2011)

P450-V5-APEX2-KDEL | Endoplasmatisches | p450 (c-terminal) (Brignac-Huber et al.

Retikulum 2016)

KDEL (n-terminal) (Alanen et al. 2011)

Rab11-V5-APEX2

ERC

CDS des Rab11 (n-terminal) (Ullrich et
al. 1996)

Fyn-V5-APEX2

Zellmembran

AS 158-173 Fyn-Anker (c-terminal)

(Kameda et al. 2008)

Fir die Klonierung wurden aus der lokalen Genkarten-Datenbank Vektoren ge-
sucht. Diese enthielten flir das Golgi-Fusionskonstrukt und das ERC-
Fusionskonstrukt schon die codierende Sequenz fur das Markerprotein (z.B. Galt-
ase in pEGFP oder Rab11 in pEGFP) und es wurde die cDNA-Sequenz (747 bp)
fur die APEX2 eingefugt. Die Fusionskonstrukte fir ER und Zellmembran bauten
auf dem Galtase-APEX2-Fusionskonstrukt auf und es wurde die codierende Se-
quenz fur die Galtase durch die Sequenz fur Fyn und Calreticulin-KDEL ersetzt.

Passende Primer, um die Klonierung zu vollziehen, wurden entworfen. Alle Primer
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enden mit der Base Guanin oder Thymin, und haben maximal 20 Basenpaare
(bp).

Eine Ubersicht Gber die Namen der Fusionsproteine, die Lokalisation, sowie die

zur Herstellung bendtigten Primer, Enzyme und Vektoren findet sich in Tabelle 17.
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2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Der erste Schritt zur Klonierung der Konstrukte war die Polymerasekettenreaktion,

die mit den oben genannten Reagenzien durchgefuhrt wurde.

Als Standard wurde folgender Ansatz gewahlt:

1 ul Template DNA (c= 10 ng/ul)
3 ul Forward-Primer (100pmol/ul)
3 pl Reverse-Primer (100pmol/ul)
10 pl 5x HF-Puffer
1 ul dNTP Mix (10mM)
0,5 ul Phusion Polymerase (2U/pl)
31,5 ul Sigma H20

Die PCR wurde mit 30 Zyklen bei 60 °C Annealing Temperatur und 25 s Elongati-

on gestartet.

Fur die Konstrukte des endoplasmatischen Retikulums (ER) wurde die PCR mit
5 x GC-anstatt 5 x HF-Puffer hergestellt und mit 5 % DMSO versetzt. Ist die DNA
sehr GC-reich bildet sie sekundare Strukturen, die eine Denaturierung erschwe-

ren. DMSO macht die DNA instabiler und flhrt zu einer besseren Primerbindung.

2.2.3. Agarosegelektrophorese
PCR-Produkte wurden anschlie®end mit 10 pyl 5 x Green Buffer gemischt und auf
ein 1-%iges Agarose Gel mit SYBR Safe (1:1000) aufgetragen und bei 130 V
30 min elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden der richtigen GroRe wurden mit-
tels Bluescreen detektiert und ausgeschnitten (siehe Tabelle 17). Es wurde eine

Kontrollaufnahme mit der UV-Lampe aufgenommen.

2.24. DNA-Praparation und -Aufreinigung
Die DNA-Praparation und Aufreinigung der PCR Produkte wurde mit dem Eluti-
onskit von QIAgen durchgefuhrt. Die Elution erfolgte in 14 ul Sigma H20.

2.2.5. Restriktionsverdau
Die PCR Produkte mussten vor der Ligation mittels Restriktionsenzymen vorberei-
tet und geschnitten werden. Der Ansatz fur den Restriktionsverdau ist der Tabelle

18 zu enthehmen:
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Tabelle 18: Ansatze fiir Restriktionsverdau

Vektor Insert

1 ul Vektor DNA (1 pg/pl) 16 pl PCR-Produkt

1 ul Restriktionsenzym 1 (1U/ul) 1 upl Restriktionsenzym 1 (1U/ul)
1 ul Restriktionsenzym 2 (1U/ul) 1 I Restriktionsenzym 2 (1U/ul)
2 ul green buffer 2 yl green buffer

15 ul H20

20 pl 20 ul

Die Ansatze wurden fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Zu dem geschnittenen Vektor
wurden im Anschluss 10 pl alkalische Phosphatase (FastAP 1U/ul) hinzugegeben
und der Ansatz weitere 10 min bei 37 °C inkubiert, um den Vektor zu dephospho-

rylieren und eine Religation des geschnittenen Vektors zu verhindern.

2.2.6. Ligation
Um die geschnittenen DNA-Stlicke wieder zu verbinden wurde eine Ligation
durchgeflhrt.

Die Formel fur die Ligation lautet:

Lange Insert [bp] X Masse Vektor [ng]

Masse Insert [ng] = Lange Vektor [bp]

Der Ligationsansatz wurde nachfolgendem Schema pipettiert:

1 ul - Vektor-DNA (siehe Tabelle 18)
16 pl Insert-DNA (siehe Tabelle 18)
2yl  Ligase Puffer (10 x)

1yl T4-DNA-Ligase (5 U/ul)

Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 16 °C.

Parallel wurde eine Negativkontrolle angesetzt, bei der anstatt des Inserts Sigma
H20 hinzugegeben wurde. Die Negativkontrolle dient dazu die Religationsrate des

geschnittenen Vektors zu ermitteln.

2.2.7. Transformation

Die DNA wurde in kompetente E.coli XL1 Blue Bakterien transformiert.

Dazu wurden 70 ul kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut. Im Anschluss wurden
3 ul Ligationsansatz bzw. Negativkontrolle hinzugegeben, die Suspension jeweils
gut gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Hitzeschock

bei 42 °C fur 90 s und die sofortige Ruckfuhrung der Bakterien auf Eis. Nach einer
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Minute wurden 450 pl steriles, antibiotika-freies LB-Medium hinzugegeben. Wurde
in die Zellen ein Vektor mit Resistenzgen fur Ampicillin transformiert, konnte der
Ansatz direkt auf ampicillinhaltige Agar-Platten ausplattiert werden. Bei vorhande-
ner Kanamycinresistenz wurde der Ansatz zunachst eine 1 h bei 37 °C geschut-
telt, bevor der Ansatz auf Kanamycin-haltigen Platten ausgestrichen wurde. Die
Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

LB-Medium:

10 g NaCl
10 g Tryptone
5 g Hefe-Extrakt

ad 1000 ml H20 und autoklavieren, Hinzugabe von Ampicillin oder Kanamycin

LB Agar

10 g NaCl
10 g Tryptone
5 g Hefe-Extrakt

15 g Agar ad 1000 ml H2O und autoklavieren, Hinzugabe von Ampicillin oder Kanamycin

2.2.8.  Mini und Midi Praparation
Die gewachsenen Kolonien wurden am nachsten Tag mit sterilen Zahnstochern

gepickt und in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben.

Je nach Menge an erforderlicher DNA wurde ein Mini- oder ein Midi-Ansatz ge-
wahlt. Der Mini-Ansatz umfasste 3 ml Volumen, der Midi-Ansatz 100 ml. Es erfolg-

te eine Kultivierung Uber Nacht bei 37 °C.

Am nachsten Tag wurde der Ansatz abzentrifugiert (Zentrifugation bei 4000 rpm,
4 °C und fur 15 min). Die im Pellet enthaltende Vektor-DNA wurde mittels Mi-
niPrep Kit von QIAGen bzw. MidiPrep Kit von QIAGen aufgereinigt.

2.2.9. Sequenzierung und Kontrollverdau
Um Mutationen auszuschlielen, wurden alle Konstrukte per Kontroll-

Restriktionsverdau und Sequenzierung gepruft.

Es wurden nach der Midi-Praparation die Ansatze wie im Abschnitt Agarosegel-

elektrophorese aufgetrennt. Die Uberpriifung der korrekten Transformation erfolgt
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uber einen Restriktionsverdau mit den zuvor verwendeten Restriktionsenzymen.
Die DNA wurde, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, verdaut und mittels eines

1 %igen Agarose-Gels analysiert.

Es wurden die Banden, die die erwartete und korrekte Grofte hatten aus dem Gel
wie im Abschnitt 2.2.4 eluiert und zum Sequenzieren geschickt.

Die Sequenzen wurden mit dem Programm Vector NTI mit den Genkarten der Fu-
sionsproteine verglichen. Mdgliche Sequenzmutationen wurden auf Relevanz hin-

sichtlich Aminosaurenaustausch Uberprift.

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1.  Kultivierung der HeLa-Zellen
Die HelLa-Zellen wurden in T175-Flaschen in HeLa-Medium bei 37 °C und 5 %
COz2 kultiviert und bei 80%iger Konfluenz gesplittet.

Es wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit 13 ml DPBS ge-
spult. Danach wurden 4 ml 1 x Trypsin auf die Zellen gegeben und direkt abge-
saugt. Die Zellkulturflasche wurde flr 2 min erneut bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
Rend konnten die Zellen mit 10 ml Medium von dem Flaschenboden abgeldst und
in einen 50 ml Falcon Uberfuhrt werden. Diese Suspension wurde dann nach Be-

darf gesplittet.

Fur das Aussaen erfolgte die gleiche Praparation der Zellen wie beim Splitten. Aus
dem 50 ml Falcon wurden 10 pl Suspension entnommen und 1:10 in 100 pl Medi-
um verdunnt. 10 yl der Suspension wurden in eine Neubauer Zahlkammer gege-
ben und die Konzentration der Zellen bestimmt. Es wurden pro 6-well Platte
400 000 Zellen in 2 ml Endvolumen ausgesat und pro 24-well Platte 80 000 Zellen
in einem Volumen von 0,5 ml. Sollten die Zellen fur Farbungen verwendet werden,

wurden sie auf Deckglaschen ausgesat.

HelLa Medium:

88% DMEM+Glutamax
10% FBS
1%Penicillin/Streptomycin
1% HEPES 1M
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2.3.2. Transfektion der HeLa-Zellen

Fur das Einbringen von DNA in die Zellen wurde eine Transfektion durchgefuhrt.

24 h nach dem Aussaen wurden die Zellen mittels Fugene HD- Protokoll trans-

fiziert.
Der Transfektionsansatz ist in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Transfektionsansatz

24-well Platten-Ansatz (pro well) 6-well Platten-Ansatz (pro well)

50 ul OptiMem 200 pl OptiMem

1 ul DNA (c=1 pg/pl) bzw. 2 x 0,5 ul | 4 yl DNA (c=1 pg/pl) bzw. 2 x 2 ul bei
DNA bei Kotransfektion Kotransfektion

Verdinnte DNA mit Verdinnte DNA mit

3 ul Fugene HD mischen 12 pl Fugene HD mischen

15 min bei RT inkubieren und dann | 15 min bei RT inkubieren und dann
45 pl pro well hinzugeben 150 pl pro well hinzugeben

4-6 h nach Hinzugabe des Transfektionsansatzes erfolgte ein Mediumwechsel und

die Kultivierung wurde fur weitere 24 h fortgesetzt.

2.4. Immunzytochemische Farbung der HelLa-Zellen

2.4.1. Lokalisationsfarbung
Fur die Lokalisationsfarbung wurden zwei verschiedene Ansatze gewahlt, zum
einen wurde das GFP-getaggte Markerprotein kotransfiziert und das APEX2-
Fusionsprotein per Immunzytochemie gefarbt, zum anderen wurde eine Ko-

Farbung von Markerproteinen und APEX2-Fusionsprotein vorgenommen.

Einen Tag nach der Transfektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen
mit 4% igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS 15 min bei 4 °C fixiert.

Nachdem die Zellen 3 x 5 min mit jeweils 1 ml PBS gewaschen wurden, folgte fur
eine Stunde eine Inkubation bei Raumtemperatur mit 10 % Normal Goat Serum
(NGS) in 0,04 % Triton zur Blockierung unspezifischer Bindestellen und zur Per-
meabilisierung der Membran. Es wurde 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die

Primarantikorper, wurden 1:100 in PBS mit 0,04 % Triton verdunnt und es wurden
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pro well 350 pl verdinnte Losung fur 1 h hinzugegeben. Der Anti-V5 Antikorper
wurde 1:2000 verdinnt. Nach der Antikorper-Inkubation wurde erneut 3 x 5 min
mit PBS gewaschen. Die Sekundarantikdrper wurden 1:500 in PBS mit
0,04 %Triton und 10 % NGS verdunnt und 350 pl zur Inkubation verwendet. Nach
1 h Inkubation wurde mit PBS 3 x 10 min gewaschen, dabei wurde beim zweiten
Waschschritt jeweils ein Tropfen NucBlue zur Zellkernfarbung hinzugegeben.

Eine Besonderheit stellte die Farbung des ERC da.

Da keine Kotransfektion mit einem Markerprotein erfolgen konnte, musste unmit-
telbar vor der Farbung AlexaFluor 488 markiertes Transferrin in die Zelle gebracht

werden. Dieses reichert sich nach Herstellerangaben spezifisch im ERC an.

Das markierte Transferrin wurde 30 min vor der Farbung in Sigma H20 verdunnt
auf ¢ =5 mg/ml. 5 pl verdinntes Transferrin wurden in 1 ml DMEM + Glutamax
gegeben und 500 ul dieser Losung je well transfizierter Zellen hinzugefligt. Nach
30-minltiger Inkubation wurde einmalig mit kaltem PBS gewaschen, danach konn-

te die Farbung erfolgen.

Die Deckglaschen wurden abschlieRend aus den wells entnommen und umge-
dreht mit Prolong Gold antifade auf Objekttragern eingedeckelt. Nach einer Trock-

nungszeit von etwa 1 h wurden die Deckglaschen mit Klarlack fixiert.

Die Bilder wurden mit dem konfokalen LSM 710 Mikroskop von Zeiss aufgenom-

men und bearbeitet (ZENblue und ImagelJ).

10x PBS

8,1mM Na?HPO,
1,6mM KH2PO4
150mM NaCl
2,7mM KCL pH 7,4

2.4.2. Aktivitatsfarbung
Um die APEX2 zu aktivieren, wurden zu den transfizierten Zellen 0,5 ml 500 uM
BP in Hela-Medium gegeben und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die APEX2 wurde
mit 5 yl 100 mM H20: aktiviert. Die Reaktion wurde nach 1 min gestoppt durch
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Mediumabnahme und 4-maligem Waschen mit Quencherndsung. Sie diente dazu,

die durch die APEX2 generierten Radikale abzupuffern.

Die anschlieRende immunzytochemische Farbung erfolgte wie im Abschnitt 2.4.1
beschrieben, wobei anstelle des Sekundarantikorpers Streptavidin AF546 in einer

Konzentration von 10 pg/ml verwendet wurde (Auswertung s.o.).

Quencher Lésung
5 mM Trolox in DMSO
10 mM Natriumazid in Millipore H2O

10 mM Natriumascorbat in Millipore H,O
DPBS

2.5. Biochemische Methoden

2.5.1. Aufreinigung biotinylierter Proteine
Die Aufreinigung biotinylierter Proteine wurde nach einem Protokoll von Hung et al
durchgefuhrt (Hung et al. 2016). Dabei biotinyliert eine eingeschleuste Peroxidase
die unmittelbar umliegenden Proteine, welche im Nachhinein durch Streptavidin-
beschichtete beads aufgereinigt werden kénnen. Die Peroxidase reichert sich
durch Kopplung an Markerproteine in einem Kompartiment an und somit werden
hauptsachlich Proteine des gewunschten Kompartiments biotinyliert und anschlie-

Rend aufgereinigt.

Die HelLa-Zellen wurden mit den oben genannten Fusionskonstrukten transfiziert.
Einen Tag nach Transfektion der Zellen wurde das Medium abgenommen und
durch 2 ml/well Biotinphenol (500 uM) in HeLa-Medium ersetzt. Es wurde fur 30
min bei 37 °C inkubiert und anschliel3end die APEX2 mit 20 pl 100 mM H20:2 akti-
viert. Nach 1 min wurde die Reaktion durch Entfernen des Mediums und 4-
maligem Waschen in Quencherdsung beendet. Die Zellen wurden im nachsten
Schritt mit einem Zellschaber vom Boden gelost und 10 min bei 4000 rpom und
4 °C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 350 pl RIPA Puffer mit 1 x Protease-
Inhibitor und 1 mM PMSF resuspendiert und 2 min auf Eis inkubiert.

Um das Lysat von den restlichen Zellbestandteilen zu trennen, erfolgte eine weite-
re Zentrifugation fur 10 min bei 5000 rpom und 4 °C. Die Proteinkonzentration der
Lysat-Fraktion wurde anschlielend mittels Pierce 660 nm assay von Fischer be-

stimmt. Es wurden nach der Konzentrationsbestimmung 400 ul Lysat auf eine
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Konzentration von ¢=0,75 pg/pl mit RIPA verdunnt und mit 100 pl Streptavidin-
beschichteten beads gemischt. Nach Uber Nacht Inkubation der beads-Protein-
Ansatze bei 4 °C auf dem Rad wurden die beads mittels Magnetstander in der L6-
sung separiert und der so gewonnene Uberstand abgenommen und als Ungebun-
den-Fraktion gelagert. Die beads wurden 4-mal mit jeweils 1 ml RIPA Puffer ge-
waschen. Die Elution erfolgte in 100 pl 3 x Lammli mit 2 mM Biotin und 20 mM
DTT fur 10 min bei 37 °C bzw. 60 °C. Es wurden jeweils 15 pl Lysat bzw. Unge-
bunden- Fraktion mit 4 pl Lammli und 1 pl DTT far 10 min bei 60 bzw. 37 °C dena-

turiert und eluiert.

RIPA-Puffer

50mM Tris

150mM NaCl

0,1% SDS

0,5% sodium deoxycholate
1% Triton X-100

Mit HCI auf einen pH von 7,5 eingestellt
5x Laemmli-Puffer

312,5 mM Tris/HCL pH 6,8
1,9M Glycin

1%SDS

500mM DTT

0,05% Bromphenolblau

2.5.2. SDS-Page und Western- Blot
Fur die SDS-Page und den Western Blot wurden zunachst Gele mit einem

10 %igen Acrylamid-Gehalt hergestellt, mit jeweils 1 mm Dicke und 15 Taschen.

Von jeder Probe wurden 10 pl auf das Gel aufgetragen und ein ProteingroRen-
marker (Dual color/ All blue) verwendet. Die Laufzeit des SDS Gels betrug 10 min
bei 80 V und 1:30 h bei 100 V. Der Transfer auf die PVDF-Membran erfolgte in der
BioRad-Kammer bei 100V fir 100 min in Transferpuffer. Danach wurden die
Membranen zur Blockade freier Bindungsstellen entweder 1 h mit 5 % Milch in
TBS-T oder mit 3 % BSA in TBS-T bei RT geschwenkt. Der Primarantikorper wur-
de 1:1000 in der entsprechenden Blocklésung verdinnt und tUber Nacht bei 4 °C
inkubiert.
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Bis zur abschlieRenden Entwicklung der Blots wurden diese 4 x 15 min mit TBS-T
gewaschen und vor einer letzten Wiederholung der Waschschritte mit Sekun-
darantikdrper (1:10000) fur 1 h inkubiert. Der Sekundarantikdrper war mit der HRP
gekoppelt und die durch das Substrat Luminol vermittelte Chemolumineszenz-

Reaktion machte die entsprechenden Banden sichtbar.

FUr die Entwicklung wurden die Luminol-Lésungen 1:1 gemischt und kurz vor der

Belichtung auf die Membranen gegeben.

Die Entwicklung der Membranen erfolgte mittels Fusion FX Vilber Lourmat. Die

nachfolgende Bearbeitung wurde mit ImageJ vorgenommen.

Trenngel:
30 % Acrylamid

4 x Trenngelpuffer (1,5mM TrisBase pH 8,8, 0,4% SDS)
TEMED

10 % APS

H.O

Sammelgel:
30 % Acrylamid

4 x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI pH 6,8, 0,4 % SDS)
TEMED

10 %APS

H20

10x SDS Laufpuffer
250 mM Trisbase
1,9 M Glycin

1% SDS

10x Transferpuffer
25 mM TrisBase

192 mM Gilycin

bei Verdinnung 20 % vergalltes Ethanol hinzugeben

10x TBS-T
Trizmabase 24,2 g/l
NaCL 80 g/I
pH 7,6 mit rauchender HCI einstellen
10 g Tween
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2.6. RNA Isolation und cDNA Synthese

2.6.1. Praparation der Ganglienzellen
Die Ganglienzellen wurden bereits prapariert von Katharina Scherschel aus Ham-

burg und auf Trockeneis geliefert (siehe Tabelle 9).

2.6.2. RNA Praparation
Die gesamte RNA wurde mittels RNeasy Micro Kit von QIAgen isoliert. Daflir wur-
de der Lyse-Puffer aus 2 ml RLT-Puffer mit 20 pl 2 M DTT und 0,5 % DX ange-
setzt. Das Gewebe wurde mit Lyse-Puffer versetzt (Volumen siehe Tabelle 9) und
im gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) mit dem Programm M RNA 01.01
homogenisiert. Nach kurzer Abzentrifugation der Probe wurde das Homogenisat in
den QlAshredder tUberfihrt und 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Alle nachfol-
genden Schritte zur Isolation erfolgten nach RNeasy Micro Kit Protokoll von Qi-

agen.

Die gesamt-RNA wurde in 2 x 14 yl RNAse-freiem H20 eluiert. Danach erfolgte
eine Konzentrationsbestimmung am NanoDrop. Die mRNA wurde entweder bei -

80 °C gelagert oder sofort in cDNA umgeschrieben.

2.6.3. cDNA Synthese
Die cDNA-Synthese erfolgte mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qi-

agen, wobei pro Reaktion 500 ng gesamt-RNA umgeschrieben worden sind.

Wurde fur die gPCR ein externer Standard zur Normierung bendtigt, wurde zu je-
der Reaktion 150 pg E. coli AraB RNA hinzugefugt. Dafur wurde dementspre-
chend weniger RNase freies H20 verwendet. Im ersten Schritt der cONA Synthese
wurde genomische DNA eliminiert. Dazu setzte sich der Reaktionsansatz wie folgt
zusammen:

2yl gDNA Wipeout Buffer

500 ng RNA
RNase freies H20, um auf 11 pl Gesamtvolumen zu kommen
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Dieser wurde fiir 2 min bei 42 °C inkubiert und sofort wieder auf Eis Uberfuhrt. Es

folgte die eigentliche cDNA-Synthese mit folgendem Ansatz:

11 pl Gesamtvolumen aus Schritt |
1yl RT Primer Mix
4 yl Quantiscript RT Buffer (5x)
1yl Quantiscript Reverse Transcriptase
3 yl _externe AraB RNA (50 pg/ul)

Dieser Ansatz wurde fur 1 h bei 42 °C inkubiert und dann flr 3 min bei 95 °C deak-
tiviert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels NanoDrop und die cDNA

wurde bei -20 °C gelagert.

2.6.4. Quantitative real time PCR (qPCR)
Die gPCR wurde mittels dem StepOne real-time PCR System durchgeflhrt. Die
Quantifizierung basierte auf der SYBR green Fluoreszenz nach jedem Zyklus. Es
wurden je Zielgen Triplets mit einem Volumen von 10 ul angefertigt und pro Ziel-
gen wurde ein gPCR Mastermix angesetzt, wobei hier der Ansatz mit n =1 be-

schrieben ist.

3,8 ul H20

5,0 ul SYBR Green PCR Mastermix (2x)
0,1 pl Primer 1 (1:10 verdunnt = 10 yM)

0,1 ul Primer 2 (1:10 verdinnt = 10°uM)
9 ul Gesamtvolumen qPCR Mastermix

Es wurde 1 uyl cDNA (c= 200 ng/pl) in jedes well einer Micro Amp 96-well Platte
pipettiert und dann 9 pl Mastermix hinzugegeben und anschlieend wurde die 96-
well-Platte 3 min bei 1000 rpom abzentrifugiert. Die gPCR wurde mit folgenden Pa-
rametern durchgefuhrt: 10 min bei 95 °C, danach 40 Zyklen mit 15s 95 °C, 30 s
55 °C und 60 s bei 60 °C. Im Anschluss daran wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt, um die Amplifikation eines einzelnen PCR Produktes zu Uberprifen.
Zur Bestimmung der Primereffizienzen wurden Standardkurven, mit einer Verdin-
nungsreihe der cDNA von 1:2 bis 1:128, erstellt.

Die Bestimmung der Ct-Werte und die Auswertung der Schmelzkurvenanalyse
erfolgte mittels der StepOne Software, die weitere relative Quantifizierung erfolgte

mittels Microsoft Excel.
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Die relativen Expressionslevel der Gene wurden auf den Ct-Wert des externen
AraB Standards (% von AraB) normiert, wobei die Primereffizienzen bei der Ana-
lyse mit einbezogen worden sind.

Die Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Entwicklung der APEX2-Fusionskonstrukute zur intra-
kompartimentaren Biotinylierung und Aufreinigung des dort

lokalisierten Proteoms
Es wurde ein Verfahren etabliert, das eine Kompartiment-spezifische Biotinylie-
rung mit anschlieRender Aufreinigung und Proteomanalyse von lonenkanalen und
Interaktionspartnern erlaubt (Hung et al. 2016). Dazu wurde eine kunstlich kon-
struierte Peroxidase (APEX2) durch Fusion mit spezifischen Signalsequenzen in
einzelne Kompartimente geschleust und lokal aktiviert. Danach fand entweder ei-
ne immunzytochemische Farbung oder eine Aufreinigung mittels Streptavidin-
beschichteten beads statt. Diese reinigen selektiv biotinylierte Proteine auf, ahn-

lich einer Immunprazipitation.

3.1.1.  Klonierungen
Die APEX-Fusionskonstrukte wurden kloniert, die mit hoher Spezifitat in das ER,
den Golgi-Komplex, das ERC oder die Zellmembran transportiert werden (siehe
Tabelle 16). Die Verifizierung der erfolgreichen Klonierung auf DNA-Ebene erfolg-
te mittels Restriktionsverdau und Agarosegelelektrophorese. Des Weiteren wurde
die aufgereinigte DNA per Sequenzierung uUberpruft. Mittels der Agarosegelelekt-
rophorese konnte eine richtige Anzahl, sowie passende GroRRe der Stlcke gezeigt

werden, siehe Abb. 3.
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Unverdautes Material
4500 bp

3997 bp 3985 bp

800 bp 863 bp 978 bp

919 bp

Rab11-APEX2-V5-Fusion p450C1-APEX2-V5-Fusion Fyn-V5-APEX2-Fusion Galactosyltransferase-V5-
Calreticulin-APEX2-V5-Fusion APEX2-Fusion

Abb. 3: Erfolgreiche Klonierung der APEX2-Fusionsproteine

Agarose-Gelelektrophorese in 1%igem Agarosegel der Klonierungsprodukte nach Restriktionsver-
dau. Zu sehen sind sowohl die jeweils erwartete Anzahl der Fragmente als auch die entsprechende
Fragmentgrole, die rechts neben den Teilabbildungen dargestellt ist. (bp=Basenpaare)

3.1.2. Lokalisation der APEX2-Fusionsproteine in der Immunzyto-
chemie

Im ersten Schritt sollte nun untersucht werden, ob die Fusionsproteine in das rich-
tige subzellulare Kompartiment sortiert werden. Durch die immunzytochemischen
Farbung in Hela-Zellen wurde dies analysiert. Dabei wurden die APEX2-
Fusionsproteine mittels V5-Markierung und Anti-V5-Antikorper in Rot (Cy3) mar-
kiert und Markerproteine fur die einzelnen subzellularen Kompartimente in Grun
durch GFP-Markierung oder durch immunzytochemische Kofarbung mit AlexFluor
488. Eine Ubersicht Uber die Markerproteine findet sich in Tabelle 20. Die Uberla-

gerung der beiden Aufnahmen zeigt eine Kolokalisation der Farbungen (Abb. 4).
Tabelle 20: Auflistung der Markerproteine

APEX2-Fusionsprotein Kompartiment Markerprotein
Galtase-V5-APEX2 Golgi-Apparat GM 130
Calreticulin-V5-APEX2 ER Calnexin
Rab11-V5-APEX2 ERC Ehd1 /Rme1
Fyn-V5-APEX2 Zellmembran Kv4.2
V5-APEX2-Fyn Zellmembran Kv4.2

Fusionsproteine fur den Golgi-Apparat (Galactosyl-Transferase-V5-APEX2), das
ER (Calreticulin-V5-APEX2-KDEL bzw. p450-V5-APEX2-KDEL) und die Zell-
membran (Fyn-V5-KDEL) zeigen eine Kolokalisation in der Farbung und somit

kann von einer kompartimentspezifischen Lokalisation der erstellten Konstrukte
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ausgegangen werden. Das Fusionsprotein V5-APEX2-Fyn lie3 sich in der im-

munzytochemischen Farbung kaum darstellen und wird daher nicht abgebildet.

Markerprotein-

Anti V5-Cy3 GFP/AF 488

Zellkernfarbung  Uberlagerung

Galactosyltransferase-
V5-APEX2

Calreticulin-V5-APEX2-
KDEL

p450-V5-APEX2-KDEL

Rab11-V5-APEX2

Fyn-V5-APEX2

"
-

Abb. 4: Subzelluldre Verteilung der APEX2-Fusionsproteine in Relation zu Markerproteinen
Reprasentative konfokale Z-Stacks der indizierten immunzytochemischen Farbungen der verschie-
denen APEX2-Fusionsproteine in HelLa Zellen transduziert mit verschiedenen Markerproteinen.
HelLa-Zellen wurden mit APEX2-Fusionskonstrukten und Markerproteinen transduziert und an-
schlielend immunogefarbt. Die Proben transduziert mit Rab11-V5-APEX2 wurden mit Transferrin
AF488 zur ERC-Darstellung behandelt.

Die APEX2-Fusionsproteine werden jeweils mit V5-Antikérper und Cy3 in Rot dargestellt. Die ent-
sprechenden Markerproteine in Grin, entweder durch GFP-Fusion oder durch AF488. In Blau ist
der Zellkern dargestellt. Die typische Morphologie der Zellorganellen und die Uberlagerung mit den
Markerproteinen zeigt eine kompartimentspezifische Lokalisation.

Das Rab11-Konstrukt zeigt eine Ubereinstimmung mit dem Transferrin AF488,
allerdings ist diese nicht spezifisch fur das ERC (Abb. 4). Um das ERC fur die Far-
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bung besser darzustellen, wurde es in einem weiteren Versuch zuvor mit HCN-
Kanalen befullt. Dies erfolgte durch eine Kotransfektion von humanem HCN4-
Kanal und cDNA der Fusionskonstrukte. Auch nach Befullen der Vesikel des ERC
mit HCN4 zeigt sich eine unspezifische Verteilung des Rab11-Fusionsproteins
(Abb. 5).

Rab11-V5-APEX2 mit HCN4 befullt

Anti V5 Cy3 Transferrin NucBlue Merge
AF 488

Rab11-V5-APEX2 ohne HCN4-Beflllung

Abb. 5: Rab11-V5-APEX2-Fusionsprotein in Relation zu AF488-markiertem Transferrin
Konfokale Z-Stacks von HelLa Zellen mit und ohne Kotransfektion mit humanem HCN4-Kanal.
Rab11-V5-APEX2-Protein wurde mit V5-Tag in Rot dargestellt und in Relation zu Transferrin
AF488 in Grin gesetzt. In der oberen Zeile diente die Kotransfektion mit humanem HCN4-Kanal
der Beflillung des ERC und dadurch sollte dieses deutlicher abgrenzbar sein. Die untere Zeile zeigt
zum Vergleich eine HelLa-Zelle ohne HCN4-Kotransfektion. Trotz gut ausgebildetem ERC, wie das
Transferrin zeigt, gibt es keine eindeutige Uberlagerung mit dem Rab11-V5-APEX2.

3.1.3. Charakterisierung der APEX2-Biotinylierung durch im-
munzytochemische Farbung

Nach erfolgreicher Klonierung, sowie kompartimentspezifischer Darstellung der

Fusionsproteine erfolgte die Darstellung der BP- und H202-abhangigen Biotinylie-

rung der APEX2-Fusionsproteine in der Immunzytochemie. Dafur wurden die Zel-

len wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben prapariert und jeweils zwei Negativkontrollen,

mit Auslass von H202 bzw. BP angefertigt (
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Abb. 6). In den Negativkontrollen gibt es aufgrund von fehlendem Substrat bzw.
fehlender Peroxidase keine Bildung von biotinylierten Proteinen und daher auch
keine Darstellung von Proteinen. In Grin ist das jeweilige APEX2-Fusionsprotein
abgebildet, in Blau der Zellkern. Die Zellen transduziert mit Galactosyltransferase-
V5-APEX2, Calreticulin-V5-APEX2-KDEL und p450-V5-APEX2-KDEL zeigen eine
Uberlagerung der APEX2-Fusionsproteine mit den biotinylierten Proteinen. Bei
dem Fyn-V5-APEX2-Fusionsprotein finden sich biotinylierte Proteine im gesamten
Intrazellularraum verteilt. Die Rab11-V5-APEX2- transduzierten Proteine sind in-
homogen in den drei Versuchsreihen exprimiert und die Verteilung der biotinylier-

ten Proteine erstreckt sich weitestgehend Uber den gesamten Intrazellularraum.
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Abb. 6: Konfokale Darstellung der APEX2-abhéangigen Biotinylierung in HeLa-Zellen

HelLa-Zellen wurden mit APEX2-Fusionskonstrukten transduziert und lebend nach in Kapitel 2.4.1
beschriebenen Protokoll behandelt. Parallel dazu wurden Negativkontrollen, die BP bzw H202 aus-
lieBen, durchgeflhrt. Nach Fixierung wurden die Zellen mit Streptavidin AlexaFluor 546, um die
biotinylierten Proteine in Rot darzustellen und mit Anti-V5-Antikérper und Alexa Fluor 488, um die
APEX2-Fusionsproteine in grin darzustellen, gefarbt. Der Zellkern ist in Blau gezeigt. Die jeweilig
obere Bilderzeile zeigt, dass die APEX2 nur in Anwesenheit von BP und H20:2 biotinyliert, da nur
dort biotinylierte Proteine nachgewiesen werden. In den Abbildungen fir die Galactosyltransferase-
V5-APEX2, Calreticulin-V5-APEX2, p450-V5-APEX2 sowie Fyn-V5-APEX2 zeigt sich zudem eine
Anreicherung der Fusionsproteine in typischer Kompartimentmorphologie, welche bei den Ubrigen
Fusionsproteinen nicht gegeben ist.

3.1.4. Biochemischer Nachweis der Biotinylierungsreaktion
In Erganzung zur Immunzytochemie konnten die APEX2-Fusionsproteine und die

H202- und BP-abhangige Biotinylierung auch im Western Blot gezeigt werden.

Mittels V5-Tags konnte eine homogene APEX2-Expression in den Proben gezeigt
werden (Abb. 7).

Transfektion

BP + o+ + + o+ + + o+ + - + o+ + + o+ +
H.0 + + + + + 4+ + + + + o+
22 + + o+ -+ + -+ 4+ -+ + - v+
50 Anti V5-Antikdrper 1:2000
37 Galtase-Konstrukt: 35,36 kDa
. ' Calreticulin-Konstrukt: 30,08 kDa
“- — e — rp— p450C1-Konstrukt: 31,3 kDa
- — 25 Fyn-Konstrukte: 30 kDa
. — |-

Galtase APEX2  P450 APEX2 Calreticulin APEX2 Fyn-V5-APEX2 APEX2-V5-Fyn
Konstrukt Konstrukt Konstrukt Konstrukt Konstrukt

Abb. 7: Homogene Expression der Fusionsproteine

Dargestellt ist ein Immunoblot mit Nachweis der indizierten Proteine in Lysaten von HelLa-Zellen,
transduziert mit den jeweiligen APEX2-Fusionskonstrukten. Die Zellen wurden prapariert wie in
Kapitel 2.5.1 beschrieben, die Zelllysate per SDS aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen und durch Inkubation mit Anti-V5-Antikdrper die APEX2-Fusionsproteine dargestellt.
Der Legende an der rechten Seite kdnnen die erwarteten GréRen enthommen werden. Es zeigt
sich eine homogene Expression der APEX2-Fusionsproteine.

Die Positivkontrolle, wo neben der Transfektion auch BP und H202 vorhanden war,
zeigt bei allen Fusionsproteinen viele Banden. Dies deutet auf eine Biotinylierung
von allen Proteinen im spezifischen Kompartiment hin. Die Banden in den Nega-
tivkontrollen bei 72, 75 und 150 kDa entsprechen endogen biotinylierten Protei-

nen. Abb. 8 zeigt den biochemischen Nachweis der APEX2 im Westernblot.
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Abb. 8: Darstellung der APEX2-abhangigen Biotinylierung mittels SDS und Streptavidin-
blotting

Zellen wurden wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben behandelt und mittels SDS in einem 10% igen Gel
aufgetrennt. Durch anschlieendes Blotting und Inkubation mit Streptavidin-HRP konnten die bioti-
nylierten Proteine sichtbar gemacht werden. Die erste Spur zeigt eine Spannbreite an biotinylierten
Proteinen aus Zellen, die mit BP und H202 behandelt wurden, in den Spuren 2-4 des jeweiligen
APEX2-Fusionsproteins sind die Negativkontrollen, bei denen entweder BP, H202 oder die Trans-
fektion ausgelassen wurde dargestellt. Die Banden der Hohe 72, 75 und 150 kDa in den Negativ-
kontrollen entsprechen endogen biotinylierten Proteinen.

3.1.5. Kompartimentspezifische Lokalisation im Western Blot
Die oben beschriebenen Experimente zeigten auf immunzytochemischer Ebene
eine kompartimentspezifische Biotinylierung sowie auf proteinchemischer Ebene
eine homogene Expression der APEX2-Fusionsproteine und deren H202- und BP-
abhangige Aktivierung. Die Analyse der Kompartimente soll nach der Biotinylie-
rung mit nachfolgender Aufreinigung durch Streptavidin-beschichtete beads erfol-
gen. Vor erfolgreichem Abschluss der Etablierung sollte ein Nachweis erbracht
werden, dass nur das Kompartiment von Interesse eluiert wird und keine Verun-

reinigung durch andere Zellorganellen erfolgt ist.
Dieser Nachweis erfolgte mit drei unterschiedlichen Methoden (s. Kap. 3.1.5.1 ff)

3.1.5.1. Identifizierung subzelluldrer Kompartimente mit Hilfe von en-

dogenen Markerproteinen
Die Zellen wurden zunachst wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben behandelt und prazi-
pitiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS und nach Ubertragung
auf eine Nitrocellulosemembran mittels Westernblot konnten diese durch Antikor-
perbindung und darauffolgender Lumineszenzreaktion dargestellt werden. Dabei

wurden fur jedes Fusionsprotein das Lysat, in der das endogene Markerprotein flr
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das Kompartiment enthalten sein soll, ein Uberstand, in der das endogene
Markerprotein nicht vorhanden sein sollte sowie ein Eluat in dem das Markerpro-
tein angereichert sein sollte, aufgetragen. In den Spuren der anderen Fusionspro-
teine sollte dieses Markerprotein dann nur in Lysat und Uberstand detektierbar

sein. Die endogenen Markerproteine finden sich in Tabelle 20.

Das Galtase-V5-APEX2-Fusionsprotein, das Golgi-spezifisch sein sollte, wurde
mittels Biotinylierung und Streptavidin beads aufgereinigt und in den entsprechen-
den Western Blots neben den spezifischen Antikérpern auch mit Antikbrpern ge-
gen Ehd1, und Calnexin inkubiert. Ehd1 findet sich vorwiegend im ERC und Cal-
nexin im ER. Der Nachweis der kompartimentspezifischen Aufreinigung konnte
nicht erbracht werden, denn wie in Abb. 9 zu erkennen ist, kann das entsprechen-
de Markerprotein nur jeweils im Lysat und der Uberstandsfraktion nachgewiesen

werden, jedoch nicht im Eluat. Das gleiche gilt auch fir die Negativkontrollen.

Galtase-V5-APEX2 Fusion

Lysat Uberstand Eluat

BP + + - + + + - + + + -
H,0; + - + + + - + + + - + +
Transfektion + -

+

250

Anti GM130

150

100
75

75

Anti Ehd1

50

37

250

Anti Calnexin
100

75

Abb. 9: Mangelnde Detektion der indizierten Kompartiment-Markerproteine in Galacto-
syltransferase-V5-APEX2 transfizierten Zellen nach Aufreinigung mittels Streptavidin-
beschichteten beads.

Reprasentative Western Blots der Aufreinigung von Galtase-V5-APEX2-transfizierten Zellen, den
entsprechenden Negativkontrollen und Fraktionen. Nach Transfektion und Aufreinigung erfolgte die
Auftrennung der Proteine durch 10% iges SDS-Gel und Blotting. Inkubiert wurden die Blots mit drei
verschiedenen Antikdrpern, die jeweils ein Markerprotein von Golgi-Apparat, ER und ERC detektie-
ren. Die Lysate zeigen eine homogene Expression des Golgi-Markers GM130 (130 kDa), des ERC-
Markers Ehd1 (60 kDa) und des ER-Markers Calnexin (98 kDa) in den Lysaten. In den Uberstén-
den sind alle Markerproteine nachweisbar mit geringer Abnahme in den Positivkontrollen und kei-
ner Expressionsveranderung in den Uberstanden. In den Eluaten lasst sich keines der endogenen
Markerproteine nachweisen.

47



3.1.5.2. Ausschluss einer Epitopverédnderung durch die Biotinylierung
Es konnten keine endogenen Markerproteine in den Eluaten der Aufreinigung de-
tektiert werden. Um auszuschliel3en, dass die zuvor erfolgende Biotinylierung die
Konformation des Antikorper-Epitops verandert und somit die Antikdrper fur die
Aufreinigung nicht mehr binden konnen, wurden folgende Experimente ange-
schlossen: Die cDNA des AMPA-Rezeptors mit den cDNAs der Fusionskonstrukte
wurde kotransfiziert und der Versuch wie in 2.5.1 durchgeflhrt. Zwei verschiedene
Antikorper wurden verwendet, einen, der die extrazellulare Sequenz des Rezep-
tors detektiert, der andere der die intrazellulare Sequenz detektiert. Die extrazellu-
lare Sequenz liegt wahrend der Prozessierung intrakompartimentar. Da der Re-
zeptor sowohl eine zytoplasmatische als auch eine intrakompartimentare Kompo-
nente hat, kann er von beiden Seiten aus detektiert werden. Sollte die intrakom-
partimentare Bindungsstelle durch die Biotinylierungsreaktion eine Konformations-
anderung des Epitops durchlaufen haben, kann dieser Antikérper nicht binden.
Der Antikorper der zytoplasmatischen Seite sollte allerdings weiterhin nachweisbar
sein. In der Negativkontrolle sind HeLa-Zellen mit dem GluA1 transfiziert und es
erfolgte eine Kotransfektionen von GluA1 mit den Fusionsproteinen fur Golgi, ER
und ERC (Abb. 10). Die Rezeptorexpression in den Lysaten ist nicht homogen. In
den Uberstanden der Negativkontrolle und der Kotransfektion mit dem Rab11-V5-
APEX2-Fusionsprotein konnte der Rezeptor nachgewiesen werden, in den ande-
ren Uberstanden nicht. Diese wurden, wie die Eluatsfraktion von Calreticulin-V5-
APEX2-KDEL und Galactosyltransferase-V5-APEX2 zeigen, aufgereinigt. Die Ne-
gativkontrolle zeigt keine Spuren einer Aufreinigung und das ERC-Fusionsprotein
hat nur eine schwache Bande. Unterschiede der beiden Antikdrper sind bis auf die

Starke der Banden nicht zu erkennen.
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Abb. 10: Darstellung der Aufreinigung des AMPA-Rezeptors durch APEX2-Fusionsproteine
mit Nachweis von intra- und extrazellularem Anteil des GluA1-Rezeptors

Es erfolgte eine Kotransduktion des GluA1-Rezeptors mit den jeweiligen APEX2-Fusionsproteinen
und anschlielender Aufreinigung nach oben beschriebenem Protokoll. Die Auftrennung erfolgte in
10% igem SDS-Gel und die Darstellung mittels Western Blot und Inkubation der GluA1-Antikérper
fr extrazellulare und zytoplasmatische Doméane. Die Expression des GluA1-Rezeptors (100 kDa)
schwankt, wie die Lysatspuren zeigen. Uberstand und Eluat zeigen eine Aufreinigung des GIuA1-
Rezeptors aus Golgi-Apparat und ER, da in den entsprechenden Spuren der Rezeptor im Uber-
stand ab- und im Eluat angereichert ist. Die Negativkontrolle ohne APEX2-Fusionsprotein zeigt
keine Aufreinigung.

Es zeigen sich weiterhin nur marginale Unterschiede in der Auswertung der Antikdrper. Sowohl der
GluA1-Antikérper gegen die extrazellulare Domane als auch der Antikérper gegen die zytoplasma-
tische Domane detektieren den Rezeptor.

Es wurde weiterhin Uberpruft, ob die Epitope, die von den Antikdrpern detektiert
werden, die Aminosauren Tyrosin, Tryptophan, Cystein und Histidin enthalten.
Diese werden durch die APEX2 biotinyliert. Im Epitop des Anti-GM130- Antikorper
befindet sich ein Tryptophan, im Epitop des Anti-Ehd1- Antikérper dagegen keine
dieser ,kritischen® Aminosauren. Diese Informationen wurden in dieser Form von
der Firma abcam zur Verfugung gestellt, die genauen Sequenzen der Epitope

wurden aus urheberrechtlichen Grinden nicht Ubermittelt.

3.1.5.3. Nachweis exogener Markerproteine: transduzierte lonenka-
nalmutationen mit Retention in ER, ERC, Golgi und an der Zell-

membran
Als weitere Option zum Nachweis der kompartimentspezifischen Aufreinigung
wurden mutierte lonenkanale, die in ER, ERC, Golgi oder an der Zellmembran

retiniert werden, mit den APEX2-Fusionskonstrukten kotransfiziert. Dadurch erwei-
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tert sich das Spektrum der Markerproteine von den endogenen auf transduzierte
Proteine. Mittels Literaturrecherche wurden lonenkanal, die in gewissen Kompar-

timenten retinieren ausgewahlt (Tabelle 21).

Tabelle 21: lonenkanéle mit Mutationen, die im jeweiligen Kompartiment retinieren

lonenkanal | Lokalisation Quelle Antikorper

Kv4.2 Plasmamembran | (Moise et al. 2010) Anti GFP

CD4KKXX | ER (Shikano und Li 2003) Anti CD4

Kir 2.1 (Stockklausner et al. 2001;

E377/379A ER Stockklausner und Klocker Anti GFP
2003)

Kir 2.1 A 1- (Stockklausner et al. 2001;

76 ' Golgi Stockklausner und Klocker Anti GFP
2003)

Golgi-Konstrukt

Zum Nachweis der Kompartimentspezifitat der Galactosyltransferase-V5-APEX2,
wurde die cDNA einer Deletionsmutante des Kir 2.1. Kanals kotransfiziert. Diese
reichert sich im Golgi-Apparat an (siehe Tab., (Stockklausner et al. 2001; Stock-
klausner und Klocker 2003)). Bei Kotransfektionen mit den APEX2-
Fusionsproteinen sollte sich die Ki-Deletionsmutante daher nur im Eluat der Golgi-

spezifischen Galactosyltransferase-V5-APEX2 finden.

Der Ki-Kanal in allen Kotransfektionen wurde gleich exprimiert. Die Uberstands-
fraktion weist in etwa die gleiche Menge Protein bei jedem Fusionsprotein nach, in
den Eluaten ist der Kanal nicht aufgereinigt worden. Dies lasst auf eine mangelnde
Aufreinigung des lonenkanals schliefen und weist keine Kompartimentspezifitat
der Golgi-spezifischen Galactosyltransferase-V5-APEX2 nach. (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Detektion der Kj-Deletionsmutante im Western Blot nach Aufreinigung mit APEX2-
Fusionsproteinen

HelLa-Zellen wurden kotransfiziert mit Kir 2.1 A1-76 und APEX2-Fusionskonstrukten. Anschlielend
erfolgte die Aufreinigung, Auftrennung und Darstellung mittels Western Blot wie in Kapitel 2.5.1 und
2.5.2 beschrieben. Zum Nachweis der GFP-markierten Kir-Deletionsmutante wurde der Anti-GFP-
Antikdrper verwendet. Die Expression der Ki-Kanal-Deletionsmutante (70 kDa) ist in allen vier
Zellpopulationen gleichmaRig mit den APEX2-Fusionsproteinen exprimiert wie die Spuren der Ly-
sate erkennen lassen. In der ERC-Fraktion ist die Expression erhoht. Die Uberstande weisen in
gleicher Menge den mutierten lonenkanal nach, wohingegen in den Eluaten nur Spuren des lonen-
kanals in der Fraktion der Golgi-spezifischen Galactosyltransferase-V5-APEX2 und der ER-
spezifischen Calreticulin-V5-APEX2-KDEL nachzuweisen sind.

ER-Konstrukt

Als Markerprotein fur das ER wurde sowohl CD4-KKXX als auch eine ER-
Retentionsmutante des Kir 2.1 Kanals (Kir 2.1 E377/379A) verwendet. Es wurde
analog zum Experiment der Golgi-Fusionsproteine vorgegangen. Bei der Verwen-
dung des CD4-Antikorpers zeigten sich neben der spezifischen Bande bei 51 kDa,
weitere unspezifische Banden, daher wurde von weiteren Versuchen mit diesem
Antikdrper abgesehen. In der Zellpopulation mit dem ER-spezifischen APEX2-
Fusionsprotein Calreticulin-V5-APEX2-KDEL findet sich kein Kanal im Lysat, was

auf einen Auftragungsfehler schlielen lasst. Die Uberstéande weisen die gesamte
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Rezeptormenge aus dem Lysat auf, das Eluat keine CD4KKXX-Spuren, dies ist
vereinbar mit einer fehlenden Aufreinigung der Rezeptoren durch die APEX2-

Fusionsproteine.
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Abb. 12: Detektion des CD4KKXX-Rezeptors im Western Blot nach Aufreinigung mit APEX2-
Fusionsproteinen

HelLa-Zellen wurden kotransfiziert mit CD4KKXX und APEX2-Fusionskonstrukten. Anschlieend
erfolgte die Aufreinigung, Auftrennung und Darstellung mittels Western Blot wie in Kapitel 2.5.1 und
2.5.2 beschrieben. Zum Nachweis wurde der Anti-CD4-Antikdrper verwendet (51 kDa). Neben den
spezifischen Banden in Lysat und Uberstanden zeigen sich weitere unspezifische Banden, die
auch im Antikérper-Test auftauchen (Daten nicht gezeigt), weswegen von einer weiteren Nutzung
mit diesem Antikérper abgesehen wurde. Die fehlenden Banden in der Lysatspur der Calreticulin-
V5-APEX2-KDEL lassen sich auf einen Auftragungsfehler zurtckflihren. Die Ubrigen Lysatspuren
zeigen eine homogene Expression des Rezeptors, die sich in gleicher Intensitat auch in den Uber-
standen zeigt.
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Abb. 13: Detektion der Ki-Punktmutante im Western Blot nach Aufreinigung mit APEX2-
Fusionsproteinen

HelLa-Zellen wurden kotransfiziert mit Kir 2.1 E377/379A und APEX2-Fusionskonstrukten. An-
schlielend erfolgte die Aufreinigung, Auftrennung und Darstellung mittels Western Blot wie in Kapi-
tel 2.5.1 und 2.5.2 beschrieben. Zum Nachweis der GFP-markierten Ki-Punktmutante wurde der
Anti-GFP-Antikorper verwendet (70 kDa).

Die Spuren der Lysate zeigen eine ungleiche Expression des Kanals. Die Uberstande weisen keine
merkliche Abreicherung des Kanals auf. In den Eluaten Iasst sich der Kir 2.1 E377/379A Kanal in
der ER-spezifischen Calreticulin-V5-APEX2-KDEL Spur nachweisen sowie an der Membran repra-
sentiert durch die Fyn-V5-APEX2.

Membran

Fur den Nachweis der Membranspezifitat der Fyn-V5-APEX2- Fusionsproteine
wurden alle Fusionsproteine mit dem spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kv4.2
(GFP-fusioniert) kotransfiziert. Dieser findet sich vor allem in der Membran und
wird in den intrazellularen Kompartimenten kaum exprimiert. Nach Durchfiihrung

der Aufreinigung sollte sich der Kanal im Eluat der Fyn-V5- APEX2 finden lassen
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und aus der ungebundenen Fraktion aufgereinigt worden sein. Es zeigte sich eine
gleichmalige Expression in allen 4 Zellpopulationen des Kanals, allerdings liel3 er
sich in der Golgi-spezifischen Spur nicht mehr nachweisen, sowohl in der unge-
bundenen Fraktion als auch in der Eluatfraktion. Dies lasst auf einen Probenfehler
schlieRen. Die Abreicherung des Kanals in den Uberstéanden der Fyn-V5-APEX2-
Spur und die Anreicherung in den Eluaten zeigt allerdings die gewunschte Kom-

partimentspezifitat.
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Abb. 14: Detektion des K.4.2 im Western Blot nach Aufreinigung mit APEX2-
Fusionsproteinen

HelLa-Zellen wurden kotransfiziert mit Kv4.2 und APEX2-Fusionskonstrukten. Anschlief3end erfolgte
die Aufreinigung, Auftrennung und Darstellung mittels Western Blot wie in Kapitel 2.5.1 und 2.5.2
beschrieben. Zum Nachweis der diente bei GFP-markiertem Kanal der Anti-GFP-Antikdrper
(97 kDa).

Der K,4.2-Kanal ist in allen Lysaten gleichmaRig exprimiert. In den Uberstéanden findet sich der
Kanal nicht beim Golgi und Membran-Fusionsprotein. In den Eluaten reichert sich nur bei der Fyn-
V5-APEX2 Kotransfektion der Kanal an. Da sowohl in Eluat und Uberstand der Galactosyltrans-
ferase-V5-APEX2 Kotransfektion der Kanal nicht nachweisbar ist, kann dies nicht als Komparti-
mentspezifitdtsnachweis gelten.
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3.2. Ergebnisse der gPCR in den kardialen Ganglienzellen

der Maus
Neben einem Nachweis auf proteinchemischer Ebene kann auch der Vorlaufer der
Proteine, die mRNA, in Zellen und Geweben nachgewiesen werden. Die Untersu-
chung der mRNA zeigt, ob die genetische Information flr ein bestimmtes Protein
im Gewebe Uberhaupt vorhanden ist und abgerufen wird. Die mRNA-Expression
korreliert auBerdem mit der Menge der exprimierten Proteine und daher eignet
sich die Analyse der mRNA, bzw. der daraus synthetisierten cDNA, fur eine quan-
titative Bestimmung der zu produzierenden Proteine. Es wurde eine zweite Expe-
rimentalreihe durchgefihrt, die den Nachweis von HCN-Kanalen sowie von deren
akzessorischer Untereinheit Trip8b auf mMRNA-Ebene in den kardialen Ganglien-
zellen der Maus erbringen sollte. Kardiale Ganglienzellen der Maus wurden dazu
mittels gPCR auf die Expression der einzelnen HCN-Isoformen, von Trip8b und

verschiedener neuronaler Marker untersucht.

Fur die Experimente wurden insgesamt 5 Proben mit jeweils Ganglienzellen von 3-

5 Mausen verwendet. Eine Aufstellung findet sich in Tabelle 9.

3.2.1.  Spezifitat der Primer
Es wurden zunachst mittels NCBI Primer entworfen, die den Nachweis der einzel-
nen HCN-Kanalisoformen in der PCR erbringen sollten. Diese wurden bei biomers
bestellt und zunachst in einer konventionellen PCR getestet. Abb. 15 zeigt die Er-

gebnisse dieser Tests.
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Abb. 15: Test der verwendeten Primer auf die kardialen Ganglienzellen der Maus in der kon-
ventionellen PCR

Es wurde eine konventionelle PCR durchgefiihrt und deren Produkte in einer Agarosegelelektro-
phorese in 1% igem Gel aufgetrennt (vgl. Kapitel 2.2.2 und 2.2.3). Als Negativkontrollen diente
jeweils die Hinzugabe von H20O anstatt von cDNA.

GAPDH, NeuN, Trip8b und HCN2 werden in der konventionellen PCR in den Ganglienzellen nach-
gewiesen. Die Banden in den Negativkontrollen unterhalb der 100 bp-Marke sind Primerdimere.
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Wie Abb. 15 zeigt, sind nur bei Zugabe von cDNA Banden der richtigen GrofRe in
der konventionellen PCR detektierbar. Zusatzlich wurde die Spezifitat der Primer
durch Sequenzierung der ausgeschnittenen und aufgereinigten Banden und
anschlieend durch ,BLAST“ bestatigt. (Ergebnisse hier nicht gezeigt). Damit

konnte die Funktion der einzelnen Primer gezeigt werden.

Danach wurden die Primereffizienzen bestimmt. Dazu wurde fir die HCN1 und
HCN2-Primer eine Verdunnungsreihe einer Herz-cDNA und fur HCN3 einer Ge-
samthirn-cDNA angesetzt. Fur die HCN4-Primer wurde eine Verduinnungsreihe
aus Thalamus-cDNA verwendet.

Die Primer, sowie deren Effizienzbestimmung fir Trip8b, NeuN, GAPDH, MAP2
und PGK1 waren bereits laborintern schon getestet. Die Effizienz fur die Trip8b-

Primer wurde nachbestimmt mit einer Verdinnungsreihe von total brain cDNA.

3.2.2. mRNA Expression der HCN-Isoformen
Bei der quantitativen Analyse mittels realtime PCR zeigt sich vor allem eine HCN2
MRNA Expression in den kardialen Ganglienzellen, die dennoch deutlich geringer
ist als die von GAPDH. Die anderen Untereinheiten der HCN-Kanalfamilie werden
nicht exprimiert (s. Abb. 16).

Die akzessorische Untereinheit Trip8b wird nur in sehr geringem Mal3e exprimiert.
Die mRNA des nuklearen Proteins NeuN konnte nicht detektiert werden. Alle Ex-
pressionen wurden auf AraB normiert. Dies ist eine Ribulokinase und wird gleich-
maRig in jedem Organismus exprimiert. Dadurch lassen sich Gewebe sowie un-

terschiedliche Altersgruppen leichter miteinander vergleichen.
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Abb. 16: Auswertung der quantitativen Bestimmung der HCN-Kanalfamilie in den Ganglien-
zellen der Maus

Es wurde eine gPCR auf die kardialen Ganglienzellen der Maus durchgefihrt mit Primern fur die
HCN-Unterformen, deren akzessorische Untereinheit Trip8b sowie den neuronalen Marker NeuN.
Als Qualitatskontrolle wurden noch GAPDH und PGK 1 bestimmt. Die in der gPCR ermittelten Wer-
te wurden auf AraB normiert. Hieran lasst sich das Vorhandensein von GAPDH, PGK1 und HCN2
nachweisen. Die anderen HCN-Kanale werden nicht exprimiert. Das Trip8b ist in sehr geringem
Male exprimiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- Standardabweichung (n=3).

Neben der quantitativen Bestimmung der HCN-Isoformen und der akzessorischen
Untereinheiten, sollte in weiteren Versuchen die Aufschllisselung der Trip8b-
Isoformen erfolgen. Aufgrund der zu geringen Expression des Trip8b auf RNA-

Ebene wurde von weiteren Versuchen abgesehen.
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4. DISKUSSION

4.1. Reproduktion einer Methode zur Aufreinigung von

kompartimentspezifischen Proteomen

Die vorliegende Arbeit diente der Methodenetablierung zur subzellularen Analyse
von Kompartimenten. Proteine, wie Rezeptoren und lonenkanale, durchlaufen auf
Ihrem Weg zur Zellmembran verschiedene Stationen. Der Verbleib in den Kom-
partimenten kann durch Signalsequenzen erfolgen. Auch akzessorische Unterein-
heiten und Kofaktoren beeinflussen die subzellulare Prozessierung. Daher ist es
von grolder wissenschaftlicher Bedeutung, die Funktion dieser Hilfsuntereinheiten
naher zu analysieren, zumal ihre Fehlfunktionen ursachlich in der Entstehung von

Erkrankungen sein kdnnen.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel eine Methode zu reproduzieren, die eine
kompartimentspezifische Aufreinigung des dortigen Proteoms erlaubt. Die Metho-
de nach Hung et al war auf immunhistochemischer Ebene erfolgreich. Die APEX2-
Fusionskonstrukte konnten in die daflr vorgesehenen Kompartimente einge-
schleust werden und biotinylierten in der Immunhistochemie lediglich das sie um-
gebende Kompartiment. Die biochemische Aufreinigung und die Darstellung mit-

tels Westernblot konnte allerdings keine Kompartimentspezifitat zeigen.

Eine weitere Experimentalreihe diente dem quantitativen Nachweis von HCN-
Kanalen und deren akzessorischer Untereinheit Trip8b in den kardialen Ganglien-
zellen der Maus. Dort sollte untersucht werden ob vorhandene HCN-Kanale in den
peripheren Neuronen, hier in den kardialen Ganglienzellen, ebenfalls eine Modula-
tion der HCN-Kanale bewirken. Es konnte mittels gPCR gezeigt werden, dass die
HCN2-Isoform vorwiegend exprimiert ist. Trip8b konnte nur in sehr geringem Ma-
Re nachgewiesen werden, so dass eine weitere Untersuchung der Splice-Formen

nicht erfolgen konnte.

4.1.1.  Auswahl der Kompartimente
Mit Hilfe der verwendeten Methode ist es moglich, durch die Klonierung der
APEX2 an entsprechende ,Transportsequenzen nahezu jeden intrazellularen
Raum spezifisch aufzureinigen. Fur die Untersuchung subzellularer Prozessierung
von lonenkanalen eignen sich daher die Stationen, die das Protein auf dem Weg

zur Zellmembran durchlauft.
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Es wurden mittels Literaturrecherche Markersequenzen gesucht, an die die
APEX2 gekoppelt wurde. Fur die Fusionskonstrukte Calreticulin-V5-APEX2-KDEL,
Galactosyltransferase-V5-APEX2 und Fyn-V5-APEX2 konnte auf immunhistoche-
mischer Ebene eine Kompartimentspezifitat gezeigt werden. Eine Aufreinigung
des entsprechenden Kompartiments mittels Prazipitation und Westernblot gelang

nicht.

Nach Synthese an den Ribosomen wird es zunachst ins ER sezerniert (Klinke et
al. 2010), dieses sollte mit der Calreticulin-V5-APEX2-KDEL aufgereinigt werden.
Calreticulin dient gemeinsam mit Calnexin als Chaperon im Lumen des ER (Koz-
lov et al. 2017). Des Weiteren ist es fur die Calcium-Homdostase zustandig und
reguliert Apoptose, Zellproliferation und Phagozytose (Pinton et al. 2008; Krebs et
al. 2015).

Die weitere Modifikation findet nach COPIl-vermitteltem Transport im Golgi-
Apparat statt, der durch die Galactosyltransferase-V5-APEX2 detektiert wird. Die
Galactosyltransferase katalysiert den Transfer der UDP-Galactose an N-
Acetylglucosaminreste im Golgi-Apparat (Gleeson 1998). Eine um 13 Aminosau-
ren erweiterte Galactoysltransferase wird bevorzugt an die Plasmamembran loka-
lisiert (Lopez et al. 1991). Die Fusionsproteine fur das ER und den Golgi decken
die zwei SchlUsselstationen in der Proteinmodifikation und Prozessierung ab. Mit-
hilfe der Analyse von Proteinen wahrend des anterograden Transports zur Zell-
membran konnen akzessorische Untereinheiten und Proteinvariationen ermittelt

werden, die regulierenden Einfluss auf diesen Prozess nehmen.

Eine Entdeckung auf diesem Weg war, dass das PAQ3 mit Sec13 und Sec31 in-
teragiert und somit die ER-Golgi-Interaktion Gber COPII reguliert. Diese Interaktion
konnte durch eine Fusion von PAQ3 und APEX2 und der daraus folgenden Bioti-
nylierung der assoziierten und raumlich nahen Proteine gezeigt werden (Cao et al.
2018). Diese Arbeit ist ein Beispiel fur die Mdoglichkeiten der subzellularen Analyse

von Transportmechanismen mittels proximity labeling Methode mit der APEX2.

Die Zelloberflache sollte mit der Fyn-V5-APEX2 aufgereinigt werden. Die Tyrosin-
kinase Fyn wird durch eine Lipidmodifikation (Palmitoylierung bzw Myristolation)
an die Zelloberflache sortiert und bindet die APEX2 somit an die Zelloberflache

(Kameda et al. 2008). Durch ein wassriges Zwei-Phasensystem und Sucrose-
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Gradientenzentrifugation kann die Zellmembran bereits aufgereinigt werden. Diese
Methode zeigte allerdings Probleme mit Verunreinigungen und mangelnder Selek-
tivitat. Intrazellulare Membranen werden in diesem Verfahren zum Teil mit aufge-
reinigt (Everberg et al. 2008; Chang et al. 2008).

Die membranstandige Peroxidase Fyn-APEX2 sollte in der vorliegenden Arbeit
membranare sowie assoziierte Proteine biotinylieren und zu einer selektiveren
Aufreinigung fuhren, ohne Anteile von z.B. Mitochondrienmembranen. Die Kon-
struktion des Fusionsproteins lokalisiert die APEX2 an der intrazellularen Seite der
Zellmembran. Dadurch kommt es auch zu einer Biotinylierung der membrannahen
Cytosolproteine, die dann durch Diffusion im gesamten Zytosol dargestellt werden
konnen. Ein Fusionsprotein, dass die APEX nach extrazellular sortiert, ware Ge-
genstand weiterer Entwicklungen in Experimenten. Eine Fusion APEX2-Fyn zeigte

keine reine Expression an der Plasmamembran.

Der anterograde Weg sollte nach Literaturrecherchen also durch die Fusionsprote-
ine fir ER und Golgi nachvollzogen werden kdénnen und die Expression an der
Zelloberflache unter anderem mit dem Fyn-Fusionsprotein untersucht werden

konnen.

Bei der Endozytose, also dem retrograden Weg der Proteinprozessierung, ist eine
SchlUsselstation das endozytotische recycling compartiment (ERC). Dieses ist
unter anderem gekennzeichnet durch einen Vertreter der Rab-Familie, dem Rab11
(Ullrich et al. 1996). Die Fusion dieses Rab11 an die APEX2 sollte den endozytoti-
schen Weg aufreinigen. Da die Oberflachenkonzentration von unter anderem
HCN4 durch die Bereitstellung von Kanalen aus dem ERC reguliert wird (Hardel et
al. 2008), ist dies ein weiteres wichtiges Kompartiment in der Proteinprozessie-
rung. Fir eine spezifischere Sortierung des APEX2-Fusionsproteins missen noch
neue Signalsequenzen getestet werden, da die Spezifitit des Rab11-
Fusionsproteins nicht ausreicht. Als mogliche neue Ziel-Sequenzen kommen unter
anderem das Rme1 oder das die YTRF-Sequenz des Transferrinrezeptors in Fra-
ge (Lin et al. 2001; Collawn et al. 1990). Neuere Untersuchungen zeigen, dass die
Ubigitinylierung durch Ligasen wie der E3 ubiquitin-protein ligase rififylin (RFFL-
Gen) maldgeblich die Formation und die Funktion des ERC beeinflussen und auch

als mogliche Zielstrukturen in Betracht gezogen werden sollten (Sakai et al. 2019).
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Mit den drei der vier entwickelten Fusionsproteine kdnnte bei Nachweis der spezi-
fischen Biotinylierung der Weg des Proteins vom Zellkern Uber die subzellularen
Stationen an die Zellmembran nachvollzogen werden. Flr den endozytotischen
Anteil der Prozessierung bedarf es noch weiterer Forschung an Markerproteinen,

die an die APEX2 gekoppelt werden konnen.

4.1.2. Problemanalyse
Bisherige Methoden zur Proteinaufreinigung sind zum einen von der Qualitat der
aufgereinigten Proteine abhangig und zum anderen kénnen gewisse Regionen,

wie zum Beispiel der synaptische Spalt, nicht aufgereinigt werden.

Die Methode von Hung et al. bietet aufgrund einer ortsspezifischen Biotinylierung
die Mdglichkeit, Kompartimente getrennt voneinander aufzureinigen und zu kate-

gorisieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Etablierung der Methode
auf immunhistochemischer Ebene erfolgreich ist. Es konnte sowohl eine richtige
Sortierung des Markerprotein-APEX2-Fusionsproteins mittels immunozytochemi-
scher Farbung gezeigt werden sowie die selektive Biotinylierung des Komparti-
ments. Die konfokale Darstellung der durch die Fyn-V5-APEX2 biotinylierten Pro-
teine zeigte eine diffuse Verteilung derselben im Intrazellularraum. Dies lasst sich
durch eine Diffusion der membrannahen Proteine vor der Fixierung erklaren. In
der biochemischen Analyse zeigte sich nur bei Hinzugabe von BP und H202 eine
Spannbreite von biotinylierten Proteinen. Da in den dazugehdrigen Negativkontrol-
len hingegen nur jeweils eine Bande bei 72, 75 und 130 kDa detektierbar ist, was
endogen biotinylierten Proteinen einer Zelle entspricht, kann eine Autoaktivierung
ausgeschlossen werden. Dies bestatigt die Ergebnisse aus der Immunzytochemie
und zeigt, dass die APEX2 nur bei Zugabe von Biotinphenol und H202 aktiviert
wird. Dieser Nachweis ist im Originalpaper auch per Western Blot erbracht worden
(Hung et al. 2016).

Auf biochemischer Ebene konnte die Kompartimentspezifitat mittels der Western
Blot Methode in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Ein Grund dafur
konnte sein, dass die Aviditat der biotinylierten Proteine zur Streptavidin HRP her-
abgesetzt ist. Dies resultiert in einer quantitativ nicht ausreichenden Menge eluier-

ten Proteins durch die beads und die Konzentration des Markerproteins sinkt unter
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die Nachweisgrenze. Ein weiterer Grund fur den fehlenden Nachweis im Western
Blot kdnnte eine zu hohe Aviditat gewesen sein, die verhindert hat, dass sich die
Proteine bei der Elution von den beads losen. Vorversuche zeigten allerdings eine
vollstandige Aufreinigung biotinylierter Proteine mit Hilfe des verwendeten Proto-
kolls (siehe Abbildung 17 im Anhang). Dort zeigt sich auch ein schwacheres Sig-
nal in der Eluatfraktion als in der Lysatfraktion, was auf einen Proteinverlust wah-

rend der Aufbereitung hindeutet.

Das Originalprotokoll empfiehlt eine Transfektionsrate von mindestens 50% der
APEX2-Fusionskonstrukte um ausreichend biotinyliertes Material zu generieren
(Hung et al. 2016). Eine Transfektionsrate wurde vor der Western Blot Analyse

nicht bestimmt.

Western Blots als Methode zur Proteindarstellung sind fehleranfallig, vor allem
weil die Qualitat der Probe maligeblich fur den Erfolg ist (Pillai-Kastoori et al.
2020). Es sind die Aufbereitungsbedingungen, die Menge des aufgetragenen Pro-
teins, sowie die Qualitat der Antikorper essenziell (Ghosh et al. 2014). In der vor-
liegenden Arbeit wurden die Proben wie flr eine Immunoprazipitation vorbereitet.
In den Vorversuchen wurde die Menge des verwendeten Proteins optimiert. Die
Antikorper wurden auf lhre Spezifitat getestet. Eine Variation der Detergenzien,
Temperaturen und des Aufbereitungsprozesses ware ein mdglicher Losungsan-

satz.

Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass die Biotinylierung die sterische Struktur der
Antikorperbindungsstelle verandert und dazu fuhrt, dass die aufreinigenden Anti-
korper nicht mehr binden. Eine Biotinylierung findet an den Aminosauren Tyrosin,
Tryptophan, Cystein und Histidin statt. Nach Anfrage beim Antikdrperhersteller
Abcam zeigte sich, dass lediglich im Anti-GM130-Antikérper ein Tryptophan in der
Sequenz enthalten ist, sonst kommen die Aminosauren in den Antikdrpern nicht

vor (abcam).

Die Kotransfektion mit den AMPA-Rezeptoren zeigte, dass es keine Veranderung
der Antikdrperstruktur gibt, da sowohl extra- als auch intrazellulare Antikorper bin-
den konnten, dass der Rezeptor anscheinend aus den Kotransfektionen mit der
Galactosyltransferase und dem Calreticulin quantitativ besser aufgereinigt wurde

als aus der Negativkontrolle (keine Kotransfektion mit APEX2-Fusionsproteinen),
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die im Eluat keine Rezeptoren enthielt und dem Rab11- Konstrukt. Da der Rezep-
tor wahrend der Synthese und des Transports zur Zelloberflache vor allem im ER
und weniger im Golgi Komplex modifiziert wird, kdnnte er hier wahrend dieses
Weges aufgereinigt werden (Mah et al. 2005). Eine Endozytose des Kanals in das
ERC scheint hier im Zellkultursystem eher weniger vorzuliegen. In Neuronen zeigt
sich dahingegen, dass vor allem das ER und das ERC fur den intrazellularen
Transport essenziell sind und der Golgi-Apparat hingegen eine untergeordnete
Rolle (Bowen et al. 2017).

Ein weiterer Grund fur den mangelnden Spezifitatsnachweis konnte sein, dass
sich das Protein GM130, welches als Lokalisationskontrolle fur den Golgi-Apparat
genutzt wurde, Uberwiegend im cis-Golgi exprimiert wird (Nakamura et al. 1995),
wohingegen die Galactosyltransferase vorwiegend im trans-Golgi zu finden ist
(Schaub et al. 2006). Vorversuche zeigten allerdings in der Immunhistochemie
eine gute Kolokalisation der Galactosyltransferase und des GM130 (siehe Anhang
Abbildung 18).

Im Originalpaper (Hung et al. 2016) wurden zum Nachweis von endogenen Mar-
kern anstatt von six-well-plates, T25-Kulturflaschen genutzt. Da bei den vorliegen-
den Experimenten allerdings immer drei wells gepooled wurden, die Proteinkon-
zentration bestimmt wurde und zudem die Markerproteine in den Lysaten und
Uberstadnden nachgewiesen wurden, kénnen wir eine zu geringe Proteinmenge als
Ursache weitgehend ausschliel3en. Hung et al. beschreiben, dass eine ungenu-
gende Entfernung des Biotinphenols zu einer kompetitiven Bindung an den beads
und damit zu einer ungenugenden Aufreinigung fuhren kann (Hung et al. 2016).
Da mittels Streptavidin Proteine im Eluat nachgewiesen werden konnten und zu-
dem ein zusatzlicher Waschschritt mit Quencheriésung der Zellen eingefiigt wur-

de, kann dieser Fehler ausgeschlossen werden.

Die Immunfarbung zeigt eine spezifische Sortierung, die im Western Blot nicht be-
statigt werden konnte, daher sollte man als zusatzliche Analyse eine Massenspek-
trometrie in Erwagung ziehen. Bei lhrem Nachweis von Proteinen zwischen der
aulderen Mitochondrienmembran und der aulReren ER-Membran nutzten Hung,
Lam et al. als Lokalisationsnachweis die immunhistochemische und elektronen-
mikroskopische Darstellung, allerdings keine Darstellung der endogenen Marker-
proteine im Western Blot (Hung et al. 2017). Sie konnten lhre Ergebnisse mittels

63



Massenspektrometrie bestatigen. Shi et al nutzten 2017 die APEX2 und ihre spe-
zifische Biotinylierung um bei einer 3D-Aufnahme der Zelle die Kompartimente

besser darstellen zu kénnen (Shi et al. 2017).

Zhen et al konnten 2019 mit derselben Methode Rezeptorliganden des FGF-
Rezeptors identifizieren, die bisher nicht bekannt waren (Zhen et al. 2018). Eben-
so wie Hung et al. nutzten auch sie in ihren Experimenten die Massenspektromet-
rie zur Proteom-Analyse. Im Gegensatz zum Western-Blot wird bei der Massen-
spektrometrie Uber die Ladung die Masse eines Teilchens bestimmt. Dies mindert
gewisse Nachteile, die liganden-assoziierte Verfahren, wie zum Beispiel der Wes-
tern Blot, aufweisen. Dazu gehort zum Beispiel die Kreuzreaktivitat, die Qualitat
der verwendeten Reagenzien und die mangelnde Standardisierung. Die Massen-
spekrometrie als Analysemethode bietet die Moglichkeit mehrere Proteine ge-
trennt voneinander zu analysieren und ist unabhangig von Antikérpern (Method of
the Year 2012 2012). Die Analyse der aufgereinigten Proteine via Massenspekit-
rometrie ware eine Mdglichkeit in weiteren Experimenten die Kompartimentsspezi-

fitat zu testen.

4.2. Quantitative realtime PCR als Moglichkeit zum Nach-
weis der HCN- Untereinheit Trip8b

Bisher konnte die akzessorische Untereinheit des HCN-Kanals, das Trip8b, nur in
zentralen neuronalen Geweben nachgewiesen werden. Die Expression des Pro-
teins in peripheren Geweben ist bisher unbekannt. Daher wurden in der vorliegen-
den Arbeit kardiale Ganglienzellen auf lhre Expression von HCN-Kanalen und
Trip8b untersucht. Dabei konnte eine Expression von HCN2-Kanalen gezeigt wer-

den. Trip8b konnte nur in sehr geringem Malde nachgewiesen werden.

Kardiale Ganglienzellen gehdéren zum extrinsischen System der autonomen Regu-
lation des Herzes. Sie stellen die Schaltstelle zwischen den praganglionaren pa-
rasympathischen Fasern des Nervus vagus auf die zweiten Neurone dar. Die
sympathischen Fasern werden aus den aus dem Ganglion stellatum und den Ner-
vi cardiaci gespeist. (Kallminzer und Schwab 2017). Neben den cholinergen So-
mata der kardialen Ganglienzellen entwickeln sich parallel Satellitenzellen in den
Vorhofen. Bei einer groRen Anzahl von Schwannzellen kommt es zu einem weite-
ren Wachstum. Dies impliziert, dass neuro-gliale Interaktionen auch fur die Ent-

wicklung vom parasympathischen Nervensystem des Herzens wichtig sein konnen
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(Fregoso und Hoover 2012). Es zeigen sich also enge Verknupfungen zwischen
zentralem und peripherem Nervensystem in den kardialen Ganglienzellen, die ein
Vorkommen von HCN-Kanalen und daher auch der akzessorischen Untereinheit

Trip8b maoglich machen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der HCN2-Subtyp in den
kardialen Ganglienzellen der Maus exprimiert ist. Andere HCN-Unterformen las-
sen sich in der gPCR nicht nachweisen. Des Weiteren lassen sich auch die neu-
ronale Marker MAP2 und NeuN nicht nachweisen. NeuN gilt als ein neuronaler
Marker, der ausschlieRlich in Neuronen exprimiert wird. Gliazellen exprimieren wie
alle anderen Zelltypen aufler Neuronen kein NeuN. Allerdings sind fehlende
NeuN-Nachweise bereits in den dopaminergen Neuronen der substantia nigra be-
schrieben (Kumar und Buckmaster 2007; Cannon und Greenamyre 2009). Im-
munhistochemische Farbungen mit Anti-NeuN-Antikdrpern konnen nicht in den
Cajal-Zellen des Neocortex, einigen cerebellaren Zellen (wie Purkinjezellen), der
unteren Olive und den inneren Kernschichten der Retina, sowie der y-
Motorneuronen und den ganglionaren Zellen des Sympathikus durchgefiuhrt wer-
den (Gusel'nikova und Korzhevskiy 2015). Kardiale Ganglienzellen sind wie oben

beschrieben parasympathische Zellen und weisen gegebenenfalls kein NeuN auf.

Eine weitere direkte starke Interaktion zeigt sich zwischen Trip8b und Clathrin. Die
Clathrin-vermittelte Endozytose ist einer der Hauptmechanismen der Endozytose.
Indem Trip8b das Clathrin an seinem N-Terminus bindet, nimmt es wesentlichen

Einfluss auf neuronale endozytotische Vorgange (Popova et al. 2011).

4.3. Schlussfolgerungen
Das Wissen um die subzellularen Verteilungen und Determinanten gewinnt zu-
nehmend an Bedeutung. Zur Analyse der Prozessierung gibt es bislang verschie-
dene Ansatze. In dieser Arbeit wurde eine biotinylierungsabhangige Aufreinigung
von Kompartimenten untersucht. Dafur wurden verschiedene Fusionskonstrukte
kloniert und auf Kompartimentspezifitat und selektive Aufreinigung untersucht. Die
immunhistochemischen Ergebnisse divergierten dabei stark von den biochemi-
schen Aufreinigungen, sodass zukunftige Versuche sich auf die Behebung dieses
Problems konzentrieren sollten. Eine Intensivierung des Elutionsprotokolls mit
strengeren Bedingungen zeigte eine Erhohung der Proteinausbeute, konnte aller-

dings keine Kompartimentspezifitat zeigen (Daten intern, hier nicht gezeigt.). Al-
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ternativ kann eine massenspektrometrische Untersuchung in Betracht gezogen
werden. Darauffolgend kann die Methode zur Beantwortung vieler Fragestellungen
genutzt werden, die die subzellulare Prozessierung und Interaktion von Proteinen
betrifft.

Die zweite Versuchsreihe nutzte die quantitative real-time PCR zur Untersuchung
von Trip8b und HCN-Kanalen in den kardialen Ganglienzellen der Maus. Dabei
zeigte sich eine Dominanz der HCN2- Kanale, die zu untersuchende Untereinheit
Trip8b war zu gering exprimiert. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit weiterer Un-
tersuchungen, insbesondere zu regulierenden Untereinheiten von HCN-Kanalen in

peripheren Neuronen.
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Abbildung 17: Volilstandige Aufreinigung der biotinylierten Proteine

Es zeigen sich in den Lysaten (loads) der Positivkontrolle eine Spannbreite von biotinylierten Prote-
inen, in den Negativkontrollen nur die endogen vorkommenden biotinylierten Proteine. Die Uber-
standsfraktion ist frei von biotinylierten Proteinen, da diese im Eluat zu finden sind. Es verbleiben
keine biotinylierten Proteine im Uberstand sondern es werden alle gebunden.
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Anti GM130 mit Cy3  Galtase GFP NucBlue Merge

Abbildung 18: Vorversuch Kolokalisation GM130 und Galtase GFP

Die Abbildung zeigt beispielhaft in Rot dargestellt das Markerprotein GM130 mit Anti-GM130 Anti-
korper und Cy3 gefarbt. In Grin wird die Galactosyltransferase, die mit GFP markiert ist, gezeigt.
Die uberlagerte Merge-Aufnahme zeigt eine Ubereinstimmung der beiden Markerproteine.
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