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Erklärung zum Text: 

In der vorliegenden Arbeit wird aus Gründen der besseren Lesbarkeit die Ergänzung der 

Bezeichnung „Protein“ bei Mehrfachnennung des Proteins verzichtet. Die Abgrenzung zu 

Genen erfolgt durch die kursive Schreibweise des gene ontology Namen. 

Beispiel: Sec61α entspricht dem Sec61α-Protein und SEC61A1 stellt das Gen des Sec61α-

Proteins dar.  

Ebenfalls zur besseren Lesbarkeit wird der generische Maskulin verwendet. Hierbei sind alle 

Geschlechter ausdrücklich mitgemeint. 
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2. Abstract 

The Sec61 complex of the endoplasmic reticulum: 

Protein targeting routes and pathogenic mechanisms 

The Sec61 complex represents a multifunctional protein unit in the membrane of the 

endoplasmic reticulum, which is composed of three subunits. The Sec61α protein is the largest 

and central subunit of this complex. It forms an aqueous pore in the membrane, allowing active 

transport of newly synthesized proteins into the ER and simultaneously the passive calcium 

flux out of the ER. Both of these functions are crucial for cell viability. Therefore, the aims of 

this study were:  

(A) To identify the components of the SND protein targeting pathway, which guides proteins to 

the Sec61 complex. These components are unknown in the human system except for the 

hSnd2 protein.  

(B) To identify, characterize and modulate the pathological effects triggered by autosomal 

dominant tubulointerstital kidney disease (ADTKD)-associated SEC61A1 mutations at the 

molecular level using a cellular disease model. 

Based on Co-IP experiments performed with the hSnd2 protein the ER membrane protein 

TMEM109 was identified as hSnd3 candidate. The co-localization and direct protein-protein-

interaction of these two proteins was confirmed in living cells. Simultaneously, previously 

published in vitro interaction data regarding hSnd2 were confirmed and expanded, as both 

proteins are in the vicinity of Sec61α and further translocon components (Fig. 1A). 

The ADTKD associated SEC61A1 mutations V67G (plug domain) and T185A (near to pore 

ring) are located near to specific functional domains of this protein. Both mutations result in 

negative protein transport effects, with stronger effects in V67G as in the T185A mutant. A 

substrate specific transport limitation was revealed. These suggested that the reason of the 

transport restriction could be determined by the composition of the signal sequence. live-cell 

calcium imaging experiments demonstrated that both mutants had a reduced calcium pool in 

the ER. The T185A variant showed in contrast to the V67G mutant a reduced Sec61α-

mediated calcium leak from the ER. The reduced amount of total calcium may be related to 

the observed diminished protein abundances for calcium regulatory proteins. (Fig. 1B). 

To correct the malfunctions in the cell culture model the chemical chaperone 4-PBA was used. 

This drug mitigated the negative effects on protein transport and calcium homeostasis in the 

mutant cells to the level of the untreated wild type.  

Ultimately, my findings provide new insights in understanding protein trafficking of newly 

synthesized proteins to and into the ER and the Sec61α dependent calcium regulation.  

 



  Zusammenfassung 

 
x 

3. Zusammenfassung 

Der Sec61-Komplex stellt eine multifunktionale Proteineinheit in der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums dar, welcher aus drei Untereinheiten zusammengesetzt ist. 

Die größte und zentrale Untereinheit ist das Protein Sec61α, welches eine wässrige Pore in 

der Membran bildet und so den aktiven Transport von neu synthetisierten Proteinen in das ER 

reguliert und den simultanen passiven Calciumstrom aus dem ER heraus erlaubt. Beide 

Funktionen spielen eine entscheidende Rolle für die Vitalität der Zelle. Daher war es das Ziel 

dieser Arbeit: 

(A) Komponenten des SND-Proteintargetingweges zum Sec61-Komplex zu identifizieren, für 

den im humanen System nur hSnd2 bekannt ist. 

(B) die pathologischen Effekte, die durch autosomal dominant tubulointerstital kidney disease 

(ADTKD) assoziierte SEC61A1-Mutationen ausgelöst werden, auf molekularbiologischer 

Ebene anhand eines Zellkulturmodells der Krankheit zu definieren und zu modulieren.  

Auf der Basis von Co-IP Experimenten, die mit dem hSnd2-Protein durchgeführt wurden, ist 

TMEM109-Protein durch dessen Interaktion als hSnd3-Kandidat identifiziert worden. Die 

gemeinsame Lokalisation und direkte Interaktion dieser beiden Membranproteine des ER 

wurde in lebenden Zellen verifiziert. Gleichzeitig wurden bereits publizierte in vitro 

Interaktionsstudien für hSnd2 bestätigt und erweitert, da beide Proteine eine räumliche Nähe 

zum Sec61α-Protein und dem Translokon zugehörigen Komponenten aufwiesen (Abb. 1A).  

Die ADTKD assoziierten SEC61A1-Mutationen V67G und T185A liegen in (V67G→plug 

Domäne) oder nahe an (T185A→ pore ring) funktionell wichtigen Domänen des Sec61α-

Proteins. Aus beiden Mutationen resultierten negative Proteintransporteffekte, von welchen 

die V67G-Mutante stärker betroffen war als die T185A-Mutante. Hierbei zeigten sich 

substratspezifische Einschränkungen des Proteintransportes. Diese ließen vermuten, dass die 

Grundlage der Transporteinschränkung in der Zusammensetzung der Signalsequenz zu 

finden sein könnte. live-cell calcium imaging Experimente belegten, dass beide Mutanten 

einen verringerten Calciumpool im ER aufwiesen. Hier zeigte sich in der T185A-Variante ein 

ebenfalls reduzierter Sec61α-vermittelter Calciumleak aus dem ER. Die reduzierte Menge des 

Gesamtcalciums der Zellen könnte in Verbindung mit den reduzierten Proteinabundanzen für 

calciumregulatorische Proteine stehen. Milderung dieser Fehlfunktionen auf Zellkulturebene 

erfolgte durch das chemische Chaperon 4-PBA. Durch dessen Einsatz konnte der negativ 

beeinflusste Proteintransport und die fehlregulierte Calciumhomöostase in den mutierten 

Zellen wieder an das Niveau des unbehandelten Wildtyps angepasst werden (Abb. 1B).  

Zusammengenommen liefern die generierten Ergebnisse ein vertieftes Verständnis des 

Proteintransportes neu synthetisierter Proteine zum und in das ER sowie die Sec61α-

abhängige Calciumregulation. 
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Abb. 1: Grafische Zusammenfassung der experimentellen Arbeiten: A: Lokalisierung und 
Interaktion des hSnd2 Proteins im Kontext des Translokons. Die Interaktion zwischen hSnd2 und 
TMEM109 konnte sowohl wechselseitig durch Co-IP, als auch in lebenden Zellen durch das NanoBiT-
System nachgewiesen werden. Beide Proteine zeigten Interaktionen sowohl mit Sec61α als auch mit 
weiteren akzessorischen Komponenten. Dementsprechend wird postuliert, dass TMEM109 als 
humanes Ortholog zum Snd3-Protein der Hefe angesehen werden kann. B: ADTKD assoziierte 
SEC61A1-Mutationen wurden in Bezug auf Proteintransport und Calciumhomöostase 
untersucht. Durch die Anwesenheit der V67G Mutante wird der Proteintransport, die Calciumkapazität 
und die Abundanz unterschiedlicher Proteine beeinflusst. Durch die Anwesenheit der T185A-Mutante 
wird zusätzlich zu den beschriebenen Effekten ebenfalls der Sec61-vermittelte Calciumleak aus dem 
ER reduziert. Durch die Behandlung mit 4-PBA konnten die beobachteten pathologischen Effekte des 
Proteintransportes und der Calciumhomöostase wieder auf das Niveau des unbehandelten Wildtyps 
normalisiert werden. 



  Einleitung 

 
1 

4. Einleitung 

Trotz der immensen Variabilität des Lebens, basiert dieses in allen Fällen auf einem 

hochfunktionalen Reaktionsraum, der Zelle. Diese können als Einzeller oder in Zellverbünden 

mit spezifizierten Funktionen, als Mehrzeller, vorliegen. Schon früh wurde durch 

Wissenschaftler nachgewiesen, dass Zellen nur aus Zellen entstehen können, also Leben 

weiteres Leben hervorbringt, geprägt durch das Theorem von R. Virchow (Clarke 1898). Wie 

die erste Zelle und damit das Leben entstanden ist, kann bis heute nicht mit abschließender 

Sicherheit gesagt werden, für dessen darauf folgende Entwicklung zu höheren Organsimen 

gibt es jedoch verschiedene Theorien (Martin et al. 2015; Williams & Embley 2015). Bei all den 

unterschiedlichen Zelltypen, auch innerhalb eines Zellverbundes, ist die gemeinsame 

Grundlage, dass die Zelle einen nach außen hin scheinbar abgeschlossenen Reaktionsraum 

darstellt, der in sich alle nötigen Funktionen vereint, um das Überleben und die Replikation der 

Zelle zu sichern. Daher ist es nicht verwunderlich, dass viele Forschungen auf zellulärer Ebene 

beginnen, um dann auf größere Zellverbünde oder ganze Organismen übertragen zu werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf einen spezifischen Reaktionsraum innerhalb 

der Zelle gelegt, das Endoplasmatische Retikulum (ER). Es bestehen zwei Hypothesen zum 

Ursprung des Organells, die besagen, dass das ER zum einen aus der Invagination der 

Plasmamembran oder zum anderen als Erweiterung aus der Kernmembran entstanden sein 

könnte (Baum & Baum 2014). Das Organell selbst ist sowohl für die Calciumhomöostase der 

Zelle, die Biosynthese von Proteinen und Lipiden, als auch bezüglich der Reaktion auf Stress 

von zentraler Bedeutung (Jacquemyn et al. 2017; Schwarz & Blower 2016). Mutationen, 

welche die Homöostase des ERs betreffen, lösen daher nicht nur Effekte am ER selbst aus, 

sondern nehmen Einfluss auf die gesamte Zelle. Schlussendlich führt dies zu 

unterschiedlichen pathologischen Phänotypen im Gesamtorganismus (Lin et al. 2008; Manalo 

& Medina 2018). Im weiteren Verlauf werden sowohl die mit dem ER zusammenhängenden 

Funktionen des Proteintransportes, der Calciumhomöostase und eine Auswahl pathologischer 

Defekte näher beschrieben.  

4.1. Ein Organell mit zentralen Funktionen: Das Endoplasmatische Retikulum 

Durch die Generierung von Subkompartimenten ist die Zelle in einzelne Bereiche aufgeteilt, 

denen eine spezifische Struktur und Funktion zugeordnet werden konnte. Beispielsweise wird 

im Zellkern die genetische Information gespeichert, repliziert und transkribiert. In 

Mitochondrien, einem entsprechend der Endosymbiontentheorie „nachträglich“ 

aufgenommenen Organell erfolgt unter anderem ein Großteil des Energiemetabolismus der 

Zelle (Martin et al. 2015). Für das ER sind ebenfalls typische Strukturen und einzigartige 

Funktionen beschrieben worden. Seit der ersten Beschreibung eines retikulären Netzwerkes 

im Jahre 1902 und der Entdeckung einer „lace like structure“ in elektromikroskopischen Bildern 

von kultivierten Zellen im Jahre 1945 wurden große Fortschritte in der Aufklärung dieses 
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Gebildes erreicht (Margreth 2002; Porter et al. 1945; Veratti 1961). Aufgrund der Lage und der 

Form dieses intrazellulären Organells wurde der Name des Endoplasmatischen Retikulums 

(intrazelluläre Netzstruktur) eingeführt, welches dann 1954 erstmalig elektronenmikroskopisch 

gezeigt werden konnte (Palade & Porter 1954; Porter 1953). Typischerweise ist das ER von 

einer durchgängigen Doppellipidmembran umschlossen und ein Organell, welches vor allem 

in sekretorisch aktiven Zellen überproportional stark vorhanden ist (Schwarz & Blower 2016; 

Voeltz 2002). Die netzartige Ausbreitung in der Zelle erlaubt eine hohe Konnektivität zu 

anderen Organellen wie Mitochondrien, Golgi oder Endosomen, sowie zur Plasmamembran 

und Zytoskelett, was eine hohe Dynamik des ERs zur Folge hat (Guo et al. 2018b; Valm et al. 

2017; Westrate et al. 2015). Dadurch entstehen innerhalb des Organells verschiedene 

Funktionsbereiche. Die erste Unterscheidung dieser Domänen erfolgt anhand ihrer 

Lokalisation, erstens in den membranbildenden Teil um den Zellkern, die sogenannte „nuclear 

envelope“ oder Kernhülle und zweitens in das periphere ER (English et al. 2009; Pavelka & 

Roth 2010). Hierbei ist auffällig, dass die äußere Membran der Kernhülle fließend in die ER-

Membran übergeht und auch die Proteinzusammensetzung dieser Membranen sehr ähnlich 

ist (Hetzer et al. 2005). Das ER ist hier dicht mit Ribosomen besetzt, sodass neu synthetisierte 

Proteine, die vor allem in der Interphase benötigt werden, durch das ER bis zur inneren 

Kernmembran gelangen können (D´Angelo & Hetzer 2006). Das periphere ER besteht in sich 

ebenfalls aus spezialisierten Zonen, die allerdings durch die dynamische Struktur ständig im 

Wandel sind (Lang et al. 2019). Der erste Teil ist durch eine flache zisternenartige Struktur 

definiert und wird als „sheets“ bezeichnet, während der zweite aufgrund der röhrenform als 

tubuläres ER bezeichnet wird. Ein weiterer mikroskopischer Unterschied, welcher ebenfalls 

namensgebend ist, ist der bereits beschriebene Besatz mit Ribosomen oder Polysomen. 

Während das zisternenartige ER, aufgrund dieser Anlagerung von Ribosomen auch als raues 

Endoplasmatisches Retikulum bezeichnet wird, fehlen diese Ribosomen am tubulären Teil, 

weswegen es auch als glattes endoplasmatisches Retikulum bezeichnet wird (Friedman & 

Voeltz 2011; Shibata et al. 2006). Strukturell gemeinsam haben diese beiden Formen, dass in 

jeder Form ein luminaler Durchmesser von ca. 30 nm vorzufinden ist (Shibata et al. 2010). Der 

glatte, tubuläre Teil des ERs ist funktionell mit der Steroid- und Lipidsynthese assoziiert und 

bildet unter anderem aus diesem Grund spezialisierte Regionen mit dem Golgi-Kompartment 

aus, das ER-Golgi intermediate compartment (ERGIC), da dort eine biochemische 

Modifizierung der Lipide erfolgen kann (Fagone & Jackowski 2009). Kontaktstellen werden 

ebenfalls zur Plasmamembran generiert, die wie in S. cerevisiae gezeigt wurde, funktionell die 

Endo- und Exozytose beeinflussen, die an diesen Kontaktstellen nicht mehr möglich ist 

(Stradalova et al. 2012). Im humanen System ist in Muskelzellen diese Kontaktzone deutlich 

ausgeprägter als in anderen Zelltypen, was mit den Calciumregulationsprozessen nach einer 

Muskelkontraktion zu erklären ist (Orci et al. 2009; Takeshima et al. 2000; Westrate et al. 
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2015). Das in dieser Arbeit im Fokus liegende raue ER ist durch den Besatz mit Ribosomen 

einer der zentralen Orte der Proteinbiosynthese. Vom ER abhängig sind sowohl sekretorische 

als auch membranständige Proteine, die 36 % (https://www.proteinatlas.org 

/humanproteome/tissue/secretome; Zugriff 01.07.2021) des humanen proteinkodierenden 

Genoms umfassen (Aviram & Schuldiner 2017; Uhlen et al. 2015; Wallin & Heijne 1998). Auf 

die hierfür benötigten Mechanismen wird im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit Bezug 

genommen. Nach dem Transport über diese Membran hinweg, können die Polypeptidketten 

im ER Lumen modifiziert werden, beispielsweise durch Faltungen, Assemblierung, 

Signalsequenzabspaltung oder Glykosylierung (Lodish et al. 2000; van Anken & Braakman 

2005). Darauffolgend werden die modifizierten Proteine durch den vesikulären Transport an 

den Bestimmungsort übertragen.  

Auffällig ist, das in sekretorisch hochaktiven Zellen, wie zum Beispiel Plasmazellen des Bluts 

oder β-Zellen des Pankreas der ER-sheet-Anteil gesteigert ist, wohingegen Zellen, die eine 

hohe Abhängigkeit von der Calciumregulation zeigen, beispielsweise Muskelzellen, 

hauptsächlich aus tubulärem ER bestehen (Schwarz & Blower 2016; Shibata et al. 2006).  

Eine zentrale Funktion, sowohl für die Calciumhomöostase und besonders für den Transport 

neu synthetisierter Proteine, nimmt der Proteintranslokase-Komplex ein. Die Verbindung 

zwischen pathologischen Phänotypen und Sec61α, der zentrale Komponente dieses 

Komplexes, sowie die Hinführung von Substraten zu diesem bilden die zentralen Aspekte 

dieser Arbeit (Dudek et al. 2015; Lang et al. 2019; Osborne et al. 2005; Sicking et al. 2021). 

4.2. Der Proteintranslokase-Komplex: Multiple Funktionen durch Interaktionen 

Der humane Proteintranslokase-Komplex, oder auch Translokon genannt, besteht aus einer 

Vielzahl von Proteinen, wobei der heterotrimere Sec61-Komplex die zentrale Rolle als 

porenbildende Komponente in der Membran erfüllt. Dieser Komplex ermöglicht den Transport 

eines Großteiles der Proteine auf co- und posttranslationale Weise (Lang et al. 2017; 

Rychkova & Warshel 2013).  

Der Bezug des Sec61-Komplexes zur Proteintranslokation wurde erstmalig 1987 in einem 

genetischen screening Verfahren im Modellorganismus S. cerevisiae gezeigt (Deshaies & 

Schekman 1987). Der Sec61-Komplex besteht in der humanen Form aus den drei 

Untereinheiten α, β, γ und bildet eine dynamische Struktur in der ER Membran, die 

geschlossen oder als geöffneter wässriger Kanal vorliegen kann (Görlich et al. 1992a; Lang et 

al. 2017). Während die Sequenz der α- und der γ-Untereinheit stark konserviert sind, gilt dies 

nur begrenzt für die β-Untereinheit, was einen Hinweis darauf gibt, warum die zwei 

erstgenannten Einheiten eine essentielle Rolle für die Zellviabilität spielen (Kinch et al. 2002; 

Park & Rapoport 2012). Die Benennung der Untereinheiten in unterschiedlichen Organismen 
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ist verschieden (beispielhaft entspricht Sec61α in Säugern dem SecY in Bakterien und 

Sec61p/SSh1p in der Hefe) trotz der funktionellen Konservierung (Denks et al. 2014; Dudek 

et al. 2015). Dennoch ist es der Fall, dass die α-Untereinheit als die transportvermittelnde 

Einheit eine deutlich geringere Abundanz in HeLa-Zellen aufweist als die β-und die γ-

Untereinheiten (Hein et al. 2015). Dies könnte damit zusammenhängen, dass eine zweite 

Isoform von Sec61α, Sec61α2, in humanen Zellen vorhanden ist, die in der Publikation von 

Hein et al. nicht aufgeführt ist (Grupe et al. 2006). Die Analyse der Aminosäuresequenz beider 

Isoformen zeigt eine Übereinstimmung von 93 %, jedoch ist die zweite Isoform kaum 

experimentell untersucht oder beschrieben. Durch Kryoelektronen-Mikroskopie und 

Kristallographiedaten des Sec61α bzw. SecY in verschiedenen Organismen, wurden 

funktionell zentrale Domänen identifiziert, die den Proteintransport ermöglichen und strukturell 

einige Besonderheiten aufweisen (Becker et al. 2009; Gogala et al. 2014; Van den Berg et al. 

2004; Voorhees et al. 2014). Die insgesamt zehn Transmembrandomänen (TMD) können in 

zwei symmetrische Abschnitte aufgeteilt werden, wobei der zytosolische N-Terminus und die 

TMD eins bis fünf die N-terminale Hälfte bilden und die TMD sechs bis zehn zusammen mit 

dem ebenfalls zytosolischen C-Terminus die C-terminale Hälfte darstellen (Van den Berg et 

al. 2004). Verbunden werden die einzelnen Helices durch Loops, die auf zytosolischer und 

luminaler Seite der Membran verschiedene Funktionen haben. Während der N-Terminus auf 

zytosolischer Seite als Verbindung zu Calmodulin dient, einem zytosolischen calcium- und 

proteinbindenden Faktor, sowie die Loops sechs und acht als Ribosom- oder Sec62/63-

Bindestelle, sind die Loops fünf und sieben auf luminaler Seite für die Interaktion mit TRAP (in 

der Hefe ebenfalls Sec63) und binding immunoglobulin protein (BiP) verantwortlich (Erdmann 

et al. 2011; Harsman et al. 2011c; Itskanov & Park 2019; Lang et al. 2019; Ménétret et al. 

2007; Pfeffer et al. 2017; Schäuble et al. 2012; Voorhees et al. 2014). Alle genannten Proteine 

werden im Verlauf der Arbeit näher beschrieben. Aus der Ebene der Membran betrachtet, hat 

das Protein die Form einer Sanduhr, wobei der engste Teil im Zentrum der Membranebene 

liegt. In diesem Teil des Kanals, mit 5-8 Å im Durchmesser, sind insgesamt sechs hydrophobe 

Aminosäuren präsent, die den sogenannten „pore ring“ bilden (Van den Berg et al. 2004; 

Zimmermann et al. 2011). Dieser Ring verringert zum einen die aufzuwendende Energie für 

den Transport durch geringe Interaktion mit dem zu transportierenden Substrat, zum anderen 

fungiert er als Abdichtung des wässrigen Kanals während des Proteintransportes (Bol et al. 

2007; Cannon et al. 2005). Somit wird die Membranbarriere zwischen Zytosol und ER-Lumen 

auch während des Transportes aufrechterhalten und eine Diffusion kleiner Moleküle und Ionen 

ins Zytosol reduziert. Eine beachtenswerte und physiologisch relevante Ausnahme stellt der 

passive Calciumausstrom für einen Moment nach Abschluss des Transportes dar, wenn 

Calcium durch den Sec61-Komplex aus dem ER entweicht (Klein et al. 2018; Wirth et al. 2003).  
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Abb. 2: Darstellung von Sec61α in der Membran und Positionierung der speziellen 
Funktionsbereiche. A: CET-Struktur des Translokonkomplexes mit einem zytosolisch angelagerten 
Ribosom. Sec61 ist in blau dargestellt und liegt in Verbindung mit dem TRAP (grün) und dem OST-
Komplex (rot) in der ER Membran (grau). Abbildung entnommen aus Pfeffer et al. 2015, lizensiert durch 
Creative Commons Attribution 4.0 International License. B: Helixstruktur des geschlossenen Sec61α-
Kanals basierend auf der PDB Struktur 5A6U (Pfeffer et al. 2015), betrachtet von der zytosolischen 
Seite. Die TMD sind in grün, die im Kanal liegende plug Domäne in blau dargestellt. Die linke Seite des 
Proteins bildet das lateral gate zwischen den TMD zwei und sieben. C: Geöffnete Struktur des lateral 
gate nach Insertion einer Signalsequenz (signal peptide, azur). Die TMD werden auseinander gespreizt 
und die Signalsequenz zwischen diesen eingelagert. D: Die sechs hydrophoben Aminosäuren, welche 
den pore ring im Sec61α bilden, sind grün eingezeichnet. Im hier gezeigten geschlossenen Zustand 
wird durch diesen Ring und die plug Domäne die Membranbarriere für Ionen aufrechterhalten. E: 
Freilegung des polaren Clusters nach Öffnung des Kanals zur Anlagerung von hydrophoben 
Proteinabschnitten. Abbildung C-E aus [Voorhees et al. 2016] . Abgedruckt mit der Erlaubnis von AAAS 
und abgeändert mit der freundlichen Erlaubnis von R.M. Voorhees.  

Einen ähnlichen Effekt, die Aufrechterhaltung der partiellen Membranimpermeabilität, übt 

ebenfalls die sogenannte plug Domäne aus, sofern kein Transportprozess stattfindet 

(Voorhees & Hegde 2016a). Die von Loop eins bzw. TMD 2a gebildete Struktur (Hefe AS 52-

74; Human AS 66-82) sind auf luminaler Seite unterhalb des pore ring im Trichter der Sanduhr 

positioniert und verhindern so eine Diffusion von Molekülen im geschlossenen Zustand. Diese 
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Positionierung ist jedoch flexibel, da die plug Domäne während des Transportes aus der Pore 

hinausbewegt werden muss (Junne et al. 2006; Lang et al. 2019; MacKinnon et al. 2014; Tam 

et al. 2005; Van den Berg et al. 2004). Für beide Strukturen wurden in Hefe und E. coli 

verschiedene Mutationen eingebracht, um den Effekt der Strukturen von Sec61α und dessen 

dadurch beeinflusste Transportfähigkeit zu ermitteln. Die Mutation einer oder mehrerer der 

sechs pore ring Aminosäuren in Hefen zeigte, dass vor allem ein Austausch zu geladenen 

Aminosäuren zu starken negativen Transporteffekten führen und die Membranintegration von 

Transportsubstraten durch den Austausch mit anderen Aminosäuren beeinflusst ist, in allen 

Fällen die Mutanten jedoch weiterhin vital sind, in Kombination mit Mutationen der plug 

Domäne in E. coli jedoch zu einer Instabilität und damit zur Letalität führen können (Junne et 

al. 2010; Junne et al. 2007; Smith et al. 2005). Dies zeigt, dass die Funktionalität dieser 

Strukturen eine entscheidende Rolle für den gesamten Organismus bilden. Um den Transport 

von Proteinen nicht nur über die Membran des ERs zu ermöglichen, sondern auch Proteine in 

diese Membran zu integrieren, sprich Proteine mit einer TMD, wird eine seitliche Öffnung des 

Kanals durch das lateral gate ermöglicht (Van den Berg et al. 2004). Bei dieser Öffnung, die 

unter anderem durch die Interaktion mit dem Ribosom und Sec61γ ermöglicht wird, wird die 

N-terminale Hälfte um 22˚ gedreht und so ein gate zwischen den TMD zwei und sieben des 

Sec61α gebildet (Pfeffer et al. 2015; Voorhees & Hegde 2016a). Durch dieses können Proteine 

seitlich aus dem Kanal austreten und direkt in die Membran integriert werden (Egea & Stroud 

2010; Pfeffer et al. 2015; Wu et al. 2019). Im inaktiven, also im geschlossenen Zustand, wird 

das lateral gate durch drei polare Aminosäurereste stabilisiert, um eine Öffnung nur unter 

erwünschten Bedingungen zu garantieren (Voorhees & Hegde 2016a).  

Die β-Untereinheit, ein 11 kDa großes tail anchor (TA) Protein, ist mit Sec61α verbunden und 

es konnte gezeigt werden, dass diese den cotranslationalen Transport zwar unterstützt jedoch 

nicht essentiell ist (Kalies et al. 1998; Van den Berg et al. 2004). Ebenfalls wurde 

nachgewiesen, dass eine Verbindung zwischen Sec61β und dem Signalpeptidase-Komplex 

(SPC) besteht, wodurch ein Kontakt zwischen dem Sec61-Komplex und SPC vermittelt wird 

(Kalies et al. 1998). Neuere Studien legen nahe, dass Sec61β eine Bindung entweder zu SRα 

oder Sec62 eingehen kann, welche in einem kompetitiven Verhältnis zueinander stehen, 

wodurch ein Wechsel zwischen Translokationsmechanismen unterstützt wird (Jadhav et al. 

2015).  

Der dritte und kleinste Bestandteil des Sec61 Komplexes hat essenzielle Funktionen, die vor 

allem in der Hefe nachgewiesen wurden. Bildlich gesprochen liegt die γ-Untereinheit des 

Komplexes als Klammer gegenüber dem lateral gate der α-Untereinheit, wodurch ein Einfluss 

auf die Flexibilität der α-Untereinheit und damit auf den Proteintransport ausgeübt wird (Van 

den Berg et al. 2004; Wilkinson et al. 2010). Der Verlust oder die Mutationen von Teilen dieses 
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Proteins führten dazu, dass die Barrierefunktion des Komplexes während der 

nichttranslozierenden Phasen verringert ist, bzw. die Stabilität des gesamten Komplexes 

abnimmt (Falcone et al. 2011; Witham et al. 2020).  

Des Weiteren zum Komplex des Translokons zugehörig sind solche Proteine, die entweder 

weiterführende Funktionen zum Transport einnehmen, oder die Öffnung des Kanals, bzw. den 

Transport selbst unterstützten. Hierzu gehört zum einen das Ribosom, welches mit den 

zytosolischen Loops sechs und acht des Sec61α sowie dem N-Terminus des Sec61γ 

interagiert und so Polypeptidketten an das Translokon heranführt (Cheng et al. 2005; 

Voorhees et al. 2014). Während der Translokation von Polypeptidketten mit einer N-terminalen 

Signalsequenz erfolgt eine Abspaltung dieser Sequenzen, ermöglicht durch den 

Signalpeptidase-Komplex, was einen Teil des Reifungsprozesses der Polypeptide darstellt. 

Zur weiteren Reifung des Proteins ist ebenfalls der Oligosacharyltransferase (OST) Komplex 

als Teil des Translokons aktiv (Abb. 2) (Pfeffer et al. 2014). Dieser ermöglicht eine N-

Glykosylierung von Substraten am N-X-S/T Aminosäurenmotiv, wodurch sowohl deren 

Funktionalität als auch Stabilität beeinflusst wird (Larkin & Imperiali 2011; Ruiz-Canada et al. 

2009). Zu den Komponenten, die neben dem Ribosom die Öffnung des Kanals triggern, zählt 

auch der translocon associated protein (TRAP) Komplex, der ebenfalls die zuvor beschriebene 

Glykosylierung beeinflusst (Dittner-Moormann et al. 2021; Ng et al. 2019; Nguyen et al. 2018; 

Phoomak et al. 2021). Dieser besteht aus vier Untereinheiten, von dem die TRAPα- und 

TRAPβ-Untereinheit im Lumen mit Sec61α interagiert, während auf zytosolischer Seite TRAPγ 

Verbindungen zum Ribosom ermöglicht (Hartmann et al. 1993; Pfeffer et al. 2017). Ebenfalls 

konnte gezeigt werden, dass von diesem Komplex spezielle Signalsequenzen mit 

überdurchschnittlichen Glycin-/ Prolingehalt abhängig sind, um das Substrat effizient zu 

transportieren (Kriegler et al. 2020; Nguyen et al. 2018). Sec62 und Sec63 sind 

membranständige Proteine, die mit Sec61-Proteinen im Komplex vorkommen (Conti et al. 

2015; Jung et al. 2014). Deren Funktion wird im weiteren Verlauf näher beschrieben (Kapitel 

4.3.2, 4.3.3). Die abundanteste der nicht-membranständigen Komponenten des Translokons 

ist das Protein BiP, welches als Chaperon im ER-Lumen agiert (Hein et al. 2015; Pobre et al. 

2019). Dessen physische Interaktion beschränkt sich auf den Loop 7 von Sec61α, jedoch ist 

die funktionelle Verbindung der beiden Proteine deutlich vielseitiger (Schäuble et al. 2012). 

Neben der Förderung zur Öffnung des Kanals, kann es mit naszierenden Polypeptidketten 

interagieren, deren Faltung unterstützen, und den Ausstrom von Calcium aus dem ER durch 

Sec61α regulieren, indem es dessen Öffnung und Schließung moduliert (Haas 1994; Melnyk 

et al. 2015). Näher werden diese Funktionen in Abschnitt 4.3.6 beschrieben. 
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4.3. Transport von naszierenden Proteinen 

Beim Blick auf das humane Genom zeigt sich, dass ca. ein Drittel des Genoms für 

sekretorische oder membranständige Proteine codiert ist und diese dementsprechend in und 

über Membranen hinweg transportiert werden (Aviram et al. 2016; Rapoport 2007; Uhlen et al. 

2015). Der Transportprozess in das ER kann grob in drei Grundschritte unterteilt werden: (1) 

das Anlagern der neu synthetisierten oder naszierenden Polypeptide an die ER-Membran, (2) 

die Einführung des Polypeptides in den transportierenden Kanal, z.B. Sec61 (3) das Entlassen 

des Polypeptides aus dem Kanal in das ER Lumen oder durch das lateral gate in die Membran 

hinein (Linxweiler et al. 2017). Die Vielfalt der Substrate, die in das ER transportiert werden 

sollen, sowie deren unterschiedliche Transportwege, wird in den folgenden Abschnitten 

zusammengefasst.  

4.3.1. Signalsequenzen und Transmembrandomänen als Richtungsweiser 

zum ER 

Eine Gemeinsamkeit der eben genannten 36 % des Proteoms, welches über die ER-Membran 

oder in ebenjene hineintransportiert wird, ist, dass alle diese Proteine in einer Form eine 

Erkennungssequenz besitzen, die die Hinführung zu diesem Ziel ermöglicht. Hierbei werden 

zwei Merkmale als Erkennungssequenz für das ER vorrangig genutzt, abspaltbare 

Signalsequenzen oder TMDs. Etwa 15 % der codierten Proteine beinhalten eine 

Signalsequenz, während 28 % des Genoms für Proteine mit einer oder mehreren TMDs codiert 

ist (Daten zugänglich auf v20.1.proteinatlas.org (Thul et al. 2017; Uhlen et al. 2015)).  

Die Signalsequenz ist am N-Terminus eines Proteins positioniert und hat eine Länge von ca. 

15-50 Aminosäuren und kann in drei Abschnitte unterteilt werden (Martoglio & Dobberstein 

1998; von Heijne 1986). Hierbei handelt es sich zu Beginn um eine positiv-geladene N-

terminale Sequenz, die 1-5 Aminosäuren einnimmt. Darauf folgt die H-Region, die den 

längsten Teil der Sequenz ausmacht. Hier sind vor allem hydrophobe Aminosäuren 

eingelagert, die der Signalsequenz einen Charakter verleihen, der mit einer TMD vergleichbar 

ist. Den C-terminalen Abschluss der Sequenz bildet ein polarer Abschnitt (Chen et al. 2019; 

Gierasch 1989; von Heijne 1990). Charakteristisch für diesen C-Terminus in E. coli sind die 

drittletzte (aliphatische Aminosäure) und die letzte Aminosäure (klein, ungeladen), die als 

Erkennungssequenz für den Signalpeptidase-Komplex dient, welche die Signalsequenz 

während des Reifungsprozesses von der Polypeptidkette abspaltet (Ekici et al. 2007; Karla et 

al. 2005; Liaci et al. 2021). Signalsequenzen sind ebenfalls für andere Organellen bekannt, 

sind aber in diesen Fällen jedoch anders strukturiert, bzw. sogar anders lokalisiert (Kunze & 

Berger 2015). Wird ein Vergleich aller zum ER führenden Signalsequenzen vorgenommen, ist 

neben der konstanten dreigeteilten Aufteilung der Sequenz kaum eine Gemeinsamkeit 

auszumachen. Es konnte sogar gezeigt werden, dass ein Großteil der Sequenz variiert werden 
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kann, dadurch jedoch nur die Transporteffizienz verringert wird (Kaiser et al. 1987). 

Andererseits zeigen Studien ebenfalls, dass einzelne Punktmutationen, z.B. in der 

Signalsequenz von Renin, zu einem Verlust der Nierenfunktion führen können (Beck et al. 

2011; Jarjanazi et al. 2008; Živná et al. 2009). Die Signalsequenz selbst wird, wie im 

Folgekapitel beschrieben, von SRP erkannt und ermöglicht so den cotranslationalen Transport 

(Walter & Johnson 1994). Dementsprechend kann die Signalsequenz als eine Art Kompass 

verstanden werden, der auf das ER gerichtet ist.  

TMD erfüllen eine ähnliche Funktion wie Signalsequenzen. Je nach betrachtetem Organismus 

codieren 20-30 % des Genoms Proteine, die eine oder mehrere TMD beinhalten (Krogh et al. 

2001). Diese haben, je nach Sekundärstruktur, eine Länge von 10-20 hydrophoben 

Aminosäuren und durchspannen so in der in die Membran integrierten Form die etwa 30 Å 

breite Lipidmembran (White & Wimley 1999). Die Anzahl, Position und Orientierung der TMD 

in der Membran ordnet diese in verschiedene Klassen ein, da basierend auf diesen Faktoren 

die Topologie und Struktur des Membranproteins bestimmt wird (s. Abb. 3).  

 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Topologie von Proteinklassen in der ER Membran.  Die 
Proteine werden eingeteilt in sekretorische und membranstädnige Proteine. Membranständige Proteine 
werden weiterhin unterteilt aufgrund der Anzahl der TMD und der Orientierung der Proteine in der 
Membran. TypI-TypIII Proteine beinhalten eine TMD, wobei die flankierende Ladung entscheidend ist 
für die Termini („positive inside rule“). Die Struktur polytoper Membranproteine, Proteine mit mehr als 
einer TMD, wird durch die Orientierung der ersten TMD bestimmt. TA Proteine werden durch eine C-
terminale TMD in der ER-Membran positioniert. Ein Einbau von GPI-Ankerproteinen in die ER Membran 
erfolgt durch einen Transamidase-Komplex. SS = Signalsequenz; TMD = Transmembrandomäne; C = 
C-Terminus; N = N-Terminus; + = positive Ladung; Schere = Abspaltung von Signalsequenzen. 
Abbildung generiert mit Hilfe von Motifolio Inc.. 

Die Orientierung der TMD selbst wird durch die Ladung der Aminosäuren bestimmt, die an den 

jeweiligen Termini der TMD lokalisiert sind. Als Faustregel gilt die „positive-inside-rule“, die 

besagt, dass positiv geladene Aminosäuren das Ende der Membrandomäne flankieren, 

welches dem Zytosol zugewandt ist. Die komplementäre Regel “negative-outside-rule“ konnte 

hingegen seltener bestätigt werden (von Heijne 1992; von Heijne & Gavel 1988; Wallin & 
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Heijne 1998). Wie auch Signalsequenzen werden TMD im Zytosol von spezialisierten 

Proteinen erkannt, die eine Aggregation verhindern und die Polypeptide in einem 

transportkompetenten Zustand erhalten, bzw. zur Membran führen (Guna & Hegde 2018; 

Shan 2019). Es zeigte sich, dass die Helixstrukturen der TMD bereits am Ribosom ausgebildet 

werden, was die Anlagerung an das Sec61 und die Insertion in die Membran ermöglicht 

(Woolhead et al. 2004). Da Membranproteine nicht nur im ER sondern auch in allen anderen 

Membranen zugegen sind, ist z.B. im Fall von TA-Proteinen die TMD selbst auch das 

Sortierungssignal. Hier wird durch die Länge und die Ladung am C- und N-Terminus der TMD 

bestimmt, ob das Protein dem Mitochondrium oder dem ER zuzuordnen ist (Borgese et al. 

2003; Shirane & Nakayama 2003). Sowohl TMD als auch Signalsequenzen können in 

schwache oder starke Klassen eingeteilt werden. Die physikalische Grundlage dieser 

Klassifizierung wird in der Hydrophobizität der jeweiligen Sequenz vermutet, wobei 

hydrophobe Sequenzen eher zur starken, wenig hydrophobe Sequenzen eher zur schwachen 

Klasse zugeordnet werden (Hegde & Kang 2008; Lang et al. 2017; Sun et al. 2020). Aus einer 

geringeren Hydrophobizität der Zielsequenz resultiert einer verminderte bzw. verlangsamte 

Öffnungswahrscheinlichkeit des Sec61-Kanals, was dadurch deutlich wird, dass Proteine mit 

einer schwachen Zielsequenz für diesen Prozess die Unterstützung einer akzessorischen 

Komponente benötigen (Haßdenteufel et al. 2018; Lang et al. 2012; Nguyen et al. 2018; 

Sommer et al. 2013; Ziska et al. 2019). Das Vorhandensein einer der beiden Zielsequenzen 

schließt jedoch nicht die Anwesenheit der anderen Form aus, wodurch es auch zu 

Überschneidungen in den Transportmechanismen kommen kann (Goder & Spiess 2001). 

Diese werden in den beiden Folgeabschnitten beschrieben.  

4.3.2. Cotranslationaler Transport: Zusammenarbeit des Ribosoms mit Sec61 

Ein seit mehreren Jahren untersuchter Transportweg von Polypeptidketten zum Translokon 

hin ist der SRP-Transportweg. Dieser Weg ist evolutionär stark konserviert (Zimmermann et 

al. 2011). Der Name leitet sich ab aus der zentralen zytosolischen Komponente des 

Transportweges, dem signal recognition particle (SRP) ab. Die Funktion dieses Proteins ist 

durch den Namen weitestgehend erklärt. Es erkennt durch die SRP54-Untereinheit (eine von 

sieben Protein-Untereinheiten) die N-terminale Signalsequenz naszierender Polypeptide 

bereits am Ribosom, wodurch die Bindung zwischen SRP und Ribosom stabilisiert wird (Krieg 

et al. 1986; Neuhof et al. 1998; Walter & Johnson 1994). Durch die Anlagerung des SRP an 

die Signalsequenz, entsteht eine Konformationsänderung des SRP und die N-terminale Alu-

Domäne des Proteins blockiert die Bindestelle für Elongationsfaktoren am Ribosom. Dies hat 

eine Pausierung der Elongation des naszierenden Proteins zur Folge (Halic et al. 2004; Walter 

& Blobel 1981b). Dass diese temporäre Unterbrechung der Translation physiologisch wichtig 

ist zur Erhaltung der Transportkompetenz der Substrate, wurde 2008 gezeigt (Lakkaraju et al. 

2008). An der ER-Membran bindet der Komplex an den heterodimeren SRP-Rezeptor, 
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bestehend aus SRα und SRβ, worauf eine Bindung an das Translokon folgt. Dies hat die 

Hydrolyse von GTP zur Folge, welches an SRα und SRP gebunden war, und so den Komplex 

auflöst. Das Ribosom verbleibt am Translokon und die naszierende Kette wird in ebenjenes 

hineingeführt (Fulga et al. 2001; Gilmore et al. 1982b; Jomaa et al. 2017; Kobayashi et al. 

2018; Luirink & Sinning 2004). Die Bindung vom Ribosom an das Translokon versetzt dieses 

in einen sogenannten „primed“ Zustand, der zur Initiation des Transportes entscheidend ist 

(Gogala et al. 2014; Pfeffer et al. 2014; Voorhees et al. 2014).  

Neben dieser relativ gut verstandenen Variante des cotranslationalen Transportes, wird 

ebenfalls eine weitere Form diskutiert. In diesem bindet das Ribosom an den N-Terminus des 

Sec62, welches als Teil des Translokonkomplexes vorliegt, im speziellen mit dem Sec63 

interagiert (Meyer et al. 2000b; Müller et al. 2010). Dieser Vorgang wird in Verbindung gesehen 

mit dem auf luminaler Seite durch Sec63 gebundenem BiP und einer dauerhaften Anlagerung 

der großen ribosomalen Untereinheit an das Translokon (Lang et al. 2012; Müller et al. 2010; 

Potter et al. 2001). Weiterhin ist dieser Transport auch ohne angelagertes Ribosom möglich, 

wobei hier Substrate mit einer verlängerten und weniger hydrophoben H-Region der 

Signalsequenz im Mittelpunkt stehen (Schorr et al. 2020). In der Hefe zeigte sich, dass vor 

allem Typ II Membranproteine mit einer gering hydrophoben Signalsequenz vom Komplex aus 

Sec62 und Sec63 während des cotranslationalen Transportes abhängig sind, im speziellen die 

Insertion der zweiten TMD von Sec62 (Jung et al. 2014; Reithinger et al. 2013). Dies konnte 

im humanen System bis dato nicht bestätigt werden.  

 

Abb. 4: Möglichkeiten des cotranslationalen Proteintransportes.  1: Proteine mit einer N-terminalen 
Signalsequenz werden durch den SRP erkannt, zum Rezeptor in der ER Membran geführt und am 
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Translokon positioniert. 2: Dauerhaft am Translokon angelagerte Ribosomen werden durch den 
Sec62/63 Komplex an den Komplex angelagert. Abbildung generiert mit Hilfe von Motifolio Inc. 

Der Transport in/über die Membran erfolgt dementsprechend zeitgleich zur Translation, was 

den Namen cotranslational erklärt. Wie der darauffolgende Transport durch das Translokon 

erfolgt, wird in Kapitel 4.3.5 beschrieben.  

4.3.3. Variable Möglichkeiten des posttranslationalen Transportes 

Während Substrate mit einer N-terminalen Signalsequenz in der Regel cotranslational in das 

ER überführt werden, werden Polypeptide ohne, oder mit einer schwach hydrophoben 

Signalsequenz vollständig im Zytosol synthetisiert und dann von zytosolischen Rezeptoren 

erkannt. Daher wird dieser Transportmodus als posttranslational bezeichnet. Für alle 

posttranslationalen Transportmöglichkeiten gilt, dass zytosolische Faktoren die Aggregation 

der Polypeptide im Zytosol verhindern und diese dadurch in einem transportkompetenten 

Zustand erhalten (Ast et al. 2013; Dudek et al. 2015; Zimmermann et al. 1988). 

Einer der am besten untersuchten posttranslationalen Transportwege ist in allen Eukaryoten 

konserviert und wird als GET (guided entry of TA proteins) oder TRC40 (transmembrane 

domain recognition complex 40 kDa ATPase subunit) Transportweg bezeichnet (Asseck et al. 

2021; Borgese et al. 2019). Dieser Transportweg agiert spezifisch für TA-Membranproteine, 

deren C-terminales Ende eine TMD beinhaltet. Deren Synthese muss dementsprechend 

vollständig abgeschlossen sein, bevor sie von zytosolischen Faktoren erkannt werden können 

(Kutay et al. 1993). Die exponierte, hydrophobe TMD wird von dem Protein SGTA (Small 

glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein alpha) erkannt, welches im 

Folgenden mit dem Bag6 Proteinkomplex (bestehend aus Bag6, TRC35 und Ubl4A) interagiert 

(Benarroch et al. 2019; Mariappan et al. 2010; Mock et al. 2015; Winnefeld et al. 2006). Dieser 

Komplex interagiert mit dem zytosolischen TRC40 Chaperon, auf den das zu transportierende 

Substrat übertragen wird (Mariappan et al. 2010). Als heterodimerer Rezeptor in der ER-

Membran fungieren in diesem Fall die Proteine CAML (calcium modulating ligand) und WRB 

(tryptophan-rich basic protein) (Vilardi et al. 2011; Vilardi et al. 2014). Beide Proteine stehen 

in einer hohen Abhängigkeit zueinander was Stabilität und Funktionalität betrifft (Inglis et al. 

2019). Speziell für TA-Proteine agiert dieser Membrankomplex nicht nur als TRC40 Rezeptor, 

sondern auch als Insertase in die ER-Membran, ein Prozess der demensprechend unabhängig 

von Sec61 verläuft, jedoch noch nicht vollständig verstanden ist (Colombo et al. 2016; Lang et 

al. 2012; McDowell et al. 2020; Wang et al. 2014; Yamamoto & Sakisaka 2012). Neuere 

Studien ergaben, dass der TRC40-Transportweg hauptsächlich von TA-Proteinen mit einer 

stark hydrophoben TMD in Anspruch genommen wird, während TA-Proteine mit moderater 

Hydrophobizität teils unabhängig von TRC40 vom ER membrane protein complex (EMC) in 

die Membran inseriert werden (Bai et al. 2020; Guna et al. 2018). Des Weiteren wurde gezeigt, 
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dass bestimmte TA-Proteine ebenfalls durch SRP erkannt, mit dessen Hilfe diese Proteine 

unabhängig vom Ribosom an die ER Membran geführt und mittels Sec61 inseriert werden 

können (Abell et al. 2004).  

Bestimmte sekretorische Proteine besitzen durch die N-terminale Signalsequenz 

grundsätzlich die Möglichkeit cotranslational zum ER geführt zu werden, können diese Route 

aber aufgrund der Länge des zu transportierenden Proteins nicht nutzen. Der Transport dieser 

sogenannten kurzen sekretorischen Proteine (beispielsweise Apelin und Statherin) werden 

dementsprechend durch das dem Translokon zugehörige Sec62 unterstützt (Casson et al. 

2017; Haßdenteufel et al. 2019; Lakkaraju et al. 2012b; Lang et al. 2012). Es konnte festgestellt 

werden, dass sekretorische Proteine mit weniger als 100 Aminosäuren schlicht zu kurz sind, 

um am Ribosom vom SRP erkannt zu werden. An dieser Stelle vermittelt Sec62 den Transport 

zum Translokon. Potenziell ermöglicht wird dies durch die Ribosombindestelle des Sec62 an 

dessen zytosolischen Terminus (Jadhav et al. 2015; Müller et al. 2010). Ähnlich wie beim 

cotranslationalen Transport ist auch hier die Verbindung zu Sec63 und damit zu BiP ein 

entscheidender Faktor, um den Sec61 Kanal für kleine sekretorische Proteine zu öffnen 

(Haßdenteufel et al. 2018; Haßdenteufel et al. 2019; Lakkaraju et al. 2012b).  

 

Abb. 5: Möglichkeiten des posttranslationalen Transportes.  1: TRC40-abhängiger Transport von 
TA-Proteinen mit C-terminaler TMD. 2: Transport vermittelt durch Chaperone. 3: Transport kurzer 
sekretorischer Proteine mit Signalsequenz, die nicht vom SRP erkannt werden. Die Proteine werden 
durch den Sec62/63 Komplex erkannt. 4: vermutliche Struktur des humanen SND-Transportweges. 
Identifiziert ist bisher nur das membranständige hSnd2 (Kapitel 4.3.4). Abbildung generiert mit Hilfe von 
Motifolio Inc. 

Als weitere Form des posttranslationalen Transportes ist die Möglichkeit zu nennen, dass das 

zytosolische Chaperon Calmodulin direkt mit hydrophoben Domänen kurzer sekretorischer 

Proteine Verbindungen eingeht und diese so in einem transportkompetenten Zustand erhält. 
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Eine Orientierung zur ER-Membran hin erfolgt durch die Bindung von Calmodulin an die 

Calmodulinbindestelle (IQ-Motiv) am N-Terminus von Sec61α (Erdmann et al. 2011; Shao & 

Hegde 2011c).  

Die Insertion von Proteinen mit TMD in die Membran wird wie beschrieben von verschiedenen 

Insertasen/Translokasen unterstützt. Ein Einbau von Transmembranproteinen in 

membranartige Strukturen ohne eine Insertase konnte bisher nur in zellfreien Assays 

nachgewiesen werden (Cymer et al. 2015; Kalmbach et al. 2007). Die auch hier im Fokus 

stehende Insertase ist das Translokon. Die Öffnung des Kanals und die damit verbundene 

Insertion wird im Folgekapitel detailliert beschrieben.  

4.3.4. Der SND abhängige Transportweg 

Neben all der Spezialisierung der einzelnen Transportwege naszierender Polypeptidketten 

zum ER hin, gibt es auch verschiedene Überlagerungen dieser Wege, sozusagen 

Alternativrouten für die Substrate (Aviram & Schuldiner 2017). Als eben solche wurde 2016 

erstmalig der SND-Transportweg (SRP-independent) in der Hefe beschrieben, dem zum 

jetzigen Zeitpunkt drei Proteine zugeordnet werden (Aviram et al. 2016). Initial entdeckt als 

eine mögliche Alternative zum cotranslationalen SRP- und dem posttranslationalem GET-

Transportweg, ist nach wie vor nicht sicher charakterisiert, welchem dieser beiden Modi dieser 

Transportweg folgt (Aviram & Schuldiner 2017). Die drei Komponenten des Transportweges 

teilen sich in eine zytosolische und zwei membrangebundene Proteine auf. Snd1, ein 

zytosolisches, genauer ein an das Ribosom angelagertes Protein, ist funktionell oder 

strukturell nicht weiter untersucht (Fleischer et al. 2006; Huh et al. 2003). Snd2 und Snd3 

hingegen sind als ER-Membranständige Proteine beschrieben mit vier bzw. einer TMD. Einen 

Bezug zum Proteintransport zeigte Snd2 (ENV10) bereits in einer Studie aus dem Jahr 2011, 

als es als eines der Proteine beschrieben wurde, welches die Reifung der Carboxypeptidase 

Y (CPY) beeinflusst, einer Protease in der Hefevakuole. Bei einer Deletion des Proteins 

wurden CPY Vorläufer akkumuliert, was auf einen Defekt im Proteintransport oder der 

Proteinreifung hinweist (Jung et al. 1999; Ricarte et al. 2011). Snd3 erfüllt mehrere Funktionen. 

Neben der hier im Fokus stehenden Beteiligung am Proteintransport in das ER (Aviram et al. 

2016), wurde ebenfalls eine Funktion für den Phosphattransport (Yompakdee et al. 1996) und 

der Formierung von Verbindungen zwischen der nukleären Membran und der Vakuole 

beschrieben (Tosal-Castano et al. 2021). Speziell im zweiten Aspekt wurde untersucht, ob 

Snd1 und/oder Snd2 ebenfalls an diesem Effekt beteiligt sind, was nicht der Fall war. Snd3 

scheint hier unabhängig von den anderen Proteinen eine nicht dem Proteintransport 

zuzuordnende Funktion zu erfüllen (Tosal-Castano et al. 2021). Zeitgleich besteht jedoch auch 

ein gewisses Maß an gegenseitiger Abhängigkeit, denn bei der Deletion eines der drei 

Proteine, kann es sowohl zur Misslokalisation als auch zur Instabilität der zwei Partnerproteine 
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kommen (Aviram et al. 2016). In der genannten Publikation wird deutlich, warum die 

Identifizierung des Transportweges erst vor wenigen Jahren erfolgte und woher der Name 

stammt. Es konnte gezeigt werden, dass funktionelle Überlagerungen und 

Kompensationsmechanismen die Aktivität dieses Transportweges bisher verschleierten. 

Während die Überexpression von Snd2 oder Snd3 eine Letalität von Sec65 knock-out (KO) 

(als Teil des SRP-Transportweges in Hefen) verhindern konnte, wurden additiv negative 

Effekte bei gleichzeitiger Depletion von SND und GET Komponenten beschrieben. Die Daten 

aus der Hefe suggerieren, dass die Transportwege ein Netzwerk bilden, dessen Komplexität 

bisher noch nicht vollständig verstanden wurde. Das Substratspektrum des Transportweges 

selbst scheint sehr breit gestreut zu sein. Erste Studien in der Hefe und im humanen System 

führten zu der Hypothese, dass vornehmlich Proteine mit einer mittig liegenden 

Transmembrandomäne vom SND-Proteintargetingweg abhängig sind (Aviram et al. 2016; 

Haßdenteufel et al. 2017; Pool 2016). Im Verlauf weiterer Studien konnte ebenso gezeigt 

werden, dass sowohl polytope Membranproteine, als auch GPI-Ankerproteine mit schwach 

hydrophober GPI-Sequenz durch einen Verlust des hSnd2 Proteins negativ beeinflusst waren 

(Talbot et al. 2019; Yang et al. 2021). Eine Erläuterung, welche spezifische Eigenschaft die 

Abhängigkeit vom SND-Proteintargetingweg generiert, konnte bisher noch nicht geleistet 

werden.  

Im humanen System konnte bisher nur eine der möglichen drei Komponenten identifiziert 

werden (Abb. 5). Das Protein TMEM208, ab hier als hSnd2 bezeichnet, zeigt neben der 

Sequenzüberschneidung auch funktionell deutliche Parallelen zu dem Hefe-Ortholog Snd2. 

Neben Integration in die Membran des ERs, der Co-Lokalisation zu Proteinen, wie Sec61 (in 

Hefe und HeLa-Zellen), dessen akzessorischen Komponenten und EMC, die im Transport von 

Proteinen entscheidend sind, zeigen auch Effekte nach Knockdown des hSnd2 in HeLa-Zellen 

deutlich die Funktion im Transportnetzwerk im humanen System (Aviram et al. 2016; 

Haßdenteufel et al. 2017; Talbot et al. 2019; Zhao et al. 2013). Die Kompensation zum SRP-

Transportweg in humanen Zellen wurde nicht durch ein vermindertes Absterben der Zellen 

deutlich, so wie es in der Hefe der Fall ist, sondern durch die Steigerung der Proteinabundanz 

der Komponenten des jeweils anderen Transportweges nach der Depletion von hSnd2 oder 

SRα (Aviram et al. 2016; Haßdenteufel et al. 2017). Die funktionelle Überlagerung wurde des 

Weiteren durch die Generierung additiv negativer Effekte nach Doppelknockdown 

(hSnd2+WRB) deutlich, die vor allem auf den Transport von TA-Proteine Einfluss nahmen 

(Casson et al. 2017; Haßdenteufel et al. 2017). In weiteren Studien wurde die Komplexität des 

Themenfeldes noch erweitert, indem gezeigt werden konnte, dass auch polytope 

Membranproteine in einer Abhängigkeit von hSnd2 stehen, ähnlich der Abhängigkeit dieser 

Membranproteine vom EMC-Komplex. Ein wechselseitiger Einfluss des hSnd2 auf EMC oder 

umgekehrt konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden, auch wenn EMC-Proteine 
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gemeinsam mit hSnd2 aufgereinigt werden konnten (Aviram et al. 2016; Talbot et al. 2019). 

Bisher erhobene Interaktionsdaten aus der Hefe und humanen Zellen suggerieren, dass das 

Sec61-Translokon als Insertase für den Transportweg agieren könnte, da Interaktionen mit 

diesem Protein und akzessorischen Komponenten nachgewiesen werden konnten (Aviram et 

al. 2016; Haßdenteufel et al. 2017; Yang et al. 2021).  

Ebenfalls ähnlich dem Hefeortholog hat auch hSnd2 Funktionen, die nicht direkt dem 

Proteintransport zugeordnet werden können. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch 

Hypoxie die Expression des Proteins gesteigert wird und auch, dass eine gesteigerte 

Expression zu einer verminderten Autophagie, also einer verminderten Stressreaktion der 

Zelle führt (Lei et al. 2020; Zhao et al. 2013). Da jedoch die Stressreaktion auch über die 

Regulation des Proteintransportes erfolgen kann, sind diese Themen nicht unabhängig von 

einem Proteintransportweg zu sehen (Corazzari et al. 2017).  

Von besonderem Interesse ist demnach die Fragestellung, wie der SND-Transportweg in 

humanen Zellen aufgebaut ist. Dies soll zu Teilen durch diese Arbeit beantwortet werden.  

4.3.5.  Proteininsertion verschiedener Substrate in das ER 

Um den Transport der Proteine durch das Translokon zu ermöglichen, bedarf der Kanal einer 

gewissen Dynamik, um zwischen dem geschlossenen und geöffneten Zustand wechseln zu 

können. Diese Dynamik ist in hohem Maße von transient akzessorischen Komponenten bzw. 

den Transportsubstraten selbst abhängig (Pfeffer et al. 2015; Voorhees & Hegde 2016a). 

Diese akzessorischen Komponenten wie Ribosom, TRAP, BiP oder Sec63, binden an 

unterschiedliche Positionen des Sec61α, was eine Konformationsänderung des Kanals zur 

Folge hat (Gumbart et al. 2009; Lang et al. 2019; Linxweiler et al. 2017; Voorhees et al. 2014). 

Der Komplex gelangt so in einen sogenannten „primed“ Zustand, im Folgenden am Beispiel 

des Ribosoms gezeigt (Voorhees & Hegde 2016a). Der N-terminale Anteil der Sec61γ-

Untereinheit, sowie weitere basische Aminosäuren in Loop sechs und acht des Sec61α 

interagieren mit dem Ribosom und positionieren so das naszierende Protein direkt über dem 

zytosolischen Teil des Sec61α (Ménétret et al. 2007; Voorhees et al. 2014). Die 

Konformationsänderung setzen sich über benachbarte Helices fort mit der Folge, dass zum 

einen das aus drei Aminosäuren bestehende polare Cluster destabilisiert wird, infolgedessen 

das lateral gate geöffnet werden kann, und zum anderen ein hydrophober Bereich im Zytosol 

zugewandten Teil des Sec61α offen gelegt wird (Kater et al. 2019; Trueman et al. 2012; 

Voorhees et al. 2014; Voorhees & Hegde 2016b). Durch die hydrophoben Eigenschaften 

dieses Abschnittes wird eine Bindung mit anderen hydrophoben Domänen ermöglicht, wie zum 

Beispiel der H-Domäne von Signalsequenzen oder TMD der entsprechenden 

Transportsubstrate (Voorhees & Hegde 2016a). Diese werden an der Stelle der zweiten Helix 

des Sec61α positioniert, die diese eigentlich im geschlossenen Zustand einnehmen würde, 
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also in das lateral gate. Durch diesen Schritt wird die abschließende Verschiebung zwischen 

der C- und N-terminalen Hälfte von Sec61α ermöglicht, resultierend in der Ausdehnung des 

pore rings und die Verschiebung der plug Domäne, was die vollständige Öffnung des lateral 

gates und somit auch des Kanals zur Folge hat (Kater et al. 2019; Voorhees et al. 2014; 

Voorhees & Hegde 2016b). Der hydrophobe Ring im engsten Bereich der „Sanduhr“ legt sich 

während des daraus resultierenden Transports um das zu translozierende Protein und erhält 

so die Membranbarriere aufrecht (Gumbart & Schulten 2006). Ebenfalls wird vermutet, dass 

die geringe strukturelle Änderungen des pore rings zu einer weiteren Destabilisierung der plug 

Domäne führt, was zusammen mit den oben beschriebenen Änderungen der Kanalstruktur zur 

vollständigen Delokalisation des plug führt (Voorhees et al. 2014; Voorhees & Hegde 2016b). 

Damit können die translozierten Proteine entweder durch das lateral gate in die Membran 

entlassen werden, oder in das Lumen des ERs gelangen (Dudek et al. 2015; Voorhees & 

Hegde 2016a). Der hier beschriebene Prozess der Öffnung des Translokons ist nur eine der 

verschiedenen Möglichkeiten, wie dieser Kanal in der Membran geöffnet wird. Neben dem 

Ribosom gibt es weitere akzessorische Komponenten, die ebenfalls die Öffnung des Kanals 

begünstigen, und spezifisch für das jeweils zu transportierende Substrat agieren. Hier sind 

Proteine wie Sec62/63, TRAP oder auch TRAM zu nennen, sowie auf luminaler Seite BiP 

(Gemmer & Förster 2020; Lang et al. 2019; Zimmermann et al. 2011). Ebenso kann das 

Translokon wieder durch die Anlagerung anderer, oder auch identischer Komponenten 

verschlossen werden. Daraus resultierend ist eine funktionelle Membranbarriere. Dies erfolgt 

zum Beispiel durch die calciumabhängige Interaktion mit Sec62 und Calmodulin, wie auch 

wiederrum durch BiP (Lang et al. 2012; Linxweiler et al. 2013; Schäuble et al. 2012). Insgesamt 

betrachtet ergibt sich also eine Öffnungskinetik, die einer enzymatischen Reaktion gleicht. Das 

Zusammenspiel mit den akzessorischen Komponenten führt zur Verringerung der 

Aktivierungsenergie, die für die Konformationsänderung benötigt wird und die Öffnung des 

Kanals begünstigt.  
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Abb. 6: Strukturelle Darstellung des Sec61α-Komplex im geöffneten und geschlossenen 
Zustand. Dargestellt sind auf der linken Seite alle TMD des Sec61α mit den besonders 
hervorgehobenen Helices 2, 3, 7 und 8, welche das lateral gate umgebenen. Rechts ist die N terminale 
Hälfte des Proteins (TMD1-5) in blau eingefärbt, die C terminale Hälfte (TMD 6-10) in grün dargestellt. 
Die Helices 2b und 7 sind in rot dargestellt. Sec61β und Sec61γ wurden in gelb, bzw. braun eingefärbt. 
Die Öffnung des Kanals und damit des lateral gates wird durch verschiedene Komponenten unterstützt, 
ebenso wird das Schließen durch die Anlagerung vermittelt. Durch den geöffneten Kanal erfolgt der 
Proteintransport in das ER und der Calciumstorm aus dem ER. Die Abbildung wurde auf Basis folgender 
Quellen modifiziert (Dudek et al. 2015; Lang et al. 2017; Sicking et al. 2021).  

Die Orientierung der naszierenden Polypeptidketten in der Membran bzw. bereits im 

Translokon selbst, hängt von den Charakteristika der Signalsequenz/TMD ab. Der positive 

inside rule folgend, und übereinstimmend zu dem durch die Konformationsänderung 

freigelegten hydrophoben patch, werden Signalsequenzen mit einer positiv geladenen N-

Domäne in einer sogenannten hairpin Struktur in das Translokon eingelagert. Die Translation 

wird fortgeführt und der neu synthetisierte Teil des Polypeptides wird an der Signalsequenz 

vorbei durch das Translokon geführt (Rapoport 2007; Shaw et al. 1988). Hierbei ist die 

Translation durch das Ribosom nicht der energetisch essenzielle Faktor, der den Transport 

über die Membran ermöglicht (Conti et al. 2015). Für das Prionprotein (PRP) wurde 

beschrieben, dass sowohl die zytosolische Interaktion der Signalsequenz mit dem Sec61α, als 

auch die darauffolgende luminale Interaktion mit dem TRAP-Komplex als „pulling force“ 

agieren und so eine Weiterführung des Prionproteins ermöglichen (Kriegler et al. 2020). 

Unterstützt wird dieser Vorgang zusätzlich auf luminaler Seite durch BiP, welches an 

naszierende Polypeptidketten bindet und so das Zurückdiffundieren durch den Kanal 

(molekulare Ratsche) verhindert (Matlack et al. 1999). Falls positiv geladene Aminosäurereste 

auf die Signalsequenz folgen, wird diese „head first“ in das Translokon inseriert. Der 
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darauffolgende Schritt ist im Wesentlichen von den Eigenschaften der darauffolgenden 

Aminosäuren abhängig. Sollten diese positiv geladen sein, erfolgt ein sogenannter „flip turn“ 

und der N-Terminus des reifenden Proteins wird zytosolisch orientiert (Shao & Hegde 2011b; 

Zhang & Miller 2012). Dies ist typischerweise für Typ II Membranproteine der Fall. Ist der C-

Terminus des neu synthetisierten Proteins positiv geladen, was charakteristisch für Typ I oder 

Typ III Membranproteine ist, erfolgt kein flip turn und der N-Terminus wird luminal ausgerichtet 

(Devaraneni et al. 2011; Lang et al. 2017). Dass neu synthetisierte Proteine ihre korrekte 

Topologie erhalten, wird, ähnlich wie das Öffnen des Kanals selbst, ebenfalls durch 

akzessorische Komponenten unterstützt, wie es beispielhaft für den TRAP-Komplex gezeigt 

werden konnte (Bañó-Polo et al. 2017; Sommer et al. 2013). Die Insertion von Proteinen mit 

mehreren TMD erfolgt zu Beginn identisch zu den bereits beschriebenen 

Transmembranproteinen. Nachdem die Orientierung der ersten TMD festgelegt wurde, 

basierend auf deren Sequenz, erfolgt die weitere cotranslationale Insertion in der sich daraus 

ergebenden Orientierung (Cymer et al. 2015; Virkki et al. 2014).  

Durch einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Membran fixierte Proteine werden 

ebenfalls anhand der N-terminalen Signalsequenz an und durch das Translokon 

hindurchgeführt. Nachdem die Signalsequenz abgespalten wurde, wird die Ankerstruktur 

durch eine Transamidase angebracht und das Protein auf luminaler Seite in der Membran 

verankert (Ohishi et al. 2001; Paulick & Bertozzi 2008; Zurzolo & Simons 2016).  

McGilvary und Kollegen konnten zeigten, dass die Insertion von polytopen Membranproteinen, 

die cotranslational in das ER überführt werden, nicht von Sec61 als Insertase allein gesteuert 

wird. Sie postulieren, dass das TMCO1-Protein ebenfalls eine Insertase bildet für TMD, die 

nur schwach mit Sec61α interagieren (Anghel et al. 2017; McGilvray et al. 2020). Ebenfalls 

wurde ein Zusammenspiel zwischen Sec61 und EMC als Insertase beschrieben. Hierbei ist 

die Anwesenheit des EMC-Komplexes vor allem für die richtige Orientierung der ersten TMD 

während des cotranslationalen Transportes entscheidend (Bai et al. 2020; Chitwood et al. 

2018).  

4.3.6.  Molekulare Chaperone: BiP als Faltungshelfer und Kanalöffner 

Die Gruppe der Chaperone ist eine äußerst vielseitige Gruppe von Proteinen, mit ebenso 

vielseitigen Funktionen. Diese unter dem Begriff „heat shock protein“ (Hsp) 70 und Hsp40 

zusammengefasste Proteingruppe unterstützen die Proteinfaltung und den Erhalt der 

Proteinkonformation, Regulieren den zellulären Stress und unterstützen weitere zelluläre 

Prozesse. Diese Prozesse werden häufig durch den Verbrauch von Energie in Form von ATP 

ermöglicht. Die benannte Vielfältigkeit wird ebenfalls durch eine große Anzahl von 

Interaktionen der Hsp70-Proteine mit Hsp40- oder Hsp90-Proteinen gefördert (Buchner 2019).  
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Eines der wohl funktionell vielfältigsten Hsp70 Chaperone ist das luminal lokalisierte 

„immunoglobulin heavy-chain binding protein“ oder Grp78, welches aber vor allem unter dem 

Namen BiP bekannt ist (Haas 1994; Zimmermann & Lang 2020). Mit einer Konzentration von 

8 µM gehört es zu den abundantesten Proteinen in der HeLa-Zelle und ist gleichzeitig das 

abundanteste luminale Protein in HeLa-Zellen nach Calreticulin (Hein et al. 2015). Wie es für 

ein Hsp70 Chaperone typisch ist, besteht auch BiP aus zwei Domänen die funktionell 

konserviert sind: Der N-terminalen Nukleotidbindedomäne (NBD) und der C-terminalen 

Substratbindedomäne (SBD) welche strukturell in eine acht ß-Faltblätter umfassende α-

Domäne und die helikale „lid“ β-Domäne unterteilt werden kann (Dudek et al. 2009; Pobre et 

al. 2019). Verbunden werden die NBD und SBD durch eine Linkerdomäne, die eine zentrale 

Rolle zum einen in der Interaktion der beiden Domänen, zum anderen auch für die Interaktion 

mit den J-Domänen der Hsp40 Co-Chaperone einnimmt (Kumar et al. 2011). Als Chaperon 

bindet die SBD von BiP an exponierte, hydrophobe Sequenzen von ungefalteten Proteinen. 

Diese werden dadurch vor Aggregation geschützt, bzw. wird die Faltung zur korrekten 

Konformation unterstützt, da diese Zwischenstufe, also die Bindung an BiP, dem energetisch 

günstigen Zustand eines korrekt gefalteten Proteins entspricht (Flynn et al. 1991). Dies erfolgt 

in Abhängigkeit davon, ob ATP oder ADP an der NBD gebunden ist, wodurch ein 

energieabhängiger Zyklus entsteht. Dieser Zyklus kann in vier Schritte mit mehreren Akteuren 

unterteilt werden. Zu „Beginn“ des Zyklus ist ATP an die NBD des BiP gebunden und die 

Substrataffinität des SBD ist gering und der „lid“ geöffnet. Erfolgt nun die Bindung an ein J-

Domäne tragendes Hsp40, welche in einigen Fällen bereits an Substratproteine gebunden 

sind, wird die ATPase-Aktivität stimuliert und eine strukturelle Änderung des Chaperons sorgt 

für eine hohe Substrataffinität und ein Schließen des „lid“ und das Substrat wird gebunden. 

ADP wird vom der NBD gelöst durch die Interaktion mit einem Nukleotidaustauschfaktor, wie 

zum Beispiel Grp170 oder Sil1. Dadurch kann ATP wieder binden, die offene Konformation 

der SBD wird begünstigt und das Substrat wird entlassen (Mayer 2018; Mayer & Kityk 2015; 

Pobre et al. 2019). Die Hsp40-Proteine, die mit BiP interagieren, auch ER-localized DnaJ 

cofactors (ERdj) genannt, sind im ER durch insgesamt sieben Proteine (ERdj1-ERdj7) 

vertreten. Diese führen dazu, dass BiP in verschiedensten Prozessen wie Translokation und 

Faltung von Proteinen, aber auch bei der ER-assoziierten Proteindegradation Funktionen 

erfüllt (Otero et al. 2010; Pobre et al. 2019). Zudem wird BiP als Indikator genutzt, um den 

zellulären Stress zu identifizieren. Als Reaktion auf die „unfolded protein response“ (UPR) wird 

die Synthese von BiP erhöht, um Proteinaggregation zu verhindern und den Abbau 

fehlgefalteter Proteine zu unterstützen. Die Regulierung der Stressantwort selbst erfolgt 

ebenfalls durch BiP aufgrund von vorhandenen und nicht vorhandenen Interaktionen mit den 

UPR induzierenden Proteinen (Bertolotti et al. 2000; Dudek et al. 2009; Lewy et al. 2017; Vitale 

et al. 2019). Im direkten Zusammenspiel mit Sec61α ergeben sich die zwei bereits 
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beschriebenen Funktionen (I) das Bilden einer molekularen Ratsche um den Rückfall von 

Polypeptidketten zu verhindern (Liebermeister et al. 2001; Matlack et al. 1999; Tyedmers et 

al. 2003). (II) Durch die direkt am Loop sieben des Sec61α stattfindende Interaktion ermöglicht 

BIP das Öffnen und Schließen des Kanals (Schäuble et al. 2012). In allen Fällen wird die 

Funktion von BiP durch Co-Chaperone, die ErdJ/ Hsp40-Proteine unterstützt (Brodsky et al. 

1995; Brodsky & Scheckman 1993; Schorr et al. 2015). 

Ähnliche calciumregulatorische aber auch transportvermittelnde Funktionen sind von anderen 

Proteinen bekannt. Zu diesen gehört unter anderem das Chaperon Calnexin, welches ein 

Interaktionspartner des Ribosoms und des Translokons ist (Lakkaraju et al. 2012a). Dieses 

bildet als Membranprotein zusammen mit dessen luminalem Paralog Calreticulin und der 

ERp57 Isomerase einen Komplex, der die Qualitätskontrolle und die Faltung von 

Glykoproteinen im ER ermöglicht (Hebert & Molinari 2007). Durch die in Calnexin und 

Calreticulin präsente „carbohydrate binding domain“ können diese speziell an glykosylierte 

naszierende Proteine binden, woher die Bezeichnung Lektin-Chaperone stammt und diese vor 

einer Aggregation schützen (Pearse & Hebert 2010; Schrag et al. 2001). Durch eine jeweilige 

Calciumbindestelle sind beide Proteine ebenfalls maßgeblich an der Bindung und damit der 

Regulation der Calciumhomöostase im ER-Lumen beteiligt, wobei hier Calreticulin durch die 

höhere Calciumaffinität und höhere Abundanz eine gesteigerte Rolle einnimmt (Michalak et al. 

2002).  

Ein weiteres Calciumbindendes Protein mit Chaperonfunktion, welches mit Sec61 interagiert, 

ist das zytosolische Calmodulin, welches bereits in vorherigen Kapiteln beschrieben wurde.  

4.4. Die Calciumhomöostase der Zelle 

Das sowohl vielseitigste als auch abundanteste Kation im humanen System ist das Calciumion 

(Ca2+). Etwa ein Kilogramm Calcium befindet sich im Körper, hiervon sind jedoch 99 % in 

Knochen und Zähnen vorzufinden (Emkey & Emkey 2012). Die hohe Abundanz und 

Wechselwirkung mit Proteinen hat zur Folge, dass eine präzise Steuerung und Regulierung 

dieses Kations von essenzieller Bedeutung für die Zelle und den gesamten Organismus ist. 

Hier sind beispielhaft Prozesse wie Muskelkontraktion, Signalweiterleitung und Apoptose zu 

nennen, wobei Calcium im ER-Lumen auch eine entscheidende Rolle bei der Reifung von 

Proteinen spielt (Berridge et al. 2003; Bootman 2012; Clapham 2007). Da das ER selbst den 

Hauptspeicherort der Zelle darstellt, ist eine genauere Betrachtung dieses Systems für die 

Arbeit von hoher Relevanz. 

4.4.1. Die Verteilung und Regulierung von Calcium in der Zelle 

Calcium moduliert und kontrolliert in der Zelle und somit im gesamten Organismus 

unterschiedliche Prozesse, begonnen bei der Befruchtung, über die Muskelkontraktion bis hin 
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zur Steuerung der Apoptose (Kuo & Ehrlich 2015; Pinton et al. 2008). Das Ion ist omnipräsent, 

jedoch liegt es in den unterschiedlichsten Konzentrationen innerhalb und außerhalb der Zelle 

vor. Während im Zytosol in Ruhebedingungen eine Calciumkonzentration von 10-7 M herrscht, 

liegt die Konzentration im extrazellulären Raum bei ca. 10-3 M und im ER 1-5*10-4 M (Bagur & 

Hajnóczky 2017). Diese Konzentrationsgradienten werden in der Zelle auf verschiedene, 

energetisch kostspielige, Weise reguliert, was sowohl den Transport als auch die Bindung von 

Calcium umfasst (Clapham 2007). Innerhalb der Zelle stellt das ER den Hauptspeicherort für 

Calcium dar (Abb. 7). Calcium wird dort unter anderem von Proteinen wie Calreticulin, PDI, 

Grp94 und BiP gebunden. Damit übt das Ion nicht nur einen direkten Einfluss auf diese 

Proteine aus, sondern nimmt auch sekundär auf die korrekte Faltung neu synthetisierter 

Proteine Einfluss (Coe & Michalak 2009; Milner et al. 1992). Eine in diesem Kontext häufig 

genannte Domäne ist die EF-Hand-Domäne, welche durch eine Helix-Loop-Helix Form 

charakterisiert ist (Capozzi et al. 2006). Diese ermöglicht es Proteinen Calcium an dem Loop 

zu binden und dadurch entweder die Menge an freiem Calcium zu modulieren oder durch 

bindungsabhängige Konformationsänderungen ein Signal weiterzuleiten (Nelson et al. 2002). 

Bezug auf das Translokon nehmend, ist hier vor allem Sec62 zu nennen, welches im 

Zusammenspiel mit Calmodulin im Zytosol in Abhängigkeit vom präsenten Calcium die 

Schließung des Translokons beeinflusst (Erdmann et al. 2011; Linxweiler et al. 2013). 

Aufgrund der Charakteristik als Kation, ist Calcium nicht membranpermeabel, was zur Folge 

hat, dass die Calciumhomöostase mit Hilfe unterschiedlicher Pumpen und Kanäle 

aufrechterhalten werden muss. In der Plasmamembran erfüllt diese Funktion unter anderem 

die ATP-abhängige plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA), welche durch die Bindung mit 

Calmodulin an deren C-Terminus bei erhöhter Calciumkonzentration im Zytosol aktiviert wird 

(Bruce 2018; Strehler & Treiman 2004). Des Weiteren ist ebenfalls die Gruppe der Na+/Ca2+ 

exchanger (NCX) als Kationenaustauscher zu nennen. Diese nutzen den elektrochemischen 

Gradienten, um die Ionen gegen das Konzentrationsgefälle zu transportieren (Import von 3 

Na+, Export von 1 Ca2+). In der Plasmamembran wird der NCX ebenfalls durch interagierende 

Proteine reguliert, jedoch auch durch die Präsenz von Calcium allein (Besserer et al. 2007; 

Ruknudin & Lakatta 2007). Funktionell ähnlich, jedoch durch die Anwesenheit von Calcium 

und Kalium reguliert ist der K+-dependent Na+/Ca2+-exchanger (NCKX) in der 

Plasmamembran, welcher zeitgleich Kaliumionen aus dem Zytosol führt (Hassan & Lytton 

2020). In der Membran des Golgi-Apparats ist ein weiteres NCKX-Protein (Isoform 5) lokalisiert 

(Ginger et al. 2008), in Mitochondrien das durch Lithium regulierte NCLX-Protein (Kostic & 

Sekler 2019). 

Das Wissen der calciumassoziierten Funktionen von Mitochondrien hat sich über die letzten 

sechzig Jahre stark erweitert und reicht heute von einer Calciumspeicherfunktion bis hin zur 

Autophagieregulation (Rizzuto et al. 2012). Dass diese Funktionen, wie auch der 
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Energiehaushalt der Zelle, eng an die Calciumhomöostase geknüpft sind, zeigen die unter 

anderem engen räumlichen Kontakte, sogenannte MAMs (mitochondria associated 

membranes) (Patergnani et al. 2011). Diese erlauben durch die Distanz von maximal 25 nm 

zwischen ER und äußerer Membran der Mitochondrien und der Anwesenheit von 

mitochondrial Ca2+ uniporter (MCU) eine direkte Kommunikation und eine Regulierung von 

Calciummikrodomänen (Marchi & Pinton 2014; Rizzuto et al. 2004; Rizzuto et al. 2009; Rizzuto 

& Pozzan 2006).  

Der inositol 1,4,5-triphosphate receptor (IP3R) ermöglicht den Austritt von Calcium aus dem 

ER, nachdem der Kanal durch eine Kombination aus dem second messenger IP3 und Ca2+ 

aktiviert wurde (Prole & Taylor 2019; Taylor & Tovey 2010). Der zweite Ausstromkanal für 

Calcium aus dem ER ist der ryanodine receptor (RyR), welcher in drei Isoformen in der Zelle 

vorliegen kann. Dieser kann durch das pflanzliche Alkaloid Ryanodin blockiert werden und 

erlangt dadurch seinen Namen (Imagawa et al. 1987; McGrew et al. 1989). Im physiologischen 

Kontext jedoch kann der Kanal durch verschiedene Modulatoren beeinflusst werden, wie 

Ionen, Proteine oder kleine Moleküle (Lanner et al. 2010). 

 

Abb. 7: Verteilung von Ca2+ in der Zelle und schematische Darstellung der Calciumregulatoren. 
Calcium wird mit Hilfe unterschiedlicher Pumpen aus dem Zytosol geführt, spezifisch durch SERCA in 
das ER (Kap. 4.4.4). Der Calciumgradient zwischen dem ER und dem Zytosol führt dazu, dass Calcium 
mittels regulierter Kanäle aus dem ER strömen kann. Sec61α bildet einen Leckstrom aus dem ER 
hinaus (Kap. 4.4.2). SOCE vermittelnde Komponenten, STIM und ORAI, ermöglichen einen regulierten 
Einstrom von Calcium in das Zytosol (Kap. 4.4.3). : symbolisiert Calcium-bindende Proteine im Zytosol 
und im ER. Der scharffierte Pfeil durch Sec61α symbolisiert den als leak bezeichneten Leckstrom von 
Calcium. Abbildung generiert mit der Hilfe con Motifolio Inc.  

4.4.2. Calciumleak: Ursprung und Funktion 

Das Gleichgewicht von Calcium in der Zelle befindet sich nicht in einem starren Zustand, 

ebenso sind die beschriebenen Speicher, allen voran das ER, keine statischen Gebilde. Daher 

strömt Calcium aus dem Hauptspeicherorganell über sogenannte Leckströme. Dieses 
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Entweichen erfolgt jedoch nicht über einen der regulierten Calciumkanäle (Beecroft & Taylor 

1998; Camello et al. 2002). Hierbei handelt es sich in der Regel um indirekte und unregulierte 

Ströme, die dem Konzentrationsgefälle folgen. Der leak selbst, kann je nach Zelltyp 

unterschiedlich sein und bis zu 100-200 µM/min (HeLa) betragen (Barrero et al. 1997; Camello 

et al. 2002) oder ca. 60 µM/min in HEK-Zellen (persönliche Kommunikation A. Cavalié/S. 

Lang). Einen Großteil dieses Calciumverlustes erfolgt durch den Sec61 Kanal. Hier wird, wie 

bereits beschrieben, Calcium nach den Transportereignissen aus dem ER entlassen (Lang et 

al. 2011). Neben dem Sec61-vermittelten Calciumleckstrom sind weitere Proteine bekannt, die 

ebenfalls in der Lage sind Calcium aus dem ER zu entlassen. Hier sind u.a. LRRC8B, Bcl-2, 

Pannexine, Presenilin-1 und Presenilin-2 sowie TMCO1 zu nennen (Abeele et al. 2002; Bond 

& Naus 2014; Ghosh et al. 2017; Lemos et al. 2021; Tu et al. 2006; Wang et al. 2016). Hierbei 

erfüllt vor allem TMCO1 die Funktion eine zu hohe Calciumkonzentration im ER zu verhindern, 

indem es dimerisiert und den Calciumkanal ausbildet (Wang et al. 2016). Die Funktion als 

Insertase könnte den mit TMCO1 assoziierten Leckstrom erklären (McGilvray et al. 2020). Wie 

groß die Anteile der einzelnen Proteine am physiologischen Gesamtleckstrom sind, ist in der 

Literatur bisher nicht bekannt.  

Die Funktion der Leckströme an sich sind bisher nicht eindeutig bestimmt. Im Zusammenhang 

mit Leckströmen aus nicht vollständig regulierten RyR werden Fehlfunktionen des Herzens 

gesehen (Bers 2014; George 2007). Eine Unterbrechung des Presenilin-abhängigen leaks in 

neuronalen Zellen steht in Verbindung zur Entwicklung von Alzheimer-Erkrankungen (Zhang 

et al. 2010). In Bezug auf den Calciumleckstrom, der durch das Sec61 Translokon vermittelt 

wird, wurde die Hypothese entwickelt, dass eine wechselseitige Regulation mit dem in der ER-

Membran befindlichen ATP-Transporter AXER besteht. Wird der Leckstrom durch einen 

verstärkten Verbrauch von ATP im ER gesteigert, wird eine Signalkaskade aktiviert, die sowohl 

die Steigerung der ATP Produktion, als auch des Transportes in das ER zur Folge hat (Klein 

et al. 2018; Vishnu et al. 2014; Zimmermann & Lang 2020).  

4.4.3. Der SOCE gleicht Calciummangel aus 

Der Mechanismus des schnellen Calciumeinstroms in das Zytosol wurde erstmalig 1986 

beschrieben. Als Auslöser dieses Prozesses wurde zum damaligen Zeitpunkt die Entleerung 

des ERs beschrieben (Putney 1986). Dieser Vorgang wird heute als store operated Ca2+ entry, 

kurz SOCE, bezeichnet und beschreibt den Eintritt von Calcium aus dem extrazellulären Raum 

(Targos et al. 2005). Als Folge der Depletion der Calciumspeicher erfolgt die Oligomerisierung 

von STIM-Proteinen, welche in der ER-Membran lokalisiert sind, und als Sensor agieren (Liou 

et al. 2005). Durch die Entleerung des ERs wird Calcium von dem EF-Hand Motiv des STIM 

gelöst, was zu einer Oligomerisierung des Proteins in der ER-Membran führt (Huang et al. 

2006; Yu et al. 2013). Diese Oligomerisierung der STIM-Proteine findet an ER-
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Plasmamembran-Verbindungen statt und führt zu der Bildung von STIM-ORAI1 

Mikrodomänen, die eine Breite von ca. 8 nm in HeLa-Zellen einnimmt (Hogan 2015). Diese 

genannten ORAI1-Proteine, welche den zweiten Teil der funktionellen Mikrodomäne 

darstellen, formen durch die Rekrutierung mittels STIM1 Hexamere in der Plasmamembran 

und bilden dadurch eine Möglichkeit des Calciumeintritts (Hou et al. 2012; Lunz et al. 2019). 

In den vergangenen Jahren wurde weiterhin gezeigt, dass auch das Protein TRPC1 einen 

Beitrag zum SOCE leistet. Es wird durch den ORAI1 vermittelten Calciumeinstrom in die 

Plasmamembran eingelagert, um dort, reguliert durch STIM1 oder davon unabhängig, 

ebenfalls auf die Regulierung calciumspezifischer Prozesse einwirkt (Ambudkar et al. 2017; 

Choi et al. 2014). Die Bedeutung dieses Prozesses wird dadurch untermauert, dass der Grund 

verschiedener Erkrankungen in Mutationen oder Fehlfunktionen eines der Proteine zu finden 

ist (Cantonero et al. 2019; Lacruz & Feske 2015; Michelucci et al. 2018). Fälschlicherweise 

dem SOCE häufig zugewiesen, sind die TRP-Kanäle in der Plasmamembran. Diese Kanäle 

für Kationen werden jedoch auf unterschiedlichste Weise aktiviert (z.B. Spannung, Liganden) 

und entsprechen so nicht der Definition eines SOCE (Minke 2006; Samanta et al. 2018). Für 

TRPC1 steht diese Kategorisierung noch zur Diskussion, da es direkt mir STIM1 und ORAI1 

interagiert und den SOCE moduliert (Dietrich et al. 2014; Liao et al. 2009).  

4.4.4. SERCA als Calcium ATPase des ERs 

Das im Zytosol befindliche Calcium hat das Potential unterschiedliche Effekte in der Zelle 

auszulösen, zu denen auch Effekte wie Apoptose oder Nekrose gehören. Daher ist es ein 

Bestreben der Zelle, überschüssiges Calcium aus dem Zytosol zu entfernen, mit dem Ziel es 

aus der Zelle oder in das ER zu führen (Berridge et al. 2000; Clapham 2007). Für die 

Überführung des Calciums in das ER ist in allen eukaryotischen Zellen die sarco/endoplasmic 

reticulum Ca2+ ATPase pump, kurz SERCA, vorgesehen. Diese P-Typ ATPase befördert pro 

verbrauchtem ATP-Molekül zwei Ca2+-Ionen in das ER und ermöglicht so das entsprechende 

Konzentrationsgefälle (Primeau et al. 2018). Von den insgesamt 13 unterschiedlichen 

Isoformen, welche auch teilweise in spezifischen Zelltypen exprimiert werden, zeigt SERCA2b, 

eine ubiquitär vorkommende Unterform, die höchste Affinität zu Calcium (Dally et al. 2010; 

Vandecaetsbeek et al. 2009; Wuytack et al. 2002). Die Effektivität dieses Proteins wird deutlich 

durch den Umstand, dass bis zu 92 % des zytosolischen Calciums aus Herzzellen bzw. 60-

70 % in Pankreaszellen mittels SERCA aus dem Zytosol entfernt werden (Bers 1997; Chen et 

al. 2003). Wenn eine geringe Calciumkonzentration im Zytosol vorliegt, wird SERCA durch die 

direkte Bindung auf zytosolischer Seite durch die Membranproteine Phospholamban und 

Sarcolipin inhibiert (Asahi et al. 2003; Morita et al. 2008), während auf luminaler Seite das 

Protein Calreticulin einen hemmenden Einfluss ausübt (Baker et al. 2002; John et al. 1998). 

Für eine Splicevariante, die SERCA1 Isoform, wurde zudem beschrieben, dass diese den 

Calciumleckstrom aus dem ER fördert (Chami et al. 2001). Eine Blockade der SERCA 
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ermöglicht die spezifische Entleerung des ERs und gehört zu den zentralen Techniken dieser 

Arbeit. Dies erfolgte durch den Inhibitor Thapsigargin, welcher irreversibel an SERCA bindet 

und die Transportfunktion blockiert (Lytton et al. 1991; Thastrup et al. 1990). Dadurch wird die 

Rückführung von Calcium aus dem Zytosol in das ER verhindert und infolgedessen 

akkumuliert das aus dem ER strömende Calcium im Zytosol, bis es über die Plasmamembran 

abgeführt wird. Daraus resultierend folgt der Zelltod innerhalb von zwei bis vier Tagen nach 

der Behandlung (Sehgal et al. 2017). 

Das Wechselspiel zwischen den einzelnen Komponenten der Calciumhomöostase ergibt ein 

Gleichgewicht, welches eine Vielzahl von Funktionen erlaubt, allerdings auch bei 

Unregelmäßigkeiten, ausgelöst durch beispielsweise eine Mutation einer der Komponenten, 

schwere Folgen für die Zelle und den Organismus haben kann.  

4.5. ER-assoziierte Pathophysiologie 

Ein Zugewinn von Wissen über Proteine und deren Funktion, erfolgt häufig, wenn diese 

verändert oder nicht mehr funktionell sind. Daher ist der Blick auf die aus Mutationen 

resultierende Pathophysiologie ein lehrhafter Bestandteil der Biologie. Hierbei liegt der Fokus 

auf der autosomal-dominant tubulointerstital kidney disease (ADTKD), bisherige Erkenntnisse 

zu deren Verbindung zu Sec61α1 und weiteren Translokon-assoziierten Erkrankungen.  

4.5.1. ADTKD: Ursachen und Symptomatik  

Der Begriff ADTKD steht für eine seltene Gruppe genetischer Erkrankungen. Darunter sind 

nun Krankheiten zusammengefasst worden wie medullary cycstic kidney disease Typ 1 und 2 

(MCKD), familial juvenile hyperuricemic nephropathy, sowie uromodulin-associated kidney 

disease (Eckardt et al. 2015). Grund für die unterschiedliche Benennung war, dass die 

Krankheiten von verschiedenen Mutationen in den codierenden Genen für Renin (REN), 

Hepatocyte Nuclear Factor-1-beta (HNF1B), Uromodulin (UMOD) und Mucin-1 (MUC1) 

begründet sind, die alle einen ähnlichen Phänotyp auslösen (Ayasreh et al. 2017; Bleyer et al. 

2017; Bleyer et al. 2014; Eckardt et al. 2015; Hart et al. 2002). Studien zeigten, dass im Fall 

von Renin über 60 % der Mutationen in der abspaltbaren Signalsequenz liegen und nur 15 % 

im reifen Protein (Živná et al. 2020). Als gemeinsames Charakteristikum der Krankheiten 

werden tubuläre Schäden, fibrotisches Interstitium und fortschreitender Verlust der 

Nierenfunktion beschrieben, welche in einer vollständigen Funktionslosigkeit und notwendigen 

Transplantation resultiert (Devuyst et al. 2019). Abhängig vom mutierten Gen und der Position 

der Mutation sind verschiedene weitere Symptome bekannt (siehe Tab. 1). Daher werden 

diese Erkrankungen nun unter dem Begriff ADTKD zusammengefasst und auf Basis von 

genetischen Analysen in Unterkategorien aufgeteilt. Dennoch können bisher nur 50-60 % der 

Erkrankungen auf Mutationen in UMOD, REN, HNF1β oder MUC1 zurückgeführt werden, was 

die enorme Variabilität der Krankheitsursache aufzeigt (Devuyst et al. 2019). Ebenfalls zur 
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Gruppe der ADTKD gehörend, obwohl hier eine Einschränkung der Niere nicht in jedem Fall 

gegeben ist, sind die Mutationen der SALL1, JAG1 und GATA3 Gene (Bleyer et al. 2017). Im 

Fall von Hnf1β und Sec61α sind neben der Niere auch andere Gewebe betroffen. Da Hnf1β 

als Transkriptionsfaktor in der Niere, dem Pankreas, der Leber und dem Urogenitaltrakt agiert, 

sind bei dieser Mutation auch extrarenale Symptome zu beobachten (Clissold et al. 2015). Ein 

ähnlicher Effekt aufgrund der globalen Expression gilt für Mutationen, die zu einer 

Veränderung des Sec61α führen (siehe 4.5.2.1). Da die Symptome diffus sind und einige auch 

im Verlauf der Krankheit entstehen, wird die Krankheit häufig falsch oder spät erkannt und erst 

im Kontext einer Stammbaumanalyse als ADTKD identifiziert (Chun et al. 2020). Um welchen 

Typ der Erkrankung es sich handelt ist in der Regel nur durch einen genetischen Test zu 

erreichen (Devuyst et al. 2019). Als weiterer negativer Effekt wird eine Belastung des ERs 

durch Stress hervorgehoben, der eine UPR auslösen kann, ausgelöst durch fehlgefaltete 

Proteine oder das verbleiben der Proteine im ER (Bolar et al. 2016; Kemter et al. 2017; Živná 

et al. 2009).  
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Tab. 1 Übersicht über die Formen der ADTKD. Es wurde nicht zwischen einzelnen Mutationen der Unterklassen unterschieden, diese können sich weitergehend 
unterscheiden. Grundlegende Befunde wie interstitielle Fibrose, tubuläre Atrophien und der fortschreitende Verlust der Nierenfunktion sind charakteristisch für jede 
Form der ADTKD. Die Tabelle wurde erstellt basierend auf: (Ayasreh et al. 2017; Bleyer et al. 2007; Bleyer & Kmoch 2013; Devuyst et al. 2019; Eckardt et al. 2015; 
Kmoch et al. 2011). 

Unterklas-
sifizierung 

Betroffenes 
Protein 

Expression des 
Proteins 

Protein Funktion Klinische Befunde Laborbefunde 
Histologischer 

Befund 

ADTKD-
UMOD 

Uromodulin 
(ehemals 
Tamm 
Horsefell) 

Niere, 
dickwandige 
aufsteigende 
Henle-Schleife, 
Distaler Tubulus 

-Regulation Blutdruck, 
Transport, 
Urinkonzentration, 
angeboren Immunität 
-Protektiv gegen 
Nierensteine und Infektionen 

-Gicht im Jugendalter 
-Urinkonzentrationdef. 
-Zystenbildung 
-evtl. verkleinerte 
Nieren 

-Hyperurikämie 
-geringe 
Uromodulinkonzentration 
im Urin 
-veränderter Urinstatus 

-Einlagerung von 
Uromodulin in 
Zellen der Henle-
Schleife 

ADTKD-
MUC1 

Mucin 1 
Sekretorisches 
Epithelgewebe 

-Erhalt der Mucusbarriere 
-Signalweiterleitung 
-Immunregulierende 
Eigenschaften 

-Gicht 
-möglicherweise 
Zysten in den Nieren 

-Hyperurikämie 

-Intrazelluläre 
Einlagerung von 
Muc1 in Zellen der 
Henle-Schleife und 
anderen Geweben 

ADTKD-
HNF1B 

Hepatocyte 
Nuclear 
Factor 1β 

Niere, Pankreas, 
Leber, Lunge, 
Interstitium, 
Urogenitaltrakt 

-Transkriptionsfaktor der 
frühen Leber-, Niere-und 
Lungenentwicklung 

-angeborene 
Nierenanomalien 
-Leberfehlfunktion 
-Diabetes 
-genitale Anomalien 

-Hyperurikämie 
-Hyperkaliämie 
-Hypomagnesiämie 
-gestörte Leberfunktion 

 

ADTKD-
REN 

Renin 
Niere, 
Juxtaglomerulärer 
Apparat 

-Renin-Angiotensin-
Aldosteronsystem 
-Nephrogenese 

-Gicht im 
Erwachsenenalter 
-Anämie 
-Hypotonie 
-erhöhtes Risiko eines 
akuten 
Nierenversagens 

-Anämie 
-Hyperurikämie 
-geringe Renin 
Plasmakonzentration 
-geringe 
Uromodulinausscheidung 

-verringerter 
Reningehalt im 
Juxtaglomerulären 
Apparat 

ADTKD-
Sec61A1 

Sec61α1 Ubiquitär 

-Kanalformende 
Untereinheit des 
Translokons, 
-Proteintransport, 
-Calciumhomöostase 

-Gicht 
-geringes Wachstum, 
intrauterine und 
postnatal 
-Gaumenspalte 
-Abszessbildung 
 

-Leukopenie 
-Neutropenie 
-kongenitale Anämie 

-Sec61α 
Fehllokalisation 
-eingeschränkte 
Nierenentwicklung 
im Zebrafisch 
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Die Behandlung dieser autosomal dominant vererbten Krankheit erfolgt symptomatisch und 

eine Umstellung der Ernährung ist erforderlich. Hierbei zeigte sich für ADTKD-REN und-

HNF1B Patienten, dass eine frühe Behandlung im Kleinkindalter einen deutlich positiven Effekt 

hat (Eckardt et al. 2015). 

4.5.2. Pathophysiologie im Kontext des Translokons 

Durch die duale Funktion des Translokons, zum einen für den Proteintransport, zum andern 

für die Calciumhomöostase, kann hier die Ursache für eine Vielzahl von Krankheiten gefunden 

werden. Durch hohe Anzahl der Interaktionspartner des Translokons und deren verschiedenen 

Funktionen erweitert sich dieses Spektrum. Bisher deutet die Mehrzahl der Studien an, dass 

es sich bei Sec61α um ein essentielles Protein handelt, wodurch erklärbar ist, warum es keine 

bekannten Krankheiten gibt, die auf einen völligen Verlust von Sec61α zurückzuführen sind 

(Lang et al. 2012; Schuren et al. 2019; Sicking et al. 2021). 

Im Folgenden soll ein Überblick über die sogenannten Sec-Channelopathies und die Effekte 

von Mutationen in akzessorischen Komponenten gegeben werden, wobei das 

Hauptaugenmerk auf den bisherigen Wissensstand zur ADTKD in Verbindung mit Sec61 

gelegt werden soll. 

4.5.2.1. Die SEC61A1-Mutationen V67G und T185A führen zu ADTKD 

Die beiden im Fokus dieser Arbeit stehenden Mutationen sind die missense-Mutationen V67G 

und T185A des SEC61A1-Gens. Diese sind erstmalig 2016 in Patienten beschrieben worden, 

die an einer Subform der ADTKD erkrankt sind (Bolar et al. 2016). Auffällig ist, dass beide 

Mutationen in den funktionell wichtigen Bereichen des plug (V67G) und der als „constriction 

ring“ bezeichneten Region um den pore ring liegen (T185A) (Bolar et al. 2016; Van den Berg 

et al. 2004).  

Für beide Mutationen wurde in Zellkulturexperimenten gezeigt, dass bei der Überexpression 

der FLAG-getaggten Mutante Sec61α- teilweise im Golgi-Apparat mislokalisiert vorliegt. Dies 

wurde ebenfalls in von Patienten gespendeten Proben für die ADTKD-T185A gezeigt. In 

Versuchen, die den Einfluss von Sec61α während der embryonalen Nierenentwicklung von 

Zebrafischen adressierten, wurde dargestellt, dass Sec61α einen entscheidenden Beitrag zur 

gesunden Entwicklung einer Niere liefert, den SEC61A1-V67G und -T185A nicht leisten 

konnten (Bolar et al. 2016).  

Im Fall von T185A zeigten Patienten aus drei Generationen neben den beschriebenen 

typischen ADTKD-Symptomen (interstitielle Fibrose, Funktionsverlust der Niere und weitere 

siehe Tab. 1) zusätzlich Symptome der kongenitalen Anämie, sowie intrauterine und 

postnatale Wachstumsdefizite. Individuell konnten Begleitsymptome wie eine Gaumenspalte 



  Einleitung 

 
30 

oder leichte geistige Behinderungen auftreten. Die Nieren selbst zeigten im Ultraschall eine 

veränderte Gewebestruktur, jedoch keine Zysten und die mit der Niere in Zusammenhang 

stehenden Laborwerte wie beispielsweise Renin- oder Aldosterongehalt waren im unteren 

Normbereich. Durch Biopsien wurden ebenfalls verschiedene Änderungen in den Tubuli der 

Niere festgestellt. In der fortgeschrittenen Phase der Krankheit verliert die Niere vollständig 

ihre Funktion. Strukturell wird vermutet, dass durch den Aminosäureaustauch die Struktur des 

pore rings beeinflusst sein könnte, aufgrund von fehlenden Wasserstoffbrückenbindung. 

Auffällig in diesem Zusammenhang war auch die Abwesenheit von Renin in Juxtaglomerulären 

Zellen (Bolar et al. 2016). Der Fall einer weiteren Patientin mit einer de novo T185A Mutation 

zeichnet ein ähnliches Bild der Erkrankung. Auch hier wurden ein Nierenversagen, Anämie 

und ein geringes Körpergewicht festgestellt. Diese konnten jedoch maßgeblich durch 

spezifische Diäten normalisiert werden, wobei die glomeruläre Filtrationsrate weiterhin 

außerhalb der Norm ist (Espino-Hernández et al. 2020) 

Bis dato sind lediglich zwei Verwandte SEC61A1-V67G-ADTKD-Patienten bekannt. Diese 

zeigen Symptome einer kongenitalen Anämie und Neutropenie, zusammen mit sich einer 

fortschreitenden Gicht und chronischer Nierenfehlfunktionen. Wie bei ADTKD-T185A 

Patienten zeigten sich geringe Renin- und Aldosterongehalte, zusammen mit einem 

verringerten Uromodulingehalt im Urin. Zysten konnten beim älteren Patienten festgestellt 

werden (Bolar et al. 2016). Durch das eingebrachte Glycin im plug wird eine erhöhte Flexibilität 

des plug vermutet, was zu einer veränderten Calciumhomöostase und Translokationseffizienz 

führen könnte (Bolar et al. 2016). Ein weiterer Patient mit einer V67G Mutation wurde ebenfalls 

mit Neutropenie diagnostiziert, allerdings ohne auffällige Nierenbefunde. Dieser Phänotyp wird 

als autosomal dominant severe congenital neutropenia (ADSCN) bezeichnet (Van 

Nieuwenhove et al. 2020). 

4.5.2.2. Weitere pathophysiologische Phänotypen nach Mutationen in 

SEC61A1 

Die Anzahl der untersuchten Krankheiten, die auf Mutationen des SEC61A1 und damit auf 

Fehlfunktionen des Kanals zurückzuführen sind, steigt stetig an. Die am längsten bekannte 

Mutation des SEC61A1 in Säugern, die einen pathophysiologischen Phänotyp auslöst, ist die 

SEC61A1-Y344H-Mutante der Maus (Lloyd et al. 2010). Lokalisiert ist diese im Loop 7 von 

Sec61α und hat zur Folge, dass eine Anlagerung auf luminaler Seite und damit eine 

Modulation des Kanals durch BiP nicht mehr möglich ist (Abb. 8). Dies führt zu einem 

verstärkten Ca2+-Ausstrom (Schäuble et al. 2012). Darin wird die Ursache für die Apoptose der 

ß-Pankreaszellen vermutet, was schlussendlich im Mausmodell zu der Entwicklung eines 

Diabetes und Hepatosteatose führt (Lloyd et al. 2010; Schäuble et al. 2012). Wie in der Hefe 

gezeigte werden konnte, führt der vollständige Verlust dieses Loops des Sec61α zu einer 
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erhöhten Sensitivität gegen Kälte und Stress (Tretter et al. 2013). Dies kann ebenfalls mit der 

Funktion des BiP Proteins erklärt werden (4.3.6).  

 

Abb. 8: Schematische Darstellung des Sec61α-Kanals und Positionen der pathologischen 
Mutationen. A: Sec61α wird in zwei pseudosymmetrische Hälften von TMD 1-5 (N-terminal) und TMD 
6-10 (C-terminal) eingeteilt. plug und pore ring-Domäne sind eingezeichnet. B: Die Positionen und die 
ausgelösten Erkrankungen der jeweiligen Mutationen des Sec61α sind schematisch eingezeichnet. 
ADSCN = autosomal dominant servere congenital neutropenia, CVID = Common variable 
immunedeficiency, ADTKD = autosomal dominant tubular kidney disease, * indiziert eine nonsense 
Mutation.  

Zwei weitere Mutationen führen zu einem Phänotyp, der zur Gruppe der „Primary Antibody 

deficiencies“ (PAD) gezählt werden. Die bisher einzigen Patienten für die heterozygote E381* 

Nonsense-Mutation, die zu einem verfrühten Stopcodon und damit zu einem instabilen Sec61α 

führt, zeigten ein geringes Immunglobulin-(Ig)-Level im Serum und teilweise im Kindesalter 

wiederkehrende Infektionen der oberen Atemwege (Schubert et al. 2018). Die 

molekularbiologischen Folgen, die die entstehende Haploinsuffizienz auslöst, sind bis auf die 

Feststellung einer geringeren Abundanz von Sec61α in naiven B-Zellen nicht weiter 

untersucht. Die ebenfalls heterozygote Mutante V85D wurde in der gleichen Publikation 

untersucht. Auch hier ist bisher eine Familie mit dieser Mutation bekannt, die einen 

Antikörpermangel für IgM, IgG und IgA und wiederkehrende Infektionserkrankungen 

entwickelten. Interessant ist diese Mutation vor allem aufgrund ihrer Lokalisation, den V85 

bildet normalerweise eine der sechs hydrophoben Aminosäuren des pore rings. Durch die 

Veränderung wird eine verringerte Stabilität dieser zentralen Komponente vermutet. Es sind 

sowohl der cotranslationale Transport von Polypeptidketten als auch die Calciumhomöostase 

in den Zellen gestört und ein dominant negativer Effekt entsteht, der vor allem die Funktion 

von Plasmazellen betrifft (Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). In beiden 

Studien konnte gezeigt werden, dass der Calciumausstrom durch Sec61 vermindert ist. Die 

jüngste untersuchte Mutation ist die Q92R Mutation, die in der zweiten Transmembrandömane 

liegt (Van den Berg et al. 2004; Van Nieuwenhove et al. 2020). Die Vermutung ist, dass das 

Glutamin im offenen Zustand des Kanals mittels Wasserstoffbrückenbindungen mit dem 

translozierenden Polypeptid interagiert. Die Mutation zu Arginin führt möglicherweise zu einer 
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Destabilisation der TMD 2 und die Interaktion mit neu synthetisierten Polypeptidketten könnte 

erschwert sein (Van Nieuwenhove et al. 2020). Phänotypisch zeigen die Patienten der Q92R 

Mutante Symptome einer schweren kongenitalen Neutropenie, also einem Mangel an 

Granulozyten, was sich durch wiederkehrende Infektionskrankheiten äußert. Es konnte 

ebenfalls eine geringe Sec61α Proteinabundanz nachgewiesen werden, was auf eine 

verringerte Proteinstabilität des Sec61α zurückzuführen sein könnte. Entgegengesetzt zur 

V85D Mutation zeigt sich hier aber ein Überschuss an Ig im Serum, des Weiteren konnte eine 

geringere Nierengröße festgestellt werden, die auch bei T185A Patienten beobachtet werden 

konnte (Bolar et al. 2016; Van Nieuwenhove et al. 2020).  

In einigen weiteren Fällen sind die mutierten Proteine nicht die unmittelbare Ursache für die 

pathophysiologischen Effekte, die die Krankheit kennzeichnen. Dies zeigt sich unter anderem 

auch bei einer Form der Polyzystischen Lebererkrankung, die durch zwei Mutationen des 

SEC61B Gens ausgelöst wird. Für diese Krankheit konnte gezeigt werden, dass durch die 

Mutation des SEC61B der Transport und damit der funktionelle Anteil von Polycystin-1 

verringert wird (Besse et al. 2017). Somit kann die physiologische Rolle von Polycystin-1, der 

Verringerung der Zystenbildung, nicht mehr ausgeübt werden, wodurch Zysten in der Leber 

ausgebildet werden und diese auf Dauer ihre Funktion verliert (Fedeles et al. 2014). Im Fall 

von Sec61γ konnte eine Verbindung zu Glioblastomen hergestellt werden. Hier zeigte sich, 

dass in einem Großteil der untersuchten Glioblastomen eine Überexpression der γ-

Untereinheit, aber nicht der α- oder β-Untereinheit nachgewiesen werden konnte (Lu et al. 

2009a). Diese Verbindung geht soweit, dass SEC61G als prognostischer Marker für den 

Verlauf der Tumorerkrankung genutzt werden kann, da eine Korrelation zwischen SEC61G 

Expression und dem Überleben der Patienten gezeigt werden konnte (Liu et al. 2019a). 

Übereinstimmend mit dieser Beobachtung konnte gezeigt werden, dass nach einer Depletion 

von Sec61γ das Zellwachstum und die Proliferation verringert waren (Lu et al. 2009b). 
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4.6. Zielsetzung der Arbeit 

Das Translokon ist ein zentraler Bestandteil des ERs und steht damit eng in Zusammenhang 

mit der Synthese von Proteinen und der Calciumhomöostase der Zelle. Hierbei wird deutlich, 

dass gerade im Bereich des Proteintransportes eine hohe Komplexität der Regulation und 

Vernetzung unterschiedlicher Komponenten vorliegt.  

Das Ziel dieser Arbeit ist, zum einen die weitere Aufklärung des bisher nur aus der Hefe 

vollständig bekannten SND-Proteintransportweges, indem Interaktionspartner des hSnd2 

identifiziert werden. Neben allgemeinen Topologiestudien geschieht dies mittels Co-IP-

Versuchen sowie neu etablierten Interaktionsstudien in lebenden Zellen. Des Weiteren soll 

Sec61α als „Schaltzentrale“ unterschiedlicher Prozesse besser charakterisiert werden. Dies 

erfolgt durch die Analyse von Zellen, die eine heterologe SEC61A1 Expression vorweisen. Mit 

Hilfe dieser Zellen soll die pathophysiologische Situation in Patienten nachgeahmt werden, die 

entweder unter der Mutation V67G oder T185A des SEC61A1 Gens leiden. Die 

molekularbiologische Charakterisierung dieser Erkrankung soll zum besseren Verständnis des 

Sec61α beitragen und gleichzeitig erklären, auf welche Art diese pathologischen Phänotypen 

in der Zellkultur durch die Behandlung mit dem zugelassenen Pharmakon 4-PBA verbessert 

werden können. Hierbei wird die Calciumhomöostase durch die Anwendung von 

verschiedenen Modulatoren in live-cell calcium Messungen analysiert und der Einfluss der 

Mutationen auf den Transport neu synthetisierter Proteine durch das Sec61α mittels in vitro 

Transporten gezeigt. Das Ziel ist es auch, die biochemischen Effekte auf den gesamten 

Organismus zu übertragen und so potenziell Erklärungen für Laborbefunde und Phänotypen 

zu ermöglichen. 

 

Abb. 9: Grafische Zusammenfassung der Zielsetzung der Arbeit.  1: Es werden die humanen 
Komponenten des SND-Proteintargetingweges gesucht, der in der Hefe aus drei Proteinen besteht. 
Bisher ist im humanen System nur hSnd2 bekannt. 2: Biochemische Charakterisierung der zwei 
Sec61α-Mutanten V67G (rot) und T185A (blau). Beide lösen eine Form der ADTKD aus. Der Einfluss 
der Mutanten auf den Proteintransport sowie die Calciumhomöostase sind die zentralen Punkte der 
Arbeit.  
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5. Material und Methoden 

Im Folgenden werden die für die Anfertigung dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgeführt 

und die angewendeten Methoden beschrieben. 

5.1. Material 

Für die beschriebenen Materialien sind die Hersteller zum Zeitpunkt des Erwerbs des Gerätes, 

der Software oder der Chemikalie gelistet. Namensänderungen, Fusionierungen von Firmen 

oder ähnliches nach Erwerb der Materialien sind nicht berücksichtigt worden. 

5.1.1. Geräte und Software 

In der nachfolgenden Tab. 2 sind Verbrauchsmaterialien, Geräte und verwendete Softwares 

aufgeführt. Alltagsgegenstände, wie z.B. Kühl-, Gefrierschrank oder Mikrowellen werden 

nicht gelistet. 

Tab. 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien, Geräte und Software. 

Hersteller Verbrauchsmaterial/Gerät/Software 

Abena, Eberdingen Handschuhe 

Abimed, Düsseldorf Gilson Pipetman Classic (2 µl; 20 µl; 200 µl; 
1000 µl; 5000 µl) 

ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA xCELLigence® RTCA SP Instrument, E-Plate 
96  

Agilent Technologies Inc, CA, USA RTCA Software 2.0 

Applied Biosystems-Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA 

qPCR-Cycler StepOnePlus™; MicroAMP™ 
optical adhesive covers and optical8-cap-
straps, MicroAMP™96 well plate 

Andor Technology, Belfast, UK EMCCD Kamera iXon EM+885 (ELYRA) 

Beckmann, München GS-6KR Zentrifuge, J2 MC Zentrifuge;  
Optima™ MAX-E Ultrazentrifuge 
Rotoren: JA-10; JA-20; TLA100.3; GH-3.8 
Polypropylen 1,5 ml Reaktionsgefäße 

Bio-Rad, Feldkirchen Trans-Blot™ Electrophoretic Transfer Cell, Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent 

Braun, Melsungen Spritzen, Kanülen 

Corel Corparation, Ottawa, CAN CorelDRAW®Graphics Suite 2018 

Corning Ing., NY, USA Corning® 96 well plates clear bottom 

DNASTAR Inc, WI, USA Lasergen Softwares (MegAline, SeqMan, 
SeqBuilder) 

Duran, Wertheim Laborglaswaren 

Eppendorf, Hamburg Kühlzentrifuge 5415R; 5430, Thermostat 5320, 
Thermomixer Comfort, Thermomixer 5436, 
Mixer 5432, Zentrifuge 5430; 5415C, 
Multistepperpipette (Research Pro) 2 ml Safe-
Lock Reaktionsgefäß, Combitips® 

Fröbel Labortechnik, Wasserburg Rocky® Wipptisch, Sterilbank, Geltrockner 
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Hersteller Verbrauchsmaterial/Gerät/Software 

GE Healthcare, Uppsala, SWE Electrophoresis Power Supply EPS 601,  
Storage Phosphor Screen, Image Eraser SF, 
Typhoon Trio™ (9410), Typhoon Scanner 
Control v5.0 Software, ImageQuant TL 7.0 
Software, ImageQuant 5.1 Software, Image 
Scanner 3, Labscan Software 

Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim Sterilbank 82126 

Genser Scientific Instruments MFG. CO. 
Rotenburg O. T:  

JET 1-Automatic Vacuum System 

GFL®, Burgwelde Rotationsschüttler 3019 

Gilson, Middelton, WI, USA Multipipette (Pipetman Concept 5-100 µl) 

Greiner Bio-One-GmbH, Frickenhausen CELLSTAR® Zellkulturflaschen (25 cm2 und 
75 cm2), CELLSTAR® TC Zellkulturschalen 
(3,5 cm und 6 cm), 96 Mikroplatte weiß/ flach 

Heidolph Instruments, Schwabach Laborrührer RZR2020 

Heraeus, Hanau Inkubationsschrank Hera Cell 150, Bactifuge 

Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt Pipetus®-Akku Pipettierhilfe 

Infors, Bottmingen, CH Inkubationsschüttler AJ112/110 

Insightful Science LLC, CA, USA SnapGene Viewer 

Invitrogen, Darmstadt Countess® Automated Cell Counter, 
Countess® Cell counting chamber slides 

Isotherm KGW, Karlsruhe Flüssigstickstoffbehälter 

Janke& Kunkel KG, Staufen i. Breisgau Magnetrührer IKA-COMBIMAG RCO 

Julabo, Seelbach Wasserbad VC 5 

Marienfeld, Lauda-Königshofen Taumel-Rollmischer 

Memmert und Co KG, Schwabach Brutschrank BE500 

Microsoft, WA, USA Office 365 Anwendung 

Millipore Co, MA, USA Immobilon-P PVDF Transfermembran 
(0,45 µm), Wasseranlage Milli-Q Plus 185 

Neolab, Heidelberg Eisbad 1-6031, magnetische Rührfische 
Deckgläser, rund ø 25 mm, 0,24 mm und 
0,17 mm dick, Taumel Rollmischer 

Peqlab, Erlangen Nanodrop®ND-1000 UV/Vis, PCR-Cycler 
Primus 96, UV-Tisch ECX-20.L, Fusion SL 
Vilber Lourmat 

Pharmacia Biotech AB, Freiburg Spannungsgeräte, EPS 200, EPS500/400, 
EPS 600, EPS 601EPS 3500, 
Image Master® Gel Dokumentationssystem, 
MultiTemp II, Ultrospec 3000 

Proteom Software Inc, Oregon USA Scaffold Viewer 4 

Sarstedt, Nürnbrecht Pipettenspitzen (0,1-5000 µl) 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 15 ml, 50 ml) 
96 well plate (klar/ flach), Transferpipetten 

Sartorius, Göttingen Feinwaagen BP61, BP4100, LA420, ED5201 

Schütt, Göttingen Autoklav, Typ Bioklav 

Scientific Industries, NY, USA Genie2™ Vortex Mixer 

Serva GmbH, Dassel Whatman® FP30/0,2 (0,2 µm) 

Systat Software GmbH, Erkrath SigmaPlot 14.0 Software 

Systec GmbH, Wettenberg Autoklav DX-65 

Tecan, Männedorf, CH Plate Reader Infinite® M200 

Th. Geyer GmbH & CO. KG, Renningen Pasteurpipetten Glas 150 mm 
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Hersteller Verbrauchsmaterial/Gerät/Software 

Thermo Fisher Scientific, Dreieich Sterilbank MSC Advantage, Nalgene® Bottle-
Top Filtereinheiten (150 ml und 500 ml), 
HERAcell 150i CO2 Inkubator 
 

Till Photonics, Gräfeling iMIC Mikroskop, Polychromator V, Live 
Acquisition Software, Offline Analysis Software 
Fura-2 Filterset: DCLP410 und LP470 
GCaMP Filterset: DCLP490 und LP515 

Waters-Millipore, Milford USA Milliporewasseranalge Milli-Q 

Wenzel Glaserei, München Glasplatten 

Werkstatt Medizinische Biochemie, 
Homburg 

Elektrophoresekammern, Plexiglasröhren 

WTW, Welheim pH-Meter pH537 

Zeiss, Jena Binokular Axiolab; Fluar 20x/0,75 M27 
Objektiv, Durchlichtmikroskop, Fluar 100x/0,75 
M27 Öl-Objektiv 

Ziegra, Isernhagen Eismaschine 

 

5.1.2. Chemikalien, Enzyme und Kits 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits sind in der nachfolgenden Tab. 3 

aufgeführt. Die Zusammensetzung einzelner Lösungen und Puffer werden in den Abschnitten 

der jeweiligen Experimente beschrieben. 

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Enzyme und Kits mit Zuordnung zum 
Hersteller. 

Hersteller Artikel 

AnaSpec Inc, CA, USA SensoLyte 520 Renin Assay Kit 

Applied Biosystems, Darmstadt TaqMan Gene Expression Assays 

Biofroxx, Einhausen CrossFroxx Hintergrundminimierer, BSA 
Blockierungslösung 

Bio-Rad, CA, USA Bradford Reagenz 

Biotium, Fermont, Can GelRed Nucleic Acid Stain 

Biospec Products, Bartlesville, OK, USA Glasbeads 0,5 mm 

Calbiochem – Merck, Darmstadt Digitonin; Taurodeoxycholic acid (TUDCA), 
CHAPS 

Carl Roth, Karlsruhe Lysogeny Broth (LB) Agar, LB Medium, MOPS, 
Terrific Broth (TB) Medium, Magermilchpulver 
Blotting Grade, Agar-Agar, Super Optimal 
Broth (SOB) Medium, Agarose, 
Natriumhydroxid, Brilliant Blau G250, Brilliant 
Blau R250, HEPES, Trichloressigsäure (TCA), 
Glucose, Ethylenglycol-bis(aminothylether)-
N,N,N´,N´-tetraessigsäure (EGTA), Parafilm 
(H66.1), Albumin Fraktin V (BSA) 

Eurofines MWG, Ebersberg DNA Oligonukleotide 

GE Healthcare Life Sciences, UT, USA HyClone DMEM/F-12(1:1) 

Invitrogen, Darmstadt Trypan Blue Solution (0,4 %), Thapsigargin, 
Ionomycin, Fura-2 AM  

LC Laboratories, MA, USA Cyclosporin A 

Merck, Darmstadt Dinatriumhydrogenphosphat, Glycerin, Glycin, 
Kaliumchlorid, Natriumazid, Magnesiumacetat, 
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Hersteller Artikel 

Natriumdihydrogenphosphat, Tunicamycin, 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 
Natriumchlorid, Natriumacetat, Salzsäure 

MP Biomedicals, Illkirch, FRA Trypsininhibitor 

New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
a. M. 

Alkaline Phosphatase 

Perkin-Elmer, Boston, MA, USA [35S]-Methionin (1000 Ci/mMol) 

Pharmacia, Stockholm, SWE Gemma Bind® G Sepharose, Protein A 
Sepharose™ 4 Fast Flow 

Promega Biotec, WI, USA FuGENE®HD, DNA Purification Kit, SP6-
Polymerase, T7-Polymerase, RNasin®, Rabbit 
Reticulocyte Lysate system (Nuclease treated 
L4960), TNT® T7 coupled Rabbit Reticulocyte 
Lysate L4600, NanoBiT TM PPI MCS Starter 
System, PureYieldTM Plasmid Miniprep System 

Qiagen, Hilden HiPerFect® Transfektionsreagenz, siRNA 
Oligonukleotide, QIAquick PCR Purification Kit, 
DNeasy® Blood & Tissue Kit, Plasmid Midi Kit, 
QIAquick Gel Extraction Kit, RNeasy® Mini Kit 

Riedel de Haën, Hannover Kaliumacetat, 2-Propanol 

Roche, Mannheim Nuklease S7, Trypsin, RNase A, DNAse I, 
Nonidet P 40, DTT, Phosphoenol-pyruvate 

Serva, Heidelberg 40 % Acrylamid, 2-Acrylamido-2-
methylpropansulfonsäure (AMPS), 
Bromphenolblau, Calciumchlorid, TritonX-100, 
Kaliumhydrogenphosphat, Magnesiumchlorid, 
N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED), N, N´-Methylene-bisacrylamid 2x, 
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 

Sigma-Aldrich, Steinheim Ampicillin, ß-Mercaptoethanol, 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), Glucose, 
Dimethylsulfoxid (DMSO), Kanamycin, 
PepstatinA, Leupeptin, Antipain, Chymostatin, 
Sodiumphenylbutyrate (4-PBA), 
Puromycin, Fetal Bovine Serum (F7542 Lot: 
BCCB3111), Fetal Bovine Serum (F7524 Lot 
012M3397), Eeyarestatin I, Pyruvate 
Kinase/Lactic Dehydrogenase, Forskolin, 
ANTI-FLAG® M2 Affinitiy Gel, Tween 20 

Thermo Fisher Scientific, Dreieich 0,05 % Trypsin-EDTA (1x), Gibco® DMEM + 
GlutaMAXTM-I, 1x PBS, Opti-MEM™, Opti-
MEM™ ohne Phenolrot, Penicillin/ 
Streptomycin, Generuler 50 bp/ 1 kb DNA 
Ladder, PAGERuler™ Prestained Protein 
Ladder, Pfu-Polymerase, Geneticin, 
SuperSignalTM West Pico PLUS, SuperScript® 
VILOTM 

Universität des Saarlandes; AG Jung NYT 

VWR International, Belgien Calciumchlorid  

Zeiss, Jena Immersionsöl  

Zentrales Chemikalienlager, 
Saarbrücken 

Ethanol, Methanol. Essigsäure, Aceton 
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5.1.3. Antikörper 

5.1.3.1. Primäre Antikörper 

Zum Großteil wurden die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper hausintern hergestellt. 

Verantwortlich hierfür ist die Gruppe um Apl. Prof. Dr. Martin Jung (Universität des Saarlandes; 

Institut für Medizinische Biochemie und Molekularbiologie). Die Arbeitsschritte der 

Sequenzauswahl, Peptidgenerierung und –aufreinigung, der Immunisierung und 

regelmäßigen Blutentnahme der Kaninchen wurden von dieser Arbeitsgruppe durchgeführt. 

In Tab. 4 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antikörper genannt. Falls diese kommerziell 

erworben wurden, ist anstelle des verwendeten Blutes die Artikelnummer aufgeführt. Die 

Verdünnungen beziehen sich auf die Verwendung zur immunologischen Detektion auf PVDF 

Membranen (Kap. 5.2.4) und erfolgten im Regelfall in TBS mit 2 % (w/v) BSA, im Falle 

ineffizienterer Antikörper in einem Hintergrund minimierenden Crossfroxx-Puffer. 

Tab. 4: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten primären Antikörper. 

Antikörp

er 

Interne 

Kennung 
Charakteristik 

Ursprung/ 

Herkunft 

Blut/ 

Nr. 

Verdün-

nung 

α-

ASNA1 
1233 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen eine zytosolische 
Komponente des GET 

Transportweges. 

Kaninchen/ 

UdS 
5 1/300 

α-BiP 950 
Polyklonaler Peptidantikörper 

gegen das luminale ER 
Chaperon BiP/GRP78. 

Kaninchen/ 

UdS 
5 1/1000 

α-CAML 1419b 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen eine ER 

membranständige Komponente 
des GET Transportweges. 

Kaninchen/ 

UdS 
7 1/500 

α-FLAG 1341 
Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den artifiziellen DDK-

tag. 

Kaninchen/ 

UdS 
2 1/1000 

α-FLAG α-FLAG 
Monoklonaler Peptidantikörper 
gegen den artifiziellen DDK-

tag. 

Maus/ 

OriGene 

TA5001

1-1 
1/1000 

α-

GRP170 
ABP150 Polyklonaler Peptidantikörper 

gegen den N-Terminus des 

Kaninchen/ 

UdS 
Endblut 1/500 
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Antikörp

er 

Interne 

Kennung 
Charakteristik 

Ursprung/ 

Herkunft 

Blut/ 

Nr. 

Verdün-

nung 

luminalen ER Chaperon 
GRP170. 

α-

GRP94 
GRP94 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das ER-luminale Grp94 

Chaperon. 

Kaninchen/ 

UdS 
2 1/500 

α-GST α-GST 
Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den artifiziellen GST-

tag. 

Kaninchen/

UdS 

Reini-

gung 

2017 

1/1000 

α-hSnd2 1402 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das ER 

membranständige hSnd2 (C-
term.). 

Kaninchen/ 

UdS 
14 1/250 

α-LG α-LgBiT 
Antikörper zur Detektion des 
artifiziellen Large-BiT-tag von 

NanoBit-Konstrukten 

Promega N7100 1/1000 

α-ORAI-

1 
α-ORAI-1 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das 

Plasmamembranprotein ORAI-
1. 

Kaninchen/ 

Sigma 
O8264 1/500 

α-

Sec61α1 

α-

Sec61α1 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den C-Terminus der 

alpha Untereinheit des Sec61 
Komplexes. 

Kaninchen/

Göttingen 
 1/500 

α-

Sec61β 

Nast 

179b 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den N-Terminus der 

beta Untereinheit des Sec61 
Komplexes. 

Kaninchen/ 

UdS 
15 1/300 

α-Sec62 
Nast 

262b 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das ER 

membranständige Sec62. 

Kaninchen/ 

UdS 
20 1/250 

α-Sec63 ΔN380 
Polyklonaler Proteinantikörper 

gegen das ER 
membranständige Sec63. 

Kaninchen/ 

UdS 
3 1/500 
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Antikörp

er 

Interne 

Kennung 
Charakteristik 

Ursprung/ 

Herkunft 

Blut/ 

Nr. 

Verdün-

nung 

α-

SERCA2 

α-

SERCA2 

Monoklonaler Peptidantikörper 
gegen die zweite Untereinheit 

der ER membranständigen 
Calciumpumpe SERCA. 

Maus/ 

Sigma 
S1439 1/1000 

α-SM 1736 

Polyklonaler Peptidantikörper 
zur Detektion des artifiziellen 
Small-BiT-tags von NanoBiT-

Konstrukten. 

Kaninchen/ 

UdS 
1736 1/300 

α-SRα 
NAST 

178 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das membranassoziierte 

SRα. 

Kaninchen/ 

UdS 
10 1/250 

α-SRβ 
NAST 

510 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das membranständige 

SRβ. 

Kaninchen/ 

UdS 
10 1/500 

α-STIM1 α-STIM1 
Monoklonaler Peptidantikörper 

gegen das ER 
membranständige Stim1. 

Maus/ 

Proteintech 

11565-

1-1AP 
1/1000 

α-

TMEM10

9 

1620 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das ER 

membranständige TMEM109 
(C-term.). 

Kaninchen/ 

UdS 
7 1/500 

α-

TMEM10

9 

α-

TMEM10

9 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das ER 

membranständige TMEM109. 

Kaninchen/ 

Sigma 

HPA01

1785 
1/1000 

α-TRAPα 1342 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den C-Terminus der α 

Untereinheit des ER 
membranständigen TRAP-

Komplexes. 

Kaninchen/ 

UdS 
5 1/500 

α-TRAPβ 302 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen den N-Terminus der β 

Untereinheit des ER 
membranständigen TRAP-

Komplexes. 

Kaninchen/ 

UdS 
4 1/500 
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Antikörp

er 

Interne 

Kennung 
Charakteristik 

Ursprung/ 

Herkunft 

Blut/ 

Nr. 

Verdün-

nung 

α-

Ubiquilin 

2 

α-

Ubiquilin 

2 

Monoklonaler Peptidantikörper 
gegen das zytoplasmatische 

Ubiquilin2 Protein. 

Maus 

/Sigma 

WH002

9978M3 
1/1000 

α-β-Actin α-β-Actin 

Monoklonaler Peptidantikörper 
gegen das als Ladekontrolle 

verwendete ubiquitär 
vorkommende β-Actin. 

Maus/ 

Sigma 
A5441 1/10000 

α-β-Actin 1485 

Polyklonaler Peptidantikörper 
gegen das als Ladekontrolle 

verwendete ubiquitär 
vorkommende β-Actin. 

Kaninchen/ 

UdS 
9 1/20000 

 

5.1.3.2. Sekundäre Antikörper 

Durch die Verwendung von sekundären Antikörpern, die an die jeweiligen primären Antikörper 

aus Maus oder Kaninchen binden, welche zur Erkennung eines Antigens auf der PVDF 

Membran dienten, wurden ebendiese visualisiert. Solange diese Detektion in einem linearen 

Bereich erfolgte, war eine densitometrische Auswertung und Quantifizierung dieser Signale 

möglich, um Proteinmengen auf der Membran zu bestimmen (Kap. 5.2.4; 5.2.12). 

Standardmäßig wurden die ECL™ Plex Antikörper verwendet, bei weniger effizienten 

Antikörpern oder geringen Proteinmengen wurde auf die Meerrettich-Peroxidase basierte 

Version zurückgegriffen. Die in dieser Arbeit verwendeten sekundären Antikörper sind in der 

Tab. 5 aufgeführt 

Tab. 5: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten sekundären Antikörper. 

Antikörper Markierung Ursprung/Herkunft Artikelnummer Verdünnung 

α-Kaninchen-
IgG 

ECL™ Plex 
Cy5 

Ziege/ GE 
Healthcare 

PA45011 1/1000 

α-Kaninchen-
IgG 

Meerrettich-
Peroxidase 

Ziege/ Sigma A8275 1/1000 

α-Maus-IgG 
ECL™ Plex 

Cy3 
Ziege/ Sigma C2181 1/2500 

α-Maus-IgG 
Meerrettich 
Peroxidase 

Ziege/Sigma A9044 1/1000 

 

5.1.4. Peptide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden von der Apl. Prof. Dr. Martin Jung und seinem 

Team an der Universität des Saarlandes in Homburg generiert. Diese wurden zum einen von 
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besagter Arbeitsgruppe genutzt, um Antikörper in Kaninchen zu generieren, die in dieser Arbeit 

verwendet wurden. Zum anderen wurden die Peptide direkt im NanoBiT-System oder der Co-

IP eingesetzt (Kap. 6.1.9). In der nachfolgenden Tab. 6 sind diese Peptide zusammen mit 

deren Peptidsequenz, Länge und Molekulargewicht aufgeführt. Gelöst wurden die Peptide in 

DMSO mit einer Stockkonzentration von 20 mM.  

Tab. 6: Auflistung der direkt in der Arbeit verwendeten Peptide. 

Peptid-Nr. Peptidname Sequenz Länge MW [g/mol] 

1543 FLAG DYKDDDDK 8 1013 

1485 β-Actin DDDIAALVVDNGSGM 15 1492 

1736 SmBiT CVTGYRLFEEIL 12 1443 

1763 scr SmBiT ERGTCLELYVIF 12 1443 

1788 
High affinity 

NanoBiT(HaBiT) Pep. 
VSGWRLFKKIS 11 1321 

 

5.1.5. DNA-Oligonukleotide (Primer) 

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgeführt. Hierbei 

handelte es sich um Sequenzen, die aus wenigen Nukleotiden aufgebaut waren und in 

Versuchen zur Detektion oder Manipulation von Nukleinsäuresequenzen Anwendung fanden.  

Die folgende Tab. 7 zeigt die für die quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-

PCR) verwendeten Primer der Firma ThermoFisher Scientific. Diese wurden zum gezielten 

Nachweis von mRNA einzelner Proteine eingesetzt.  

Tab. 7: Liste der für die qRT-PCR-Versuche verwendeten DNA Oligonukleotide. 

Gen Nr. Beschreibung 

ACTB Hs00357333_g1 
Primer für die qRT-PCR von ACTB (β-Actin) 

als Kontrolle 

ATP2A2 Hs00544877_m1 
Primer für die qRT-PCR von ATP2A2 

(SERCA2) 

SEC61B Hs00273698_m1 
Primer für die qRT-PCR von SEC61B 

(Sec61β) 

SRPRA Hs01112418_g1 Primer für die qRT-PCR von SRPRA (SRα) 

SRPRB Hs00253639_m1 Primer für die qRT-PCR von SRPRB (SRβ) 

 

DNA Oligonukleotide die zur Mutagenese (Kap. 5.4.8) oder Sequenzierung (Kap. 5.4.12) 

verwendet wurden, sind in Tab. 8 aufgeführt. Diese Oligonukleotide wurden individuell für die 

spezifischen Versuche konstruiert und bei Eurofins Genomics Germany GmbH erstanden. 

Spalte O. (Orientierung) gibt die Richtung des bindenden Primers an, wobei + für einen forward 

Primer (5‘→3‘) und - für einen reverse Primer (3‘→5‘) steht. Die Sequenz ist immer in der 

standardmäßigen Leserichtung von 5‘→3‘angegeben.  

Tab. 8: Liste der für die Sequenzierung und zur Mutagenese eingesetzten Primer.  Diese wurden 
sowohl zur Generierung und Identifizierung von Mutationen in Plasmide und zum Nachweis von 
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integrierten Gensequenzen in genomischer DNA genutzt. Mit * gekennzeichnete Primer wurden 
verwendet, um PCR Produkte mit spezifischen Schnittstellen zu amplifizieren, die zur Generierung von 
Nanobit-Plasmiden dienten. Die intern genutzte Kennung RZ vor der Primer-ID wird nicht aufgeführt. 

Primer 

ID/ 

Name 

Target / 

Gen 
O. Sequenz (5´→3´) Verwendet für 

686 
SEC61A

1 
+ GGCAATCAAATTTCTGGAAG 

Amplifikation und 

Sequenzierung 

747 
T7 

Primer 
+ TAATACGACTCACTATAGG 

Amplifikation und 

Sequenzierung 

748 
FLAG 

rev. 
- 

CTTGTCGTCATCGTCTTTGTA

GTC 

Amplifikation und 

Sequenzierung  

749 
SEC61A

1 
- CTCGGAAGCCCTGGAAATAG 

Sequenzierung von 

transgenem SEC61A1 

751 
SEC61A

1 
+ GAAACCATCGTATGGAAGG 

Sequenzierung von 

SEC61A1 Konstrukten 

*752 
TMEM1

09 
- GAGGGCCACGAGCTCTCTCC

TCCTCCACAC 

Insertion Sac1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*753 
TMEM2

08 
- TCCCGGTGCTCGAGTATAAC

CGCTTCATCTG 

Insertion Xho1 

Schnittstelle; C Terminus 

*754 
TMEM2

08 
+ GTGGCCCTCGAATTCGAGGA

GATCTGCCG 

Insertion EcoR1 

Schnittstelle; N Terminus 

*755 
TMEM2

08 
- AGGGCCACTCTAGATTATAAC

CGCTTCATC 

Insertion Xba1 

Schnittstelle; C-Terminus 

758 / + GCATATTAAGGTGACGCGTG 
Sequenzierprimer für 

Nanobit-Plasmide 
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759 / - CCTCCCCCTGAACCTGAAAC 
Sequenzierprimer für 

Nanobit-Plasmide 

760 
TMEM1

09 
+ GTGGAGGAGGAGTAACGTAC

GCGGCCG 

QC zur Entfernung des C-

terminalen FLAG-tags 

761 
TMEM1

09 
- CGGCCGCGTACGTTACTCCT

CCTCCAC 

QC zur Entfernung des C-

terminalen FLAG-tags 

*772 SSR1 - GGGCCACGAGCTCCCTCATC
AGATCCCAC 

Insertion Sac1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*773 SSR2 - GGGCCACGAGCTCCGTTCTT
CTTCGTTTTG 

Insertion Sac1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*780 
SEC61A

1 
+ AAGTGGCTAGCATGGCAATC

AAATTTC 

Insertion Nhe1 

Schnittstelle; N-Terminus 

*781 
SEC61A

1 
- CCGTCTCGAGGTGAAGAGCA

GGGCCC 

Insertion Xho1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*782 
SEC61A

1 
+ AGCGCTCGAGGATGGCAATC

AAATTTC 

Insertion Xho1 

Schnittstelle; N-Terminus 

*783 
SEC61A

1 
- GCCGCTAGCTCAGAAGAGCA

GGGCCC 

Insertion Nhe1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*789 SEC63 + GCCGGCTAGCATGGCCGGG
CAG 

Insertion Nhe1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*790 SEC63 - CCGCTCGAGCCGTCATCATC
TTC 

Insertion Xho1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*791 SEC63 + CGCCTCGAGCATGGCCGGG
CAG 

Insertion Xho1 

Schnittstelle; N-Terminus 
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*792 SEC63 - GCGGCTAGCTTAGTCATCAT
C 

Insertion Nhe1 

Schnittstelle; N-Terminus 

*798 
SEC61A

1 
- CCGTGAATTCGTGAAGAGCA

GGGCCC 

Insertion EcoR1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*807 SEC61B - CGTCGAATTCCTCGAACGAG
TGTACTTGC 

Insertion EcoR1 

Schnittstelle; C-Terminus 

*808 SEC61B + AGGAGAATTCGATGCCTGGT
CCGACCCCCA 

Insertion EcoR1 

Schnittstelle; N-Terminus 

*809 SEC61B - CTCAGATCTTTACGAACGAGT
GTACTTGC 

Insertion Bgl2 

Schnittstelle; N-Terminus 

 

5.1.6. Plasmide 

In der nachfolgenden Tab. 9 sind die Plasmide aufgeführt, die in der vorliegenden Arbeit 

verwendet wurden. Die Anwendung bezog sich entweder auf in vitro Experimente, zur 

Generierung von Transportsubstraten (Kap. 5.3.2), oder in der Zellkultur, zur gezielten 

Expression von Plasmid-DNA in verschiedenen Experimenttypen (Kap. 5.5.3). Wenn nicht 

anders gekennzeichnet ist die humane Form des Proteins im Plasmid codiert. 

Tab. 9: In dieser Arbeit verwendete Plasmide für in vitro und in cellula Versuche.  Die verwendeten 
Antibiotika zur Selektionierung waren Ampicillin (Amp.) und Kanamycin (Kan.). UdS = Universität des 
Saarlandes. 

 Name Beschreibung Resistenz Herkunft Besonderheit 

ER-GCamp6-150 
Calcium-

Sensor im ER 
Lumen 

Kan. 
Addgene #86918 

A. Cavalié; T. 
Ryan 

/ 

N205 TMEM109-CL Kan. UdS, diese Arbeit 

TMEM109 Protein 
am C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N206 TMEM109-CS Kan. “ 

TMEM109 Protein 
am C-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N207 hSnd2-CL Kan. “ 

hSnd2 Protein am 
C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N208 hSnd2-CS Amp. “ 
hSnd2 Protein am 

C-Terminus mit 
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 Name Beschreibung Resistenz Herkunft Besonderheit 

dem SmBiT 
versehen 

N209 hSnd2-NL Amp. “ 

hSnd2 Protein am 
N-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N210 hSnd2-NS Amp. “ 

hSnd2 Protein am 
N-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N211 
TRAPα-CL 

(mus 
musculus) 

Amp. “ 

TRAPα Protein am 
C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N212 
TRAPα-CS 

(mus 
musculus) 

Amp. “ 

TRAPα Protein am 
C-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N213 TRAPβ-CL Amp. “ 

TRAPβ Protein am 
C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N214 TRAPβ-CS Amp. “ 

TRAPβ Protein am 
C-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N215 Sec61α-CL Amp. “ 

Sec61α Protein am 
C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N216 Sec61α-CS Amp. “ 

Sec61α Protein am 
C-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N217 Sec61α-NL Amp. “ 

Sec61α Protein am 
N-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 

N218 Sec61α-NS Amp. “ 

Sec61α Protein am 
N-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N224 Sec63-CS Amp. “ 

Sec63 Protein am 
C-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N226 Sec63-NS Amp. “ 

Sec63 Protein am 
N-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

N227 Sec61β-CL Amp. “ 

Sec61β Protein am 
C-Terminus mit 

dem LgBiT 
versehen 
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 Name Beschreibung Resistenz Herkunft Besonderheit 

N230 Sec61β-NS Amp. “ 

Sec61β Protein am 
N-Terminus mit 

dem SmBiT 
versehen 

NanoBit N202 rPKA-CL Kan. 
Promega  
#N2014 

regulatorische 
Untereinheit 

Proteinkinase A, 
(Positivkontrolle 

LgBiT) 

NanoBit N203 cPKA-CS Kan. 
Promega 
#N2014 

Katalytische 
Untereinheit 

Proteinkinase A, 
(Positivkontrolle 

SmBiT) 

NanoBit N204 Halo-CS Kan. 
Promega  
#N2014 

Halo-tag 
(Negativkontrolle 

SmBiT) 

pCMV6-AC-IRES-
GFP 

Leervektor Amp. 
OriGene 

PS100027 
/ 

pCMV6-AC-
SEC61A1-IRES-

GFP 
Sec61α1 Amp. 

Uni Freiburg, D. 
Schubert 

/ 

pCMV6-Entry Leervektor Kan. 
OriGene 

PS100001 
/ 

pCMV6-Entry- 
HSND2 

hSnd2 Kan. UdS, M. Lerner / 

pCMV6-Entry- 
HSND2-S150N 

hSnd2-S150N Kan UdS, M. Lerner S150N Mutation  

pCMV6-Entry-
HSND2-Myc-DDK 

hSnd2-FLAG  Kan. 
OriGene 

RC200049 
C-terminaler FLAG-

tag 

pCMV6-Entry-
Sec61β 

Sec61β Amp 
OriGene 

RC200247 

C-terminaler FLAG 
-tag 

pCMV6-Entry-
SSR1-FLAG 

TRAPα-FLAG 
(mus 

musculus) 
Kan. 

OriGene  
MR203901 

FLAG-tag am C-
Terminus 

pCMV6-Entry-
SSR2-FLAG 

TRAPβ-FLAG Kan. 
OriGene 

RC213580 
FLAG-tag am C-

Terminus 

pCMV6-Entry-
SSR3-FLAG 

TRAPγ-FLAG Kan. 
OriGene 

RC201079 
FLAG-tag am C-

Terminus 

pCMV6-Entry-
TMCO1-Myc-DDK 

TMCO1-FLAG 
(mus 

musculus) 
Kan. 

OriGene 
MR201773 

C-terminaler FLAG-
tag 

Maus-Version 

pCMV6-Entry-
TMEM109 

Tmem109 Kan. UdS, Diese Arbeit / 

pCMV6-Entry-
TMEM109-Myc-

DDK 

Tmem109-
FLAG  

Kan. 
OriGene 

PS201707 
C-terminaler FLAG-

tag 

pCDNA5-Sec63 Sec63 Amp 
UdS, R. 

Zimmermann 
 

S-Reep5-Ops S-Reep5-Ops Amp. 
UdS, Jun-Prof. B. 

Schrul 

S-tag am N 
Terminus und 

Opsin-tag am C 
Terminus 
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5.1.7. Raue Mikrosomen 

Raue Mikrosomen (RM) sind membranumschlossene Vesikel, die das endoplasmatische 

Retikulum in einer isolierten und aufgereinigten Form darstellen. Gewonnen wurden diese 

durch Apl. Prof. Dr. Martin Jung (UdS) aus Hundepankreas nach einer etablierten Methode, 

die die Mikrosomen in einem funktionellen und transportkompetenten Zustand erhält (Walter 

& Blobel 1983). Dies führt dazu, dass zum einen mit diesen Mikrosomen Transportstudien 

durchgeführt werden können (Watts et al. 1983), zum anderen diese auch als Positivkontrollen 

für Western Blots verwendet werden können, da hier alle membranständigen und luminalen 

Proteine des ERs vorhanden sind. Der Vorteil hier liegt darin, dass diese ER-Membran oder 

luminalen Proteine in einer deutlich höheren Konzentration vorliegen und die Anzahl an 

Kreuzreaktionen mit den Antikörpern verringert ist, was dazu führt, dass RMs eine valide 

Kontrolle zur Funktionalität des Assays darstellen und eine Identifizierung des entsprechenden 

Proteinsignals im Western Blot ermöglichen. 

5.1.8. Bakterien 

In der Arbeit wurden verschiedene Stämme des Bakteriums Escherichia coli (E. coli) 

verwendet. Diese wurden verwendet zur: 

1. Amplifikation von Plasmiden, die in der Zellkultur verwendet wurden. Stamm DH5α 

mit dem Genotyp: 

F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, 

mk+),phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1. 

2. Amplifikation von Plasmiden, die zur Synthese von in vitro Transportsubstraten, 

sowie neu generierter Plasmide nach Mutagenese genutzt wurden. Stamm JM101 

mit dem Genotyp: 

supE thi-1 Δ(lac-proAB)[F´traD36 proAB lacIqZΔM15] 

3. Amplifikation von Plasmiden oder PCR-Produkten die nicht geeignet waren für die 

erstgenannten Stämme. Der verwendete XL1-Blue Stamm gilt als superkompetent 

und hat den Genotyp: 

((recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 

(Tetr)]; (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

5.1.9. Zelllinien 

In der Arbeit, wurden zwei Zelllinien verwendet, spezifisch für das jeweilige Teilprojekt. Diese 

wurden kommerziell erstanden, oder von Kollaborationspartnern zu Verfügung gestellt. 

5.1.9.1. HeLa-Zellen 

Zum Studium des hSnd2-Proteins und dessen Interaktionspartnern im SND-Transportweg, 

wurde die humane Epithelzelllinie HeLa verwendet. Diese immortalisierte Zelllinie, die seit der 
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Mitte des letzten Jahrhunderts in zahllosen wissenschaftlichen Studien verwendet wurde und 

wird und zur Entdeckung medizinischer Meilensteine beitrug, wurde aus einem Zervixkarzinom 

der Patientin Henrietta Lacks (HeLa) entnommen (Skloot 2010). Charakteristisch für die hier 

verwendete Krebszelllinie (ATCC, Nr. CCL-2™) ist der hypertriploide Status der Zellen (3n+) 

mit einer unterschiedlichen Gesamtanzahl an Chromosomen je Zelle (76-80) (Landry et al. 

2013). Während der andauernden Kultivierung zeigten die Zellen eine genetische Stabilität, 

wodurch die HeLa-Zellen ein geeignetes Modell in der Zellkultur sind (Macville et al. 1999). 

Die Zellen wurden in dieser Arbeit sowohl für die plasmidgetriebene Überexpression von 

Proteinen, die siRNA vermittelte Stilllegung von Proteinen als auch Proteininteraktionsstudien 

verwendet. Hierbei muss trotz der bahnbrechenden Erfolge dieser Zelllinie immer bedacht 

werden, dass es sich um entartete Zellen handelt und eine direkte Übertragung auf das 

„gesunde“ humane System nicht eins zu eins möglich sein muss. 

Die Kultivierung der adhärenten Zellen erfolgte in Gibco® DMEM+ GlutaMAX™-I Medium, das 

mit 10 % (v/v) fetalem Kälberserum (FCS) versetzt wurde. Standardmäßig wurden die Zellen 

in einer 75 cm2 Flasche in 14 ml Medium kultiviert und in regelmäßigen Abständen geteilt, 

wodurch ein stetiges Wachstum ermöglicht wurde. Abweichungen sind in den jeweiligen 

Beschreibungen der Experimenten vermerkt. 

5.1.9.2. HEK293-Zellen 

Für die Untersuchung der ADTKD assoziierten SEC61A1 Mutationen wurden HEK293-Zellen 

(im weiteren als HEK-Zellen bezeichnet) verwendet. Bei diesen Zellen handelt es sich um 

humane embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney) die mit DNA des Adenovirus 

Typ 5 transfiziert wurden (Graham et al. 1977). Um welches nierenspezifische Gewebe es sich 

bei den Zellen handelt und ob diese immortalisierten Zellen bereits den Krebszellen 

zuzuordnen sind, wird in der Literatur weiterhin diskutiert (Kavsan et al. 2011; Stepanenko & 

Dmitrenko 2015). Zur Verfügung gestellt wurden diese spezifischen HEK-Zellen 

freundlicherweise von Stanislav Kmoch und Martina Živná (Charles University, Prag). Erstellt 

wurden die Zellen, durch eine Plasmidtransfektion, mit der Folge dass heterolog ein FLAG 

markiertes Sec61α exprimiert wird. Die Zellen wurden mittels PCR, Sequenzierung und 

Western Blot verifiziert (Kap. 6.2.1und 6.2.2.). Die Entscheidung zur Nutzung dieser Zellen 

war darin begründet, dass die HEK-Zellen in direktem Bezug zu dem in ADTKD-Patienten am 

stärksten betroffenen Organ, der Niere, stehen. Ein weiterer Grund war es, dass die von der 

Prager Arbeitsgruppe generierten Zellen, die entsprechenden Mutationen des Sec61α 

permanent neben der endogenen, gesunden, Version exprimieren. Diese künstlich 

eingebrachte Variante war durch einen FLAG-tag am C-Terminus des Proteins vom 

endogenen Sec61α unterscheidbar. Eine transiente Transfektion war daher nicht erforderlich. 
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Dadurch wurde in der Zellkultur der heterozygote Phänotyp der Patienten möglichst genau 

nachgeahmt, um die biochemischen Grundlagen dieser Erkrankung zu charakterisieren. 

Anders als die verwendeten HeLa-Zellen, wurden die HeK-Zellen mit einem Antibiotikum 

kultiviert, um einen Selektionsdruck zugunsten der transgenen Zellen zu erzeugen und so den 

Ausschluss der eingebrachten Mutationen zu verhindern. Hierfür wurden 0,8 mg/ml des 

Antibiotikums Geneticin (G-418) verwendet, welches dei Proteinbiosynthese hemmt (Davies & 

Jimenez 1980). Zusätzlich wurde dem Hyclone DMEM/F-12 Medium 10 % (v/v) FCS 

zugegeben. Die Zellen wurden, wenn nicht anders erwähnt, in 25 cm2 Flaschen in 5 ml Medium 

kultiviert und in regelmäßigen Abständen verdünnt. 

5.2. Methoden der Proteinbiochemie 

Methoden, die zu biochemischen Analysen in dieser Arbeit genutzt wurden, werden in dem 

nachfolgenden Kapitel beschrieben. Dem Bedarf entsprechende Optimierungen der 

Standardmethoden sind vermerkt. 

5.2.1. Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford-Assay) 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe wurde der Bradford-Assay angewendet. 

Hierbei wurde sich das Prinzip der Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie 

Brilliant Blue G-250 zu Nutze gemacht, was aus der Bindung des Farbstoffs an die basischen 

und aromatischen Aminosäurereste resultiert (Bradford 1976). Im ungebundenen Zustand liegt 

dessen Maximum bei 495 nm, wenn Proteine und damit die besagten Aminosäurereste in der 

Lösung vorliegen, verschiebt sich dieses Absorptionsmaximum zu 595 nm. Diese Farbreaktion 

kann mit bloßem Auge beobachtet werden und mit Hilfe eines UV-Vis-Spektrometers ebenfalls 

im 96 well Maßstab mit einem hohen Durchsatz quantifiziert werden. Standardmäßig wurden 

zur Bestimmung der Kalibriergeraden als auch in der Konzentration unbekannte Proben in 

Triplikaten vermessen. Die Kalibriergerade wurde aus Proben mit einer definierten 

Konzentration von BSA (0-3 mg/ml in KHM) erstellt. Zur Vorbereitung wurde eine Lösung aus 

25 % Bradford Reagenz und 75 % H2Obidest erstellt, von der jeweils 200 µl in jedes well 

vorgelegt wurde. Hinzugefügt wurden 3 µl der definierten BSA Lösungen oder der Proben mit 

unbekannter Proteinkonzentration. Die Reaktion wurde für 10 min bei 37 °C inkubiert und 

anschließend bei 595 nm vermessen. Hierbei ist die Absorption bei 595 nm direkt proportional 

zu der enthaltenen Proteinmenge. Die Absorption wurde im Verhältnis zur 

Proteinkonzentration in einem Diagramm aufgetragen. Die daraus resultierende 

Geradengleichung ermöglicht es, die gemessenen Absorptionen der jeweiligen Proben in die 

Proteinkonzentration umzurechnen. Verwendet wurde diese Methode nach der Präparation 

von semi-permeabilisierten Zellen, (Kap. 5.5.5) um für darauffolgende Experimente, wie SDS-

PAGE (Kap. 5.2.2) oder in vitro Transporte (Kap. 5.3), gleichwertige Proteinmengen 

einzusetzen.  
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KHM      
CH3CO2K      110 mM 
Mg(CH3COO)2         2 mM 
HEPES/KOH; pH 7,2       20 mM 
             In H2O bidest  
 

5.2.2. Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Um einzelne Protein aus Zelllysaten bzw. Proteingemischen oder in vitro 

Transportexperimenten identifizieren und darstellen zu können, wurde die Sodium-

Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Hierbei wurde zur 

Auftrennung der Proteine eine Gelmatrix aus Polyacrylamid genutzt, welche die Laufstrecke 

der Proteine beeinflusste. Für Proteine mit einem geringeren Molekulargewicht wurden Gele 

mit höherer Polyacrylamidkonzentration genutzt als für Proteine mit einem höheren 

Molekulargewicht, da ein geringes Molekulargewicht eine schnellere Wanderung durch das 

Gel erlaubt als ein hohes Molekulargewicht. Die Laufeigenschaft der Proteine ist jedoch nur 

indirekt von deren Größe abhängig. Da es sich hierbei um eine Elektrophorese handelt, also 

einer spannungsabhängigen Auftrennung des Proteingemisches, musste die Eigenladung der 

Proteine vereinheitlicht werden. Dies erfolgt unabhängig von vorangegangenen Experimenten 

Mithilfe des Laemmli-Puffers (Laemmli 1970). Dieser bewirkt eine Denaturierung der Proteine 

in mehrfacher Form. Zum einen wurden Disulfidbrücken innerhalb des Proteins durch die 

reduzierende Eigenschaft des enthaltenen β-Mercaptoethanol aufgebrochen. Zusätzlich 

wurden noch bestehende Tertiär- oder Quartärstrukturen aufgelöst durch ein Erhitzen der 

Probe für 10 min bei mindestens 56 °C. Das anionische Detergens SDS unterstützte ebenfalls 

die Denaturierung, der im Vordergrund stehende Effekt war jedoch, dass es eine 

Ladungsänderung des Proteins bewirkte. Durch die Interaktion der hydrophoben Alkylketten 

des SDS mit den, im denaturierten Zustand vollständig exponierten, hydrophoben 

Aminosäurereste, wurde die Nettoladung des Polypeptid-SDS-Komplexes negativ und die 

Eigenladung des Polypeptids maskiert (Weber & Osborn 1969). Erfahrungsgemäß reagieren 

etwa 1,4 g SDS mit 1 g Protein, wodurch schlussendlich für alle Proteine ein gleichmäßiges 

Masse-zu-Ladung Verhältnis entstand (Smith 1984). Dadurch entsprach die Ladung dem 

Molekulargewicht und die Proteine konnten der Größe nach aufgetrennt werden, wobei 

kleinere Proteine im selben Zeitintervall weiter durch die Gelmatrix zur Kathode wanderten als 

große Proteine. 

Die in dieser Arbeit genutzten SDS-PAGE Gele wurden diskontinuierlich gegossen. Dies 

bedeutet, dass auf das Trenngel, welches zur Auftrennung der Proteine dient, ein Sammelgel 

gegossen wurde. Dadurch wurde eine Verdichtung, und damit Fokussierung, der Proben am 

Übergang zwischen diesen beiden Gelen erreicht, was im weiteren Verlauf zu eindeutigeren 

Banden führte. Die Gele wurden je nach benötigter Bedingung in verschiedenen 
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Konzentrationen angefertigt und wurden bei 4 °C gelagert. Gegossen wurden die Gele in einen 

Hohlraum zwischen zwei Glasplatten (14 x 11 cm), wobei der Hohlraum durch 0,1 cm dicke 

Abstandshalter erzeugt wurde, die links und rechts zwischen den Glasplatten platziert wurden. 

Der untere Teil der Glasplatten wurde in einem Standfuß mit 2 % Agarose abgedichtet. Die 

Komponenten des Gels wurden nach Tab. 10 kombiniert. Zu Beginn wurde das Trenngel 

vorbereitet, das Sammelgel nach der Polymerisation des Trenngels auf ebenjenes 

aufgegossen. Hierbei wurde vor der Polymerisation des Sammelgels in dieses ein Kamm 

eingesetzt, um später Taschen zur Probenauftragung zu formen. Die Gele wurden in einer 

vertikalen Elektrophoresekammer fixiert, Anoden- und Kathodenseite mit 1x Elektrophorese-

Puffer befüllt, sodass ein Stromfluss durch das Gel hindurch erfolgte. Die Proben wurden durch 

die Aufnahme in Laemmli-Puffer entweder auf eine definierte Zellzahl oder eine definierte 

Proteinkonzentration eingestellt und dann in die Taschen des SDS-Gels geladen. Die 

Elektrophorese erfolgte über Nacht bei 5 mA oder für 3 h bei 40 mA. Neben den Proben wurde 

ein Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) aufgetragen, der Proteine mit definiertem 

Molekulargewicht beinhaltet und so eine größenspezifische Zuordnung der Proben ermöglicht.  

Tab. 10: Schema zur Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels.  Das Trenngel wurde zwischen die 
Glasplatten gegossen und die Polymerisierung des Gels abgewartet, bevor das Sammelgel darauf 
aufgegossen wurde. Die Gele konnten für einige Tage im Kühlschrank aufbewahrt werden.  

 Trenngel Sammelgel 

                    Acrylamidkonz. [ %] 
Lösung   

10,0 12,5 15,0 17,5 5,0 

40 % (w/v) Acrylamid            [ml] 3,8 4,7 5,6 6,6 0,9 

2 % (w/v) Bisacrylamid         [ml] 1,0 1,3 1,5 1,8 0,2 

H2Odest.                                  [ml] 4,0 2,9 1,7 0,4 5,0 

1,875 M Tris/ HCL (pH 8,8)   [ml] 6,0 - 

1 M Tris/ HCl (pH 6,8)           [ml] - 0,9 

10 % (w/v) SDS                     [µl] 150 72,0 

20 % (w/v) AMPS                  [µl] 45 67,5 

TEMED                                  [µl] 5 10,5 

Gesamtvolumen                   [ml] 15,0 7,2 

 

Eine Färbung des Proteingemisches, welches durch das Gel aufgetrennt wurde, erfolgte 

anschließend mittels Coomassie direkt im Gel (Kap. 5.2.3), alternativ wurden die Proteine per 

Western Blot auf eine PVDF Membran übertragen (Kap. 5.2.4). Sollten radioaktiv markierte 

Proteine verwendet worden sein, wurden die Gele getrocknet und durch Phosphorimaging 

detektiert (Kap. 5.3.3).  

1x Laemmli-Puffer      1 x Elektrophorese-Puffer 
Tris/HCl        60 mM   Glycin        384 mM 
Glycerin    10 % (v/v)   Tris          50 mM 
SDS       2 % (w/v)   SDS    0,1 % (w/v) 
β-Mercaptoethanol     5 % (v/v)                 In H2O bidest 

Bromphenolblau          0,01 % (w/v) 
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             In H2O bidest 

5.2.3. Proteinfärbung mittels Coomassie-Brilliant-Blau 

Die Färbung der aufgetrennten Polypeptide direkt im Gel erfolgte mit den Farbstoffen 

Coomassie-Brilliantblau R-250 und G-250. Hierbei interagieren die Farbstoffe mit den 

Seitenketten basischer Aminosäuren und färben diese somit blau an, vergleichbar mit der 

Funktion im Bradford-Assay (Kap. 5.2.1). Genutzt wurde diese Technik vor allem, um die 

gleichmäßige Konzentration der semi-permeabilisierten Zellen (SPZ) Proben zu kontrollieren, 

oder nach einer Co-IP die Gesamtheit der aufgereinigten Proteine zu visualisieren. Hierfür 

wurde das Gel in der Coomassie-Färbelösung für 1 h Stunde schüttelnd inkubiert, 

darauffolgend für 15 min in Entfärberlösung 1 gewaschen und dann so lange in 

Entfärberlösung 2 gelagert, bis die Banden deutlich zu erkennen waren und der Hintergrund 

minimal war. Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Während dieses Prozesses wurde 

die Lösung mehrfach gewechselt. Abschließend konnte das Gel gescannt und ausgewertet 

werden, da das Verhältnis der Farbintensität einer Bande mit der Konzentration des Proteins 

proportional ist (Meyer & Lamberts 1965; Neuhoff et al. 1988) 

Coomassie Färbung: 
Färbelösung       Entfärber 2 
Coomassie-Brilliantblau R250          0,2 % (w/v)  Methanol       10 % (v/v) 
Coomassie Brilliantblau G250      0,005 % (w/v)  Essigsäure        5 % (v/v) 
Methanol      40 % (v/v)  Glycerin        2 % (v/v) 
Essigsäure    10  % (v/v)      In H2O bidest 
              In H2O bidest   
 
Entfärber 1 
Methanol     40 % (v/v) 
Essigsäure    10 % (v/v) 
Glycerin      2 % (v/v) 
             In H2O bidest 
 
Durch eine geänderte Zusammenstellung der Färbelösung, vor allem durch die Zugabe von 

Aluminiumsulfat, kann die Sensitivität der Färbung deutlich erhöht werden (Kang et al. 2002). 

Bei dieser, als kolloidalem Coomassie bezeichneten Färbung, wurden die Proteine im Gel zu 

Beginn für 30 min mit Hilfe einer Fixierlösung im Gel fixiert, über Nacht mit der Färbelösung 

eingefärbt und abschließend mit H2Obidest entfärbt. Der Vorteil dieser Methode lag darin, dass 

die Färbung der Banden reversibel war, sodass gefärbte Banden ausgeschnitten werden 

konnten, was beispielsweise eine Analyse einer Gesamtprobe oder einer einzelnen Bande 

durch Massenspektrometrie ermöglichte. 

Kolloidale Coomassie Färbung: 
Lösung A       Lösung C 
Phosphorsäure     0,255 M   Lösung A           98 % 
Ammoniumsulfat     0,945 M   Lösung B   2 % 
            In H2O bidest     



  Material und Methoden 

 
54 

 
Lösung B       Färbelösung 
Coomassie Brilliantblau   5 % (w/v)   Lösung C           80 % 
             In H2O bidest   Ethanol technisch          20 % 
 

Fixierlösung 

Ethanol               40 % (v/v) 

Eisessig               10 % (v/v) 

             In H2O bidest 
 

5.2.4. Western Blot und immunologische Proteindetektion 

Für die Identifizierung und Quantifizierung spezifischer Proteine war eine Übertragung aus der 

Polyacrylamidmatrix auf eine andere Trägermatrix nötig. Dieser Transfer erfolgte mittels eines 

Nass-Blot Systems (Trans-Blot™ Cell von Bio-Rad) auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) 

Membran als neue Trägermatrix. Diese Membran eignet sich für verschiedene Färbungen, 

darunter Immunfärbungen, und ist mechanisch und chemisch stabil (Gültekin & Heermann 

1988). Die Übertragung der Proteine wird durch ein Spannungsfeld ermöglicht, wodurch die 

negativ geladenen Polypeptide aus dem Gel heraustreten und auf die Membran übertragen 

und dort durch hydrophobe Interaktionen fixiert wurden. Dies erfolgte in wässriger Lösung, 

weswegen die Membran zu Beginn in Methanol äquilibriert werden musste, um diese für die 

wässrigen Lösungen zugänglich zu machen. Der Aufbau erfolgte folgendermaßen: 

Schwammtuch, Whatmanpaper, Gel, PVDF-Membran, Whatmanpaper, Schwammtuch. 

Hierbei wurde sichergestellt, dass sowohl Schwammtuch als auch Whatmanpaper mit 

Transfer-Puffer durchtränkt waren und der Aufbau luftblasenfrei erfolgte. So wurde ein 

gleichmäßiger Stromfluss gewährleistet. Dieses „Sandwich“ wurde in eine Kassette gespannt 

und in eine gekühlte Blotkammer eingesetzt, die vollständig mit Transfer-Puffer gefüllt wurde. 

Das Gel war der Kathode zugewandt, die Membran der Anode, da die nach wie vor negativ 

geladenen Proteine in Richtung der Anode wandern. Das Blotten erfolgte bei 14 °C und 400 

mA für mindestens 2,5 h im Falle kleiner Proteine, bei größeren 3 h oder sogar über Nacht. 

Die Proteine auf der Membran wurden darauf folgend auf verschiedene Weisen, zum Beispiel 

wie im nächsten Abschnitt beschrieben durch Antikörper, oder Ponceau S, nachgewiesen.  

Transfer-Puffer 
Glycin       96 mM 
Tris/HCl   12,4 mM 
           In H2O bidest 

 

Zur Visualisierung und Quantifizierung von Proteinen, die per SDS-PAGE aufgetrennt (Kap. 

5.2.2) und per Western Blot auf eine PVDF Membran übertragen wurden, wurde die 

immunologische Detektion genutzt. Die hierbei genutzte Bindung zwischen Protein (Antigen) 

und Antikörper erfolgte spezifisch und stabil. Die Membran mit den immobilisierten Proteinen 
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wurde zu Beginn mit einer Blockierlösung, die zu 3 % aus BSA bestand, inkubiert. Dies sorgte 

dafür, dass alle bisher ungesättigten Flächen der Membran mit unspezifischem Albumin 

blockiert wurden und reduzierte damit die Menge der Hintergrundsignale. Die Inkubation mit 

dem primären Antikörper erfolgte in der gleichen Lösung allerdings enthielt diese die nach Tab. 

4 aufgeführte verdünnte Menge Antikörper und dauerte mindestens 90 min unter dauerhaftem 

Schütteln. Hierauf folgten jeweils fünfminütige Waschschritte, im Wechsel mit TBS-, TBS-T 

und erneut TBS-Puffer. Der Zusatz von Tween im zweiten Waschschritt erhöht die Stringenz 

dieses Schrittes und reduziert erneut die Menge an Hintergrundsignalen durch die Entfernung 

von weniger stark interagierenden Verbindungen. Die Verbindung zwischen Polypeptid und 

dem primären Antikörper wurde sichtbar gemacht durch einen zweiten Antikörper, der gegen 

den Fc-Terminus des primären Antikörpers gerichtet war, in diesem Fall gegen Hasen- oder 

Mausantikörper. Der sekundäre Antikörper (Verdünnung siehe Tab. 5) wurde ebenfalls für 

mindestens 90 min auf die Membran gegeben, die danach erneut nach dem genannten 

Schema gewaschen wurde. Da es sich um Fluorophor-gekoppelte sekundäre Antikörper 

handelte, erfolgten die Inkubationsschritte unter Lichtausschluss. Bei der Verwendung von 

Cyanin (Cy) gekoppelten sekundären Antikörpern wurde die Membran getrocknet und 

anschließenden mit Hilfe des Fluoreszenzimagers Typhoon Trio™ detektiert. Hierbei wurde 

der an den sekundären Antikörper gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff mit der jeweiligen 

spezifischen Wellenlänge angeregt, detektiert und resultierend daraus die Menge des 

vorhandenen Proteins semiquantitativ bestimmt.  

Bei geringen Proteinmengen oder schwachen Antikörpern konnte auf zwei alternative 

Methoden zurückgegriffen werden. Die Nutzung von spezialisierter Blockierlösung und 

Antikörperlösung mit Hintergrundminimierer (BioFroxx) kann in diesem Fall zur verbesserten 

Quantifizierung führen, wobei das experimentelle Vorgehen identisch ist. Als weitere 

Alternative wurden POD-gekoppelte sekundäre Antikörper verwendet, die mit Hilfe eines 

Imagers detektiert wurden, der die Lumineszenz der Peroxidase nach Zugabe von ECL misst. 

Auch hier sind Vorgehen und Verdünnungen der Antikörper nicht verändert, allerdings wurde 

der Blot vor der Detektion nicht getrocknet. Die Zusammensetzung der ECL-Lösung war eins 

zu eins der beiden Stocklösungen. 

TBS-Puffer       TBST-Puffer 
NaCl       150 mM   Tween-20  0,05 % (w/v) 
Tris/HCl; pH 7,4       10 mM              in TBS-Puffer 
            in H2O bidest 
 
Blockierlösung      Antikörperlösung 
BSA      3 % (w/v)   spezifischer Antikörper nach Tab. 5 
           in TBS-Puffer          und Tab. 7 

             in Blockierlösung 
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5.2.5. Fixieren und Trocknen von SDS PAGE Gelen 

Zur Detektion von radioaktiv markierten Transportsubstraten mussten die verwendeten SDS-

PAGE Gele nach der Probenauftrennung getrocknet werden. Hierfür wurden die Gele für 

mindestens 15 min in der Fixierlösung äquilibriert, danach folgte eine Neutralisierung und 

Entwässerung des Gels über 30 min in einer Lösung mit 50 % Methanol 

(Neutralisierungslösung). Die Gele wurden auf einem mit Wasser befeuchteten 

Whatmanpaper platziert und auf einen beheizten Trockner (90 °C) gelegt. An diesen wurde 

eine Vakuumpumpe angeschlossen, wodurch die Flüssigkeit aus den Gelen entfernt wurde. 

Danach wurden die Gele zur Exposition auf Phosphorimaging Platten platziert und die 

entsprechenden Kassetten eingespannt (Kap. 5.3.3). 

Fixierlösung       Neutralisierungslösung 
Methanol    40 % (v/v)   Methanol      50 % (v/v) 
Essigsäure   10  % (v/v)   Glycerin        1 % (v/v) 
Glycerin       2 % (v/v)                   In H2O bidest 
            In H2O bidest 
 

5.2.6. Immunpräzipitationen 

Die in dieser Arbeit angewendeten Immunpräzipitationen (IP) erfolgten auf eine sehr ähnliche 

Weise wie die Aufreinigung eines definierten Proteins. Auch war das Ziel ein ähnliches, jedoch 

wird bei der Co-Immunpräzipitation (Co-IP) nicht nur das aufgereinigte Protein von Interesse 

analysiert, sondern auch die entsprechend mit aufgereinigten Interaktionspartner. Dadurch 

ermöglichte die Co-IP Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. 

Aus diesem Grund wurde eine Co-IP gewählt, da diese unter möglichst nativen Bedingungen 

durchgeführt werden konnte und sie eine hohe Flexibilität für Folgeexperimente ermöglichte. 

Das Ziel war es, dass durch die milden Bedingungen der Lyse während der IP die Interaktionen 

zwischen den Proteinen möglichst unbeeinflusst blieben und durch die spezifische 

Aufreinigung des Zielproteins (bait) dessen physikalischen Interaktionspartner (prey) ebenfalls 

im Eluat angereichert wurden. Die grundlegenden Voraussetzung für die hier verwendete Co-

IP wurde in der von mir angefertigten Masterarbeit etabliert und spezifisch auf die Bestimmung 

der Interaktionspartner des hSnd2 angepasst (Sicking 2017). Diese Form der Co-IP basierend 

auf der Expression eines FLAG markierten Proteins (bait) wurde in dieser Arbeit ebenfalls 

angewendet. Erweitert wurde diese Technik durch den alternativen Einsatz von Antikörpern 

gegen das endogene baitprotein, wodurch die Expression eines markierten, artifiziellen 

Proteins nicht mehr nötig war. In beiden Fällen wurden die Zellen geerntet und gezählt. Der 

Lyse-Puffer wurde in Abhängigkeit der Zellzahl zugegeben (100 µl pro 2*106 Zellen), die Zellen 

darin resuspendiert und zur vollständigen Lyse für 45 min bei 4 °C geschüttelt. Zur Auftrennung 

von solubiliserten Bestandteilen und Zelltrümmern (P) wurden die Proben für 25 min bei 4 °C 

und 68000 rpm zentrifugiert (Optima ™ MAX-E Ultrazentrifuge). Um festzustellen, wie 
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erfolgreich das baitprotein aus der Membran gelöst wurde, und wie effizient später die Bindung 

an die Matrix erfolgte, wurde von dem hier erzeugten Überstand eine Probe für den späteren 

Vergleich abgenommen (-IP entspricht vor der IP). Der Überstand wurde im Falle von FLAG-

markierten Proteinen mit beads versetzt, mindestens 50 µl, oder 10 % des Lysevolumens. An 

die verwendeten ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads war kovalent ein α-FLAG-Antikörper 

gebunden, sodass Proteine mit einer FLAG-Sequenz mit diesen interagierten. Diese Bindung 

erfolgte über Nacht unter Rotation bei 4 °C. Im Falle von unbehandelten Zellen wurde der 

Überstand anstatt mit ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads mit Antikörpern gegen das baitprotein 

versetzt. Es wurden 2 µl Antikörperserum für je 100 µl Überstand verwendet und die Probe 

ebenfalls über Nacht bei 4 °C inkubiert, währenddessen die Fab-Region des Antikörpers mit 

dem baitprotein interagierte. Darauffolgend wurde den Proben Protein A und Protein G 

Sepharose zugefügt, je 5 % (v/v) des Gesamtvolumens und die Proben weiter unter Rotation 

für 4 h bei 4 °C inkubiert. Die Protein A/G Sepharose hat eine hohe Affinität zur Fc-Region der 

Antikörper, wodurch die Antikörper schlussendlich als Brücke zwischen den beads und dem 

Protein von Interesse dient. In folgenden Zentrifugationsschritten wurden die Proteine durch 

diese Bindung an die beads mit diesen sedimentiert. Für beide Probearten erfolgte die 

Zentrifugation der beads in der gekühlten Tischzentrifuge für 2 min bei 2000 rpm. Der 

Überstand wurde abgenommen und aufbewahrt (+IP entspricht nach der IP). Es erfolgten drei 

Waschschritte, die mit je 200 µl Lyse-Puffer durchgeführt wurden, wobei der Überstand von 

jedem Schritt aufbewahrt wurde (W). Die mittels FLAG-tag aufgereinigten Proteine wurden in 

drei Schritten durch eine kompetitive Peptidelution mit einem FLAG-Peptid von den beads 

gelöst, wobei immer 50 µl einer konzentrierten Peptidlösung (5 mg/ml) verwendet wurde. Für 

Proteine ohne Tag wurde eine saure Elution angewandt, bei der je 100 µl einer Lösung von 

0,2 M Glycin (pH 2,2 in Lyse-Puffer) eingesetzt wurde. Die Proben wurde durch die Zugabe 

des entsprechenden Volumens 1 M Tris pH 7 wieder neutralisiert. Die Eluatfraktionen (E) 

wurden gepoolt, sodass eine TCA-Fällung zur Konzentrationserhöhung der Probe 

durchgeführt werden konnte (Kap. 5.2.7). Die verbleibenden beads wurden in Laemmli 

aufgekocht, wodurch auch noch an den beads verbliebene Protein gelöst wurden (B). Die 

Proben wurden abschließend mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Kap. 5.2.2) und per 

Immunodetektion (Kap. 5.2.4) oder Massenspektrometrie analysiert.  

Lyse/Wasch-Puffer (CCP400)    Elutions-Puffer mit Peptid 
HEPES/KOH, pH 7,5       20 mM   Peptid          10 mg/ml in H2O 
KCl       400 mM          1 zu 2 in CCP400 
MgCl2           2 mM 
EDTA           1 mM   Elutions-Puffer pH-Shift 
DTT           2 mM   Glycin      2M (pH 2,2) in H2O 
Glycerin    30 % (v/v)        1 zu 10 in CCP400 
PMSF        0,1 mM 
PLAC         1/2000   Neutralisierungs-Puffer 
CHAPS         0,65 %   Tris        1M (pH 7) 
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             In H2O bidest                    In H2O bidest 
 

Zur Kontrolle der Spezifität der Aufreinigung wurden im Abgleich zu den funktionellen 

Antikörpern, die direkt gegen das baitprotein gerichtet waren, α-GST-Antikörper eingesetzt. 

Dieser interagiert nicht mit zellulären Proteinen und stellt damit eine Kontrolle zu den 

funktionellen Antikörpern dar. Dadurch wurde gewährleistet, dass die Proteine nicht 

unspezifisch zum Beispiel an die beads banden und so falsch positive Ergebnisse generiert 

wurden. In Abb. 10 ist das Etablierungsexperiment dargestellt, bei dem α-hSnd2 als 

funktioneller Antikörper und α-GST als Kontrolle verwendet wurde. Im Falle einer 

immunologischen Detektion mit α-hSnd2 Antikörper (Abb. 10A) wurde nur in den Proben 

hSnd2 detektiert, in denen hSnd2 als Antikörper zur Aufreinigung verwendet wurde. Bei der 

Verwendung von α-GST-Antikörpern war eine solche Detektion nicht möglich. Gleiches gilt für 

die unspezifischere Kontrolle, bei der eine Färbung mit Coomassie durchgeführt wurde. Hier 

war bei der Verwendung von α-GST-Antikörpern (Abb. 10C) keinerlei aufgereinigtes Protein 

im Eluat oder der beads Fraktion (Spur E und B) festzustellen. Es war möglich durch die 

Verwendung des α-hSnd2-Antikörpers, weitere interagierende Proteine mit diesem 

aufzureinigen (Abb. 10B, markiert durch Kästchen). 
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Abb. 10: Kontrolle der Spezifität der Co-IP, durchgeführt mit Antikörpern gegen endogenes 
hSnd2 Protein. Verwendet wurden hier untransfizierte HeLa-Zellen, die wie in 5.2.6 beschrieben 
verarbeitet wurden. Ausgewertet wurden die Proben auf unterschiedliche Weise. A: Nach der 
immunologischen Detektion mit α-hSnd2 Antikörpern konnte hSnd2 in den Proben, in denen der α-
hSnd2-Antikörper zur Immunpräzipitation verwendet wurde, nachgewiesen werden. In der 
Negativkontrolle, aufgereinigt mit α-GST-Antikörpern, ist kein hSnd2 festgestellt worden. B: Identischer 
experimenteller Aufbau der funktionellen Co-IP mit α-hSnd2-Antikörpern mit abschließender Färbung 
durch Coomassie zur Detektion des gesamten aufgereinigten Proteoms. Es sind Proteinbanden in der 
Eluatfraktion zu erkennen, die auf eine Aufreinigung weiterer Proteine hinweisen, siehe Kästchen. C: 
Kontrollexperiment zu B, bei dem α-GST-Antikörper zur Aufreinigung genutzt wurde. In diesem Fall 
wurden keine Proteine aufgereinigt. P: Pellet;-IP: Überstand vor der Zugabe der beads; +IP: Überstand 
nach der Inkubation mit den beads; W: erster Waschschritt; E: Elution; B: beads in Laemmli ausgekocht; 
RM-Raue Mikrosomen; aufgetragen wurden 2*105 Zelläquivalente pro Spur mit Ausnahme von E mit 
1*106 Zelläquivalenten. Mit Sternen sind schwere und leichte Ketten markiert, die durch die verwendeten 
Antikörper generiert wurden. 

5.2.7. Fällung von Proteinen durch TCA 

Bei einer zu geringen Abundanz des Proteins in der Zelle, oder bei einer geringen 

Konzentration in einer Probe durch die Elution und Umpufferung in verhältnismäßig großen 

Volumina, war es möglich, dass die Proteinmenge unter der Nachweisgrenze des 

immunologischen Nachweises lag. Daher wurden die Polypeptide in diesen Proben gefällt. 

Diese Fällung hatte das Ziel, die Proben in geringeren Volumina aufzukonzentrieren. Dafür 

wurde der Effekt der Aussalzung genutzt. Hierbei wurde durch die Zugabe von 50 %iger 
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Trichloressigsäure (TCA) im Verhältnis 1:5 zur Probe, den Proteinen Wasser entzogen, worauf 

die Proteine präzipitierten. Dies geschah innerhalb einer 30-minütigen Inkubation auf Eis. 

Durch die Zentrifugation bei 4° C, 12800 rpm für 25 min wurden die Proteine pelletiert und der 

Überstand wurde entfernt. Das Pellet wurde mit 100 % Aceton für 30 min bei-20 °C gelagert 

und erneut zentrifugiert, wodurch die TCA-Reste entfernt wurden. Verbliebenes Aceton wurde 

durch Wärmezufuhr verdampft und das Pellet in Laemmli-Puffer aufgenommen. Infolgedessen 

wurde eine definierte Probenkonzentration erreicht und die Proben für die SDS-PAGE (Kap. 

5.2.2) verwendet.  

TCA Lösung 

Trichloressigsäure  50 % (v/v) 

            In H2O bidest 
 

5.2.8. SERCA-Aktivitätsassay 

Da die Abundanz eines Proteins nicht zwangsläufig eine Abschätzung der Aktivität des 

gesamten Pools dieses Proteins erlaubt, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Assay etabliert, 

der spezifisch die Aktivität der ATP-abhängigen SERCA-Pumpe misst. Die theoretischen 

Grundlagen für diesen Assay wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Professor 

Thomas Simmen (University of Alberta, Canada). Das Ziel des Assays war es, anhand des 

durch die SERCA verbrauchten ATP, die Aktivität der SERCA zu bestimmen. Hierfür wurden 

tagesaktuell SPZ hergestellt (Kap. 5.5.5), deren Konzentration mittels Bradfordassay bestimmt 

und auf 2 µg/µl eingestellt wurde (Kap. 5.2.1). Diese SPZ wurden in 2x-Puffer A umgepuffert, 

wobei hier gleichzeitig eine Verdünnung auf 2 µg Protein pro 50 µl-Puffer A erfolgte. 50 µl der 

Suspension wurden pro Kavität einer 96 well (flacher Boden, klar) Mikrotiterplatte vorgelegt. 

Durch die unmittelbar vor Beginn des Experiments erfolgte Zugabe von 47,5 µl des frisch 

vorbereiteten-Puffers B1 oder B2 und 2,5 µl der Pyruvatkinase (PK)/Lactatdehydrogenase 

(LDH) wurde die Reaktion gestartet (Abb. 11). Die Messung erfolgte automatisiert im UV-VIS-

Plate Reader bei 37 °C, für 150 min mit einem Messintervall von 60 Sekunden, wobei vor 

jedem Intervall die Mikrotiterplatte kurz geschüttelt wurde. Gemessen wurde bei einer 

Wellenlänge von 340 nm, da NADH hier eine spezifische Absorption im Vergleich zu NAD+ 

vorweist (Bernofsky & Wanda 1982; Horecker & Kornberg 1948). Dadurch konnte live die 

Abnahme der NADH-Menge in der Probe verfolgt werden und in Abhängigkeit zum zeitlichen 

Verlauf dargestellt werden. Die verbrachte Menge an NADH ist direkt proportional der 

verbrauchten Menge ATP, da die Regenerierung des verbrauchten ATP direkt gekoppelt ist 

an den Verbrauch von NADH (Reaktionsschema Abb. 11).  



  Material und Methoden 

 
61 

 

Abb. 11: Enzymatisch gekoppelte Reaktion und Auswertungsschema des SERCA-
Aktivitätsassays.  Durch die Zugabe von Thapsigargin (TG) wurde die Funktion der SERCA irreversibel 
inhibiert und damit deren ATP Verbrauch gestoppt. Um die Menge des verbrauchten ATPs auszulesen, 
wurde das aus dem Verbrauch entstehende ADP und dessen Regeneration an die Reduktion von NADH 
zu NAD gekoppelt. Durch die spezifische Absorption von NADH bei 340 nm im Vergleich zu NAD wurde 
die Abnahme der NADH Menge in der Lösung über die Zeit vermessen. Diese ist proportional zur 
verbrauchten ATP Menge. Die Steigung des Kurvenverlaufs wurde bestimmt. Die Differenz zu der 
DMSO behandelten Kontrolle, bei der SERCA weiterhin ATP verbraucht, stellt die Menge des ATPs dar, 
welches spezifisch durch SERCA umgesetzt wurde. Durch den Abgleich mit der SERCA-Proteinmenge 
wurde die relative Menge des verbrauchten ATP bestimmt.  

Durch den Einsatz von TG in Puffer B1 wurde in diesen Proben die SERCA-Aktivität 

irreversibel gehemmt (Rogers et al. 1995; Thastrup et al. 1990). Dadurch erfolgte der ATP 

Verbrauch langsamer als in den mit DMSO behandelten Kontrollproben. Die Werte wurden auf 

den Anfangswert normiert, wodurch dieser als 100 % der ATP-Menge in der Lösung definiert 

wurde. Durch die Bestimmung der Steigung der Trendlinie beider Kurven, der Bildung des 

Deltas der Steigungen und der Normalisierung auf die relativen Proteinmengen die in 

vorhergegangenen immunologischen Experimenten ermittelt wurde, konnte der ATP-

Verbrauch pro SERCA-Molekül ermittelt werden. 

2x-Puffer A       2x-Puffer B 
Hepes, pH 7,2        50 mM   DTT             2 mM 
NaCl       250 mM   NADH          1,2 mM 
MgCl2         10 mM   ATP             4 mM 
CaCl2        0,2 mM   Phosphoenolpyruvat           2 mM 
             In H2O bidest        In H2O bidest 
 
Puffer B1       Puffer B2 
Thapsigargin          20 µM   DMSO      1 % 

           In Puffer B         in Puffer B 
 

Pyruvatkinase / Lactatdehydrogenase 
Pyruvatkinase:    600-1000 U/ml 
Lactatdehydrogenase: 900-1400 U/ml 
 

Messprotokoll: 

Messdauer: 150 min 
Messintervall: 1 min 
Schütteln vor jeder Messung: 5 s; 2 mm orbital 
Wellenlänge: 340 nM 
Flashes: 10 
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5.2.9. Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vitalen Zellen mit Hilfe 

des NanoBiT-Systems 

Proteininteraktionen sind häufig sehr empfindlich und nur unter nativen, zellulären 

Bedingungen stabil. Daher war es trotz sorgfältigster Vorbereitung möglich, dass durch den 

Prozess der Probenverarbeitung Interaktionen zwischen Proteinen verloren bzw. aufgelöst 

werden und so ein unvollständiges Bild des Interaktoms entsteht. Dies sollte mit Hilfe des 

NanoLuc Binary Technology (NanoBiT) Systems verhindert werden, da Interaktionen in 

lebenden, intakten Zellen vermessen wurden. Grundlage für dieses System bildet ein 

Komplementationsassay, welcher erstmalig 2016 in der Literatur Erwähnung fand (Dixon et al. 

2016; Oh-hashi et al. 2016). Das von der Firma Promega entwickelte System beruht auf einer 

Abwandlung der ATP-unabhängigen Luciferase des Oplophorus gracilirostris, eines 

Tiefseekrebses, die in zwei Untereinheiten aufgeteilt und biotechnologisch optimiert wurde. 

Diese zwei Untereinheiten wurden an die Proteine von Interesse fusioniert, für die ein 

Interaktionsnachweis beabsichtigt war. Durch deren räumliche Nähe bilden die beiden 

Untereinheiten eine funktionelle Luciferase aus. Bezeichnet wird diese als NanoLuc 

Luciferase, welche das Substrat Furimazine umsetzt (England et al. 2016). Durch die 

enzymatische Aktivität der Luciferase erfolgte die Oxidation des Furimazine und es entstand 

ein nicht-reaktives Endprodukt sowie ein Lichtsignal, welches detektiert wurde (Greer III & 

Szalay 2002; Hall et al. 2012; Shimomura et al. 1978). Die Affinität der großen Untereinheit 

(LgBiT; 18kDa) zur kleinen Untereinheit (SmBiT; 11 Aminosäuren) ist mit einer 

Dissoziationskonstante (Kd) von 190 µM schwach, wodurch keine funktionelle Luciferase auf 

Basis der zwei Untereinheiten spontan entsteht. Ein weiterer Vorteil gegenüber 

Interaktionsmessungen in Zelllysaten oder Crosslinks ist, dass die Verbindung zwischen den 

Untereinheiten spezifisch modulierbar ist, was bedeutet, dass Änderungen in der 

Proteininteraktion der Proteine von Interesse live nachverfolgbar sind (Dixon et al. 2016). 

Durch den schwachen HSV-TK Promotor vor den jeweiligen Gensequenzen wird keine 

Überexpression in den Zellen provoziert, was ebenfalls das Messen von falsch-positiven 

Signalen durch eine Überexpression der Reporterproteine verhindern soll (Ali et al. 2018). 

In der Praxis bedeutet dies, dass zunächst Untereinheiten der Reporterstruktur als tag an die 

jeweiligen Termini der Proteine von Interesse kloniert wurden. Die Zellen wurden mit dem 

Plasmid transfiziert und wenn die markierten Proteine in räumlicher Nähe zueinander in der 

Zelle liegen, interagieren SmBiT und LgBiT miteinander und geben Auskunft über die 

Proteininteraktion bzw. die gemeinsame Lokalisierung durch die Generierung eines 

Lichtsignals. Die zwischen Protein und tag befindliche Linkersequenz ist 13-15 Aminosäuren 

lang, was etwa 5 nm entspricht (Ainavarapu et al. 2007). Gemessen wurde dieses Lichtsignal 

durch die Verwendung des UV-Vis-Spektrometers mit Mikrotiterplatten. Etabliert wurde das 

System durch die Verwendung der Positiv- (cPKA-CS & rPKA-CL) und Negativkontrolle (Halo-
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CS & rPKA-CL), die von Promega bereitgestellt wurden (Schematisch Abb. 12A). Bei den 

Proteinen der Positivkontrolle handelt es sich zum einen um eine Isoform der regulatorischen 

Untereinheit der Proteinkinase A (rPKA) und eine der drei katalytischen Untereinheiten 

(cPKA). Diese bilden zusammen eine Form der funktionalen Proteinkinase A, die als cAMP 

abhängige Proteinkinase in der Zelle unterschiedlichste Funktionen erfüllt (Døskeland et al. 

1993; Keil et al. 2016). Hierfür wurden Zellen am Tag bevor das Experiment begann in der 

üblichen Weise gesplittet. Die Zellen wurden am ersten Tag des Experimentes geerntet, 

mittels Cytometer gezählt und eine Lebendzellzahl von 20000 Zellen in 100 µl pro Kavität 

ausgesät. Hierbei war zu beachten, dass eine weiße 96 well plate verwendet wurde, die einen 

flachen Boden besitzt. Die Zellen wurden für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die 

Plasmidtransfektion nach diesen 24 Stunden wurde nach dem folgenden Schema pipettiert.  

Mit zwei Plasmiden (funktional)   mit einem Plasmid (Kontrolle) 
Opti-MEM™ ohne Phenolrot  25,1 µl  Opti-MEM™ ohne Phenolrot           27,6 µl 
Plasmid #1 (0,1 µg/µl)    1,9 µl  Plasmid #1 (0,1 µg/µl)  1,9 µl 
Plasmid #2 (0,1 µg/µl)    1,9 µl  FuGENE®HD             0,56 µl 
FuGENE®HD    1,1 µl 
 
Mit drei Plasmiden (Kompetition) 
Opti-MEM™ ohne Phenolrot  22,7 µl   
Plasmid #1 (0,1 µg/µl)    1,9 µl   
Plasmid #2 (0,1 µg/µl)    1,9 µl 
Plasmid #3 (0,1 µg/µl)    1,9 µl   
FuGENE®HD      1,7 µl 
 

Der Transfektionsmix wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren durchmischt und für 

zehn Minuten bei RT inkubiert. Das Medium in den wells wurde zur Transfektion nicht 

ausgetauscht. Durch die Zugabe von 8 µl des Transfektionsmixes pro well wurde eine 

Endkonzentration von 50 ng/well für jedes Plasmid erreicht. Die Zellen wurden erneut für 24 h 

Stunden unter Standardbedingungen inkubiert.  

Da die Messungen über einen Zeitraum von bis zu zwei Stunden erfolgen können, wurde der 

Mikroplate-Reader bereits vor Beginn der Messung auf 37 °C erwärmt, um für die Zellen 

konstante Bedingungen zu erzeugen. Kurz vor Beginn des Experiments wurde das 

Kulturmedium von den Zellen abgesaugt und durch 100 µl vorgewärmtes (37 °C) Opti-MEM™ 

ohne Phenolrot ersetzt. Das Substrat, welches die Generierung des Lichtsignals durch die 

Luciferase ermöglicht, wurde für jedes Experiment neu vorbereitet. Dies bestand aus einem 

1/20 Verhältnis aus Nano-Glow Live Cell reagent und Nano-Glow Live Cell Substrate Dilution 

Buffer. 20 µl dieser Lösung wurden in jede einzelne Vertiefung gegeben und anschließend die 

Lumineszenzmessung gestartet. Die Messparameter waren wie folgt eingestellt. 

Settings: 
Messdauer: individuell 
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Messintervall: 1 min 
Schütteln vor jeder Messung: 2 s; 2 mm orbital 
Integration time: 1000 ms 
Settle time: 50 ms 
 
Die Messung wurden nach Belieben pausiert und unterschiedliche Substanzen appliziert. Die 

Auswertung der relativen Lichtstärke erfolgte standardmäßig mit der ermittelten Lichtintensität 

vier Minuten nach Substratzugabe im Vergleich zur Kontrollkombination, die aus dem 

jeweiligen LgBit-Konstrukt und Halo-CS bestand. Nach diesen vier Minuten war sichergestellt, 

dass durch das Schütteln der Platte alle Zellen mit Substrat gesättigt waren und das Signal 

nicht weiter anstieg. 

Verwendete Chemikalien (finale Konzentration im well) 
Digitonin (5,5 %)    0,002 %  
Trypsin (10 mg/ml)  50 ng/ml  
Peptide (20 mM)  1 nM – 100 µM  
 
Alle benötigten Vorverdünnungen und Verdünnungsreihen wurden in Opti-MEM ohne 

PhenolRot vorbereitet. Die Behandlung mit Digitonin wurde mit der entsprechenden Menge 

des Lösemittels DMSO kontrolliert, H2O wurde für Trypsin als Lösemittelkontrolle eingesetzt. 

Die unterschiedlichen Peptide wurden in DMSO gelöst und tagesaktuell eingewogen auf eine 

Stockkonzentration von 20 mM in DMSO. 
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Abb. 12: Grundlage des NanoBiT-Systems. A: Die zu untersuchenden Proteine wurden durch eine 
Plasmidtransfektion gezielt in der Zelle exprimiert (Kap. 5.5.3). Die zur Positivkontrolle genutzten 
Proteine waren entweder mit dem LgBiT-Konstrukt (rPKA-CL) oder dem SmBiT (cPKA-CS) markiert. 
Wenn die markierten Proteine miteinander interagierten, wurden auch die BiT-Konstrukte in räumliche 
Nähe zueinander positioniert, wodurch diese komplementierten und ein Lichtsignal generierten. Das 
daraus resultierende Lichtsignal wurde mit Hilfe des Mikroplate-Readers quantifiziert. Als 
Negativkontrolle wurde das Halo-Protein mit einem SmBiT am C-Terminus (Halo-CS), welches keine 
relevante Affinität zu rPKA-CL aufweist, verwendet. Dadurch, dass das Halo-Konstrukt nicht mit dem 
rPKA-CL interagiert, entsteht keine räumliche Nähe bzw. Interaktion zwischen den tags. Da jedoch eine 
minimale Affinität zwischen SmBiT und LgBiT besteht, wurde diese Interaktion in allen Experimente als 
Normierungswert angesehen. B: Auswertung des Experiments zur Etablierung des Systems mit Hilfe 
der bereitgestellten Positiv- und Negativkontrollen. Im Vergleich zu der Kombination aus rPKA-CL und 
Halo-CS, zeigen Zellen ohne Konstrukt oder nur dem rPKA-CL -Protein eine geringere Lumineszenz. Die 
Positivkontrolle generiert durch die Interaktion ein etwa 600 fach stärkeres Lichtsignal. Die Detektion 
des Signals erfolgte 24 Stunden nach Plasmidtransfektion und vier Minuten nach Substratzugabe. C: 
Verifizierung des Systems durch die live Modulierung der rPKA-CL + cPKA-CS Kombination mit Hilfe von 
Forskolin (FS). Die eingesetzte Endkonzentration betrug 15 µM Forskolin. DMSO wurde als 
Lösemittelkontrolle verwendet. Forskolin hemmt reversibel die Interaktion der zwei Proteine. Die Daten 
sind realtiv zum Wert vier Minuten nach Substratzugabe berechnet. D: Verlaufsmessung zur Prüfung 
der Lokalisierung der zur positiv Kontrolle genutzten Reporterproteine. Es sind die realativ gemessenen 
Messwerte dargestellt, nach der Normierung auf den Messwert vier Minuten nach Substratzugabe. Die 
Farbverläufe codieren die verschiedenen Behandlungen mit Substanzen. Die Kurven zeigen einen 
Abfall der Lichtintensität, nur wenn die Plasmamembran durch Digitonin (0,002 % finale Konzentration) 
permeabilisiert wurde und darauf folgend Trypsin eingesetzt wurde (50 µg/ml finale Konzentration). 
Daraus lässt sich folgern, dass die Reportproteine zytosolisch lokalisiert waren. Graue Balken 
symbolisieren den Applikationszeitraum der unterschiedlichen Substanzen, in denen nicht gemessen 
werden konnte. Die gepunkteten Linien stellen daher den angenommenen Messverlauf in dieser Zeit 

dar. In Abb. 12 sind die zur Etablierung verwendeten Kontrollen dargestellt, wie diese nach 

einer Interaktion das Lichtsignal generieren und deren Quantifizierung. Die Auswertung in Abb. 

12B erfolgte wie beschrieben vier Minuten nach dem Beginn des Experiments. Die 

Verwendung der Positivkontrollen führten zu einer 600-fach höheren Lumineszenz, im 
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Vergleich zur entsprechenden Negativkontrolle mit dem nicht interagierenden Proteinpaar 

(rPKA-CL+ Halo-CS). Es zeigt sich, wie vom Anbieter beschrieben, dass der SmBiT und LgBiT 

gering miteinander interagieren, was im Vergleich zur Expression des LgBiT allein, oder Mock 

und unbehandelten Kontrolle deutlich wurde. Laut Hersteller kann ein Signal als spezifisch 

anerkannt werden, wenn die Signalstärke mindestens fünf bis zehnmal so stark ist wie die 

entsprechende Kontrolle. Des Weiteren wurde die Spezifität der Interaktion nachgewiesen, 

indem eines der Plasmide in der unmarkierten Form exprimiert wurde (Plasmid #3) und so die 

Interaktion des LgBiT und SmBiT abschwächen sollte, oder ein Inhibitor zugegeben wurde, 

der die Interaktion auflöst. Dabei wurde eine der Stärken, die live Nachverfolgbarkeit des 

Assays deutlich, wie hier in Abb. 12C-E gezeigt. In Abbildungsteil C ist der Einsatz des 

indirekten PKA Aktivators Forskolin dargestellt, der zur einer Trennung der katalytischen und 

regulatorischen Untereinheit führt. Nachdem für zehn Minuten der basale Messwert ermittelt 

wurde, wurde das Substrat zugegeben, um die Lichtreaktion zu ermöglichen. Nach weiteren 

zehn Minuten wurde Forskolin (15 µM finale Konzentration) oder zum Vergleich die 

Lösemittelkontrolle DMSO zugegeben. Während auf die Behandlung mit DMSO ein geringer 

Verlust, aber ein daraufhin weiterhin regelmäßiger Abfall der Signalintensität folgte, konnte der 

Signalverlust nach Zugabe des Aktivators Forskolin direkt verfolgt werden. Dieser betrug ca. 

40 %. Dieser Effekt war weiterhin zu beobachten, wenn Forskolin nach der DMSO Behandlung 

eingesetzt wurde (Dixon et al. 2016). Zum Nachweis der Lokalisierung der beiden 

verwendeten Proteine wurde ein System ähnlich zur Sequestrierung genutzt, wie sie in Kapitel 

5.2.10 beschrieben wird. Ziel war es zu zeigen, dass beide Proteine und deren tags im Zytosol 

lokalisiert waren, (Døskeland et al. 1993; Keil et al. 2016). Um dies zu testen, wurden wells, 

die alle mit der beschriebenen Positivkontrolle transfiziert wurden, auf verschiedene Weise 

weiterbehandelt. Dies sollte zur Folge haben, dass ein Signalabbau erfolgte, sobald Trypsin 

im Zytosol anwesend war . Der Verlauf der Messung ist in Abb. 12D dargestellt. Zur besseren 

Vergleichbarkeit wurden die Werte auf den Messwert von vier Minuten nach Substratzugabe 

normiert. Zu Beginn war kein Signal zu messen, da noch kein Substrat zugegeben wurde. 

Dieses wurde nach fünf Minuten zugegeben, was ein starkes Lichtsignal zur Folge hat. Durch 

die darauffolgende Zugabe von Digitonin (0,002 %, rot und blau), wurde des Signal zusätzlich 

verstärkt, ein Effekt, der bei der Behandlung mit DMSO (schwarz) nicht beobachtet wurde. Die 

gesteigerte Lichtintensität durch die Zugabe von Digitonin lässt sich vermutlich durch die 

gesteigerte Substratzugänglichkeit erklären, da dieses so ebenfalls besser in das Zytosol 

gelangen kann, sobald die Zelle durch den Einsatz von Digitonin semi-permeabilisiert wurde. 

Im nächsten Behandlungsschritt wurden die durch die rote Kurve repräsentierte Probe mit 

Trypsin (50 µg/ml finale Konzentration) behandelt, wodurch das Signal massiv abgebaut 

wurde. Zur Kontrolle wurde die blaue Probe mit H2O behandelt, was keinen Einfluss auf den 

Kurvenverlauf nahm. Die schwarze Probe wurde erst zu diesem Zeitpunkt mit Digitonin 
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behandelt, wodurch auch nach der vorausgegangenen Behandlung mit DMSO erneut eine 

Steigerung des Signals festgestellt werden konnte. Die Abschließende Behandlung der 

schwarzen und blauen Probe mit Trypsin zeigte den schon zuvor beobachteten Effekt eines 

starken Signalverlustes. Dadurch, dass das Lichtsignal erst nach der aufeinanderfolgenden 

Zugabe von Digitonin und Trypsin verringert wurde, ließ sich zeigen, dass die Fusionsproteine, 

die als Reporterproteine dienen, im Zytosol lokalisiert waren.  

Da die Funktionalität der Luciferase darauf beruht, dass das LgBiT durch den SmBiT 

komplettiert wird, war die Überlegung, ob diese Vervollständigung auch auf einem künstlichen 

Wege herbeigeführt werden konnte. Hierbei war es das Ziel einen Expressionsnachweis für 

LgBiT-Konstrukte zu generieren, da diese durch den HSV-TK Promotor nur schwach 

synthetisiert wurden und daher per Western-Blot schwer nachweisbar sein würden. Zu diesem 

Zweck wurden vier Peptide synthetisiert (Kap. 5.1.4; Tab. 6; M. Jung, UdS) die ein 

unterschiedliches Bindungsverhalten zum LgBiT aufweisen sollten. Dabei handelte es sich 

zum einen um ein identisches Peptid zum SmBiT-tag (KD zum LgBiT =190 µM), die dazu 

passende Kontrolle in einer zufälligen Sequenzreihenfolge (scrambled) und ein affineres 

Peptid, das HaBiT (High affinity BiT, KD zum LgBiT =700 pM). Die Sequenz des HaBiT-

Peptides ist um eine Aminosäure kürzer und unterscheidet sich an sechs der elf Positionen im 

Vergleich zum SmBiT Peptid, am auffälligsten im N-terminalen Bereich durch zwei positiv 

geladene Aminosäuren (Dixon et al. 2016). Zur Kontrolle wurde ein Peptidabschnitt des 

omnipräsenten Proteins ß-Actin genutzt. Dieses besitzt etwa die gleiche molare Masse wie 

das SmBiT Peptid und beinhaltet ebenfalls einen positiv geladenen Patch. Mit Hilfe dieses 

Peptides sollte eine zufällige Komplementation durch einen Bestandteil der Zelle beispielhaft 

ausgeschlossen werden. Der experimentelle Aufbau erfolgte ähnlich zu der Kontrolle der 

Lokalisation der Proteine, jedoch wurde in diesem Fall nur das LgBiT markierte Konstrukt 

rPKA-CL in den Zellen synthetisiert, dargestellt in Abb. 13.  

 

Abb. 13: Etablierung der synthetischen Peptidkomplementation zum Nachweis der LgBiT 
markierten Proteine. Durch die alleinige Synthese des rPKA-CL als Reporterkonstrukt war die 
Generierung eines Lichtsignales nicht möglich. Dies wird auch nicht durch die darauf folgende 
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Behandlung mit Digitonin (0,002 %) oder DMSO beeinflusst. Durch die Applikation unterschiedlicher 
Peptide (100 µM) im zweiten Behandlungsschritt wurde die Luciferase vervollständigt und so ein 
Lichtsignal generiert (SmBiT, roter und blauer Verlauf), oder durch Kontrollpeptide eine ungerichtete 
Interaktion mit anderen Peptiden ausgeschlossen. Es zeigte sich, dass für eine effiziente 
Komplementation die Plasmamembran zu Beginn durch Digitonin semi-permeabilisiert werden musste, 
bevor das SmBiT effektiv den LgBiT komplementieren konnte, dargestellt durch den roten 
Verlaufsgraphen. 

Nach Beginn der Messung und der Substratzugabe war es dementsprechend nicht möglich 

ein Lichtsignal zu generieren. Die Plasmamembran wurde anschließend durch den Einsatz 

von Digitonin semi-permeabilisiert (roter Verlauf), bzw. zur Kontrolle dieses Schrittes mit 

DMSO behandelt (blauer Verlauf). Die darauffolgende Applikation mit dem SmBiT Peptid 

ermöglichte die Generierung eines Lichtsignales, welches etwa 10-mal stärker war als die 

entsprechende DMSO Kontrolle in welcher die Plasmamembran nicht permeabilisiert wurde. 

Die Zugabe des β-Actin- oder des scrambled-Peptides (schwarz und hellblau) führte zu 

keinerlei Signalausbildung. Dementsprechend wurde gezeigt, dass eine Vervollständigung der 

Luciferase ebenfalls möglich war durch die Zugabe eines synthetischen Peptides. Für eine 

effektive Komplementation musste zuvor die Plasmamembran durch Digitonin semi-

permeabilisiert werden.  

Dieses Wissen wurde genutzt um durch Titration die optimale Konzentration der beiden 

Peptide, die mit dem LgBiT interagieren, SmBit und HaBiT zu auszuloten, so dass in 

Folgeexperimenten die Anwesenheit der LgBiT-markierten Konstrukte direkt in der lebenden 

Zelle nachweisbar wurde. Ausgearbeitet wurde dieses System erneut mit der zytosolischen 

Positivkontrolle rPKA-CL. Diese wurde ohne Interaktionspartner in den Zellen synthetisiert, die 

Zellen im Folgeschritt durch Digitonin semi-permeabilisiert und abschließend mit den 

unterschiedlichen Peptiden komplementiert (Abb. 14A).  
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Abb. 14: Etablierung der synthetischen Komplementation durch die Verwendung 
unterschiedlicher Peptide.  A: Der experimentelle Verlauf basiert auf den Beobachtungen von Abb. 
13. Nach der 24 stündigen Expression des rPKA-CL Reporterkonstrukts wurden die Zellen mittels 
Digitonin (0,002%) semi-permeabilisiert und darauffolgend mit verschiedenen synthetischen Peptiden 
behandelt, um eine Komplementation der Luciferase zu erreichen. B: Titration des SmBiT-Peptides. 
Durch die Zugabe des SmBiT Peptides wurde konzentrationsabhängig eine Vervollständigung der 
Luciferase erreicht und damit deren Aktivität ermöglicht. Es wurden Konzentrationen von 1-100 µM des 
Peptides eingesetzt. Zur Kontrolle fungierten die Peptide scrambled und Actin (schwarz, hellblau je 100 
µM), sowie die funktionelle Interaktion zwischen rPKA-CL und cPKA-CS um die ordnungsgemäße 
Funktion des Assays sicherzustellen. C: Identische Systematik zu B, hier wurde jedoch das affinere 
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HaBiT-Peptid verwendet (rote Verläufe), welches in einer Konzentration von 1-100 nM eingesetzt wurde. 
Die Kontrollen sind identisch zu den in B dargestellten Kontrollen. Alle Verläufe stellen den Mittelwert 
aus mindestens drei unabhängigen Messungen dar. D: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den 
Abbildungen B und C zum direkten Vergleich der unterschiedlichen Peptide. Das HaBiT (rot) interagiert 
deutlich stärker mit dem LgBiT im Vergleich zum SmBiT (blau). Actin (schwarz) und scrambled Peptid 
(hellblau) zeigen keine Interaktion zum LgBiT woraus kein Lichtsignalbildung erfolgt.  

Die Digitonin und Peptidzugabe entspricht den Behandlungspunkten zwei und drei in den 

Abbildungsteilen B und C. In Abbildung B wurden nach der Permeabilsierung Konzentrationen 

von 1-100 µM des SmBiT Peptides verwendet, während für das HaBiT Peptid 1-100 nM 

verwendet wurden. Zur Kontrolle wurden sowohl scrambled als auch Actin Peptide verwendet 

in jeweils 100 µM finaler Konzentration (schwarz und hellblau). Zum Nachweis der 

Funktionalität des Assays wurde ebenfalls eine reale Interaktion zwischen rPKA-CL und cPKA-

CS überprüft (grau). Die Kontrollmessungen sind zur direkten Vergleichbarkeit identisch in 

Abbildung B und C. In beiden Verläufen zeigt sich eine gesteigerte Intensität des Signales bei 

steigender Peptidzugabe. Die höhere Affinität des HabiT zum LgBiT wurde ebenfalls bestätigt, 

da die Signalintensität bei einer Konzentration von 10 nM des HaBiT-Peptides der von 100 µM 

SmBiT Peptid entspricht. In Abbildung D sind diese als Luminesenzeinheiten im Vergleich 

direkt nebeneinander aufgetragen.  

Während dieser Arbeit wurde eine Plasmidkollektion generiert (Kap. 5.1.6; 5.4.8), die zum 

einen als funktionelle Kontrolle des Systems, als auch dem Nachweis von unbekannten 

Interaktionen dienen sollte.  

5.2.10. Sequestrierung von Proteinen zum Orientierungsnachweis 

Der Nachweis der Orientierung eines Proteins durch dessen Sequestrierung erfolgt dadurch, 

dass geprüft wird, welche Domänen eines Proteins vor einem zielgerichteten Abbau geschützt 

sind. Dieser Schutz erfolgt dadurch, dass diese Domänen beispielsweise im ER gelagert, 

sprich luminal, sind. Durch die Verwendung von Antikörpern, die an die spezifischen Domänen 

binden, kann dann am Ende der Behandlung nachgewiesen werden, ob die gesuchte Domäne 

zuvor durch den Einsatz von Trypsin abgebaut wurde oder nicht. Für dieses Experiment 

wurden in der Regel 0,6*106 Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und für 24 Stunden 

unter Standardbedingungen inkubiert. Durch die Transfektion eines Plasmids (Kap. 5.5.3), 

wurde ein später zu analysierendes Protein für 24 Stunden in den Zellen exprimiert. Die Zellen 

wurden auf die übliche Art geerntet (Kap. 5.5.1) und mittels Cytometer gezählt (Kap. 5.5.2). 

Nach einer Zentrifugation, um die Pelletierung der Zellen zu erreichen, wurden diese in KHM-

Puffer aufgenommen, sodass eine Konzentration von 20000 Zellen pro 1 µl Puffer erreicht 

wurde. Pro 1*106 Zellen wurden je 0,5 µl Digitonin (40 mg/ml) pipettiert, gevortext und dann 

für fünf Minuten auf Eis inkubiert. Durch diesen Schritt wurde spezifisch die Plasmamembran 

permeabilisiert, was einen Zugang zum Zytosol zur Folge hatte (Frenkel et al. 2014; Litvinov 

et al. 2018). Die behandelten Zellen wurden im gleichen Verhältnis mit den vorbereiteten 
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Sucrose-Puffern gemischt. Durch die Verwendung der Sucrose-Puffer wurden 

unterschiedliche Effekte erzielt. Da dem reinen Sucrose-Puffer keine Proteinase zugegeben 

wurde, sollte in diesen Zellen kein Proteinabbau stattfinden, wodurch der Puffer als Kontrolle 

angesehen wurde. Das in dem Sucrose/Trypsin-Puffer befindliche Trypsin stellt ein Enzym 

dar, welches Proteine spezifisch nach den Aminosäuren Lysin und Arginin in Peptiden spaltet 

(Keil 1992; Rick 1974). Dadurch wird das Protein von Interesse abgebaut, solange es im 

Zytosol lokalisiert ist, jedoch nicht, wenn es geschützt im ER-Lumen liegt, da das Trypsin 

aufgrund der intakten ER-Membran keinen Zugang zum Lumen hat. Dieser Zugang wird 

jedoch durch das Detergens TritonX-100 im dritten verwendeten Puffer gewährleistet, sodass 

das Trypsin hier alle Proteinbestandteile abbauen sollte. Die Zellen wurden für eine Stunde in 

den besagten Puffern inkubiert und in regelmäßigen Abständen gevortext. Abgestoppt wurde 

die Reaktion durch die Zugabe von PMSF (2 µl) und PLAC (2 % v/v). Durch eine 

anschließende Analyse per SDS-PAGE, Western Blot und immunologischem Nachweis wurde 

dann anhand der Laufhöhe, bzw. der Anwesenheit einer Bande festgestellt, wie die jeweils 

untersuchte Domäne in der Zelle vorliegt. Grafisch wurde dieser Vorgang in Abb. 15 

zusammengefasst.  

 

Abb. 15: Grafische Zusammenfassung der Sequestrierung zur Überprüfung der 
Proteintopologie.  Nachdem die Plasmamembran durch die Behandlung mit Digitonin permeabilisiert 
wurde, wurden die Zellen für eine Stunde in drei verschiedenen Puffern inkubiert. Während im Sucrose-
Puffer kein Proteinabbau erfolgte, wurde das Protein durch das Trypsin (symbolisiert durch die Scheren) 
im Protease-Puffer auf zytosolischer Seite abgebaut. Das Protein wurde vollständig abgebaut, sobald 
der Puffer TritonX-100 beinhaltete, denn durch dieses Detergens wurde die ER Membran ebenfalls 
aufgelöst. Die Protease wurde durch Inhibitoren und Kochen der Probe inaktiviert. Die so behandelten 
Proben wurden per Western Blot und spezifische Antikörper analysiert. In diesem Beispiel wurden 
Antikörper verwendet, die den C-Terminus der einzelnen Proteine erkennen und so eine Aussage über 
die Lokalisation des C-Terminus zulassen. 

Das hier in Abb. 15 gezeigte Beispiel lässt die Aussage zu, dass der C-Terminus von Protein 

A zytosolisch orientiert ist, aufgrund der fehlenden Bande in der Protease behandelten Probe, 

während der C-Terminus von Protein B luminal vorliegt, da hier die Bande erst durch die 

Behandlung mit Triton vollständig verschwindet und vorher nur eine Trunkierung des Proteins 
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erfolgt. Eine Trunkierung des Proteins C ist nicht zu beobachten, wenn kein TritonX anwesend 

ist, weswegen in diesem Schritt keine Massenänderung im Western Blot zu beobachten ist. 

Darauffolgend wird das Protein durch den Einsatz von TritonX der Protease zugänglich und 

vollständig abgebaut. Der Versuchsaufbau konnte für die Analyse von Proteinen des ER 

identisch auf RMs angewendet werden, wobei hier keine Permeabilisierung mit Digitonin von 

Nöten war, da keine Plasmamembran vorhanden war. 

 
KHM        Sucrose-Puffer 
CH3CO2K      110 mM   Sucrose       162,5 mM 
Mg(CH3COO)2         2 mM         In H2O bidest 
HEPES/KOH; pH 7,2       20 mM          pH7,2 mit HEPES/KOH 
             In H2O bidest  
 
Sucrose/Trypsin-Puffer     Sucrose/Trypsin/Triton-Puffer 
Sucrose     162,5 mM   Sucrose       162,5 mM 
Trypsin    100 µg/ml   Trypsin       100 µg/ml 
              In H2O bidest   TritonX-100     0,4 % (w/v) 
    pH 7,2 mit HEPES/KOH         in H2O bidest 

                  pH 7,2 mit HEPES/KOH 
 
 
Die Funktionalität des experimentellen Aufbaus wurde in Abb. 16 nachgewiesen. Zur 

Überprüfung, ob die ER Membran in Anwesenheit der Protease und Abwesenheit des 

Detergens TritonX-100 noch intakt ist, wurden die ER-luminalen Proteine PDI und GRP170 

analysiert (Abb. 16A). Diese zeigten, durch den Abbau des Signals nach der TritonX-100 

Behandlung, dass die ER-Membran bis zu diesem Zeitpunkt intakt war. Eines der beiden 

Proteine wurde in allen Sequestrierungen parallel analysiert, wird jedoch in folgenden 

Abbildungen nicht mehr dargestellt. Als Beispiel für polytope Membranprotein wurde hier 

TRAPγ genutzt, dessen Topologie in Abbildungsteil B dargestellt ist (Bañó-Polo et al. 2017). 

Vergleichend wurde das Experiment mit Hilfe von RMs und HeLa-Zellen durchgeführt. In 

beiden Fällen zeigte sich, dass TRAPγ trunkiert wird und eine proteaseresistente Domäne im 

Zytosol aufweist. Die entsprechende Kontrolle des C-Terminus, mit Hilfe einer FLAG 

markierten Variante, zeigte einen unmittelbaren Abbau nach Trypsinbehandlung und damit 

eine zytosolische Lokalisierung des C-Terminus an (Abb. 16D).  
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Abb. 16: Etablierung der Sequestrierung am Beispiel des TRAPγ Membranproteins. Um die 
Funktionalität der Vorgehensweise zu testen, wurde die Sequestrierung mit dem ER-Membranprotein 
getestet, dessen Topologie bereits bekannt ist. A: ER-luminale Proteine GRP170 und PDI wurden 
verwendet, um die Integrität des ERs nachzuweisen, bevor das Detergens TritonX-100 zugegeben 
wurde. Ein Abbau dieser Proteinbestandteile erfolgte erst wenn die ER-Membran im letzten Schritt durch 
TritonX-100 aufgelöst wurde. B: Bestätigte Struktur von TRAPγ- in der ER-Membran. C: Vergleich der 
Sequestrierung zwischen RMs und HeLa-Zellen. Die Proben wurden wie im vorhergegangenen Text 

beschrieben behandelt und analysiert. Es zeigt sich, dass der N-Terminus des TRAPγ Proteins 

zytosolisch lokalisiert ist. D: Kontrolle der Lokalisation des C-Terminus mit Hilfe eines C-terminal FLAG 
markierten Konstruktes (Kap. 5.5.3). Dieser ist ebenfalls cytosolisch lokalisiert.  

5.2.11. Massenspektrometrische Analysen 

Um Interaktionspartner des baitprotein aus der Co-IP zu bestimmen, die nicht mit Hilfe der 

immunologischen Detektion identifiziert wurden, aufgrund der geringen Präsenz des Proteins 

innerhalb der Probe oder nicht vorhandenen Antikörpern, wurde die Massenspektrometrie 

(MS) genutzt. Hierfür wurden die Proben auf einem industriell, steril gegossenem 10 % „Mini-

PROTEAN®“ Gel von Bio-Rad aufgetragen. Die Gele liefen bei 100 V in MOPS-Puffer, bis die 

Lauffront an der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel fokussiert war. Dadurch das der 

Lauf der Gelelektrophorese zu diesem Zeitpunkt abgestoppt wurde, wurde die Probe als 

schmale Bande aufkonzentriert. Das Gel wurde mit einer Fixierlösung für 30 min inkubiert und 

darauffolgend dreimal in fünfminütigen Schritten mit H2Obidest gewaschen. Die Färbung mit 
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kolloidalem Coomassie erfolgt unter Schütteln über Nacht (Kap. 5.2.3). Entfärbt wurden die 

Gele durch Waschen mit H2O bidest, bis definierte Banden zu erkennen waren. Diese Banden 

wurden ausgeschnitten und Frau Dr. Claudia Fecher-Trost (Pharmakologie und Toxikologie 

UdS) zur Weiterverarbeitung der Proben und Durchführung der MS überreicht (Fecher-Trost 

et al. 2013). Ausgewertet wurden die Ergebnisse durch das Programm ScaffoldViewer 4. 

MOPS-Puffer       Fixierlösung 
MOPS          50 MM   Ethanol      40 % (v/v) 
Tris/Base         50 mM   Essigsäure      10 % (v/v) 
EDTA            1 mM       In H2O bidest 
SDS    0,1 % (w/v) 
             In H2O bidest  
 

5.2.12. Densitometrie 

Zur quantitativen Auswertung von Coomassie-Färbungen, immunologischen Detektionen oder 

radioaktiven Signalen wurde die Software ImageQuant TL 5.1 verwendet. Hierbei wird von der 

Software die Farbintensität/Farbdichte pro Fläche ausgewertet, wodurch ein Vergleich 

zwischen den Proben erfolgen konnte. Entscheidend hierbei ist, dass die Intensität in einem 

linearen Bereich bleibt, die Probe dementsprechend während des Scannens nicht zu intensiv 

angeregt wird und damit übersättigt wäre. Die Zahlenwerte wurden in Microsoft Excel 

übertragen, verrechnet und zur grafischen Darstellung in Sigma Plot und CorelDRAW 

verarbeitet.  

 

5.3. In vitro Protein Synthese und Transport 

Das Arbeiten in vitro bedeutet, dass nicht mit intakten Zellen gearbeitet wird, bietet aber in 

diesem Fall den großen Vorteil spezifisch den Transport einzelner Proteine verfolgen zu 

können. Das bedeutet hier, dass mit selbst hergestellten SPZ gearbeitet wurde, in denen die 

Translokation von einzelnen Polypeptiden über die ER Membran untersucht wurde. Dies 

konnte entweder gekoppelt oder unabhängig von der Transkription der mRNA geschehen, 

sowie unter co- oder posttranslationalen Bedingungen. Schlüsseltechnik war hier die 

radioaktive Markierung der zu transportierenden Proteine während deren Synthese.  

5.3.1. Synthese von mRNA mittels T7 oder SP6 Polymerase 

Im in vivo System geht der Translation von genetischer Information (mRNA) in ein Polypeptid 

der Schritt der Transkription voraus, bei der eine Abschrift von der DNA in Form von mRNA 

transkribiert wird. Diese mRNA enthält dann die nötigen Informationen zur Bildung des 

Polypeptids (Zentrales Dogma der Molekularbiologie (Crick 1970)). Da durch die Verwendung 

von SPZ dieser Ablauf nicht mehr möglich ist, da zuvor durch die Nucleasebehandlung sowohl 
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DNA als auch RNA abgebaut wurde, wurde eine in vitro synthetisierte mRNA in die SPZ 

eingebracht. Diese wird dann spezifisch translatiert und es befindet sich nahezu ausschließlich 

nur dieses Transportsubstrat in der semi-intakten Zelle. Durch den Einsatz von Polymerasen 

und einem Plasmid mit der Gensequenz für das spezifische Transportsubstrat wurden 

ebendiese mRNAs, auch Transkripte genannt, generiert. Hierbei war es wichtig, dass den 

Sequenzen entweder ein SP6- oder ein T7-Promotor vorgelagert war, da diese beiden 

Promotoren jeweils den Bindungspunkt für die Phagen RNA-Polymerasen SP6 oder T7 bieten, 

die sehr spezifisch agieren und die mRNA bilden (Axelrod & Kramer 1985; Chamerlin & Ring 

1973; Melton et al. 1984). Die Synthese erfolgte für 3 h bei 40 °C im Wasserbad, nach dem 

folgenden Pipettierschema. Die Reaktion wurde durch das Einfrieren im flüssigen Stickstoff 

abgestoppt. Die Transkripte wurden entweder direkt verwendet, oder bei -80 °C gelagert.  

Pipettierschema: 
Prämix A          30 µl 
Plasmid-DNA           1 µg 
m7GpppG (Cap)        2,5 µl 
RNasin (40 U/µl)        1,5 µl 
SP6 / T7 Polymerase (20 U/µl)       1 µl 
H2O bidest     ad 50 µl 
 
Lösungen: 
10x Salzlösung       Prämix A 
HEPES/KOH;pH7,4     400 mM   10x Salzlösung             10 % 
MgAc2         60 mM   BSA     0,16 mg/ml 
Spermidin        20 mM   DTT           10 mM 
              in H2O bidest   Nukleotid-mix         0,5 mM 
        GTP          0,1 mM 
             in H2O bidest 

 
Nukleotid Mix       m7GpppG-Lösung 
Je ATP, UTP, CTP  je 50 mM   m7GpppG       5 U 
In HEPES/KOH; pH 7,4     10 mM   In 10 mM HEPES/KOH; pH 7,4  
                       300 µl 
 

5.3.2. In vitro Transport und radioaktive Markierung von Substraten  

Um den in vitro Transport von Polypeptiden zu ermöglichen, wurde Zugang zur Zelle benötigt. 

Dies wurde durch die Präparation der SPZ (Kap. 5.5.5) erreicht, was allerdings dazu führte, 

dass die zytosolischen Komponenten der Zelle aus ebendieser entfernt wurden. Als 

zytosolischer Ersatz wurde ein „Rabbit Reticulocyte Lysate System Nuclease Treated“ von der 

Firma Promega verwendet. Dieses Lysate wurde aus Reticulocyten gewonnen, der finalen 

Vorstufe von Erythrozyten, die weder Zellorganellen noch Nukleus, jedoch alle zur Translation 

benötigten Komponenten beinhalten (Koepke & Koepke 1986). Durch die Behandlung mit 

Nuclease wurde ebenfalls die in den Reticulocyten enthaltenen Nukleinsäuren abgebaut, 

sodass eine störungsfreie in vitro Synthese ermöglicht wurde (Pelham & Jackson 1976). Für 

das Experiment konnten verschieden vorbehandelte Zellen verwendet werden, die beispielhaft 
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mit einem Plasmid transfiziert wurden (Kap. 5.5.3) Neben dem Lysat und den SPZ wurden 

dem Reaktionsmix weiterhin die spezifische mRNA des Proteins von Interesse, zu dessen 

Schutz den RNase-Inhibitor RNAsin, ein Aminosäurenmix ohne Methionin und 35S markiertes 

Methionin zugegeben (Pipettierschema Tab. 11). Das radioaktive 35S-Methionin wurde 

während der Synthese des Polypeptids in dieses eingebaut. Somit wurde ein radioaktiv 

markiertes Protein generiert. Der Transport über die ER-Membran wurde durch eine 

Größenänderung nach der posttranslationalen Modifikation angezeigt, dessen Effizienz durch 

den Vergleich zwischen der Abundanz der transportierten Form und des Gesamtproteins 

ermittelt wurde. Die besagten posttranslationalen Modifikationen können auf zwei Weisen 

erfolgen: (i) Durch die Abspaltung der Signalsequenz wird das Polypeptid nach dem Eintritt in 

das ER verkürzt und die molekulare Masse wird und/oder (ii) das Polypeptid wird im ER 

glykosyliert, was eine Steigerung des Molekulargewichts zur Folge hat (Zimmermann et al. 

2011). 

Der Transport konnte in zwei unterschiedlichen Modi erfolgen. Während im cotranslationalen 

Transport die Membranfraktion (d.h. SPZ) zeitgleich zur Translation vorhanden war und ein 

simultaner (cotranslationaler) Transport ablief (60 min; 30 °C), wurden beim 

posttranslationalen Transport die Schritte von Translation und Translokation getrennt. Dazu 

wurde die Translation nach 30 min durch die Zugabe von RNase A (Abbau der mRNA 

(Messmore et al. 1995)) und Cycloheximid (Blockierung der Translation am Ribosom 

(McKeehan & Heardesty 1969)) abgestoppt und erst dann die Membranfraktion, in Form von 

SPZ, für weitere 30 min zugegeben. Durch die abschließende Zugabe von 15 µl 2x Laemmli 

und dem Erhitzen für 5 min bei 95 °C wurde sowohl die Reaktion abgestoppt als auch die 

Proben für die folgende SDS-PAGE vorbereitet. Die Gele wurden im Anschluss getrocknet 

(Kap. 5.2.5) und mit Hilfe von Autoradiographie (Kap. 5.3.3) ausgewertet.  

Tab. 11: Pipettierschema einer in vitro Transportreaktion je unter co- oder posttranslationalen 
Bedingungen. 

Komponente Cotranslational [µl] Posttranslational [µl] 

Reticulocytenlysat 2,5 2,5 

Aminosäuremix-Met (1 mM) 0,1 0,1 

RNasin (40 U/µl) 0,1 0,1 

mRNA (1 µg) 0,2 0,2 
35S-Met (1000 Ci/mMol) 0,2 0,2 

H2O [µl] 0,3 0,3 

  

Inkubation 30 min, 30°C 
Translation, dann 
RNase A 0,25 µl 

Cycloheximid 0,25 µl 
Inkubation 5 min, 30 °C 

Translationsstopp 

SPZ (2 µg/µl) 1,6 1,6 

Inkubation 60 min, 30°C 30 min, 30 °C 
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Translation und Transport Transport 

 

5.3.3.  Autoradiographie 

Zur Visualisierung der Radioaktivität, die im Rahmen von in vitro Transporten zur Markierung 

von Transportsubstraten genutzt wurde, wurden sogenannte Phosphorimaging-Platten 

verwendet. Hierbei handelt es sich um mit Europium (Eu2+) beschichtete Platten, die mit den 

getrockneten SDS-PAGE-Gelen in direkten Kontakt gebracht wurden. Die gelaufenen Gele 

mussten dazu zunächst getrocknet werden (Kap. 5.2.5), um zum einen die Beschichtung der 

Platten nicht zu beschädigen, der Hauptgrund ist jedoch, dass die Flüssigkeit in den Gelen zu 

einer Abschwächung des Signals führen würde (Westermeier & Marouga 2005). Während 

diesem 6-48 h stündigen Kontakt, auch Exposition genannt, wird durch die vom 35S-Methionin 

ausgehende β-Strahlung (Energie) das Eu2+ zu Eu3+ oxidiert und das abgegebene Elektron in 

der Phosphorschicht gespeichert. Die Expositionszeit hängt von der Expressionseffizienz und 

dem Methioningehalt im Transportsubstrat ab, da dieser die eingebaute Radioaktivmenge 

bestimmt. Dies Speicherung der Energie erfolgt in Abhängigkeit der Stärke des radioaktiven 

Signals, welches definiert wurde durch die Menge des transportierten Proteins (Kap. 5.3.2), 

was die Quantifizierung der transportierten Proteine durch Bestimmung der gespeicherten 

Energie ermöglichte (Johnström et al. 2012). Nach der Exposition wurde durch den Einsatz 

eines roten Lasers während des Scannens das gespeicherte Elektron wieder freigesetzt, Eu3+ 

zurück zu Eu2+ reduziert und die Energie als blaues Licht abgegeben. Dieses wurde direkt 

detektiert und liefert eine digitale Abbildung über Lokalisierung und Intensität der 

gespeicherten Energie. Dieser Prozess erfolgte mit dem TyphoonTrio™, wodurch das 

radioaktive Signal in ein digitales Signal umgerechnet und darauf folgend quantifiziert wurde. 

5.3.4. Modifikation durch 4-PBA Behandlung 

Die in vitro Transporte konnten experimentell durch die Behandlung mit Modifikatoren erweitert 

werden. In diesem Fall wurde das chemische Chaperon 4-PBA verwendet. Durch die 

Behandlung der SPZ mit 4-PBA sollte die Faltungskapazität und damit die Transporteffizienz 

der Zellen erhöht werden (Iannitti & Palmieri 2011). Hierfür wurde 1 mM 4-PBA dem 

Transportansatz direkt zugegeben und das Transportexperiment in der üblichen Weise 

durchgeführt (Kap. 5.3.2).  

5.3.5. Gekoppelte in vitro Transkription und Translation 

Durch die Verwendung des „TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System“ der Firma Promega 

konnte sowohl Transkription als auch Translation in einem Schritt und einem Reaktionsgefäß 

durchgeführt werden. Hierbei wurde anstelle von mRNA als Ausgangsmaterial DNA 

verwendet, die ebenfalls einen SP6 oder T7 Promotor vor der codierenden Sequenz des 

Polypeptids trug. Diese Form des in vitro Transports wurde für die verschiedenen Formen von 
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Uromodulin und Renin verwendet, da diese in diesem System eine höhere Effizienz zeigten. 

Neben den aus Kapitel 5.3.2 beschriebenen Komponenten wurde diesem System zusätzlich 

die Polymerase sowie der entsprechende Puffer zugegeben. Die synthetisierten Proteine 

wurden ebenfalls mit radioaktivem 35S-Methionin markiert und wurden durch die 

Autoradiographie ausgewertet. 

Pipettierschema 
TNT® Reticulozytenlysat   2,5 µl 
TNT®-Puffer     0,2 µl 
SP6- / T7- RNA Polymerase (20 U/µl) 0,2 µl 
35S-Methionin (1000 Ci/mMol)  0,2 µl 
Plasmid DNA (1 µg/µl)   0,2 µl 
RNasin (40 U/µl)    0,1 µl 
AS Mix ohne Methionin (1 mM)  0,1 µl 
SPZ (2 µg/µl)     1,0 µl 
H2O      0,5 µl 
 
Die Inkubation erfolgte für 60 min bei 30 °C, die Reaktion wurde durch die Zugabe von 15 µl 

2x Laemmli abgestoppt. Bevor die Proben auf das SDS-PAGE Gel geladen wurden, wurden 

sie für 10 min bei 95 °C erhitzt. In dieser Arbeit wurde diese Art der Synthese und des 

Transportes für die Transportsubstrate Renin und Uromodulin verwendet. 

5.4. Methoden der DNA-Manipulation 

Die in den folgenden Abschnitten aufgeführten Techniken dienen der in vitro Mutagenese von 

DNA-Fragmenten mittels PCR oder Restriktionsverdau. Ebenfalls werden die 

Vorgehensweisen beschrieben, die zur Gewinnung und Analyse dieser DNA benötigt werden.  

5.4.1. Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen 

Unter der Transformation von E. coli Zellen versteht man die Aufnahme von Plasmiden, 

zirkulären DNA-Fragmenten, die dem Organismus per se fremd sind. Da Bakterien von sich 

aus eine geringe Transformationskompetenz aufweisen, wird diese durch die Behandlung mit 

den beiden aufgeführten Puffern gesteigert. Hierbei war die Behandlung und die Lagerung mit 

Calciumchlorid versetzten Puffer von zentraler Bedeutung, denn dieses erhöht die 

Permeabilität der Zellmembran (Hanahan 1983).  

Um zu garantieren, dass genetisch identische Zellen in den Experimenten verwendet werden, 

wurden bestehende kompetente E. coli-Zellen in einem Verdünnungsausstrich auf einer LB-

Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen. Nach einer Inkubation über Nacht bei 37 °C wurde 

eine einzelne Kolonie gepickt und in 10 ml lysogeny broth (LB)-Flüssigmedium überführt. Nach 

einer erneuten Inkubation über Nacht im Rotationsschüttler wurde durch das Übertragen von 

2 ml dieser Vorkultur ein größeres Volumen von 200 ml LB-Medium angeimpft. Diese Kultur 

wurde bis zu einer OD600 von 0,5 - 0,7 kultiviert und dann bei 4 °C für 5 min bei 6000 rpm (JA-

20 Rotor) zentrifugiert. Das überstehende LB-Medium wurde verworfen, das Pellet in 80 ml 
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gekühltem Puffer 1 aufgenommen und für weitere fünf Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen 

wurden erneut zentrifugiert und in 8 ml Puffer 2 aufgenommen. Anschließend wurden die 

Zellen aliquotiert (100 µl) und direkt mit Hilfe von flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur 

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.  

Um die Transfektionskompetenz der Zellen zu definieren, wurden 100 µl der E. coli-

Suspension mit 10 pg Bluescript-DNA transformiert (Kap. 5.4.2). Die Bakterien wurden auf 

einer LB Selektionsplatte ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die bis zum 

nächsten Tag gewachsene Anzahl Kolonien definiert die Transfektionskompetenz der Zellen. 

Diese sollte mindestens bei 1*106 liegen. 

Puffer 1      Puffer 2 
KoAc         30 mM  MOPS (freie Säure)          10 mM 
RbCl2       100 mM  RbCl2            10 mM 
CaCl2         10 mM  CaCl2            75 mM 
MnCl2         50 mM  Glycerin      15  % (v/v) 
Glycerin    15 % (v/v)  H2O bidest       ad 100 ml 
H2O bidest   ad 800 ml           pH 6,5 mit KOH 

    pH 5,8 mit Essigsäure 
 

5.4.2. Transformation von kompetenten E. coli Zellen mit Plasmid  

Bakterielle Zellen wurden in dieser Arbeit nur zum Zweck der Plasmidamplifikation eingesetzt. 

Wenn neu klonierte Plasmide (Kap. 5.1.6) zum ersten Mal in E. coli-Zellen transformiert 

wurden, wurden JM101-Zellen verwendet. Zur Amplifikation von Plasmiden welche im 

weiteren Verlauf für die Transfektion von Zellen verwendet wurden (Kap. 5.5.3) wurden E. coli 

des Genotyps DH5α verwendet.  

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 µg der DNA versetzt und dann für 30 min auf Eis 

inkubiert. In dieser Zeit sollte die Plasmid DNA von den kompetenten Bakterien aufgenommen 

werden, was zusätzlich durch einen anschließenden Hitzeschock bei 42 °C gefördert wurde. 

JM101 Zellen wurden für 90 Sekunden, DH5α für 60 Sekunden dieser Hitze ausgesetzt. Die 

Bakteriensuspension wurde danach erneut eine Minute auf Eis gelagert, darauffolgend mit 

500 µl LB Medium versetzt und bei 37 °C für 60 min rotiert. Abschließend wurden 100 ml 

Medium mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum vorbereitet (1/1000 verdünnt) und mit 

der Bakteriensuspension inokuliert. Dadurch wurden die Bakterien, die das Plasmid 

aufgenommen hatten, während der mindestens 24 h dauernden Wachstumsphase 

selektioniert. Abschließend wurden aus den Bakterien die vervielfältige Plasmid-DNA isoliert, 

wie im Folgekapitel beschrieben (Kap. 5.4.3). 

Wenn neue Plasmide generiert wurden, wurden die für eine Stunde inkubierten transformierten 

JM101-Zellen abzentrifugiert, 500 µl Überstand abgenommen und die verbliebenen 100 µl auf 

einer LB-Platte ausgestrichen, die mit Selektionsantibiotikum versetzt war. Aufgrund des 
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dadurch entstehenden Selektionsdrucks sollten nur Zellen wachsen, die ein Plasmid mit der 

entsprechenden Resistenz aufgenommen hatten. Dadurch konnten einzelne 

Bakterienkulturen auf der Platte ausgewählt werden, wodurch sichergestellt wurde, dass im 

Folgenden mit einem Plasmid gearbeitet wurde, und keine unterschiedlichen Plasmidvarianten 

vorlagen. 

LB-Medium       Antibiotika 
LB-Medium           2,5 %   Kanamycin        25 mg/ml 
            In H2O bidest   Ampicillin     100 mg/ml 
            jeweils in H2O bidest 

 
LB-Platten 
LB Medium          2,5 % 
LB Agar          1,5 % 
Antibiotikum       1/1000 
            In H2O bidest 

 

5.4.3. Präparation von Plasmid DNA  

Zur Gewinnung der Plasmide aus den transformierten E. coli-Kulturen (Kap. 5.4.2) wurden 

verschiedene Kits nach Herstellerangaben verwendet. Diese unterscheiden sich 

hauptsächlich in dem für die Präparation verwendetem Volumen der E. coli-Kultur und werden 

in Mini-(2 ml) oder Midi-Kits (100 ml) eingeteilt.  

Das Prinzip des Mini- oder Midi-Kits ist identisch. Die Bakterienkultur wurde per Zentrifugation 

pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen im Resuspensions-Puffer 

aufgenommen, in welchem RNase zum Abbau der bakteriellen RNA diente. Die vollständige 

Lyse der Zellen erfolgte durch die Zugabe einer SDS-NaOH-Lösung. Bakterielle Bestandteile 

und Zelltrümmer wurden durch das Hinzufügen des Neutralisierungs-Puffers ausgefällt und im 

anschließenden Zentrifugationsschritt pelletiert. Die im Überstand befindliche Plasmid-DNA 

wurde auf eine Säule gegeben, in der die DNA an eine Kieselgelmatrix band und mehrfach 

gewaschen wurde. Im Fall einer Midi-Prep wurde die DNA durch einen Hochsalzelutionsschritt 

von der Matrix gelöst und in Isopropanol aufgefangen, zentrifugiert und mittels Ethanol 

gereinigt. Nachdem das aus DNA bestehende Pellet getrocknet wurde, wurde es in TE-Puffer 

oder in H2Obidest aufgenommen. Durch eine Mini-Prep aufgereinigte DNA wurde direkt mit 

Wasser von der Matrix eluiert. Bestimmt wurden Reinheit und Konzentration der Proben mittels 

Nanodrop (Kap. 5.4.4). Die DNA konnte bis zur weiteren Verwendung im Kühlschrank gelagert 

werden. Angaben über verwendete Volumina und Inkubationszeiten können in den 

Handbüchern des Promega PureYieldTM Plasmid Miniprep Systems und des Qiagen Plasmid-

Midi-Kits entnommen werden.  
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TE-Puffer 
Tris; pH 8,0      10 mM 
EDTA         1 mM 
            In H2Obidest 
 

5.4.4. Bestimmung der DNA-Konzentration und-Reinheit 

Zur Analyse der Qualität und Quantität von Nucleinsäure wurde das Nanodrop-1000 UV/Vis-

Spektralphotometer verwendet. Hier werden geringe Mengen einer Probe auf ihre Absorption 

bei spezifischen Wellenlängen analysiert. Da Nukleinsäuren ein Absorptionsmaximum bei 260 

nm und aromatische Aminosäuren von Proteinen bei 280 nm besitzen, kann sowohl die Menge 

der DNA, als auch die Reinheit der Probe durch diese photometrische Messung bestimmt 

werden. Die Menge der DNA wird durch die Umrechnung der Absorption bei 260 nm mit dem 

Lambert-Beerschen Gesetzt ermittelt, während die Reinheit der Probe durch die Bildung des 

Quotienten aus der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm gebildet wird (Hauk 2013). Hierbei 

steht ein Wert von 1,8 für reine DNA, bei einem Wert kleiner 1,8 beinhaltet die Probe viel 

Protein, bei einem Wert größer als 1,8 viel einzelsträngige Nucleinsäure, also RNA. Diese zeigt 

eine deutlich stärkere Absorption als die doppelsträngige DNA. 

Die Reinheit und die Konzentration der gemessenen Probe wurden automatisch ausgegeben. 

Zur weiteren Verwendung wurde die jeweilige Plasmid-DNA auf eine Konzentration von 1 µg/µl 

eingestellt.  

5.4.5. Isolation von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen 

Zur Isolation und Reinigung der genomischen DNA aus HEK-Zellen wurde ein Kit von Qiagen 

genutzt (DNeasy® Blood & Tissue Kit). Hierfür wurden die kultivierten Zellen nach der 

bekannten Methode geerntet und gezählt (siehe Abschnitt 5.5.2). Für die Aufreinigung wurden 

maximal 5 *106 Zellen verwendet. Der Aufschluss der Zellen erfolgt durch den Einsatz von 

SDS und Proteinase K. Zeitgleich wurde RNaseA zugegeben (f.c. 1,6 mg/ml), wodurch RNA 

abgebaut und die Aufreinigung reiner DNA ermöglicht wurde. Das so behandelte Lysat wurde 

auf eine Säule gegeben, auf der die DNA durch elektrostatische Wechselwirkung an eine 

Kieselgelmatrix bindet. Nach zwei Waschschritten wurde die DNA mit Elutionspuffer von der 

Säule eluiert und war direkt zur weiteren Verarbeitung verfügbar. Die einzusetzenden 

Volumina und Zentrifugationsbedingungen sind im Handbuch einzusehen. Nach der Elution 

wurden die Proben photometrisch vermessen, auf eine definierte Konzentration eingestellt und 

auf einem niedrigprozentigen Agarosegel (Kap. 5.4.6) kontrolliert.  

5.4.6. Agarosegelelektrophorese  

Zur elektrophoretischen Trennung und Identifizierung von isolierter DNA, 

Restriktionsfragmenten oder Produkten einer PCR, wurden ein Agarosegele verwendet. 
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Hierbei wird identisch zum Prinzip der SDS-PAGE die Probe durch eine Gelmatrix geführt und 

der Größe nach aufgetrennt. Kleinere Fragmente wandern hier ebenfalls weiter als größere, 

wodurch schlussendlich durch den Abgleich mit einem definierten Marker auch eine 

Größenidentifizierung der Probe ermöglicht wird. Die Trennung größerer Fragmente (>5kb) 

erfolgte besser in niedrigprozentigen Gelen (0,5% w/v Agarose), kleinerer Fragmente in höher 

prozentigen Gelen (1-2 % w/v Agarose). Anders als bei der SDS-PAGE müssen die Proben 

hier nicht mit einer negativen Ladung maskiert werden, denn durch das Phosphatrückrat der 

DNA ist eine negative Ladung von sich aus gegeben und die Probe wandert im elektrischen 

Feld zur Anode hin (Lee et al. 2012).  

Zur Herstellung des Agarosegels wurde die jeweilige Menge Agarose (w/v) mit 100 ml TAE-

Puffer gemischt und durch Erhitzen in der Mikrowelle aufgelöst. Die heiße Flüssigkeit wurde 

in einen Gelschlitten gegossen und mit einem Kamm versehen, der als Platzhalter für spätere 

Probentaschen dient. Nach dem Erkalten und aushärten des Gels konnte dieses unmittelbar 

genutzt oder feucht eingeschlagen bei 4 °C aufbewahrt werden. Das Gel wurde in die 

horizontale Elektrophoresekammern eingelegt, die Taschen zur Kathode orientiert, und 

vollständig mit TAE-Puffer übergossen. Die DNA-Proben wurden im Verhältnis 1:6 mit 6x 

Proben-Puffer versetzt. Dadurch erhält die Probe eine höhere Dichte und sinkt in die 

Probentaschen ab, gleichzeitig wird eine farbliche Lauffront gebildet, anhand welcher die 

Laufweite der Elektrophorese abgeschätzt werden konnte. Die Elektrophorese wurde bei 100 

mA für bis zu 2 h durchgeführt. Anschließend wurde das Gel in einer GelRed-Lösung über 

Nacht gelagert, um die DNA farblich zu markieren. Der Farbstoff interkalierte mit der im Gel 

befindlichen DNA und wurde durch die Bestrahlung mit UV-Licht visualisiert (Crisafuli 2015). 

Dies erfolgte durch den Image Master® VDS. 

1x TAE-Puffer       GelRed-Lösung 
Tris-Acetat; pH 8,0       40 mM   GelRed (10.000x)           7,5 µl 
EDTA           1 mM      in 100 ml H2O bidest 

          in H2O bidest   
 
6x DNA-Proben-Puffer I dunkel    6x DNA-Proben-Puffer I hell 
(Bande bei 3000 bp)       (Bande bei 500 bp) 
Xylemcyanol         0,25 %   Bromphenolblau           0,25 % 
Sucrose            40 %   Sucrose                40 % 

          in H2O bidest         in H2O bidest 

 

5.4.7. Amplifikation genomischer DNA-Sequenzen mittels PCR 

Zur Qualitätssicherung wurden die HEK-Zellen mit SEC61A1-Mutanten (V67G und T185A), in 

regelmäßigen Zeitabständen auf deren genetische Identität überprüft. Dies stellte sicher, dass 

das in die Zellen integrierte, transgene SEC61A1-FLAG weiterhin vorhanden war. Zu diesem 

Zweck wurde die genomische DNA isoliert und mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurden Primer 
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konzipiert, die spezifisch für das transgene SEC61A1 waren. Der erste Primer bindet an der 

N-terminalen Sequenz von endogenem und transgenen SEC61A1. Der zweite, gegenläufige 

Primer bindet spezifisch an die FLAG-Sequenz, die lediglich am C-Terminus der 

eingebrachten SEC61A1 Sequenz vorliegt. Dadurch wurde das integrierte SEC61A1 

spezifische aus der gesamten genomischen DNA amplifiziert und später unter Verwendung 

dieser und zwei weiterer Primer vollständig sequenziert. Der Erfolg der PCR wurde über ein 

Agarosegel nachgewiesen (5 µl PCR Produkt + 5 µl H2O + 2 µl DNA-Lade-Puffer), bei dem 

eine Bande auf Höhe des zu erwartenden Amplifikats zu sehen sein sollte. Das PCR Produkt 

wurde aufgereinigt um Polymerasen, die Target-DNA, dNTPs und weitere PCR-Bestandteile 

zu entfernen, die bei einer Sequenzierung hinderlich sein würden. Dies erfolgte unter 

Zuhilfenahme des PCR Purification Kits von Qiagen. Nach einer abschließenden 

Konzentrationsmessung mittels Nanodrop wurden die Proben für die Sequenzierung 

vorbereitet. 

Anschließend ist das Pipettierschema und das PCR-Programm zur Amplifizierung des 

integrierten SEC61A1-Konstruktes aufgeführt. 

Pipettierschema PCR  
10x PFU Polymerase-Puffer        2,5 µl 
dNTP           0,5 µl    (f.c. 0,2 mM) 
fwd. Primer (RZ 747)         2,5 µl    (f.c. 0,5 µM) 
rev. Primer (RZ 748)         2,5 µl    (f.c. 0,5 µM) 
PFU Polymerase         0,5 µl    (f.c. 0,05 U/µl) 
DNA               x µl    (f.c. 10 ng) 
H2O       ad 25 µl 
 
PCR-Programm 
Schritt   Temperatur [°C]  Zeit [sek] 
Denaturierung   95       120 
Denaturierung   95        30 
Annealing            58,4        30 
Extension   72       300 
Extension   72       120 
Lagerung    8         ∞ 
 
Sequenzierproben 
Primer              4 µl    (f.c. 1,4 µM) 
DNA              x µl    (f.c. 100 ng/µl) 
H2O       ad 14 µl 

5.4.8. Nachweis von mRNA mittels qRT-PCR 

Durch die Verwendung der quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) konnte 

die relative vorhandene Menge spezifischer mRNA-Zielsequenzen innerhalb einer Probe 

bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde mRNA mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit (Qiagen) 

aus 1*106 Zellen gewonnen. Durch den Einsatz von DNAse wurde eine Verunreinigung der 

Probe durch DNA während der Präparation ausgeschlossen. Aus der auf diese Weise 

35 Zyklen 
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gewonnen RNA wurde mit Hilfe einer reversen Transkriptase (Super Script® VILOTM, 

Invitrogen) cDNA hergestellt, die durch das QIAquick PCR purification Kit (Qiagen) 

aufgereinigt wurde. Die Bestimmung der relativen Menge der mRNA-Sequenz eines 

bestimmten Proteins war, wurde diese cDNA in qRT-PCR Assays eingesetzt. Diese erfolgten 

in 96 well-„MicroAMP“ plates. Pro Vertiefung wurden folgende Volumina pipettiert: 

TagMan Gene Expression Mastermix     5 µl 
TagMan Expression Assay (Primer und Sonde) 0,5 µl 
cDNA       25 ng 
H2O             ad 10 µl 
 

Die Platte wurde durch eine Folie versiegelt und nach einer kurzen Zentrifugation im qRT-PCR 

Cycler (StepOne Plus 96-well System, Applied Biosystems) platziert. Der Nachweis der 

Zielsequenzen erfolgte durch spezifisch gegen diese Sequenzen gerichtete Sonden (Tab. 7), 

welche 5´ durch einen Fluorophor und 3´ durch einen Quencher erweitert waren. Durch die 

Nukleaseaktivität der Taq DNA-Polymerase wurden während der Elongationsphase 

Fluorophor und Quencher getrennt und ein Fluoreszenzsignal konnte vermessen werden. 

Durch die exponentielle Synthese der Zielsequenz wurde die Signalintensität mit jedem Zyklus 

gesteigert. Verglichen wurde die daraus resultierende gemessene Menge der Zielsequenz 

gegen die des mitgeführte Haushaltsgen ACTB mit Hilfe der ΔΔct-Methode.  

5.4.9. Generierung modifizierter inserts zur Verwendung im Nanobit-System 

Die Grundlage des NanoBit-Systems ist sie Synthese von Proteinen, die mit bestimmten 

Reporterstrukturen fusioniert wurden (Kap. 5.2.9). Für diese Fusionierung wurden die 

kommerziell verfügbaren Plasmide der Firma Promega genutzt, in denen die Sequenz für 

einen LgBit oder einen SmBit codiert waren, entweder 5´ oder 3´ einer multiple cloning site. 

Dadurch wurde es ermöglicht die Zielproteine entweder N- oder C-terminal mit einem der 

beiden Bestandteile der Luciferase zu fusionieren. 

Die einzubauende Sequenz der Zielproteine, im folgenden insert genannt, wurde generiert, 

indem durch spezifische Primer an den Termini des insert Restriktionsschnittstellen 

eingebracht wurden. Diese wurden passend auf den jeweiligen Vector angepasst, sodass kein 

frameshift nach der erfolgreichen Klonierung entsteht. Dabei wurde stets beachtet, dass keine 

Mutation in den codierenden Bereich eingebracht wurde, außer die Plasmide sollten C-

terminal markiert werden. In diesem Fall wurde die terminale Stoppsequenz deletiert, damit in 

der Zelle der tag ebenfalls translatiert wurde. Die einzelnen Schritte der PCR wurden sowohl 

an die Länge des PCR Produktes (PFU-Polymerase synthetisiert 0,5 kb/min) als auch an die 

annealing Temperaturen der jeweiligen Primer angepasst. Beispielhaft sind hier die 

Bedingungen zur Generierung eines hSnd2-insert aufgeführt, das N-terminal markiert wurde. 
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Pipettierschema PCR  

10x PFU Polymerase-Puffer         10 µl 
dNTP           2,0 µl    (f.c. 0,2 mM) 
fwd. Primer (RZ 747)         2,0 µl    (f.c. 0,1 µM) 
rev. Primer (RZ 748)         2,0 µl    (f.c. 0,1 µM) 
PFU Polymerase         1,0 µl    (f.c. 0,025 U/µl) 
DNA            2,0 µl    (f.c. 1 ng/µl) 
H2O     ad 100 µl 
 
PCR Programm 
Schritt   Temperatur [°C]  Zeit [sek] 
Denaturierung   95       120 
Denaturierung   95        30 
Annealing   52        30 
Extension   72        90 
Extension   72       120 
Lagerung    8         ∞ 
 
Die Analyse des PCR-Produktes im Agarosegel stellt den Erfolg der PCR sicher (Kap. 5.4.6) 

und das Amplifikat wurde darauffolgend mit Hilfe eines PCR Purification Kits (Qiagen) 

aufgereinigt. Dieses verfolgt ein identisches Prinzip zu den Miniprep-Kits (Kap. 5.4.3). Die DNA 

band an die Matrix, während Polymerasen, Primer und Salze ausgewaschen und die DNA 

abschließend durch Wasser eluiert wurde. Damit Insert und Plasmid gerichtet miteinander 

ligiert werden konnten, wurden beide mit übereinstimmenden Restriktionsenzymen verdaut 

(Kap. 5.4.10). Die aufgereinigten Restriktionsprodukte wurden durch die T4-Ligase 

miteinander verknüpft und so ein vollständiges Plasmid generiert (Kap. 5.4.11). Zur 

Amplifikation dieses Plasmids wurde eine Transformation in JM101-Zellen durchgeführt und 

die Bakteriensuspension auf einer Selektionsplatte ausgestrichen (Kap. 5.4.2). Einzelne 

Kolonien wurden gepickt, in 2 ml TB-Selektionsmedium übertragen und über Nacht inkubiert. 

Durch Minipreps wurden die Plasmide aus den E. coli-Zellen gewonnen (Kap. 5.4.3). Die 

aufgereinigten Plasmide wurden auf zwei Weisen auf ihre Korrektheit überprüft. Zum einen 

wurden die Plasmide sequenziert, zum anderen wurde auch ein weiterer Restriktionsverdau 

durchgeführt, bei dem zwei Fragmente mit definierter Größe entstehen mussten. Waren beide 

Kontrollen positiv, wurde mit dem entsprechenden Plasmid eine Midiprep durchgeführt, um 

eine entsprechende Menge des Plasmides für den Einsatz in in vivo Experimenten zu 

generieren. 

5.4.10. Restriktionsverdau von inserts und Plasmiden 

Zur Erzeugung von DNA-Fragmenten mit definierten Enden oder der Kontrolle von Plasmiden, 

wurden verschiedene Restriktionsenzyme von ThermoFisher eingesetzt. Restriktionsenzyme 

besitzen eine spezifische Zielsequenz, mit Hilfe derer sie an die DNA binden und diese 

innerhalb einer spezifischen Sequenz spalten. Zur gerichteten Insertion wurden Enzyme 

verwendet, die sogenannte sticky ends generieren, also das 3´- und das 5´-Ende der DNA 

35 Zyklen 
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ungleichmäßig schneiden und so ein an den jeweiligen enden der DNA ein ungleicher 

Überhang der Stränge entsteht. Diese Überhänge ermöglichten im weiteren Verlauf eine 

zielgerichtete Ligation. Da Restriktionsenzyme unterschiedliche Pufferbedingungen 

benötigen, speziell wenn ein Doppelverdau erfolgen sollte, wurden diese Bedingungen zu 

Beginn auf der Homepage von ThermoFisher kontrolliert 

(https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/ 

thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-

digest-calculator-thermo-scientific.html). Dort konnten Dauer und Temperatur der Reaktion 

sowie der benötigte Puffer und die einzusetzende Menge des Enzyms ermittelt werden. 

Nachfolgend wird beispielhaft das Pipettierschema für einen Doppelverdau gezeigt, sowohl für 

das in 5.4.8 beschriebene insert als auch für den Vektor, in welchen das insert eingefügt 

werden sollte.  

 
Insert        Plasmid 
PCR Produkt          20 µl   Plasmid (1 µg/µl)  2 µl 
10x Tango-Puffer           8 µl   10x Tango-Puffer  8 µl 
Bgl2          0,2 µl   Bgl2           0,2 µl 
Xho1          0,2 µl   Xho1           0,2 µl 
H2O        11,6 µl   H2O         31,6 µl 
 

Die Proben wurden für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Falls Plasmide verwendet wurden, 

wurde ein weiterer Schritt durchgeführt, bei dem durch die Verwendung von 2 µl calf intestine 

phosphatase (CIP) geschnittene 5´-Enden der DNA dephosphoryliert wurden und somit eine 

Religation des Plasmids ohne insert reduziert wurde. Die Proben wurden vollständig auf ein 

präparatives Agarosegel aufgetragen. Nach dem Anfärben wurde die DNA aus dem Gel 

ausgeschnitten und mit Hilfe eines Kits (QIAquick Gel Extraction Kit) aus der Gelmatrix isoliert. 

Durch diesen Schritt wurde sichergestellt, dass etwaige ungewollte Fragmente, sowie der 

interkalierte Farbstoff entfernt und nur die geschnittene DNA in den nächsten Arbeitsschritten 

verwendet wurde. Zur Überprüfung des korrekten Einbaus der inserts wurden diese Plasmide 

ebenfalls mit zwei Restriktionsenzymen verdaut, von denen eines im Vektor und das andere 

nicht mittig im insert schnitt, sodass, abhängig von der Insertionsorientierung, unterschiedlich 

große Fragmente entstehen, die Ebenfalls durch eine Agarosegelelektrophorese analysiert 

wurden.  

 

Beispielhafter Restriktionsverdau zur Kontrolle von Plasmiden 
DNA          0,5 µg 
Puffer              1 µl 
Enzym 1          0,2 µl 
Enzym 2          0,2 µl 
H2O       ad 10 µl 
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Die Kompatibilität und die benötigten Pufferbedingungen der Enzyme für den Deoppelverdau 

wurden ebenfalls von der oben genannten Webseite bestätigt. 

5.4.11. Ligation von DNA-Fragmenten 

Um die durch einen Restriktionsverdau generierten DNA-Fragmente zu verbinden, wurde ein 

natürlicher DNA-Reparationsmechanismus der Zelle genutzt. Dieser setzt normalerweise ein, 

sobald Strangbrüche im Erbgut detektiert werden. In diesem Fall wurde die aus Phagen 

stammende T4-DNA-Ligase verwendet. Diese verknüpft das 5`-Phosphatende der DNA zum 

Beispiel des inserts, mit einer freien 3`-Hydroxylgruppe des geschnittenen Vektors. Die 

Ligation selbst erfolgt ungerichtet, steuerbar war der Prozess jedoch durch die zuvor 

ausgewählten Restriktionsenzyme. Wenn sticky ends generiert wurden, lagern sich die 

entsprechend komplementären DNA-Abschnitte aneinander an und das Phosphat-Rückgrat 

wird durch die Ligase miteinander verbunden. Zwischen Vektor und dem einzubauenden insert 

wurde in der Regel ein 1/3 Verhältnis gewählt. Die Ligation erfolgte für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur. Vom entsprechenden Produkt wurden 4 µl genutzt, um JM101-Zellen zu 

transformieren (Kap. 5.4.2) und so die DNA zu vervielfältigen. Der Erfolg der Ligation und 

Transformation wurde durch das Wachstum auf LB-Selektionsplatten überprüft. 

 
Ligation 
Insert            3 µl 
Plasmid           1 µl 
Ligations-Puffer          1 µl 
Ligase         0,4 µl 
H2O         4,6 µl 
 

5.4.12. Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmiden 

Für die Sequenzierung generierter PCR-Produkte oder Plasmide wurde der Service der Firma 

LGC in Berlin in Anspruch genommen. Diese führten die Sequenzierung durch und stellten 

diese Analysen (Sequenz und Qualität der Ergebnisse) in deren Onlineportal zur Verfügung. 

Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms DNASTAR SeqMan mit der Originalsequenz 

abgeglichen und mutierte Stelle identifiziert. 

Die Probenvorbereitung für PCR-Produkte und Plasmide war grundsätzlich identisch. Das in 

der Regel gewählte Ready to Run Angebot beruht darauf, dass zu sequenzierende Probe und 

der jeweilige Primer zusammen in einem Reaktionsgefäß an LGC geschickt wurden. Die von 

der Firma gegebenen Voraussetzung sind ein Gesamtvolumen von 14 µl pro Reaktion, davon 

4 µl Primer mit einer Konzentration von 50 µM und dem zu analysierenden PCR-Produkt (40 

ng/µl) oder Plasmid (100 ng/µl). Bei der Wahl der Primer wurde beachtet, dass diese ca. 50 

Nucleotide vor der Sequenz von Interesse ansetzten, da die ersten Nucleotide nicht mit 

ausreichender Sicherheit sequenziert werden können. Ebenfalls wurde beachtet, dass die 
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Sequenzierung nicht endlos erfolgen kann, sondern nach ca. 800 bis 1000 Nucleotiden ihre 

Zuverlässigkeit verliert. Daher war es für Fragment mit einer bestimmten Länge nötig 

etappenweise zu sequenzieren und die Resultate in silico mit Hilfe des Programms SeqMan 

zu fusionieren. Die verwendeten Primer sind in Tab. 8 aufgeführt.  

5.5. Zellkulturtechniken 

Die Zellkultur schafft eine möglichst aussagekräftige Modelsituation, in der Methoden und 

Effekte studiert werden können, die als Basis für zelluläre Analysen genutzt werden können. 

Trotz der bahnbrechenden Erfolge die durch die Verwendung von Zelllinien, wie 

beispielsweise der HeLa-Zelllinie, erreicht wurden, muss immer beachtet werden, dass es sich 

hierbei um entartete, bzw. immortalisierte Zelllinien handelt, die zwar fundierten einen, aber 

keinen nicht zwangsläufig stimmigen Ausblick auf die Prozesse im Gesamtsystem geben. 

5.5.1. Kultivierung von Säugerzellen 

Die Kultivierung beider in Kapitel 5.1.9 beschriebenen Zelllinien erfolgte auf die gleiche Art und 

Weise, unterschiedlich waren nur die zur Kultivierung verwendeten Medien. Für HeLa-Zellen 

wurde DMEM +GlutaMAX ™-I Medium verwendet, während für die HEK-Zellen das Hyclone 

DMEM/F-12 verwendet wurde, dem G418 (finale Konzentration 0,8 mg/ml) zugegeben wurde. 

Beiden Medien wurden mit 10 % (v/v) FCS versetzt.  

Standardmäßig erfolgte die Kultivierung der adhärenten Zellen in einer 75 cm2 Zellkulturflasche 

in 15 ml Medium. Die Zellen wurden „gesplittet“, d.h. passagiert, sobald sie eine Konfluenz 

über 90 % aufwiesen. Dies erfolgte, indem das verbrauchte Medium abgesaugt wurde und die 

Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen wurden. Nach der Entfernung des PBS wurden die Zellen 

für fünf Minuten im Brutschrank mit 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert (0,05 % Trypsin und 

0,02 % EDTA in PBS) und dadurch von der Flasche abgelöst und vereinzelt. Die Zellen wurden 

in 9 ml Medium aufgenommen, wovon, je nach experimenteller Vorgabe, ein unterschiedlich 

großer Anteil verworfen und der gewünschte Anteil zurück in die Zellkulturflasche überführt 

wurde. Mit frischem, vorgewärmtem Medium wurde das Volumen auf 15 ml aufgefüllt und die 

passagierten Zellen erneut im Inkubator gelagert. Um eine Vergleichbarkeit zwischen 

einzelnen Experimenten mit Zellen verschiedener Passagen zu gewährleisten, wurden diese 

immer am Vortag des Experiments 1:2 passagiert. Dadurch wurde eine vergleichbare Zellzahl, 

Zelldichte und auch Wachstumsphase der Zellen für das jeweilige Experiment generiert. 

5.5.2. Zellzählung und Größenbestimmung mittels Cytometer 

Im Verlauf der Arbeit war es für zahlreiche Experimente erforderlich Zellzahlen zu bestimmen. 

Die automatisierte Zählung der Zellen und die Unterscheidung zwischen lebenden und toten 

Zellen erfolgte auf Basis einer Färbung mit Trypanblau, womit direkt auch die Viabilität der 

Probe ausgegeben wurde (Avelar-Freitas et al. 2014; Tennant 1964). In Folge einer ruptierten 
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Zellmembran dringt der Farbstoff in das Zytosol der Zellen ein und färbt diese vollständig blau 

ein. Solange die Zellmembran intakt ist, wird nur diese blau angefärbt, wodurch diese Zellen 

weiterhin als vital angesehen wurden. Zur Färbung wurden 10 µl der durch Trypsinbehandlung 

abgelösten Zellsuspension verwendet und mit 10 µl des Trypanblaus gemischt. Nach dem 

vortexen wurden 10 µl der gefärbten Zellsuspension in eine Zählkammer pipettiert und diese 

im Cytometer „Countess™“ platziert. Während der Bestimmung der gesamten, lebenden, und 

toten Anzahl an Zellen wurde gleichzeitig automatisch deren Durchmesser ausgemessen, was 

ebenfalls für spätere Analysen genutzt wurde. Auf Basis der Anzahl vitaler Zellen wurden 

Zellzahlen für die verschiedenen Folgeexperimente verwendet 

5.5.3. Manipulation von Säugerzellen durch Plasmide 

Der Einsatz einer Plasmid-DNA hat eine extra-chromosomale Expression eines Proteins in 

intakten Zellen zur Folge, die unter anderem durch die eingesetzte DNA-Menge und 

Expressionsdauer reguliert werden kann. Während es sich um eine eingebrachte Fremd-DNA 

handelt, führt die Genexpression dazu, dass das translatierte Protein wie ein natürlicher 

Zellbestandteil behandelt wird, solange es nicht stark überexprimiert oder mit einem tag 

versehen ist, der Einfluss auf die Orientierung ausübt. Daher war die oben genannte Kontrolle 

des Expressionszeitraums und eingebrachter DNA-Menge für jedes Plasmid neu zu 

etablieren. Der Einsatz dieser Plasmide erfolgte mit unterschiedlichem Ziel. Im einfachsten Fall 

wurde die Plasmid-DNA in die ausgesäten Zellen integriert, damit diese ein Protein nach Wahl 

synthetisieren. Die Zellen wurden später geerntet und zum Beispiel für die Co-IP verwendet. 

Für die beschriebenen Techniken wurden zu Beginn 6*105 HeLa-Zellen in einer 6 cm 

Kulturschale in 4 ml Medium ausgesät und für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. In der Zeit 

sollten sich die Zellen absetzen und wieder adhärent wachsen. Am Folgetag wurde das 

Medium gewechselt (ohne PBS-Waschschritt) und die Transfektion vorbereitet, indem 

serumfreies Opti-MEM™ in einem Reaktionsgefäß vorgelegt wurde, das Plasmid 

hinzugegeben wurde und abschließend das Transfektionsreagenz FuGENE®HD in die Lösung 

pipettiert wurde. Das Reagenz umschließt als non-liposomales Reagenz mit positiver Ladung 

die negativ geladene DNA und bildet Mizellen aus, die von der Plasmamembran integriert 

werden und so die DNA in die Zelle abgeben (Cullis & Hope 2017). Nach einem Vortexschritt 

und zehnminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lösung tropfenweise auf die 

Zellen gegeben. Die Zellen wurden erneut für den spezifischen Zeitraum im Brutschrank 

gelagert und dann für Folgeexperimente genutzt. Volumina der einzelnen Lösungen und der 

Expressionsdauer sind in der nachfolgenden Tab. 12 dargestellt. Die Plasmidbehandlung für 

den Experimenttyp NanoBit ist spezifisch in Kapitel 5.2.9 aufgeführt, zur Kontrolle der 

Expression wurden diese jedoch wie in der Tabelle beschrieben transformiert. 
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Tab. 12: Pipettierschema der verwendeten Plasmide zur Expression in HeLa-Zellen. 

Codiertes 
Protein 

Plasmid-
DNA  
[µg] 

FuGENE®HD 
[µl] 

Opti-MEM™ 
[µl] 

Zeitraum 
[h] 

Folgeexperiment 

GCaMP6-150 2 5 100 24 
ER-luminale 

Calciummessungen 

hSnd2 2 8 190 24 Co-IP/NanoBiT 

hSnd2-
FLAG 

2 8 190 24 Co-IP 

hSnd2-
S150N 

2 8 190 24 
Transportstudien/ 
Sequestrierung 

Renin-HA 2 8 190 24 in vitro Transport 

Uromodulin-
HA 

2 8 190 24 in vitro Transport 

TMEM109-
FLAG 

2 8 190 24 Co-IP 

TMEM109 2 8 190 24 Co-IP/NanoBiT 

Reep5 2 8 190 24 Co-IP 

TMCO1 2 8 190 24 Co-IP 

TRAPα 2 8 190 24 Sequestrierung/  

TRAPβ 2 8 190 24 
Transportstudien/ 
Sequestrierung 

TRAPγ 2 8 190 24 Sequestrierung 

NanoBit 
Plasmide 

2 8 190 24 Expressionskontrolle 

pCMV6-
Entry 

2 8 190 24 
Kontrolle verschiedener 

Experimente 

 

5.5.4. Manipulation von Säugerzellen durch 4-PBA 

Der synthetische Stoff 4-Phenylbuttersäure (englisch 4-phenylbutric acid; 4-PBA) wird in der 

Medizin zur Behandlung verschiedener Krankheiten eingesetzt oder erprobt. Hierzu gehören 

verschiedene neuronale Störungen, wie ALS oder Huntington, Krebs und Störungen des 

Harnstoffzyklus (Iannitti & Palmieri 2011). Die große Einsatzmöglichkeit des Medikamentes 

hängt mit der Vielseitigkeit der Wirkmechanismen zusammen. Es wird eine Aktivität als 

Histone-Deacetylase Inhibitor beschrieben, wodurch ein Einfluss auf die Transkription von 

tumorrelevanten und Zellzyklus Genen entsteht und so Zellwachstum und Differenzierung 

steuert (Feinmann et al. 2002; Nakano et al. 1997). Ebenso ist das Medikament durch die FDA 

anerkannt zur Behandlung von Harnstoffzyklusstörungen, da durch die Verstoffwechslung der 

Phenylbuttersäure mittels ß-Oxidation in der Leber Glutamin gebunden wird. Es entsteht 

Phenylacetylglutamin, welches über die den Urin ausgeschieden wird (Iannitti & Palmieri 2011; 

Scaglia et al. 2004). Die Funktion des Medikamentes auf die in dieser Studie jedoch der Fokus 

gelegt wurde, war die Funktion als chemisches Chaperon (Welch & Brown 1996). Hierbei 

bindet das Molekül an exponierte hydrophobe Anteile von ungefalteten Proteinen und 

verhindert so eine Aggregation, hält die Proteine Faltungskompetent und reduziert ebenfalls 

den ER-Stress (Ozcan et al. 2006; Roy et al. 2015). Das Ziel der Behandlung der Zellen mit 4-
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PBA war es, die Faltungskompetenz der Zellen zu erhöhen und so möglicherweise positive 

Effekte zu erzielen. Dafür wurden die Zellen in üblichen Zahlen ausgesät und in 6 cm 

Zellkulturschalen und für 8 h kultiviert. Nach dieser Zeit wurden 0,5 mM 4-PBA hinzugegeben 

und die Zellen nach weiteren 40 h mittels live-cell calcium imaging analysiert. 

5.5.5. Präparation von semi-permeabilisierten Zellen 

Semi-permeabilisierte Zellen (SPZ) ermöglichen den Zugang zum zytosolischen Raum und zu 

Organellen der Zelle, ohne dass diese Organellen in ihrer Struktur oder Funktionalität 

verändert wurden. Dies wurde für vielfältige Anwendungen genutzt. Im einfachsten Fall für 

eine Art Aufreinigung der Probe für die SDS-PAGE, denn durch die Semi-permeabilisierung 

der Zellmembran und dem Auswaschen des Zytosols wurden Hintergrundsignale minimiert. 

Des Weiteren wurden die SPZ genutzt, um Zugang zum ER zu gewinnen und dort 

beispielsweise die Aktivität der SERCA zu ermitteln (Kap. 5.2.8), oder die Orientierung von 

Proteinen mittels Sequestrierung zu überprüfen (Kap. 5.2.10). Hauptsächlich jedoch wurden 

die SPZ genutzt um in vitro Transportstudien durchzuführen (Kap. 5.3), bei denen ein 

spezifisches Polypeptid synthetisiert wurde und dessen Transporteffizienz über die ER-

Membran ermittelt wurde (Lang et al. 2012). Die Vorbereitung der SPZ erfolgte nach einem 

etablierten Protokoll von Dudek et al 2013. Hierbei wurden Zellen verwendet, die verschiedene 

Vorbehandlungen erfahren haben durch Plasmide (Kap. 5.5.3) oder 4-PBA (Kap. 5.5.4). Die 

Zellen wurden aus den 6 cm Zellkulturschalen geerntet, indem das Medium abgenommen 

wurde und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen wurden. Das Ablösen der Zellen erfolgte auf 

die übliche Weise mit 500 µl Trypsin für fünf Minuten im Brutschrank. Abgestoppt wurde die 

Trypsin-Reaktion durch die Zugabe von 3 ml KTI Lösung. Ab diesem Schritt war darauf zu 

achten, permanent auf Eis und unter gekühlten Bedingungen zu arbeiten. Die Zellen wurden 

mit Hilfe des Cytometers automatisiert gezählt und darauffolgend abzentrifugiert (4 °C, 3 min; 

1200 rpm). Mit Hilfe dieses Schrittes wurde das restliche Trypsin durch das Abnehmen des 

Überstandes entfernt. Die Zellen wurden in 6 ml gekühltem KHM-Puffer aufgenommen und mit 

Digitonin versetzt. Für die Vorbereitung von HeLa-Zellen wurde 1 µl Digitonin pro 1*106 Zellen 

verwendet, bei HEK-Zellen 0,5 µl pro 1*106 Zellen. Die Inkubation erfolgte für zehn Minuten 

auf Eis, währenddessen die Plasmamembran permeabilisiert wurde. Dieser Vorgang ist 

spezifisch für die Plasmamembran, da Digitonin als mildes und nichtionisches Detergens mit 

Cholesterol interagiert, welches mit einem höheren Anteil in der Plasmamembran vorliegt und 

diese dadurch ruptiert (Frenkel et al. 2014; Litvinov et al. 2018). Die Zellen wurden erneut 

durch Zentrifugation pelletiert, wodurch das Digitonin im Überstand abgenommen werden 

konnte. Die Zellen wurden in 14 ml HEPES-Puffer resuspendiert und zehn Minuten auf Eis 

inkubiert, um das Zytosol aus den Zellen auszuwaschen. Es erfolgte ein weiterer 

Zentrifugationsschritt und die Entfernung des HEPES-Puffers. Das Pellet wurde in 150 µl 

eiskaltem KHM-Puffer resuspendiert und mit 1 µl Nuclease behandelt, um endogene 
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Nucleinsäure abzubauen. Diese Funktion der Nuclease ist abhängig von Calcium, weswegen 

gleichzeitig 0,5 µl CaCl2 zugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von zwölf Minuten bei 

Raumtemperatur wurde der Calciumchelator EGTA (2 µl) zugegeben, um die Reaktion 

abzustoppen. Das Volumen wurde mit eiskaltem KHM auf 4 ml erhöht und die Probe erneut 

zentrifugiert. Für den Fall, dass HeLa-Zellen präpariert wurden, wurde das Pellet in 10 ml KHM 

aufgenommen und erneut gezählt. Eingestellt wurde die Suspension abschließend auf eine 

Konzentration von 40000 Zellen pro 1 µl Puffer. Wenn HEK-Zellen permeabilisiert wurden, 

wurde das Pellet in 100 µl KHM-Puffer aufgenommen und dessen Proteinkonzentration mittels 

Bradford-Assay bestimmt. Die Einstellung der Probe erfolgte auf 2 µg Protein pro µl. Die SPZ 

wurden direkt für Folgeexperimente verwendet, oder zur Verwendung bei einem Western Blot 

mit flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.  

KHM-Puffer       HEPES-Puffer 
CH3CO2K      110 mM   CH3CO2K          50 mM 
Mg(CH3COO)2         2 mM   HEPES/KOH; pH7,2         90 mM 
HEPES/KOH; pH 7,2       20 mM        In H2O bidest 
             In H2O bidest    
 
KTI-Puffer       Digitonin 
Trypsininhibitor  125 µg/ml   Digitonin        40 mg/ml 

     In KHM-Puffer        In H2O bidest 

 
CaCl2        Nuclease 
CaCl2       200 mM   Nuclease      4000 U/ml 
             In H2O bidest        In H2O bidest 

 
EGTA 
EGTA    200 mM 
          In H2O bidest 

5.5.6. Präparation von Zelllysaten 

Zur Herstellung von Zelllysaten wurde eine chemische Lyse verwendet, da diese in der Regel 

membranständige Proteine besser in Lösung überführt als die mechanische Lyse. Die in der 

Zellkultur geernteten und ausgezählten Zellen wurden abzentrifugiert (3 min, 600 rpm) um 

verbliebenes Medium abnehmen zu können. Anhand der mittels Cytometer ermittelten 

Gesamtzellzahl (Kap. 5.5.2) wurde das Gesamtlysevolumen berechnet, wobei pro 1*105 Zellen 

5 µl Gesamtvolumen festgelegt wurden. 80 % des ermittelten Gesamtvolumens wurden als 

Lyse-Puffer zu den Zellen gegeben und diese für 30 min bei 37 °C und 700 rpm inkubiert. Die 

verbleibenden 20 % des Volumens wurden nach diesem Schritt mit 5x Laemmli aufgefüllt und 

die Proben für 10 min bei 56 °C aufgekocht. Falls die Probe zu diesem Zeitpunkt durch nicht 

vollständig verdaute DNA noch sehr viskos war, wurden zusätzlich DNase oder glasbeads 

zugegeben. Nach einem erneuten Schütteln und Aufkochen wurde die Probe weiterverwendet 

oder bei -20 °C gelagert.  
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1x Lyse-Puffer      5x Laemmli-Puffer 

NaCl          10 mM   Tris/HCl; pH6,8        300 mM 

Tris/HCl; pH 8,0        10 mM   Glycerin      50 % (v/v) 

MgCl2            3 mM   SDS      10 % (w/v) 

NP40    0,5 % (v/v)   β-Mercaptoethanol     25 % (v/v) 

PMSF         0,1 mM   Bromphenolblau 0,01 % (w/v) 

PLAC    0,1 % (v/v)       In H2O bidest 
DNase     0,1 mg/ml    

             In H2O bidest   PLAC-Lösung 
        Pepstatin A        3 mg/ml 
PMSF               1 M   Leupeptin        3 mg/ml 
      gelöst in Aceton   Antipain        3 mg/ml 
       verdünnt in EtOH (f.c. 0,1 M)   Chymosatin         3 mg/ml 
               In DMSO 
 

5.6. Analyse der Calciumhomöostase der Zelle 

Da Calcium als second messenger in der Zelle an zahllosen Prozessen beteiligt ist, muss es 

sehr präzise gesteuert und kontrolliert werden (Clapham 2007). Hier spielt das ER als 

zentrales Calciumspeicher-Organell eine entscheidende Rolle, ebenso wie der Sec61-

Komplex, der durch den Leckstrom dauerhaft einen Calciumausstrom aus dem ER ermöglicht 

und so auch eine physiologische Rolle einnimmt (Klein et al. 2018; Lang et al. 2017). Dadurch 

gab es ein begründetes Interesse, ob Veränderung des Sec61α potenziell einen Einfluss auf 

diese Calciumhomöostase ausüben. Die Calciumkonzentrationen können an verschiedenen 

Stellen in der Zelle durch unterschiedliche Methoden gemessen werden. In der vorliegenden 

Arbeit wurde zu großen Teilen mit dem Fluoreszenzfarbstoff FURA-2AM gearbeitet, um die 

Calciumkonzentration im Zytosol zu bestimmen. Alternativ wurde der genetisch codierte 

Calciumsensor GCaMP6-150 als Plasmid in die Zelle eingebracht, um im ER-Lumen Auskunft 

über die dort vorliegende Calciumkonzentration zu erhalten. Beide Indikatoren visualisieren 

Calcium durch die Veränderung ihre jeweiligen optischen Eigenschaften bei An- und 

Abwesenheit von Calcium, sodass eine räumliche und zeitliche Nachverfolgung der 

Calciumkonzentrationen ermöglicht wurde. Die Messungen wurden in der Pharmakologie der 

Universität des Saarlandes durchgeführt, mit freundlicher Unterstützung von Prof. Dr. Adolfo 

Cavalié. Hier wurde das so genannte iMIC Mikroskop genutzt, sowie zur Analyse die 

Programme Live Acquisition und Offline-Analysis. Alle Produkte stammen von der Firma Till 

Photonics. Das eingebaute Fura-2 Filterset und das Fluar 20x/0,75 M27 Objektiv erlaubten die 

Detektion der zytosolischen Calciumveränderungen in mehreren Zellen gelichzeitig. Die 

spezifisch auf das ER abzielende Analyse des luminalen Calciums wurde mit dem Fluar 

100x/0,75 M27 Objektiv und dem GFP-Filter durchgeführt, um einzelne Zellen vermessen zu 

können.  
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5.6.1. Bestimmung der zytosolischen Calciumkonzentration mittels FURA-

2AM 

Zur Bestimmung des zytosolischen Calciumgehaltes wurde der Farbstoff FURA-2AM 

eingesetzt. Hierbei handelt es sich um einen ratiometrischen Farbstoff, denn das 

Absorptionsmaximum wird von 380 nm in der Calcium-freien Form zu 340 nm in der Calcium-

gebundenen Form verschoben, während die Emission weiterhin bei 510 nm gemessen wurde. 

Der isosbestische Punkt liegt bei 362 nM. Dadurch kann bei zunehmender 

Calciumkonzentration eine stärkere Emission nach einer Anregung mit 340 nm gemessen 

werden, während zeitgleich die Emission nach einer Anregung mit 380 nm abnimmt. Durch die 

nahezu simultane Messung (Verzögerung 5 ms) dieser beiden Werte und der Bildung des 

340/380 Verhältnisses, ist der Messwert unabhängig von der Beladungseffizienz, dem 

Ausbleichen des Farbstoffes oder den physiologischen Eigenschaften der Zelle. Die Struktur 

dieses Farbstoffs beruht auf der Struktur von EGTA, dementsprechend wird Calcium durch 

vier Carboxylgruppen an den Farbstoff gebunden (Tsien 1980). Die Lokalisation des Farbstoffs 

im Zytosol wird durch Acetoxymethylester (AM)-Gruppen ermöglicht. Diese Gruppen 

ermöglichen die Membranpermeabilität von Fura-2AM. Durch zelleigene Esterasen werden 

diese Gruppen im Zytosol vom Farbstoff entfernt, sodass dieser im Zytosol akkumuliert 

(Grynkiewicz et al. 1985). Des Weiteren ist dieser Farbstoff durch eine angegebene KD von 

224 nM hervorragend geeignet, um die Calciumfluktuationen im Zytosol darzustellen 

(Grynkiewicz et al. 1985). Im Abgleich mit dem Hintergrund und Kalibrierungsmessungen war 

es so möglich die direkte Calciumkonzentration zu bestimmen. Zur Feststellung ob 

verschiedene Calcium-Prozesse (Kap. 4.4) verändert sind innerhalb der Zelle wurden 

verschiedene Manipulatoren und Lösungen eingesetzt, um unterschiedliche Effekte zu 

erzeugen. Die experimentelle Vorbereitung erfolgte in allen Fällen auf die gleiche Art und 

Weise. Die Zellen wurden einen Tag bevor das Experiment begann 1:2 passagiert. Jene Zellen 

wurden am folgenden Tag mittels Trypsins geerntet und ausgezählt. Um eine gleichmäßige 

Konfluenz der Zellen zu erreichen, wurden unterschiedliche Zellzahlen in 6 cm 

Zellkulturschalen ausgesät. Diese war angepasst an die jeweiligen 

Wachstumsgeschwindigkeiten der Zelllinien. Für SEC61A1-V67G-Zelllinie waren 6*105, für 

den WT 6*105 und die T185A Mutante 6,5*105 Zellen pro Zellkulturschale von Nöten. In der 

Kulturschale wurden Glasplättchen von 2 cm Durchmesser platziert, auf denen die Zellen 

anwuchsen, um auf diesen vermessen zu werden. Die Zellen wurden für 48 Stunden in 4 ml 

Medium im Brutschrank kultiviert. Mindestens zwei Stunden vor dem Beginn der Messung 

wurden 3 cm Zellkulturschalen vorbereitet, in die 2 ml Kulturmedium gegeben wurde und 

ebenfalls im Brutschrank gelagert wurden, damit das Medium die entsprechenden 37 °C 

erreicht. Die Glasplättchen wurden aus der sechs in die drei Zentimeterschale übertragen, in 

welchen die Zellen für 25 min mit 3,5 µl Fura-2AM (1 mM) inkubierten, und dadurch mit dem 
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Farbstoff beladen wurden. Danach wurden das Deckgläschen in den Messring übertragen und 

zweimal mit 300 µl external solution (ES) + EGTA-Lösung gewaschen. Abschließend wurde 

dieselbe Lösung auf die Zellen gegeben und das Deckgläschen im Strahlengang positioniert. 

Durch den Einsatz von EGTA im extrazellulären Raum wurde sichergestellt, dass kein Calcium 

von außen in die Zellen gelangen konnte und nur intrazelluläre Vorgänge vermessen wurden. 

Die Messung erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, durch einen Lichtimpuls alle drei 

Sekunden. Lösungen mit Manipulatoren wurden immer mit 300 µl Volumen in ES+EGTA 

zugegeben. Hierbei war zu beachten, dass je nach Aufbau des Messprotokolls die 

zugegebenen Lösungen, doppelt oder dreifach konzentriert sein müssen, um eine einfache 

finale Konzentration der zugegebenen Manipulatoren zu erreichen. Pro Messung wurden 50 

Zellen gemessen und deren Mittelwert als ein Versuch bzw. Replikat definiert. Ausgewertet 

wurden die ausgegebenen Ratios 340/380, die mithilfe der Messzeitpunkte einen Messverlauf 

widerspiegeln. Aus diesem Messverlauf wurde die Differenz (Delta) zwischen dem Maximum 

und dem Mittelwert der Baseline, der Minute vor der Behandlung, gebildet. 

External solution (ES)     ES + EGTA 
NaCl       140 mM   EGTA   0,5 mM 
KCl           5 mM         in ES 
MgCl2           1 mM 
Glukose        10 mM 
HEPES/KOH; pH 7,35      10 mM 
              in H2O bidest 
 

Demaskierung der Calciumleckströme durch Thapsigargin 

Zur Visualisierung des Calciums, welches aus dem ER durch die Leckkanäle ausströmt, 

musste die Rückführung der Calciumionen in das ER unterbunden werden. Dadurch 

akkumulierte Calcium im Zytosol und wurde durch die Verwendung von FURA-2AM detektiert. 

Die Rückführung der Ionen wird normalerweise ermöglicht durch die SERCA, welche 

Calciumionen gegen das Konzentrationsgefälle in das ER hineinbefördert und irreversibel 

sowie höchst effektiv durch Thapsigargin inhibiert werden kann (Rogers et al. 1995; Thastrup 

et al. 1990). Die Zellen wurden wie oben beschrieben vorbereitet und im Strahlengang 

platziert. Nach der Bestimmung der Grundkonzentration des Calciums im Zytosol in der ersten 

Minute wurde 300 µl 2x TG-Puffer zugegeben, sodass eine finale Konzentration von 1 µM 

erreicht wurde. Die Messung wurde für neun Minuten fortgesetzt, sodass eine 

Gesamtmesszeit von zehn Minuten analysiert wurde.  

TG-Puffer (2x) 
Thapsigargin          2 µM 
         in ES+EGTA 
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Mobilisierung des freien Calciums aus Zellorganellen mittels Ionomycin 

Um zu zeigen, welche Mengen freies Calcium in der Gesamtheit der verschiedenen 

Organellen der Zelle gespeichert wurde, wurde das Ionophor Ionomycin eingesetzt (Liu & 

Hermann 1978). Dieses ermöglicht einen schnellen, dem Konzentrationsgefälle 

entsprechenden, Austritt der Calciumionen aus den Organellen in das Zytosol. Hierbei muss 

beachtet werden, dass das ER unter Ruhebedingungen zwar der Hauptspeicher für Calcium 

in der Zelle ist, andere Organellen jedoch ebenfalls geringere Mengen Calcium beinhalten 

(Putney 1999). Dadurch, dass die Reaktion der Zelle auf Ionomycin deutlich schneller verlief, 

war hier eine Messzeit von fünf Minuten ausreichend. Erneut wurde ES+EGTA verwendet, um 

die Zellen zu waschen und nach einer Minute 300 µl 2x Iono-Puffer zugegeben, um die 

Calciumspeicher in das Zytosol zu entleeren. 

Iono-Puffer (2x) 
Ionomycin        10 µM 
         in ES+EGTA 

 

Bestimmung des ER spezifischen freien Calciums 

Da das Signal für freies Calcium nach Ionomycingabe ein Mischung aus der Reaktion aller 

Organellen war, konnte hier nicht spezifisch der Anteil des ERs ermittelt werden, auch wenn 

dieser mit Abstand der größte sein sollte (Putney 1999). Daher wurde die Kombination aus 

Thapsigargin und Ionomycin genutzt um den Calciumgehalt aller Organellen außer dem ER 

zu bestimmen. Sollte dieser identisch sein und Unterschiede in der Reaktion aller Organellen 

auf Ionomycin zu beobachten gewesen sein, konnte dieser Unterschied auf das ER 

zurückgeführt werden. Der experimentelle Ablauf war in der Vorbereitung identisch zu bisher 

beschriebenen Experimenten. Nachdem die Messung gestartet wurde, wurde nach einer 

Minute 2x TG-Puffer appliziert. Dadurch wurden die Calciumspeicher des ERs geleert. Nach 

weiteren neun Minuten wurde 3x Iono-Puffer zugegeben Dadurch wurden alle weiteren 

Organellen entleert. Die Messung wurde für vier Minuten fortgesetzt und dann mit Hilfe das 

Offline Analysis Tool ausgewertet.  

TG-Puffer (2x)       Iono-Puffer (3x) 
Thapsigargin          2 µM   Ionomycin             15 µM 
        in ES+EGTA       in ES+EGTA 
 

Analyse der Stressreaktion auf Tunicamycinbehandlung 

Durch den Faltungsantagonisten Tunicamycin wird in der Zelle Stress ausgelöst (Helenius et 

al. 1992). Durch die daraus resultierende Fehlfaltung von Polypeptiden wird das Chaperon BiP 
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verstärkt dazu eingesetzt diesem Zustand entgegenzuwirken. Dadurch wird die Menge an BiP, 

welches mit dem Sec61α interagiert, um dieses zu verschließen, verringert und nach einer 

Thapsigargin-Behandlung wird ein erhöhter leak sichtbar (Schäuble et al. 2012). Dadurch kann 

die Messung der Antwort auf eine Thapsigargin-Behandlung einen Hinweis darauf geben, ob 

die Zelle einem dauerhaften Stress ausgesetzt waren bzw. wie diese auf den Stress 

reagierten. Auch hier wurde in einer calciumfreien externen Lösung gemessen. Nach einer 

Minute wurde Tunicamycin-Puffer appliziert und für drei Minuten erfolgte dessen Wirkung, die 

durch den darauffolgenden TG-Puffer nachgewiesen wurde (weitere 9 min Messzeit). Zur 

Kontrolle wurden die Zellen für den gleichen Zeitraum anstatt mit Tunicamycin mit DMSO 

behandelt. 

Tunicamycin-Puffer (2x)     TG-Puffer (3x) 
Tunicamycin      30 µg/ml   Thapsigargin    3 µM 
           in ES+EGTA       in ES+EGTA 
DMSO-Puffer 
DMSO      1 % (v/v) 
           In ESEGTA 
 

Nachweis des store operated calcium entrys (SOCE) 

Die natürliche Reaktion der Zelle ist es, nachdem der Calciumspeicher des ERs entleert wurde, 

diesen wieder aufzufüllen. Dies erfolgt durch den SOCE, bei dem Calcium aus dem 

extrazellulären Raum aufgenommen wird, ins Zytosol gelangt und dann von SERCA weiter in 

das ER überführt wird (Ambudkar et al. 2017). Da hier im Laufe des Experimentes wieder 

Calcium zugegeben wird, wird mit einer external solution ohne EGTA gearbeitet, um einen 

Pufferungseffekt zu verhindern. Um eine Calciumaufnahme zu triggern, wurde nach einer 

Minute Messzeit TG-Puffer zu den Zellen gegeben. Dadurch wird der Calciumspeicher des 

ERs entleert und der SOCE aktiviert. Nach zehn Minuten Inkubationszeit wird Calcium-Puffer 

in den Ring gegeben, sodass eine Endkonzentration von 1 mM Calcium in der Lösung erreicht 

wird. Dadurch konnte nun der Einstrom von Calcium aus dem Medium in das Zytosol für 

weitere elf Minuten gemessen werden.  

TG-Puffer (2x)       Calcium-Puffer  
Thapsigargin           2 µM   Ca2+    3 mM 
           in ES        in ES 
 

Behandlung der Zellen mit Eeyarestatin 1 

Durch die Verwendung von Eeyarestatin 1 (ES1) wurde es ermöglicht, direkt das Sec61α zu 

modulieren. Das Molekül bindet in das lateral gate des Sec61α und arretiert dieses in einem 

Zustand, bei dem ein Proteintransport nicht mehr möglich ist, allerdings ein dauerhafter 
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Ausstrom durch das Sec61α von Calcium aus dem ER entsteht (Gamayun et al. 2019). 

Dadurch wurde anhand des Calciumausstromes die Sensitivität des Sec61α gegenüber der 

ES1-Behandlung festgestellt. Die Inkubation der Zellen erfolgte standardgemäß in der ES + 

EGTA-Lösung, um einen Einfluss von extrazellulärem Calcium auszuschließen. Die Zellen 

wurden nach einer Minute mit ES1-Puffer behandelt und für 16 min vermessen.  

ES1-Puffer (2x)    
Eeyarestatin 1        20 µM 
          in ES+EGTA 
 

Behandlung der Zellen mit 4-PBA 

Um zu testen, ob 4-PBA eine Lang- bzw. Kurzzeitwirkung auf den zellulären Calciumhaushalt 

ausübt, wurden unterschiedliche Methoden der Behandlung genutzt. Um zu prüfen, ob durch 

die Behandlung mit 4-PBA als sekundärer Effekt der Calciumspeicher des ER stärker gefüllt 

wird, wurde die Zellen mit 4-PBA wie in Abschnitt 5.5.4 beschrieben behandelt und nach 36 

Stunden Ionomycin-Messungen durchgeführt. Um eine unmittelbare Wirkung der 4-PBA 

Behandlung auf den leak durch den Sec61α Kanal zu demonstrieren, wurden ähnlich wie bei 

einer Behandlung mit ES1 oder Tunicamycin unbehandelte Zellen verwendet. Nach einer 

Minute Messzeit wurde der 4-PBA-Puffer appliziert und nach weiteren drei bzw. fünf Minuten 

der TG-Puffer bzw. Iono-Puffer. Der durch die Behandlung entstehende Unterschied ließ sich 

anhand eines veränderten Peaks nach Thapsigargin- oder Ionomycin-Applikation erkennen.  

4-PBA-Puffer (2x)      TG-Puffer (3x) 
4-PBA           1 mM   Thapsigargin     3 µM 
          in ES+EGTA       in ES+EGTA 
Iono-Puffer (2x)      Iono-Puffer (3x) 
Ionomycin        10 µM   Ionomycin            15 µM 
         in ES+EGTA                 in ES+EGTA 
 

Applikation von Ionomycin und Thapsigargin zu verschiedenen Zeitpunkten 

Zur Überprüfung, ob ein Zusammenhang zwischen den durch Ionomycin und den durch 

Thapsigargin generierten Ergebnissen besteht, wurde eine Zeitreihenmessung etabliert. 

Hierbei wurde vor der Applikation von Thapsigargin oder Ionomycin eins, fünf, zehn oder 15 

min gewartet und die darauffolgenden Effekte miteinander verglichen. Die Messdauer nach 

Applikation entsprach den Standardbedingungen von Thapsigargin +9 min und Ionomycin 

+4 min. Die Zellen wurde dabei dauerhaft in der ES+EGTA-Lösung befindlich vermessen. Die 

hinzugefügten Lösungen waren wie bereits beschrieben konzentriert.  
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TG-Puffer (2x)       Iono-Puffer (2x)  
Thapsigargin            2 µM   Ionomycin           10 µM 
           in ES+EGTA                in ES+EGTA 
 

 

Abb. 17: Schematische Darstellung der Effektoren, die Einfluss auf die Calciumhomöostase 
nehmen. Die Detektion der Calciumänderung erfolgte im Zytosol durch FURA-2AM im ER-Lumen durch 
den genetisch codierten Sensor GCaMP6-150 (Kap. 5.6.3). 1: Durch den Einsatz von TG wird die 
Rückführung von Calcium in das ER verhindert. Dadurch erhöht sich die Calciumkonzentration im 
Zytosol, während sich die Konzentration im ER 2 zeitgleich verringert. 3: Nach der Applikation von 
Ionomycin werden alle Calciumspeicher der Zelle mobilisiert und in kurzer Zeit unreguliert in das Zytosol 
überführt. 4: Durch ES1 wird der Proteintransport in das ER verhindert, während der Kanal dennoch 
dauerhaft geöffnet für Calcium bleibt. 5: Nachdem das ER durch TG entleert wurde, wird der SOCE 
aktiviert. Aufgrund der Zuführung von externem Calcium wird die Aufnahme des Ions in das Zytosol 
durch den STIM/ORAI Komplex ermöglicht.  

5.6.2. Kalibrierung des Mikroskops 

Um eine Umrechnung der ermittelten Dimensionslosen Werte aus den FURA-2AM-

Messungen in reale Calciumkonzentrationen zu ermöglichen, mussten zwei Dinge erfolgen. 

Zum einen wurde das Mikroskop mittels definierter Lösungen kalibriert, zum anderen mussten 

minimale und maximale Werte für die Calciumkapazität des Zytosols für die einzelnen 

Zelltypen bestimmt werden. Dies konnte dann in einer Umrechnungsformel eingesetzt werden 

und die dimensionslose Angabe der Calciumratio in eine reale Calciumkonzentration 

umgerechnet werden.  

Die Kalibrierung des Mikroskops erfolgte durch selbst hergestellte Puffer, die eine definierte 

Menge Calcium enthielten. Von diesen Puffern wurde einzeln 5 µl auf ein Deckgläschen 

gegeben und die Werte für eine Anregung bei 340 und bei 380 nm bestimmt. Die 

Pufferkonzentrationen erstreckten sich von 0 µM Calcium + 50 µM Fura-2AM bis 39 µM 

Calcium + 50 µM Fura-2AM. Zur Definition des Hintergrundes wurde eine Lösung 
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herangezogen, die 39 µM Calcium, aber kein FURA-2AM Farbstoff beinhaltetet. Nachdem alle 

Werte ermittelt wurden, wurden mehrere Rechenschritte angewandt, um eine 

Geradengleichung zu erhalten mit der die spezifische KD für dieses Setup bestimmt wurde. 

Exemplarisch werden hier die Rechenschritte für 1,35 µM Calcium aufgeführt. Diese 

Kalkulationen müssen auf jede Konzentration angewendet werden. Hierbei werden die Ratios 

für 0 µM Ca2+ und 39 µM Ca2+ als Rmin und Rmax definiert. 

1. Abzug des Hintergrunds:    𝐹380 (1,35 𝐶𝑎2+) − 𝐹380 (𝑏𝑔) = 𝐹´380 (1,35 𝐶𝑎2+) 

 𝐹340 (1,35 𝐶𝑎2+) − 𝐹340 (𝑏𝑔) = 𝐹´340 (1,35 𝐶𝑎2+) 

2. Definieren der Ratio:    
𝐹´

340 (1,35 𝐶𝑎2+)

𝐹´380 (1,35 𝐶𝑎2+)

= 𝑅1,35 

3. korrigierte Ratio    
𝑅1,35 − 𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑅 𝑚𝑎𝑥−𝑅1,35
 

4. Korrekturfaktor α:    
𝑅380 (0 𝐶𝑎2+)−𝑅380 (𝑏𝑔)

𝑅 380 (39 𝐶𝑎2+)−𝑅380 (𝑏𝑔)
= 𝛼 

5. Bildung des Log:   Es werden jeweils der log der Calciumkonzentration und der 

korrigierten Ratio gebildet. Dabei stellt die Calciumkonzentration 

den y-Wert, die korrigierte Ratio den x-Wert des 

Koordinatenpunkts dar. Diese werden in ein Koordinatensystem 

eingetragen. 

6. Bestimmung der Geradengleichung:  𝑦 = 𝑚 ∗ 𝑥 + 𝑏 

7. Umrechnung in die KD:   
−𝑏

𝑚
= 𝑑 

      10𝑑 = 𝑑´ 

      
𝑑´∗1000

𝛼
= 𝐾𝑑 

Die Dissoziationskonstante wurde in Nanomol angegeben. 

Zur Bestimmung der minimalen und maximalen Calciumkapazität der Zellen, wurden zwei 

Puffer verwendet. In Puffer-A waren Ionomycin und EGTA enthalten, während in Puffer-B hohe 

Mengen Calcium verwendet wurden. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben kultiviert (Kap. 

5.6.1) und mit dem Farbstoff FURA2-AM beladen. Nach der Beladung wurden die Zellen 

zweimal mit Puffer-A gewaschen und danach für 15 min in Puffer-A inkubiert, wobei dieser alle 

fünf Minuten gewechselt wird. Dadurch war eine völlige Entleerung der Organellen und des 

Zytosols gegeben. Die Messung wurde gestartet und nach fünf Minuten wurde Puffer-B 
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hinzugefügt. Dieser Maximalwert wurde für weitere fünf Minuten vermessen. Aus den 

Messungen wurde ein minimaler (Rmin) und ein maximaler (Rmax) Wert für die Calciumkapazität 

der Zellen definiert 

Daraus ergibt sich die folgende Formel zur Berechnung des freien Calciums im Zytosol: 

𝐶𝑎     𝑓𝑟𝑒𝑒
2+ = 𝐾𝑑 ∗

𝑅 − 𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅
 

Dieser Wert wurde in Nanomol angegeben. 

Puffer-A:       Puffer-B: 
Ionomycin        10 µM   Ionomycin          10 µM 
EGTA          2 mM   Calcium         52 mM 
           in ES                in ES 
 

5.6.3. Bestimmung des luminalen Calciumgehalts anhand GCaMP6-150 

Um direkt im Lumen des ERs die Calciumkonzentration messen zu können, wurde der 

genetisch codierte Sensor GCaMP6-150 verwendet. Dieser wurde freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. Adolfo Cavalié (UdS, Pharmakologie und Toxikologie) und Prof. 

Timothy Ryan (Weill Cornell Medical College; New York). Der hier verwendete Sensor, bei 

dem die 150 für die KD von 150 µM steht, basiert auf einem zirkulär permutierten EGFP (de 

Juan-Sanz et al. 2017). Nahe dem chromophoren Zentrum des EGFPs liegt eine Calmodulin-

M13-Sequenz (Chen et al. 2013). Sollte Calcium vorhanden sein, bindet dieses an die 

Calmodulin-Sequenz, wodurch dieses eine Konformationsänderung erfährt und an das M13-

Peptid binden kann (Ikura et al. 1992; Miyawaki et al. 1997). Als Folge dieser geänderten 

Konformation entsteht ein verstärktes Signal durch das GFP (Chen et al. 2013). Die 

Lokalisierung des Sensors im ER-Lumen wird sichergestellt durch eine Calreticulin 

Signalsequenz am N-Terminus und eine KDEL-Sequenz am C-Terminus (de Juan-Sanz et al. 

2017). Da im Gegensatz zu den im vorherigen Kapitel beschriebenen Messungen das ER und 

nicht das Zytosol vermessen wurde, wurden einzelne Zellen mit dem 100x/0,75 M27 Öl-

Objektiv (Zeiss) analysiert. In der Vorbereitung wurden 3*105Zellen auf Deckgläschen in einer 

3,5 cm Zellkulturschalen ausgesät und über Nacht kultiviert. Am Folgetag erfolgte die 

Plasmidtransfektion mit dem GCaMP6-150 Plasmid (Kapitel 5.5.3) und die Zellen synthetisierten 

für 24 Stunden das entsprechende Reporterkonstrukt. Die Schritte wurden in Medium ohne 

Antibiotikum durchgeführt. Die Zellen wurden zweimal mit ES-EGTA gewaschen und in dieser 

Lösung mit folgenden Einstellungen vermessen: 2x2 Binning; 50 ms Expositionszeit; 300 

frames mit je 3 s pro frame. Nach einer Minute wurde TG-Puffer zugegeben, um den Ausstrom 

von Calcium aus dem ER, also die Abnahme des GFP-Signals zu induzieren. Normalisiert und 

berechnet wurden die Ergebnisse wie folgt: 
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Definition:  F= gemessene Fluoreszenz 
Fb= gemittelte basale Fluoreszenz der letzten 20 frames;  
F´0 = Mittelwert der Ausgangsfluoreszenz in den frames 5 bis 15 nach Abzug 

von Fb;  
I = normalisierte Signalintensität. 
 

𝐹´ = 𝐹 − 𝐹𝑏 

𝐼 =
𝐹´

𝐹´0
 

Der Wert der normalisierten Intensität wurde gegen die Zeit aufgetragen. Der Zeitpunkt, an 

dem die Hälfte des Calciums aus dem ER ausgeströmt ist die halbmaximale Geschwindigkeit, 

welche anhand der graphischen Auftragung ablesbar war. Je geringer diese Zeit ist, desto 

schneller strömt Calcium aus dem ER, desto weniger verschlossen wären demnach die leak-

Kanäle. 

ES + EGTA       TG-Puffer (2x) 
NaCl       140 mM   Thapsigargin               2µM 
KCl           5 mM      in ES+EGTA 
MgCl2           1 mM    
Glukose        10 mM 
HEPES/KOH; pH 7,35      10 mM 
EGTA        0,5 mM 
              in H2O bidest 
 

5.7. Real Time Cell Analyzer  

Die kontinuierliche Analyse der Zellproliferation und des Zellwachstums wurde ermöglicht 

durch die Nutzung des xCELLigence Real Time Cell Analyzer (RTCA). Die hier verwendeten 

„96 well E-plates“ sind am Boden mit Goldelektroden in einem engmaschigen Netz versehen, 

auf denen die Zellen direkt wachsen können. Durch diese Goldelektroden wurde die 

Impedanz, also der Widerstand gemessen, der in der einzelnen wells vorlag. Bei adhärenten 

Zellen wurde diese Impedanz durch das Wachstum und die Proliferation geprägt, beides 

Faktoren, die zu einem mehr an bewachsener Fläche führen. Eine Unterscheidung zwischen 

diesen beiden Parametern war mit Hilfe des RTCA nicht möglich, weswegen das 

„Größenwachstum & Proliferation“ der Zellen durch einen dimensionslosen „Cellindex“ 

wiedergegeben wurde. Zur Normalisierung der Wachstumskurven wurde die Steigung dieser 

Kurven bestimmt, um die Zunahme des Cellindex zu definieren. Die Zellen konnten über 

mehrere Tage im Brutschrank in den E-plates kultiviert werden, was eine dauerhafte 

Beobachtung der Auswirkung von Substanzen oder dem unbeeinflussten Wachstum 

ermöglichte. Zu Beginn wurde ein Referenzwert für die einzelnen wells durch eine Messung 

festgelegt, bei der nur 145 µl Kulturmedium pro Vertiefung vorgelegt wurden. Die Zellen, die 

erneut am Vortag 1/2 passagiert wurden, wurden geerntet, gezählt und die Konzentration auf 

100 Zellen pro 1 µl eingestellt. 50 µl der Zellsuspension wurden in jede Vertiefung überführt. 
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Da es sich bei HEK-Zellen um adhärente Zellen handelt, wurde vor Beginn der Messung 30 

min abgewartet, damit die Zellen absinken konnten. Nach einer Anwachsphase von 24 bzw. 

48 Stunden wurden die Zellen mit unterschiedlichen Substanzen in verschiedenen 

Konzentrationen behandelt, um positive oder negative Effekte auf den Cellindex zu messen. 

Die Zugabe erfolgte in 5 µl Volumen, wobei die Substanzen, wenn möglich, in Medium zuvor 

verdünnt wurden. Die Impedanz wurde über 5 Tage alle 15 min vermessen und später mit Hilfe 

des RTCA-Programms ausgewertet. Die beschriebene Steigung der Kurven wurde zwischen 

dem Zeitpunkt der Applikation und dem absoluten Maximum des Zellindexes bestimmt.  

5.8. Auswertung und Statistik zu den Ergebnissen. 

Die, falls nötige, Umrechnung und Sammlung der erhobenen Werte erfolgte in Microsoft Excel. 

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Sigma Plot 10 verwendet, indem 

automatisiert One-Way-ANOVA Analysen mit entsprechenden Post-hoc Tests durchgeführt 

wurden. Dadurch wurde die Frage beantwortet, ob beim Vergleich mehrere Proben/Zelllinien 

ein signifikanter Unterschied zwischen den betrachteten Resultaten vorlag. Zum Vergleich von 

zwei Resultaten untereinander wurde der zweiseitige t-Test verwendet. Dieser ist in den 

Abbildungen durch eine kursive Schreibweise vom One-Way-ANOVA abgegrenzt. Die 

Signifikanz wurde wie folgt definiert: 

p>0,050 (nicht signifikant) 

p≤0,050 (signifikant, *) 

p≤0,010 (sehr signifikant, **) 

p≤ 0,001 (hoch signifikant, ***) 

Die Erstellung der Grafiken erfolgte ebenfalls in diesem Programm, wobei zu deren 

Ausgestaltung CorelDRAW verwendet wurde.  

 

 



  Ergebnisse 

 
104 

6. Ergebnisse 

Die beiden Themenkomplexe, die in dieser Arbeit behandelt wurden, sind sowohl eigenständig 

als auch miteinander interagierend zu betrachten. Die zentrale Aufgabe des Projektes rund 

um den SND-Transportweg war es, Interaktionspartner auf Basis einer durch Vorarbeiten in 

der Arbeitsgruppe generierten Liste von potentiellen Kandidaten zu validieren (Haßdenteufel 

et al. 2017). Der Fokus wurde hier auf den Nachweis von direkten Protein-Protein-

Interaktionen durch verschiedene Techniken gelegt, um sowohl das räumliche Umfeld als auch 

die direkten Interaktionspartner des hSnd2 im humanen System zu identifizieren.  

Das zweite Projekt behandelt eine zentrale Komponente des Proteintransportes in das 

Endoplasmatische Retikulum in humanen Zellen. Die funktionelle Vielseitigkeit des in der ER 

Membran liegenden Sec61α und auch die zunehmenden Beschreibungen der Proteintransport 

und Sec61α-assoziierten Erkrankungen in der Literatur, ließen den Schluss zu, dass weiteren 

Erkrankungen eine Sec61α-Mutation zugrunde liegen könnten. In dieser Arbeit sollten für zwei 

kürzlich entdeckte Mutationen des Sec61α, welche die Nierenerkrankung ADTKD auslösen, 

die biochemischen Phänotypen charakterisiert werden, um ein besseres Verständnis der 

Symptome und der Krankheit selbst zu erlangen (Bolar et al. 2016).  

Die Verknüpfung beider Themen, der Definition eines bisher nur aus der Hefe bekannten 

Proteintargetingweges zum Sec61-Komplex (Aviram et al. 2016) in humanen Zellen und der 

Untersuchung der Effekte von Mutationen des Sec61α (Bolar et al. 2016), ist 

dementsprechend auch „lokal“ an diesem Protein möglich. Durch die Analyse von 

Komponenten die Transportsubstrate heranführen, der Funktionalität sowie von direkten und 

indirekten Interaktionspartnern des Sec61α entsteht ein besseres Verständnis des verstrickten 

Transportnetzwerkes von Proteinen und der Calciumhomöostase in humanen Zellen bei.  

6.1. Aufklärung des hSnd2-Interaktoms 

Um die Struktur und die Funktion eines Transportweges für Proteine in humanen Zellen zu 

verstehen, ist es essenziell, die daran beteiligten Komponenten zu kennen. Diese Identifikation 

gelang in der Vergangenheit beispielsweise sowohl für den SRP- als auch für den 

GET/TRC40-Transportweg, wodurch das Verständnis dieser Prozesse erweitert wurde. Diese 

Erweiterung ist auch das Ziel für den humanen SND-Transportweg, von dem bisher nur eine 

Komponente, das hSnd2-Protein, identifiziert werden konnte (Haßdenteufel et al. 2017). Daher 

wurden im Rahmen dieser Arbeit Interaktionspartner zu hSnd2 bestimmt, die mit Hilfe von 

Experimenten, die sowohl in vitro als auch in lebenden Zellen diese Zusammengehörigkeit 

zeigen sollten.  
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6.1.1. Eingrenzung der Interaktionskandidaten per Massenspektrometrie 

Zur Feststellung von Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen können verschiedene 

Techniken zum Einsatz kommen. Da im Fall des SND-Transportweges bisher nur eine 

beteiligte Transportkomponente bekannt ist, wurde zu Beginn in einem umfassenderen Ansatz 

nach Interaktionskandidaten gesucht, die mit Hilfe einer Co-IP identifiziert werden sollten. 

Zusammen mit der Identifizierung der co-präzipitierten Proteine durch eine 

massenspektrometrische Analyse wurden diese Versuche bereits publiziert (Haßdenteufel et 

al. 2017). Der Umfang der veröffentlichten potenziellen Interaktionspartner war jedoch zu groß, 

um eine spezifische Interaktion zur Verifikation herauszuarbeiten. Daher wurde der zur 

massenspektrometrischen Analyse in Haßdenteufel et al. 2017 angewendete, experimentelle 

Aufbau mit dem Ziel verändert, diese Liste spezifischer einzugrenzen. Die Strategie hierbei 

war es, die ehemals sanften Bedingungen, unter denen die Co-IP durchgeführt wurde, 

stringenter zu gestalten, um dahingehend Proteine, die weniger effizient an hSnd2 binden, 

oder nur über Zwischenverbindungen aufgereinigt wurden, zu entfernen. Dadurch sollten nur 

Proteine eluiert werden, die direkt mit hSnd2 interagieren.  

Für diesen Experimenttyp wurden HeLa-Zellen wie in Kapitel 5.5.3 beschrieben mit dem 

HSND2-FLAG Plasmid transient transfiziert, um auf diese Weise die Synthese des als bait 

(Köder) agierenden hSnd2-FLAG über 24 Stunden hervorzurufen. Die Zellen wurden dem 

Protokoll entsprechend geerntet und eine Co-IP nach Kapitel 5.2.6 durchgeführt. Ergänzend 

zu dem dort beschriebenen Ablauf, wurden nach den drei Standardwaschschritten (gezeigt ist 

der erste Waschschritt W1 Abb. 18), weitere Waschschritte eingefügt, um die Stringenz des 

Waschschrittes zu erhöhen. Diese zusätzlichen Wasch-Puffer enthielten entweder eine 

erhöhte Salzkonzentrationen (W4 und W5), um ionische Verbindungen zu lösen, oder TritonX-

100 (W6) als harscheres Detergens, um hydrophobe Proteininteraktionen zu stören und so ein 

spezifischeres Eluat zu erhalten (Masters 2004). Nach der kompetitiven Elution durch die 

Zugabe des FLAG-Peptides wurde die hiermit generierte Eluatfraktion (E) durch den Einsatz 

von TCA gefällt (Kap. 5.2.7). Die Auftrennung des Proteingemisches wurde durch eine SDS-

PAGE erreicht und die Proteine abschließend mittels immunologischer Detektion oder 

kolloidalem Coomassie analysiert (Kap. 5.2.2; 5.2.3; 5.2.4; 5.2.7). Es ist zu erkennen (Abb. 

18A), dass die Solubilisierung, also das Lösen des hSnd2 aus der ER Membran, durch den 

Einsatz von Chaps als Detergens erfolgreich war, da das Verhältnis des detektierten hSnd2-

FLAG zwischen den Fraktionen P und -IP (vor IP) deutlich zugunsten der letzteren ausfiel. 

Ebenfalls war die Immunpräzipitation sehr effizient, da in der zugehörign Fraktion +IP (nach 

IP) keine Detektion des hSnd2-Proteins möglich war. Die Signale in den Proben der 

Waschschritte (W1,4,5,6) zeigen, dass hSnd2-FLAG effektiv an die ANTI-FLAG® M2 Affinity 

Beads gebunden wurde. Erst der Einsatz von TritonX-100 in Waschschritt 6 (W6) hatte zur 

Folge, dass geringe Mengen des Proteins von den antikörperbesetzten beads gelöst wurden. 
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Die Elution (E) erfolgte effizient, da der Großteil des aufgereinigten Proteins in der Eluatspur, 

jedoch wenig an den mit Laemmli und Hitze behandelten beads (B) detektiert werden konnten. 

Durch die Anfärbung mittels kolloidalem Coomassie (Abb. 18B) war zu erkennen, dass ein 

geringer Anteil des gesamten Proteinpools der Zellen nicht solubilisiert wurde (Vergleich P zu 

-IP) und auch die Bindung an die ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads (+IP) spezifisch erfolgte, da 

weiterhin viel Protein in der aus diesem Überstand gewonnenen Probe nachweisbar war. Im 

ersten Waschschritt, der mit dem ebenfalls zur Lyse verwendeten Puffer erfolgte, wurden 

unspezifisch an die beads gebundene Proteine von diesen gelöst, was durch die erhöhten 

Salzkonzentrationen in W4 und W5 noch leicht gesteigert wurde. Durch den Einsatz von Triton-

X (W6) wurde hingegen noch eine größere Menge an Proteinen, die über hydrophobe 

Interaktion an das baitprotein, oder stärker an die beads gebunden waren, aus der Probe 

entfernt. 

 

Abb. 18: Spezifizierung der hSnd2-Interaktionspartner durch eine optimierte Co-IP mit hSnd2-
FLAG als baitprotein.  Die Zellen wurden ausgesät und wie in Abschnitt 5.5.3 beschrieben mit dem 
hSnd2-FLAG-Plasmid transfiziert, die Expression erfolgte für 24 Stunden. Die Zellen wurden geerntet 
und gemäß 5.2.6 in einer Co-IP verwendet. Nach der Lyse und Zentrifugation wurde das Pellet (P) vom 
Überstand (-IP) getrennt. Zum Überstand wurde ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads gegeben und über 
Nacht inkubiert. Die beads wurden erneut durch Zentrifugation pelletiert (+IP), darauffolgend die beads 
gewaschen (W1). Das Vorgehen in der Co-IP wurde um zwei Waschschritte mit gesteigerten 
Salzkonzentrationen (W4, W5) und einem Waschschritt mit dem stringenteren Detergens TritonX-100 
erweitert (W6). Es folgte eine kompetitive Elution, um die Proteine von den beads zu lösen (E). 
Verbleibende Proteine wurden durch das Erhitzen der beads in Laemmli abgelöst (B). Aufgetragen 
wurden 105 Zelläquivalente, bzw. 106 Zelläquivalente für die Proben W1-E aus den jeweiligen 
Überständen nach Zentrifugation. A: Die Funktionalität des Experimentes, die Aufreinigung des hSnd2-
FLAG im Eluat, wurde durch die immunologische Detektion mit einem α-FLAG-Antikörper 
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nachgewiesen. B: Nach einer Anfärbung der aufgetrennten Proteine mittels kolloidalem Coomassie 
(Kap. 5.2.3) wurden im Eluat sechs Banden identifiziert die ausgeschnitten und zur MS an Frau Dr. 
Claudia Fecher-Trost (UdS; Homburg) gegeben wurden. C: Die identifizierten Proteine aus den 
besagten Banden wurden abgeglichen mit der Kandidatenliste aus Haßdenteufel et al. (2017). Aus 
diesem ergab sich die aufgeführte Liste an spezifischeren Interaktionspartnern für das hSnd2. 
Abgebildet ist ein repräsentatives Ergebnis aus mindestens zwei unabhängigen biologischen 
Replikaten, sowie das Gel, das zum Ausschneiden der Banden nach der Färbung genutzt wurde. 

In der abschließenden Elution waren nur noch vereinzelte Banden zu erkennen, von denen 

die sechs markierten ausgeschnitten und zur Massenspektrometrischen Analyse an Frau Dr. 

Claudia Fecher-Trost (Pharmakologie und Toxikologie, UdS; Homburg) gegeben wurden. Die 

resultierende Liste wurde mit Hilfe des Scaffold-Viewers ausgewertet (Gewählten Parameter: 

Protein Threshold: 99 %; Min # Peptides: 2; Peptide Threshold: 95 %). Proteine, die nicht in 

der ER Membran lokalisiert sind, wurden ausgeschlossen, worauf ein Abgleich mit den bereits 

identifizierten potentiellen Kandidaten erfolgte (Haßdenteufel et al. 2017). Die Ergebnisse sind 

in Abb. 18C dargestellt. Bei deren Analyse zeigte sich, dass Translokon-assoziierte Proteine 

wie RPN1 und TRAPδ identifiziert werden konnten (Pfeffer et al. 2014; Pfeffer et al. 2017). 

Gleichzeitig wurde auch das Protein TMCO1 in den Versuchen identifiziert, welches als OXA1- 

Homolog identifiziert wurde und ebenfalls die Insertion von Proteinen in die ER-Membran 

unterstützt (Anghel et al. 2017). Zusätzlich wurde neben hSnd2-FLAG, welches als baitprotein 

genutzte wurde, das endogene hSnd2 identifiziert. TMEM109 oder auch MG23 genannt, ist 

ein bisher wenig charakterisiertes Protein, welches Kanäle aus Multimeren ausbildet, die den 

Durchtritt von Kationen erlauben und ebenfalls nachgewiesen werden konnte (Lemos et al. 

2021; Venturi et al. 2011). Die weiteren gelisteten Proteine, sind Aldehyde dehydrogenase 10 

(Fettstoffwechsel), YIPF5 (Transport zwischen ER und Golgi), TMEM33 (tubuläres ER), 

TMED10 (sekretorischer Transport) und Reep5 (ER-Membranprotein) (Chang & Yoshida 

1997; Chang et al. 2013; Nguyen & Debnath 2020; Urade et al. 2014; Yoshida et al. 2008). 

Alle Proteine könnten, unabhängig von deren Funktion, Interaktionspartner oder aber 

potenzielle Transportsubstrate des humanen SND-Transportweges sein und daher ebenfalls 

mit hSnd2 interagieren. Nicht aufgeführt in dieser Liste, da keine Übereinstimmung mit der in 

Haßdenteufel et al. (2017) publizierten Liste vorliegt, jedoch ebenfalls identifiziert wurden 

Proteine, deren Assoziation zum Translokon in der Vergangenheit gezeigt werden konnte. 

Dies ist für die Proteine TRAPγ und SPC18, eine Untereinheit des Signalpeptidase-Komplexes 

der Fall (Kalies et al. 1998; Pfeffer et al. 2017). Analog zu den in der Masterarbeit publizierten 

Ergebnissen wurde auch in dieser Arbeit das Protein PPIA als Interaktionspartner identifiziert 

(Sicking 2017). Als cytosolisches Protein könnte es als hSnd1-Ortholog agieren (Wang & 

Heitman 2005). Die vollständigen Ergebnisse der MS Analyse sind im Anhang in Tab. 15 

angefügt.  

Abschließend lässt sich feststellen, dass das Ziel, die Kandidatenliste der Interaktionspartner 

des hSnd2 einzuengen erreicht wurde. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass hSnd2 im 
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räumlichen Kontakt mit dem Translokon steht und potenziell einen mindestens dimeren 

Komplex darstellt. Weiter identifizierte Proteine können sowohl Interaktionspartner als auch 

Transportsubstrate sein. Diese zeigen keine auffälligen Gemeinsamkeiten, mit der Ausnahme, 

dass es sich um Membranproteine handelt. Dies ist jedoch dem analytischen Vorgehen 

geschuldet. Einen definitiven Interaktionspartner zu bestimmen ist auch nach diesem 

experimentellen Vorgehen noch nicht möglich.  

6.1.2. Co-IP zur Identifikation von hSnd2-Interaktionspartnern ohne 

zusätzliche baitprotein-Expression 

Da der bisherige Nachweis einer Verbindung zwischen hSnd2 und dessen 

Interaktionspartnern auf einem markierten, also artifiziellen, hSnd2-FLAG beruht, wurde die 

Methode der Co-IP weiter ausgearbeitet. Durch die Verwendung von unbehandelten Zellen 

ohne eine plasmidgetriebene Proteinexpression wurde kein Überschuss an hSnd2 generiert. 

Dieser Überschuss könnte möglicherweise eine Fehllokalisation, falsche Interaktion oder 

Akkumulation des Proteins zur Folge gehabt haben und so falsch-positive Ergebnisse 

anzeigen. Aus diesem Grund wurde eine weitere Co-IP durchgeführt.  

Für die Aufreinigung des nicht markierten hSnd2 wurde der Ablauf der Co-IP so strukturiert, 

dass diese durch den Einsatz von α-hSnd2-Antikörpern ermöglicht wurde. Hierfür wurden 

HeLa-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und für 24 Stunden im Inkubator gehalten, 

wonach ein Medienwechsel erfolgte. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, 

gezählt (Kap. 5.5.2) und mit Hilfe des in der Co-IP verwendeten Lyse-Puffers lysiert und somit 

Membranproteine solubilisiert (Kap. 5.2.6). Die Proben wurden zentrifugiert (P) und der 

Überstand (-IP) mit Antikörpern gegen das gesuchte Protein, hier α-hSnd2, versetzt (+IP). 

Nach einer Inkubation über Nacht wurden Protein A sowie Protein G Sepharosebeads 

zugefügt, welche den Fc-Teil von Antikörpern binden. Nach drei Waschschritten (W) erfolgte 

eine Elution durch einen sauren pH-Shift und eine Fällung des Eluats mittels TCA (E) (Kap. 

5.2.7). Durch die Verwendung des α-hSnd2 Antikörpers, konnte hSnd2 erfolgreich an die 

beads gebunden werden, was durch eine abnehmende Bandenintensität im Vergleich der 

Proben -IP und +IP zu erkennen ist (Abb. 19). Ebenfalls wurde das Protein stabil an die beads 

gebunden, da nur eine Bande mit schwacher Intensität im Waschschritt zu erkennen war. Dass 

eine Elution des Proteins durch den sauren pH-Shift erfolgreich war, wird durch die erkennbare 

Bande in Spur E deutlich. Das Signal in Spur B (ausgekochte beads) zeigt jedoch auch, dass 

nicht alle hSnd2-Proteine im Eluatschritt wieder von den beads gelöst werden konnten. 

Gleichzeitig ist dies jedoch auch ein vorteilhafter Indikator dafür, dass die Bindung an die 

beads durchaus spezifisch war, denn keines der anderen im Folgenden immunologisch 

detektierten Proteine zeigt ein Signal in Spur B und damit keine unspezifische Bindung an die 

beads.  
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Abb. 19: Immunologische Detektion der endogenen Co-IP. Nach der Lyse und Zentrifugation wurde 
das Pellet (P) vom Überstand (-IP) getrennt. Zum Überstand wurde α-hSnd2 spezifische Antikörper 
zugegeben und über Nacht inkubiert. Nach einer Inkubation mit Sepharose (A und G) wurde erneut der 
Überstand abgenommen (+IP). Es wurden drei Waschschritte vorgenommen, von denen nur der erste 
mittels SDS-PAGE analysiert wurde (W1). Die Elution erfolgte über einen pH-Shift (E). Abschließend 
wurden die beads mit Laemmli ausgekocht (B). Von den Fraktionen wurden 2*105 Zelläquivalente, für 
das Eluat 1*106 Zelläquivalente des Überstandes nach Zentrifugation aufgetragen. Die Fraktionen aus 
dem Prozess der Co-IP wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF Membran übertragen und 
durch verschiedene Antikörper per immunologischem Nachweis detektiert. Dargestellt ist ein 
repräsentativer Western Blot zur Co-IP aus mindestens zwei biologischen Replikaten.  

GRP170 wurde in dem Experiment als Lysekontrolle verwendet und zeigt an, dass das 

Auflösen der Membranen erfolgreich war, da GRP170, als großes luminales Protein, nicht im 

Pellet zu finden ist. Gleichzeitig ist es ebenfalls nicht mit hSnd2 aufgereinigt worden. Von den 

Proteinen, die Teile des Translokons bilden, ist nur Sec61β in geringen Mengen vorzufinden, 

Sec62 und Sec61α konnten im Eluat nicht nachgewiesen werden. Dies war in vergangenen 

Studien mit dem effizienteren hSnd2-FLAG System jedoch möglich (Sicking 2017). Das 

gleiche gilt für Climp und das ribosomale Protein RPL4. Als einziges Protein, das in größerem 

Maße mit hSnd2 aufgereinigt werden konnte, ist TMEM109 zu nennen. Um das gesamte 

Proteom des Eluats zu ermitteln, wurde eine Probe für die MS-Analyse vorbereitet. Die Proben 

wurden auf ein precast Gel aufgetragen, das Gel kurz nach dem Einlauf der Proben ins 

Trenngel gestoppt, mittels kolloidalem Coomassie angefärbt (Kap. 5.2.3) und die 

entsprechende Bande ausgeschnitten. Die MS-Analyse erfolgte erneut mit freundlicher 

Unterstützung von Frau Dr. Claudia Fecher-Trost im Institut für Pharmakologie und Toxikologie 

(UdS; Homburg). Hierbei konnten in Übereinstimmung zu potenziellen Interaktionspartnern 

aus Haßdenteufel et al (2017) und Kapitel 6.1.1 nur TMEM109 identifiziert werden. Darüber 

hinaus wurden weitere Proteine wie das ribosomale RS3 und das ER-luminale Chaperone BiP 

identifiziert, die für das Projekt interessant sind, da sowohl das Ribosom als auch BiP mit dem 
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Sec61α, also der zentralen Komponente des Translokons interagieren (Schäuble et al. 2012; 

Voorhees et al. 2014). In Übereinstimmung mit vorhergegangenen Co-IP Analysen das 

zytosolische Protein PPIA in der Eluatfraktion identifiziert werden. Die genannten 

zytosolischen Proteine konnten nicht per Western Blot analysiert werden, während BiP in 

vorhergegangenen Studien in hSnd2-FLAG Co-IPs nicht mit Hilfe von Western Blots detektiert 

werden konnte (Sicking 2017). Die vollständige Ergebnisliste ist in Tab. 16 im Anhang 

angefügt. Weiter analysiert wurden diese Proteine im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch 

nicht.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass TMEM109 für weitere Untersuchungen in den 

Fokus als potenzielles hSnd3-Protein gerückt ist, da es konstant in allen bisherigen 

Experimenten als Interaktionspartner zu hSnd2 identifiziert werden konnte. Sec61β, welches 

ebenfalls in den Eluatproben detektiert werden konnte, wird nicht favorisiert, da hSnd2 bei 

strukturellen Analysen des Translokons bisher nicht in Erscheinung trat (Gemmer & Förster 

2020). 

 

6.1.3. Co-IP mit TMEM109 Varianten zur Bestätigung der Interaktion in der 

ER-Membran 

Zur Bestätigung der Proteininteraktion aus zuvor beschriebenen Experimenten zwischen 

hSnd2 und TMEM109 sollte untersucht werden, ob diese gemeinsame Aufreinigung auch 

gezeigt werden kann, wenn umgekehrt TMEM109 als baitprotein verwendet wird. Durch die 

Lokalisation in der ER- bzw. Kernmembran, der multimeren Kanalstruktur und der potenziellen 

Fähigkeit Ionen über die Membran zu transportieren, ist TMEM109 auch funktionell interessant 

für die Analyse im Kontext des humanen SND-Transportweges (Nishi et al. 1998; Venturi et 

al. 2011).  

Der Aufbau des Experimentes erfolgte wie in Kapitel 5.2.6 beschrieben. Die Zellen wurden für 

24 Stunden in 6 cm Zellkulturschalen kultiviert, worauf eine Transfektion mit Plasmiden folgte, 

die entweder für TMEM109-FLAG oder HSND2 codiert waren. In Abb. 20A wurden Zellen 

verwendet, die mit einem TMEM109-FLAG codierenden Plasmid transfiziert wurden, welches 

für 24 Stunden die Expression des genannten Gens ermöglicht.  



  Ergebnisse 

 
111 

 

Abb. 20: Etablierung der Co-IP mit TMEM109-FLAG als baitprotein. A: Durchführung einer Co-IP 
wie in 5.2.6 beschrieben mit TMEM109-FLAG transfizierten Zellen. Durchgeführt wurde die Co-IP mit 
Hilfe von ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads. Sowohl das mit FLAG markierte TMEM109 konnte 
aufgereinigt werden, sowie auch hSnd2, wie im Eluat (E) zu sehen ist. B: Kontrolle der funktionellen 
Co-IP mit ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads durch die Verwendung von GST gekoppelten beads als nicht 
funktionelle Kontrolle. TMEM109-FLAG konnte erfolgreich aufgereinigt werden, zusammen mit hSnd2. 
Trotz gesteigerter Expression von hSnd2 durch die Transfektion mit einem hSnd2-Plasmid wurde dieses 
nicht in der Eluatfraktion detektiert. P: Pellet;-IP: Überstand vor IP; +IP: Überstand nach der Inkubation 
mit den beads; W: erster Waschschritt; E: Elution; B: beads in Laemmli ausgekocht; RM: Raue 
Mikrosomen; aufgetragen wurden 2*105 Zelläquivalente pro Spur mit Ausnahme von E mit 1*106 
Zelläquivalenten. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot zur Co-IP aus mindestens drei 
biologischen Replikaten. 

Nach der Ernte und Lyse der Zellen, wurden diese mit ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads 

kombiniert, um das durch den FLAG-tag markierte Protein aufzureinigen. Dies war auch 

erfolgreich, wie in der Fraktion E zu erkennen ist. Zusammen mit TMEM109-FLAG konnte 

ebenfalls hSnd2 aufgereinigt werden. In Abb. 20B wurde identisch vorgegangen, nur dass 

zusätzlich zum TMEM109-FLAG Plasmid hier ebenfalls ein HSND2 codierendes Plasmid in 

die Zellen eingebracht wurde. In diesem Experiment erfolgte eine Aufreinigung sowohl mit 

ANTI-FLAG® M2 Affinity Beads als auch mit α-GST beads. Mit Hilfe dieser beads sollte 

ausgeschlossen werden, dass hSnd2 oder TMEM109-(FLAG) durch die verwendeten beads 

falsch positiv aufgereinigt wurden. Die hier gewählten Bedingungen der Co-IP, die 

Transfektion mit beiden Plasmiden, also einer starken Expression dieser Proteine, stellten 

einen Zustand dar, unter welchen falsch-positive Signale zu auftreten können. Wie jedoch im 

rechten Teil der Abb. 20B zu erkennen ist, war weder eine Aufreinigung von hSnd2 noch einer 

Version des TMEM109 (endogenes oder transgenes FLAG-markierter TMEM109) durch die 

Verwendung der α-GST beads möglich. Deutlich wird der Unterschied zu einer funktionellen 

Bindung wie es in Abb. 20B links gezeigt ist an drei Punkten. Im Falle einer funktionellen 

Bindung ist (i) eine Abreicherung des gebundenen Proteins von Fraktion -IP zu +IP zu 

erkennen, (ii) der Verlust an Proteinmenge während der Waschschritte gering, (iii) das 

gebundene Protein von den beads ablösbar (E). Eine Aufreinigung von TMEM109-FLAG 
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zusammen mit den endogenen TMEM109 und hSnd2 war nur erfolgreich, wenn α-FLAG beads 

verwendet wurden. 

Im Folgeschritt war es erneut die Bestrebung, möglichst native Bedingungen für die 

Durchführung der Co-IP zu generieren. Daher wurden erneut unveränderte HeLa-Zellen 

verwendet, die nach dem Schema der Co-IP für endogene Proteine genutzt wurden (Kap. 

5.2.6). Da TMEM109 hier als baitprotein agieren sollte, wurde der entsprechende Antikörper 

gegen dieses Protein verwendet. Die weiteren Schritte erfolgten wie bereits beschrieben (Kap. 

5.2.6) und die Elution durch einen sauren pH-Shift. Durch die Coomassiefärbung des SDS-

Gels (Abb. 21A) ist zu erkennen, dass der größte Anteil des Proteoms der Zelle im 

experimentellen Verlauf zugänglich gemacht wurde, da nur ein geringer Teil ungelöst in der 

Pelletfraktion zurückgeblieben war. Gleichzeitig erfolgte die Aufreinigung nicht ungerichtet, da 

keine spezifische Abreicherung von Proteinen im Allgemeinen zwischen der -IP und der +IP-

Spur festgestellt werden konnte. Die Eluatspur zeigt, dass nur ein geringer Anteil des Proteoms 

zusammen mit TMEM109 aufgereinigt werden konnte. Interessanterweise sind die dort 

angefärbten Banden gut vergleichbar mit dem Bandenmuster, das entsteht, wenn hSnd2 als 

baitprotein in unbehandelten Zellen verwendet wurde (Abb. 10A). Die identischen Zellen 

wurden verwendet, um gezielte immunologische Detektionen einzelner Proteine nach der Co-

IP durchzuführen, gezeigt in Abb. 21B. Bestätigend zur Co-IP die in Abb. 20 gezeigt wurde, 

konnte auch hier hSnd2 zusammen mit TMEM109 im Eluat identifiziert werden, genau wie 

Sec61β, als Teil des Translokons. Sec61α als dessen zentrales Protein konnte nicht im Eluat 

nachgewiesen werden. Die funktionellen Kontrollen des Experimentes GRP170 (ER-Lumen 

und Climp (ER-Membran) zeigten, dass der grundsätzliche Aufbau der IP auch hier funktionell 

war, und die Membran des ERs aufgelöst wurde, da diese Proteine entweder nicht oder nur in 

geringem Maße im Pellet (P) detektiert wurden. 

Abschließend kann festgestellt werden, dass sowohl für das überexprimierte als auch das 

endogene TMEM109-Protein hSnd2 als Interaktionspartner mittels der Co-IP bestätigt werden 

konnte. Auch hier wurde, übereinstimmend mit den vorhergegangenen Experimenten mit dem 

hSnd2, Sec61β aufgereinigt. Ebenfalls sollte beachtet werden, dass mit Hilfe des FLAG 

markierten TMEM109 die endogene TMEM109 Form zusätzlich aufgereinigt werden konnte, 

was auf eine mögliche Multimerisierung des TMEM109 hinweist (Abb. 20).  
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Abb. 21: Co-IP mit unbehandelten Zellen die mit TMEM109 als baitprotein durchgeführt wurden. 
Nach der Lyse der Zellen wurde der Überstand mit α-TMEM109 Antikörper über Nacht inkubiert und 
darauffolgend mit Sepharose versetzt. Nach den Waschschritten und einer sauren Elution wurden die 
beads abschließend mit Laemmli ausgekocht. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
auf verschiedene Arten analysiert. A: Kolloidale Coomassie-Färbung zur Identifizierung der insgesamt 
aufgereinigten Proteinmenge. B: Detektion spezifischer Proteine mittels immunologischem Nachweis. 
Erfolgreich konnte, zusammen mit dem TMEM109-Protein, hSnd2 und Sec61ß im Eluat detektiert 
werden. P: Pellet;-IP: Überstand vor IP; +IP: Überstand nach der Inkubation mit den beads; W: erster 
Waschschritt; E: Elution; B: beads in Laemmli ausgekocht; RM: Raue Mikrosomen; aufgetragen wurden 
2*105 Zelläquivalente pro Spur mit Ausnahme von E mit 1*106 Zelläquivalenten. Mit Sternen markierte 
Banden stellen artifizielle Antikörpersignale dar. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot bzw. 
gefärbtes Gel zur Co-IP aus mindestens zwei biologischen Replikaten. 

6.1.4. Entgegengerichtete Co-IP zur Bestätigung der weiteren 

Interaktionskandidaten 

Im Zusammenhang der Co-IP mit hSnd2 wurden neben TMEM109 und Sec61ß wie in Kapitel 

6.1.1 und 6.1.2 beschrieben weitere Proteine identifiziert. Diese sind aufgrund ihrer bisher 

beschriebenen Eigenschaften nicht direkt mit der Funktionsweise eines Proteintargetingweges 

in Übereinstimmung zu bringen. Allerdings ist es während einer Co-IP ebenfalls möglich, dass 

nicht nur dauerhaft miteinander interagierende Proteine gemeinsam eluiert werden. Es besteht 

ebenfalls die Möglichkeit, das transiente Interaktionen zu einer gemeinsamen Aufreinigung 

führen, was bedeutet, dass identifizierte Proteine auch Transportsubstrate des humanen SND 

Transportweges darstellen könnten. Hier ist in erster Linie Reep5 zu nennen. Durch die relativ 

mittig im Protein lokalisiert (Trans)membrandonmänen entsteht eine hairpin-Struktur des 

Proteins. Diese mittig lokalisierten Domänen zeigen eine Parallele zu den bisher identifizierten 

SND-Transportsubstraten, für die eine zentral lokalisierte TMD als Charakteristikum 

beschrieben wurde (Aviram et al. 2016; Haßdenteufel et al. 2017; Lee et al. 2020) . 
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Um die Hypothese der Interaktion dieser zwei Proteine zu testen, wurden HeLa-Zellen mit 

Plasmiden transfiziert, welche zur Expression von markierten Formen des Reep5 und hSnd2 

führten (Kap. 5.5.3). Die Zellen wurden nach dem bereits beschriebenen Vorgehen behandelt. 

In diesem Fall wurde der spezifische α-Reep5-Antikörper eingesetzt, um das Protein an die 

beads zu binden. Im Verlauf der Co-IP wurde Reep5 erfolgreich an die beads gebunden, was 

durch eine Abreicherung des Proteins von Fraktion -IP zu +IP erkennbar war (Abb. 22). 

Identisches ist auch für hSnd2-FLAG zu beobachten. Während Reep5 im Eluat effizient von 

den beads gelöst wurde, war für hSnd2-FLAG nur eine schwache Banden und für hSnd2 keine 

Bande detektierbar. In der mit α-GST-Antikörper aufgereinigten Kontrolle wurde weder eine 

Abreicherung noch eine erfolgreiche Elution des Reep5 detektiert. Dies spiegelte sich 

dementsprechend in den Signalen für hSnd2 und hSnd2-FLAG wider.  

 

Abb. 22: Co-IP mit potenziellen hSnd2 Interaktionspartnern, um die bisher identifizierte 
Interaktion reziprok zu bestätigen. Die Co-IP wurde wie in Kapitel 6.1.2 beschrieben mittels 
spezifischer Antikörper gegen Reep5 durchgeführt. Verwendet wurden Zellen, die hSnd2 und Reep5 in 
getaggten Varianten exprimierten. Nach der Aufreinigung mit Hilfe von α-Reep5 oder zur Kontrolle α-
GST Antikörpern wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt und hSnd2 bzw. Reep5 
immunologisch detektiert. Hierbei zeigte sich, das sowohl Reep5 als auch die getaggte Form 
aufgereinigt werden konnte, allerdings nur die getaggte und überexprimierte Form von hSnd2. Die GST-
Kontrolle zeigte für keines der beiden Proeinte eine erfolgreiche Aufreinigung. P: Pellet; -IP: Überstand 
vor IP; +IP: Überstand nach der Inkubation mit den beads; W: erster Waschschritt; E: Elution; B: beads 
in Laemmli ausgekocht; RM-Raue Mikrosomen; aufgetragen wurden 2*105 Zelläquivalente pro Spur mit 
Ausnahme von E mit 1*106 Zelläquivalenten. Mit Sternen markierte Banden stellen artifizielle 
Antikörpersignale dar. Graue Pfeile symbolisieren Signale, die von der ersten Detektion mit einem 
anderen Antikörper (unteres Panel) stammen. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot zur Co-
IP aus mindestens drei biologischen Replikaten. 

Dies lässt die Vermutung zu, dass die Interaktion zwischen Reep5 und hSnd2 nur als schwach 

beschrieben werden kann. Bei einer erfolgreichen Aufreinigung von Reep5, war es nicht 

möglich, das endogene hSnd2 zu detektieren und auch die stärker exprimierte Variante, das 

FLAG-markierte hSnd2 war nur in geringen Mengen nachweisbar. Reep5 wird daher weiterhin 

nicht als potenzielles hSnd3-Protein aufgeführt, ist aber aufgrund der Struktur nach wie vor ein 

vielversprechender Kandidat als Substrat des SND-Transportweges.  
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6.1.5. Bestimmung der hSnd2-Topologie zur Aufklärung möglicher 

Interaktionsmuster im NanoBiT-System 

In der Vorbereitung auf die Verwendung des NanoBiT-Systems für den Nachweis von 

Proteininteraktionen in lebenden Zellen (Kap. 6.1.8) musste die topologische Struktur des 

hSnd2-Proteins in der Membran des ERs aufgeklärt werden. Dies ist grundlegend, da die 

Termini der Proteine, deren räumliche Nähe zueinander untersucht werden soll, mit tags 

versehen werden, um eben jene Nähe zu überprüfen (Abb. 12A). Da die tags des NanoBiT-

Systems für einen Nachweis miteinander interagieren können müssen, ist es entscheidend zu 

wissen, auf welcher Seite der Membran diese bei Fusioinsproteinen lokalisiert sind. Die 

Struktur von hSnd2 in der Membran wurde mit Hilfe unterschiedlicher Software auf Basis 

verschiedener Algorithmen vorhergesagt. Dies resultierte in unterschiedlichen Topologien 

(Abb. 23). Experimentelle Nachweise erfolgten bisher indirekt und suggerierten eine Topologie 

mit drei TMD (Lei et al. 2020; Zhao et al. 2013). Gleichzeitig zeigt die Struktur des Orthologs 

in der Hefe vier TMD und eine Übereinstimmung einer charakteristischen Sequenz am C-

Terminus, was es als möglich erscheinen lässt, dass der C-Terminus auch im humanen 

System im Zytosol lokalisiert sei (Haßdenteufel et al. 2017).  

 

Abb. 23: Topologische Vorhersage der Struktur von hSnd2 mittels verschiedener Software. A: 
Die Vorhersage erfolgte mittels der Websites: www.uniprot.org/ (Consortium 2020); 
http://www.proteinatlas.org/ (Version 20.1) (Uhlen et al. 2017); https://topcons.cbr.su.se/pred/ (Tsirigos 
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et al. 2015); http://(phobius.sbc.su.se/ (Käll et al. 2004); www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ (Möller et 
al. 2001) Zugriff auf die Webpages: 01.02.2021. Aufgeführt wird ebenfalls, wenn die Vorhersage in der 
Literatur genutzt wurde. In blau werden TMD, rot zytosolische und in gelb luminale Domänen dargestellt. 
Die Topologie des Proteins wurde bis in die dritte TMD (ca. 120 AS) relativ einheitlich vorhergesagt. 
Nicht übereinstimmend sind die Vorhersagen für eine vierte TMD und damit die Lokalisierung des C-
Terminus. B: Strukturvorhersage durch die Website: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9BTX3 (Zugriff 
04.08.2021(Jumper et al. 2021)). Die Verlässlichkeit des Models wird durch die Farbgebung 
wiedergegeben. Dunkelblau: sehr sicher; hellblau: sicher; gelb: geringe Sicherheit; orange: sehr geringe 
Sicherheit. Hinzugefügt wurde die Beschriftung des C- und N-Terminus, die Nummer der TMD 1-4 und 
die Orientierung in der Membran.  

In Abb. 23A ist zu erkennen, dass alle Programme den N-Terminus als zytosolisch lokalisiert 

vorhersagen und das Protein mindestens drei TMD besitzt. Während die Vorhersage bis ca. 

Aminosäure 120 nahezu identisch ist, zeigt für den C-terminalen Teil des Proteins die 

Vorhersage durch das TOPCONS und das Phobius Programm einen weiteren, kurzen 

luminalen Loop, auf den eine vierte TMD folgt. Als Folge daraus wäre der C-Terminus 

zytosolisch lokalisiert. Alternativ dazu wird das Protein mit drei TMD durch das Programm 

TMHMM, Uniprot und The human protein atlas vorhergesagt. Dies unterscheiden sich jedoch 

zusätzlich untereinander darin, dass die Vorhersage des The human protein atlas eine deutlich 

längere TMD vorhersagt, die in den zwei anderen Programmen als luminaler Teil des Proteins 

berechnet wird. In Abbildungsteil B ist die durch ein 3D Vorhersageprogramm errechnete 

Struktur des humanen hSnd2 Proteins dargestellt. Diese sagt in Übereinstimmung mit dem 

Phobius- und TOPCONS-Service vier α-helicale Transmembrandomänen vorher, was zur 

Folge hat, dass beide Termini im Zytosol vorhergesagt werden. Die Uneinigkeit der 

Vorhersagen und das Fehlen eines direkten experimentellen Nachweises über die 

Orientierung von hSnd2 führte zu einer intensiveren Behandlung des Themas, die im nächsten 

Abschnitt beschrieben wird.  

Zur Erbringung des Nachweises wurde eine Sequestrierung mit Hilfe von Digitonin und Trypsin 

durchgeführt (Kap. 5.2.10), sowie ein in vitro Proteintransport (Kap. 5.3.2), bei dem eine 

spezifische Glykosylierung nur erfolgen konnte, wenn der C-Terminus von hSnd2 im Lumen 

des ERs lokalisiert sein würde. Zusätzlich wurde die Idee des in vitro Transportes auf vitale 

Zellen übertragen, um auch hier einen Nachweis über die Lokalisierung des Proteins zu 

generieren.  

Die Vorbereitung der Sequestrierung erfolgte, indem 6*105 Zellen in 6 cm Zellkulturschalen 

ausgesät und nach 24 Stunden Inkubationszeit mit Plasmiden transfiziert wurden, die für 

verschiedene ER-Membranproteine codieren (HSND2-FLAG, TMEM109-FLAG, TRAPA-

FLAG, TRAPB-FLAG). Ebenfalls wurden die Experimente auch mit untransfizierten Zellen und 

rauen Mikrosomen durchgeführt. Dadurch sollte zum einen auch die unmarkierte Variante der 

Proteine untersucht werden und zum anderen durch die rauen Mikrosomen der identische 

Nachweis in Zellextrakten eines anderen Organismus (Hund) erbracht werden. Die Zellen 

wurden wie in 5.2.10 beschrieben geerntet und für das Experiment vorbereitet. Hierbei ist die 
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Permeabilisierung der Plasmamembran entscheidend, die Trypsin bzw. Proteinase K den 

Zugang zu zytosolischen Anteilen der Proteine ermöglicht, wodurch diese abgebaut wurden. 

Eine weitere Probe wurde zusätzlich mit TritonX-100 behandelt, um ebenfalls die ER-Membran 

zu ruptieren. Als Folge daraus werden auch luminale Bestandteile des Proteins abgebaut. Die 

Proben wurden anschließend für die SDS-PAGE vorbereitet und per Western Blot auf eine 

Membran übertragen, auf der eine immunologische Detektion der Proteine erfolgen konnte. 

Durch die Detektion mit Antikörpern gegen die verschiedenen Termini der Proteine konnte so 

eine Aussage über die Lokalisierung des Terminus getroffen werden. Detektiert wurden alle 

Proteine mit Antikörpern, die gegen den jeweiligen C-Terminus des Proteins gerichtet waren. 

Für das hSnd2-Protein ist in Abb. 24A zu erkennen, dass sowohl in rauen Mikrosomen, als 

auch das endogene und FLAG-markierte hSnd2-Protein in Zellen keine Bande in der 

immunologischen Detektion generierte, sobald Trypsin im Zytosol präsent war. Eine trunkierte 

Form des Proteins, erkennbar durch eine tiefer erscheinende Bande, war nicht vorhanden. Da 

sowohl der FLAG-tag am C-Terminus lokalisiert war als auch der gegen das endogene hSnd2 

gerichtete Antikörper den C-Terminus erkannte, lässt sich daraus folgern, dass der C-

Terminus zytosolisch orientiert vorliegt. Dies ist in der nebenstehenden schematischen 

Abbildung dargestellt. In Abb. 24B ist ein identisches Ergebnis für TMEM109 zu erkennen. 

Dessen Struktur ist experimentell bereits mit drei TMD bestätigt, wodurch dieses als 

funktionelle Kontrolle für polytope Membranproteine mit einem zytosolischen Terminus in 

diesem Versuch aufgeführt ist (Venturi et al. 2011). Die Struktur der zwei weiteren als Kontrolle 

genutzten Proteine des TRAP-Komplexes (α und β) ist ebenfalls aus der Literatur bekannt und 

konnte als diese bestätigt werden (Pfeffer et al. 2017). TRAPα zeigte, dass sowohl der 

angebrachte tag am C-Terminus, als auch der C-Terminus des Proteins selbst durch die initiale 

Behandlung mit Trypsin nach der Permeabilisation mit Digitonin abgebaut wurde. Die 

Ergebnisse für das TRAPβ Protein zeigen, dass die Membran des ERs nach der Behandlung 

mit Digitonin noch intakt ist, da die Struktur am N-Terminus, die für die Erkennung durch den 

gegen TRAPβ gerichteten Antikörper entscheidend ist, noch besteht (Abb. 24D). Durch die 

Verwendung des α-FLAG-Antikörpers für das zusätzlich exprimierte Konstrukt konnte gezeigt 

werden, dass der tag am C-Terminus ohne die Behandlung mit TritonX-100 abgebaut wurde. 

In RMs konnte nach dem Einsatz von Trypsin nur eine Verkürzung des Proteins festgestellt 

werden, erkennbar an der verringerten Laufhöhe. Zusätzlich ist nach der Zugabe von TritonX-

100 eine geringere Proteinmenge zu erkennen. Dass die Verringerung der Laufhöhe so gering 

ausfällt, ist mit dem geringen Anteil von Aminosäuren zu begründen, die vom Protein 

abgetrennt werden, sobald Trypsin auf der zytosolischen Seite Zugang zum Protein erlangt.  
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Abb. 24: Sequestrierung von verschiedenen Proteinen zur Aufklärung der Lokalisierung der 
Termini. Es wurden RMs und HeLa-Zellen verwendet, letztere entweder untransfizierten (Mock) oder 
transfiziert mit den aufgeführten Proteinen (Kap. 5.5.3) A: Ein Signal für das hSnd2 Protein, welches 
am C-Terminus durch den Antikörper detektiert wird, zeigt keine Bande nach einer Behandlung mir 
Trypsin. Bestätigt wird dies durch die Verwendung des α-FLAG Antikörpers für C-terminal markiertes 
hSnd2-FLAG. B: Gleiches gilt für das TMEM109 Protein, dessen C-Terminus bestätigt im Zytosol liegt 
und identische Resultate zum hSnd2 Protein zeigt (Venturi et al. 2011). C und D: Als weitere Kontrollen 
wurden die Proteine TRAPα und TRAPβ verwendet. Der C-Terminus beider Proteine ist zytosolisch 
orientiert, weswegen dieser durch die Trypsin Behandlung abgebaut wurde (Pfeffer et al. 2017). Auch 
die am C-Terminus angefügten FLAG-tag werden dementsprechend verdaut, sobald Trypsin den 
Proben zugegeben wird. Der N-Terminus von TRAPβ wird in HeLa-Zellen erst degradiert, wenn die ER-
Membran durch die Verwendung von TritonX-100 aufgelöst wird. Dies zeigt das die ER-Membran bis 
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zu diesem Schritt intakt war. In RMs ist hingegen nur eine Verkürzung des Proteins in beiden Fraktionen 
zu erkennen. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot der Sequestrierung aus mindestens vier 
biologischen Replikaten. 

Die Ergebnisse der Sequestrierung sollten zusätzlich auf eine zweite experimentelle Weise 

bestätigt werden. Dazu wurde eine Sequenzänderung des hSnd2 mittels Quick-Change-PCR 

vorgenommen. Hierbei wurde Serin an der Stelle 150 des Proteins durch Asparagin ersetzt, 

was zur Folge hatte, dass ein N-X-S/T Motiv entsteht (hSnd2-S150N). Dieses Motiv ist ein 

Signal für die N-Glykosylierung, welche exklusiv im ER-Lumen erfolgt (Bause & Legler 1981; 

Imperiali & Hendrickson 1995). Diese Glykosylierung kann jedoch nur erfolgen, wenn der 

betreffende Teil des Proteins auch im ER-Lumen lokalisiert ist. Daher wurde für die Mutation 

spezifisch die Aminosäure 150 ausgewählt, denn diese läge laut der Vorhersagen im Lumen 

des ERs, falls das hSnd2 nur drei TMD besäße (Abb. 23). Wenn also die Mutation und damit 

der C-Terminus im Zytosol vorliegt, erfolgt keine Glykosylierung (schematisch dargestellt in 

Abb. 25E). Diese wäre als Veränderung der molekularen Masse zu identifizieren nach einer 

Auftrennung über SDS-PAGE und immunologischer Detektion. Neben hSnd2, als das Protein 

dessen Topologie aufgeklärt werden sollte, wurde TRAPβ als Kontrolle für diese Experimente 

verwendet, da dieses Protein zweifach glykosyliert wird und damit parallel zu den in Abb. 24D 

gezeigten Experimenten eine passende Kontrolle bildet.  

Die Fragestellung, ob hSnd2-S150N glykosyliert werden kann oder nicht, wurde auf zwei Arten 

adressiert. Hierfür wurden hSnd2, hSnd2-S150N und TRAPβ in in vitro und in cellula 

Transporten als Substrat verwendet (Abb. 25A und C). Hier wird die mRNA der zu 

transportierenden Proteine zu bereits vorbereiteten unbehandelten SPZ gegeben (Kap. 5.3.2; 

5.5.5). Während der Synthese des Proteins wird radioaktives 35S-Methionin in die 

Aminosäuresequenz eingebaut, was eine Nachverfolgung des Transportes mittels 

Phosphorimaging ermöglichte. Als Nachweis einer möglichen Inhibition der Glykosylierung 

wurde der Glykosylierungsinhibitor NYT hinzugegeben, der diese reduziert und damit die 

Reifung eines Proteins einschränken würde. Diese Einschränkung erfolgt, da NYT dem zuvor 

genannten Glykosylierungs-motiv entspricht und so kompetitiv die Glykosylierung endogener 

Proteine hemmt (Lopez-Sambrooks et al. 2016). Dieser Effekt ist in Abb. 25C dargestellt. 

Wenn TRAPβ in das ER überführt und dort an zwei Stellen glykosyliert wurde, resultierte 

daraus ein reifes Protein, welches eine größere molekulare Masse aufweist als das unreife, 

nicht-glykosylierte, Protein (Lopez-Sambrooks et al. 2016). Die Folge waren zwei Banden auf 

dem Radiogramm, TRAPβ in der reifen Form (reif) und in einer noch nicht-glykosylierten Form 

(ohne Glykosylierung; o. G.). Wurde nun der Glykosylierungsinhibitor NYT zum Synthesemix 

zugegeben, erfolgte diese Glykosylierung nur noch in sehr geringem Umfang, was das Fehlen 

der oberen Bande, des reifen TRAPβ erklärt. Der Nachweis über die Funktionalität des in vitro 

Transportes und der erfolgreichen Inhibition der Glykosylierungen ist dadurch erbracht worden 

und konnte somit auf die eigentlich interessanten Proteine hSnd2 und hSnd2-S150N 
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experimentell übertragen werden. In Abb. 25A ist zu erkennen, dass durch den Transport von 

hSnd2 oder hSnd2-S150N keine zweite Bande im Radiogramm identifiziert werden konnte. 

Dies zeigt, dass keine posttranslationale Modifikation der beiden Proteine erfolgte. Ebenfalls 

wurde keine Veränderung des Bandenmuster ersichtlich, wenn NYT eine potenzielle 

Glykosylierung verhinderte. Beide Ergebnisse lassen indirekt darauf schließen, dass keine 

Glykosylierung der hSnd2-Konstrukte im in vitro Transport erfolgte und dementsprechend 

hSnd2 eine Topologie mit vier TMD aufweist.  

 

Abb. 25: Nachweis der Lokalisierung des C-Terminus von hSnd2 durch in vitro und in cellula 
Glykosylierung. Durch die Mutation von hSnd2-S150N wurde eine Glykosylierungsstelle erzeugt, die 
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nur glykosyliert wird, wenn der entsprechende Teil des Proteins in das ER hineinragt. Dadurch wurde 
durch die Ab-, bzw. Anwesenheit einer Glykosylierung gezeigt, ob dieser Teil des Proteins im ER oder 
im Zytosol lokalisiert ist. A: hSnd2 und hSnd2-S150N wurden in in vitro Ansätzen als Transportsubstrat 
verwendet. Nach der Präparation von semi-permeabilisierten Zellen (Kap. 5.5.5) wurden diese wie in 
Kapitel 5.3.5 beschrieben für den Transport eingesetzt. Durch den Glykosylierungsinhibitor NYT sollte 
eine Glykosylierung verhindert werden, wodurch eine entsprechende Bande fehlen würde. Dies ist am 
Kontrollexperiment mit TRAPβ zu erkennen (C). Hier wird eine Glykosylierung des reifen Proteins 
verhindert. B: In cellula Transport von hSnd2 und hSnd2-S150N. HeLa-Zellen wurden mit den 
entsprechenden Plasmiden transfiziert (Kap. 5.5.3), 24 Stunden inkubiert, woraufhin die Zellen geerntet 
und lysiert wurden (Kap. 5.5.2;5.5.6). Hier wurde ebenfalls durch die Zugabe von Tunicamycin acht 
Stunden nach Transfektion die Glykosylierung neu synthetisierter Proteine verhindert, wodurch unreife 
Proteine detektiert werden konnten. Dies ist für hSnd2 oder hSnd2 S50N nicht der Fall, jedoch für das 
Kontrollexperiment mit TRAPβ (D). In beiden Fällen wurde GRP170 als funktionelle Kontrolle der 
experimentellen Durchführung genutzt, um zu zeigen, dass eine Glykosylierung erfolgreich inhibiert 
werden konnte. E: Theoretische Topologie des hSnd2-Proteins inklusive eingezeichneter Mutation 
S150N. Die Glykosylierung kann nur erfolgen, wenn die Mutation und damit der C-Terminus im ER liegt, 
wie im rechten Teil des Schemas gezeigt. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot bzw. in vitro 
Transport von mindestens zwei biologischen Replikaten. 

Verifiziert wurde dieses Ergebnis durch in cellula Transportversuche. Hierbei wurden Zellen 

mit den entsprechenden Plasmiden, identisch zu den in vitro Versuchen, transfiziert, um eine 

Generierung der zu untersuchenden Proteine durch die Zelle zu erzwingen. Die Zellen wurden 

in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und 24 Stunden später entsprechend der Vorgabe 

transfiziert (Kap. 5.5.3). Nach weiteren 8 Stunden wurden die Zellen mit dem 

Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin behandelt, um wie auch in den in vitro Transportstudien 

zeigen zu können, dass eine potenziell entstehende Glykosylierung inhibiert werden kann 

(Duksin & Mahoney 1982). Als Lösemittelkontrolle für Tunicamycin wurden die Zellen mit der 

entsprechenden Menge DMSO behandelt. Die Zellen wurden für 16 Stunden inkubiert und 

anschließend geerntet, gezählt und das Proteom per SDS-PAGE aufgetrennt. Darauf folgte 

eine immunologische Detektion von hSnd2 oder TRAPβ. Als experimentelle Kontrolle, ob 

Tunicamycin die Glykosylierung neu synthetisierter Proteine inhibiert, wurde GRP170 

verwendet, welches ebenfalls mehrfach glykosyliert wird (Park et al. 2003). Dieses Protein 

zeigte, dass eine weitere, tiefer laufende Bande entsteht, sobald der Inhibitor Tunicamycin 

zugegeben wurde, was auf eine nicht erfolgte Glykosylierung des Proteins aufgrund des 

Inhibitors zurückzuführen ist. Der experimentelle Aufbau konnte somit als funktionell bestätigt 

werden. In Abb. 25B sind die Ergebnisse nach der Verwendung der hSnd2-Konstrukte 

dargestellt. Die erfolgreiche Expression der eingebrachten Proteine ist an der verstärkten 

Intensität der Bande zu erkennen, die mit Hilfe von α-hSnd2-Antikörpern detektiert werden 

konnte. Die aufgetragene Menge der Proben war vergleichbar, was die Ladekontrolle β-Actin 

anzeigt. Zwischen dem hSnd2 und dem hSnd2-S150N Konstrukt ist kein Unterschied in der 

Reifung des Proteins auszumachen. Auch in lebenden Zellen konnte keine zweite Bande 

detektiert werden. Der Inhibitor Tunicamycin hatte ebenfalls nicht das Entstehen einer nicht-

glykosylierten Bande zur Folge. Diesen Effekt, dass nach der Behandlung mit Tunicamycin 

eine zweite Bande generiert wurde, die aus einer fehlenden Glykosylierung resultierte, war für 



  Ergebnisse 

 
122 

das Kontrollplasmid TRAPB zu erkennen. Hier konnte die Glykosylierung erfolgreich durch den 

Einsatz von Tunicamycin verhindert werden.  

Die Ergebnisse der Sequestrierungsuntersuchungen wie auch der Nachweis einer nicht 

erfolgenden Glykosylierung des C-Terminus (in vitro und in lebenden HeLa-Zellen) lassen den 

Schluss zu, dass der C-Terminus des hSnd2 im Zytosol lokalisiert ist. Dadurch kann eine 

Topologie mit vier TMD für hSnd2 angenommen werden, wie es auch im Hefeortholog der Fall 

ist. Für folgende Experimente wird dementsprechend festgehalten, dass der N- und der C-

Terminus von hSnd2 zytosolisch lokalisiert sind, und auch der C-Terminus von TMEM109 auf 

dieser Seite der Membran vorliegt.  

6.1.6. Verifikation des NanoBiT-Systems durch den Nachweis von Protein-

Protein-Interaktionen innerhalb und zwischen Komplexen  

Da in der Literatur keine Berichte über die Verwendung des NanoBiT-Systems gefunden 

werden konnten, in denen die Interaktion zwischen ER-Membranproteinen nachgewiesen 

werden sollte, war die Validierung dieses Aspektes ein elementarer Bestandteil des 

Etablierungsprozesses der Technik. Hierbei sollten sowohl Interaktionen innerhalb eines 

Proteinkomplexes als auch zwischen unterschiedlichen Komplexen nachgewiesen werden. 

Hierbei handelt es sich um einen Komplementationsassay bei dem durch die Generierung 

eines Lichtsignals die nahe räumliche Lokalisation bzw. Interaktion von zwei Proteinen 

zueinander in lebenden Zellen nachgewiesen werden kann (Kap. 5.2.9). Die beiden Proteine 

von Interesse wurden jeweils an einem ihrer Termini mit dem LgBiT- oder SmBiT-Konstrukt 

versehen und wie beschrieben in Zellen für 24 Stunden exprimiert. Dadurch, dass die beiden 

Fusions- oder „Reporterproteine“ miteinander interagieren, wurde eine funktionale Luciferase 

ausgebildet, die nach der Zugabe eines Substrates Lichtsignale generierte, welches 

ausgemessen werden konnte.  

Zu diesem Zweck wurde eine Plasmidkollektion aufgebaut, die aus verschiedenen Proteinen 

des Translokonkomplexes bestand (Sec61α, Sec61β, Sec63, TRAPα und TRAPβ), welche mit 

den unterschiedlichen Reporterstrukturen an den jeweiligen Termini versehen waren. Zur 

Verifikation wurden aus der Literatur bekannte Interaktionen überprüft. Hierbei handelte es 

sich zum einen um Interaktionen innerhalb des TRAP-Komplexes (Nguyen et al. 2018; Pfeffer 

et al. 2017), oder auch innerhalb des SEC61-Komplexes (Pfeffer et al. 2015; Van den Berg et 

al. 2004; Voorhees & Hegde 2016a). Es sind die Daten der Interaktionen zwischen TRAPα-CL 

und TRAPβ-CS (Abb. 26) und Sec61α-NL und Sec61β-CS dargestellt (Abb. 27). Hierbei sind 

die abgebildeten Analysen identisch durchgeführt worden und dargestellt. In Abbildungsteil A 

ist jeweils die Topologie der untersuchten Proteine mit der jeweiligen Positionierung der 

Reporterstrukturen dargestellt. In den Abbildungsteilen B wurde der Nachweis der Korrekten 

Lokalisierung der Strukturen mit Hilfe der Sequestrierung erbracht. In beiden Fällen wurde das 
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Signal nur abgebaut, wenn zuvor ein Zugang zum Zytosol durch den Einsatz von Digitonin 

ermöglicht wurde. Dementsprechend zeigt die rote Kurve den darauffolgenden Abbau durch 

Trypsin. Wenn DMSO anstatt des Digitonins zugegeben wurde, erfolgte dieser Abbau nicht 

(blauer Verlauf). Dies zeigt an, dass die Reporterstrukturen, wie zu erwarten, intrazellulär 

lokalisiert waren, höchstwahrscheinlich in der Membran des ER. Auf eine detaillierte 

Lokalisierung der Fusionsproteine mittels Immunfluoreszenz wurde bisher jedoch verzichtet. 

 

Abb. 26: Interaktionsnachweis zwischen Trapα und Trapβ. Die Zellen wurden in einer weißen 96-
well plate ausgesät und nach 24 Stunden mit je 50 ng/well der entsprechenden Plasmide transfiziert. 
Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurde das Medium abgenommen und durch farbloses Opti-
MEM™ ersetzt. Nach der Zugabe des Luciferase-Substrates konnte bei Interaktion der Luciferase-
Untereinheiten ein Lichtsignal vermessen werden, welches die Nähe der beiden markierten Proteine 
wiedergibt. A: Schematische Darstellung der TRAP Konstrukte. Beide sind auf zytosolischer Seite, an 
dem dort lokalisierten C-Terminus mit den jeweiligen Reportstrukturen versehen. B: Nachweis der 
Lokalisierung der Reporterstrukturen im Zytosol. Durch den Einsatz von Digitonin wurde die 
Plasmamembran semi-permeabilisiert. Dadurch erhielt das im nächsten Behandlungsschritt applizierte 
Trypsin Zugang zum Zytosol und baute die Luciferase ab, wodurch das Signal reduziert wurde. Wenn 
DMSO anstatt Digitonin verwendet wurde, war ein gleichmäßiger Abfall des Signals über die Zeit zu 
beobachten. C: Nachweis der Spezifität der Interkation zwischen TRAPα-CL und TRAPβ-CS. Durch die 
zeitgleiche Expression der beiden markierten Proteine wurde ein Lichtsignal erzeugt (dunkelgrün). 
Dieses konnte durch die Expression der unmarkierten Form von TRAPα und TRAPβ inhibiert werden. 
Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens drei unabhängigen Messungen. D: Grafische 
Zusammenfassung aller Messungen im Balkendiagramm für die Interaktion zwischen TRAPα-CL und 

TRAPβ-CS. Die Signifikanz zwischen der funktionellen Interaktion (dunkelgrün) und der Probe, die um 

den Leervektor ergänzt wurde (LV) ist durch einen t-Test bestimmt worden. Die Signifikanz zwischen 
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den Proben, die mit drei Plasmiden transfiziert wurden, wurden mittels One-Way ANOVA mit 
entsprechendem Post-hoc Test bestimmt.  

In den Abbildungsteilen C und D sind die Ergebnisse der funktionellen Interaktion zwischen 

den markierten Proteinen dargestellt, jeweils in grün. Dass die Interaktionen sowohl zwischen 

TRAPα und TRAPβ, sowie zwischen Sec61α und Sec61β (Abb. 27C und D) spezifisch sind, 

wurde durch die Inhibition der Interaktion nach der Expression eines weiteren unmarkierten 

Proteins nachgewiesen. Dieses ist jeweils nach einem CMV-Promotor codiert, was die 

effiziente Expression und daraus folgend in der Regel effiziente Konkurrenz zu den markierten 

Varianten erlaubt. Daraus folgte in allen Fällen eine Reduzierung des Luciferasesignals (in lila 

und blau dargestellt).  

 

Abb. 27: Interaktionsnachweis zwischen Sec61α-NL und Sec61β-NS. Die Zellen wurden in einer 
weißen 96 well plate ausgesät und nach 24 Stunden mit je 50ng/well der entsprechenden Plasmide 
transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurde das Medium abgenommen und durch farbloses 
Opti-MEM™ ersetzt. Nach der Zugabe des Luciferase-Substrates konnte bei Interaktion der Luciferase-
Untereinheiten ein Lichtsignal vermessen werden, welches die Nähe der beiden markierten Proteine 
wiedergibt. A: Schematische Darstellung der Sec61 Konstrukte. Beide sind auf zytosolischer Seite, an 
dem dort lokalisierten N-Terminus mit den jeweiligen Reportstrukturen versehen. B: Nachweis der 
Lokalisierung der Reporterstrukturen im Zytosol. Durch den Einsatz von Digitonin wurde die 
Plasmamembran semi-permeabilisiert. Dadurch erhielt das im nächsten Behandlungsschritt applizierte 
Trypsin Zugang zum Zytosol und baute die Luciferase ab, wodurch das Signal reduziert wurde. Wenn 
DMSO anstatt Digitonin verwendet wurde, war ein gleichmäßiger Abfall des Signals über die Zeit zu 

beobachten. C: Nachweis der Spezifität der Interkation zwischen Sec61α-NL und Sec61β-NS. Durch die 

zeitgleiche Expression der beiden markierten Proteine wurde ein Lichtsignal erzeugt (dunkelgrün). 
Dieses konnte durch die Expression der unmarkierten Form von Sec61α und Sec61β inhibiert werden. 
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Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens drei unabhängigen Messungen. D: Grafische 
Zusammenfassung aller Messungen im Balkendiagramm. Die Signifikanz zwischen der funktionellen 
Interaktion (dunkelgrün) und der Probe, die um den Leervektor ergänzt wurde (LV) ist durch einen t-
Test bestimmt worden. Die Signifikanz zwischen den Proben, die mit drei Plasmiden transfiziert wurden, 
wurden mittels One-Way ANOVA mit entsprechendem Post-hoc Test bestimmt. 

Da TMEM109 oder hSnd2 nicht als eine Komponente bereits bekannter Komplexe 

beschrieben ist, war es für zukünftige Analysen ebenfalls von Interesse Interaktionen 

außerhalb eines bestehenden Komplexes zu beschreiben. Hierfür wurden ebenfalls Proteine 

rund um das Translokon betrachtet. Beispielsweise sind in Abb. 28 die Interaktionen zwischen 

Sec61β und Sec63 (A), sowie zwischen Sec61α und Trapα (B) genauer überprüft und 

dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass eine effiziente Colokalisierung auch auf luminaler Seite, 

zwischen dem C-Terminus von Sec61β und dem N-Terminus des Sec63-Proteins 

nachgewiesen werden konnte. Für beide Interkationen (Sec61β/Sec63 und Sec61α/Trapα) 

konnte eine effiziente Kompetition durch die Expression eines nicht markierten Proteins 

gezeigt werden.  

 

Abb. 28: Darstellung von Interaktionen zwischen Proteinen unterschiedlicher Komplexe. 
Experimentell wurde wie in 5.2.9 beschrieben vorgegangen. Getestet wurden die Interaktionen 
zwischen Sec61β und Sec63 (A) und Sec61α und Trapα (B). In beiden Fällen zeigte sich eine deutliche 
Interaktion zwischen den markierten Proteinen. Die Kompetition mit dem jeweiligen Protein ohne den 
LgBiT zeigte für beide Interaktionen eine signifikante Reduzierung des Luciferasesignals. Da in Abb. 
26und Abb. 27 die LgBiT Kompetition einen minimal schwächeren Effekt erbrachte wurde hier nur die 
LgBiT Kompetition durchgeführt. Die Signifikanzen zwischen den funktionellen Interaktionen 
(dunkelgrün) und mit dem Leervektor behandelt Proben (hellgrün) wurde durch t-Test überprüft, gleiches 

gilt für den Vergleich zwischen Leervektor und Plasmid behandelten Proben (violett). Es lässt sich 

festhalten, dass durch das System der Nachweis von Proteininteraktionen sowohl innerhalb 

eines bekannten Komplexes wie dem Sec61-Komplex oder dem TRAP-Komplex, aber auch 

Interaktionen außerhalb eines Komplexes nachgewiesen werden können. Dies lässt es zu, 
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dass das NanoBiT-System im nachfolgenden ebenfalls für den Nachweis von bisher 

unbekannten Protein-Protein-Interaktionen verwendet wird. 

6.1.7. Nachweis der Interaktion zwischen hSnd2 und TMEM109 in lebenden 

Zellen mittels NanoBiT 

Nachdem durch Co-IP Experimente gezeigt werden konnte, dass sowohl TMEM109 mit 

hSnd2-FLAG oder hSnd2 aufgereinigt werden konnte und auch umgekehrt hSnd2 mit 

TMEM109 und TMEM109-FLAG aufgereinigt werden konnte, war es das Ziel diese Interaktion 

auch in lebenden Zellen nachzuweisen und zu quantifizieren. Hierfür wurde das NanoBiT-PPI-

System (Promega), wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, im Labor etabliert. 

Basierend auf den Etablierungsversuchen wurden die unterschiedlichen Konstrukte für das 

TMEM109- und das hSnd2-Protein generiert (Kap. 5.4.8-5.4.11). Daraus resultierend 

entstanden vier unterschiedlich markierte Formen des hSnd2- und zwei Formen des 

TMEM109-Proteins, dargestellt in Abb. 29A. hSnd2 konnte an beiden Termini entweder durch 

einen LgBiT oder einen SmBiT markiert werden, während TMEM109 nur C-terminal markiert 

wurde. Grund hierfür ist, dass TMEM109 eine N-terminale Signalsequenz trägt, welche nach 

dem Transport in das ER abgespalten wird, wodurch der ein N-terminal zum Signalpeptid 

liegendes Reporterkonstrukt ebenfalls abgespalten werden würde. Die sechs generierten 

Plasmidkonstrukte erlaubten, dass insgesamt vier verschiedene Kombinationen der 

Interaktion zwischen hSnd2 und TMEM109 getestet werden konnten (I-IV). Die quantifizierten 

Ergebnisse der Interaktionsstudie hinsichtlich der getesteten Konstruktkombinationen sind 

Abb. 29B zu entnehmen. Es zeigt sich deutlich, dass die Kombination IV, aus C-terminal mit 

dem LgBit versehenen TMEM109 und N-terminal SmBiT markiertem hSnd2 ein signifikant 

stärkeres Lichtsignal durch die Interaktion erzeugt als die drei anderen getesteten 

Kombinationen. Die Konstrukte I-III bewegen sich auf einem vergleichbaren Level, sind jedoch 

schwächer und überschreiten nicht den von uns und dem Hersteller gesetzten Schwellenwert 

von 10 RLU, der auf eine Interaktion hinweisen würde.  
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Abb. 29: TMEM109 und hSnd2 NanoBiT Konstrukte, deren Interaktionsmöglichkeiten und der 
Ermittlung der effektivsten Kombination aus hSnd2 und TMEM109. A: Schematische Darstellungen 
der Proteine mit den LgBiT und SmBit Konstrukten an den jeweiligen Termini. Während es möglich war, 
insgesamt vier Varianten von hSnd2 zu generieren, ist dies für TMEM109 nur C-Terminal erfolgt. Aus 
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der Verbindung der LgBiT und SmBiT Varianten ergeben sich insgesamt vier mögliche Kombinationen 
(I-IV) in denen die Proteine ein funktionelle Luciferase generieren könnten. B: Bei der Auswertung der 
vier Kombinationen zeigte sich deutlich eine im Vergleich stärkere Interaktion von Kombination IV im 
Vergleich zu den anderen drei Kombinationen. Angeglichen wurde die gemessene Lumineszenz in 
jedem Fall individuell an die entsprechende Kontrolle, bestehend aus dem LgBiT markierten Protein und 
dem Halo-C-Konstrukt. Die Proben wurden statistisch durch einen One-Way ANOVA Test verglichen. 
C: Die Spezifität der Verbindung zwischen den gewählten TMEM109 und hSnd2-Varianten konnte 
durch die Verwendung von nicht markierten Proteinen gezeigt werden. Diese ersetzten markierte 
Proteine als Interaktionspartner und verringern so die Bildung von Paaren, die eine funktionelle 
Luciferase ausbilden und so das emittierte Licht. Statistisch wurde die funktionale Interaktion und die 
Kontrollprobe mit der Expression des Leervektors durch einen t-Test miteinander verglichen. Weitere 
Proben, die ein funktionelles kompetitives Protein beinhalteten, wurden mit dem One-Way ANOVA Test 
verglichen, zeigten jedoch auf Grund der Streubreite der logarithmisch aufgetragenen Daten keinen 
statistischen Unterschied, eine starke Tendenz der Kompetition ist dennoch erkennbar. D: Nachweis 
der Lokalisierung durch die Verwendung von Digitonin und Trypsin. Verwendet wurde die in Abbildung 
B etablierte Kombination IV aus TMEM109-CL und NS-hSnd2. Die Zellen wurden nacheinander mit 
Substrat, Digitonin, Trypsin, Wasser oder DMSO behandelt. Die einzelnen Kurven sind farblich codiert. 
Da ein starker Signalabfall erst nach einer kombinierten Behandlung mit Digitonin und Trypsin 
beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass die verwendeten Luciferase Komponenten im 
Zytosol lokalisiert sind, und damit die verwendeten Termini ebenfalls im Zytosol liegen. Graue Balken 
symbolisieren den Applikationszeitraum der unterschiedlichen Substanzen, in denen nicht gemessen 
werden konnte. Die gepunkteten Linien stellen daher den angenommenen Messverlauf in dieser Zeit 
dar. 

Basierend auf dem Wissen, aus welcher Proteinkombination das stärkste Lichtsignal generiert 

werden konnte, wurde diese Kombination auf Ihre Spezifität hin geprüft. Dazu wurden, analog 

zu den in Abb. 29B gezeigten Ergebnissen, die Zellen zeitgleich mit dem TMEM109-CL, 

HSND2-NS und einem weiteren Plasmid transfiziert. Dabei handelte es sich um TMEM109, 

bzw. HSND2 codierenden Plasmiden oder den Leervektor, damit die markierte Variante in den 

Komplexen durch nicht-markierte Varianten ersetzt werden konnte. Dies wurde dadurch 

unterstützt, dass das wild typische Protein im Vergleich zum markierten Protein stärker 

synthetisiert wurde, da es als cDNA stromabwärts des CMV-Promotor positioniert war, 

wodurch die Konkurrenzsituation weiter verstärkt wurde. Hierbei zeigte sich, dass durch den 

Einsatz der nicht-markierten Proteine die generierte Lichtintensität abnahm, was auf eine 

geringere Anzahl miteinander interagierender TMEM109-CL-und hSnd2-NS-Proteine 

zurückzuführen ist, entstanden durch die Konkurrenzsituation zwischen dem markiertem und 

den nicht-markierten Proteinen. Dies zeigt, dass die Interaktion dieser beiden markierten 

Proteine als durchaus spezifisch anzunehmen ist (Abb. 29C).  

Um sicherzustellen, dass die markierten Proteine nicht falsch in der Zelle lokalisiert sind, wurde 

eine weitere Sequestrierung durchgeführt. Hierbei wurde die Eigenschaft des Assays, dass 

die Messung live verfolgt werden konnte, genutzt. Die Zellen wurden auf die bereits 

beschriebene Weise für die Messung vorbereitet (Kap. 5.2.9) und analog zu Abb. 12C und D 

behandelt. Die Ergebnisse sind als normierte Kurven in Abb. 29E dargestellt. Zu Beginn der 

Messung wurde kein Substrat zugegeben, sodass kein Lichtsignal detektiert werden konnte. 

Nach der Zugabe des Substrates (1) wurde dieses durch die Luciferase umgesetzt und ein 

Lichtsignal wurde generiert. Die Messung wurde erneut pausiert und den Zellen wurde 
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Digitonin zur Permeabilisierung der Plasmamembran zugegeben, woraus eine gesteigerte 

Lichtintensität resultiert (roter und blauer Verlauf). Zur Kontrolle wurden die Zellen in weiteren 

wells zeitgleich mit Trypsin behandelt (schwarzer Verlauf), worauf keine Veränderung des 

Signals beobachtet werden konnte. Wenn auf die Digitoninbehandlung nun eine Zugabe von 

Trypsin (T) folgte, konnte ein starker Abfall des Signals beobachtet werden (rot), der bei einer 

Behandlung mit der Lösemittelkontrolle Wasser nicht erfolgte (blau). Die Zugabe von Trypsin 

im dritten Schritt hatte zur Folge, dass kein Lichtsignal mehr nachweisbar war. Die Behandlung 

mit DMSO als Kontrolle zu Digitonin zeigte keinen Abbau des Signals. Somit kann 

geschlussfolgert werden, dass das Signal so lange vor dem Verdau mit Trypsin geschützt ist, 

solange eine intakte Plasmamembran vorliegt. Dementsprechend sind die beiden 

Reportereinheiten der Luciferase zytosolisch lokalisiert.  

Ebenfalls konnte die zuvor in Abb. 20 mittels Co-IP beobachtete und auch aus der Literatur 

vermutete Multimerisierung von TMEM109 mit dem NanoBiT-System in lebenden Zellen 

bestätigt werden (Venturi et al. 2011). Durch die zeitgleiche Expression einer C-terminal LgBiT 

und einer C-terminal SmBit markierten Variante von TMEM109 konnte eine Komplementation 

der Luciferase erreicht werden, welche wiederrum sensitiv gegenüber der Anwesenheit eines 

kompetitiven nicht markiertem TMEM109 war (Abb. 30). Eine identische Tendenz konnte auch 

für hSnd2 festgestellt werden. Neben den Daten der Co-IP Experimente mit FLAG-markiertem 

hSnd2, mit dessen Hilfe endogenes hSnd2 aufgereingt werden konnte, wurde in den NanoBiT-

Experimenten ebenfalls deutlich, dass ein Multimer aus hSnd2 Proteinen in der Membran 

vorliegen könnte. Die Interaktion ist deutlich schwächer (RLU = 13,5) als die Interaktion des 

gesicherten Multimeres des TMEM109-Proteins (RLU = 148,3, spezifische Werte in Abb. 31C 

einzusehen). Kompetitive Experimente konnten bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht 

durchgeführt werden. 

 

Abb. 30: Homomultimerisierung des TMEM109-Proteins. Es wurden 2*104 Zellen pro well in einer 
weißen 96 well plate ausgesät und am Folgetag transfiziert. 24 Stunden später erfolgte die Zugabe des 
Furimazine-Substrates und eine Detektion des aus der Verbindung der zwei Untereinheiten 
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resultierenden Lichtsignals. Der Nachweis des Homomultimers von TMEM109 erfolgte mit der 
dementsprechenden Kompetition durch nicht markiertes TMEM109. Diese zeigte sich als signifikant 
unterschiedlich zum Kontrollversuch, in dem ein Leervektor-Plasmid genutzt wurde. Der Vergleich 
zwischen der funktionellen Interaktion und der Kontrolle durch den Leervektor, sowie der Vergleich 
zwischen Leervektor und Kompetition erfolgte mittels t-Test.  

Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass die Co-IP Resultate vorhergegangener 

Experimente bestätigt werden konnten, da hSnd2 und TMEM109 auch in lebenden Zellen eine 

Interaktion eingehen. Der C-Terminus von TMEM109 und der N-Terminus von hSnd2 zeigen 

hierbei den Interaktionspunkt der beiden Proteine. Diese Interaktion, genau wie die 

Multimerisierung von TMEM109, konnte durch Komplementation als spezifisch nachgewiesen 

werden. Für die Homomultimerisierung des hSnd2-Proteins, welche ebenfalls in Co-IP 

Experimenten angedeutet wurde (Abb. 18), steht dieser Nachweis noch aus. Dass die 

betreffenden tags, die die Interaktion nachweisen, wie erwartet im Zytosol lokalisiert sind, 

konnte mit Hilfe eines Trypsinverdaus belegt werden.  

6.1.8. Interaktionsmatrix von hSnd2 und TMEM109 im Kontext des 

Translokons in vitalen Zellen 

Einen zentralen Anteil zur Aufklärung der Funktionalität des humanen SND Transportweges 

würde dadurch geleistet werden, festzustellen, wie die Transportsubstrate in die ER-Membran 

inseriert werden, bzw. diese über die ER Membran transportiert werden. Dieser Schritt kann 

sowohl über die Proteine selbst erfolgen, sollten diese als Insertase agieren, oder unterstützt 

werden durch einen der bereits bekannten Proteintransportkanäle in der ER Membran. Da in 

den Experimenten, in denen TMEM109 oder hSnd2 als baitprotein verwendet wurden Sec61β 

als Teil des Sec61-Komplexes per Western Blot identifiziert werden konnte, aber auch in 

Proteine des Translokonkomplexes in der Massenspektrometrie identifiziert wurden, ist die 

Vermutung gegeben, dass TMEM109 und/oder hSnd2 mit dem Translokon interagieren 

könnten. Basierend auf diesen Überlegungen war es das Ziel weiterer Experimente zu zeigen, 

inwiefern die Proteine TMEM109 und/oder hSnd2 am Translokon lokalisiert sind, bzw. eine 

Interaktion mit einem der Sec61-Proteine vorliegt. Um ein möglich vollständiges Netzwerk rund 

um hSnd2, TMEM109 und das Translokon darzustellen, wurden alle bis zu diesem Zeitpunkt 

möglichen Kombinationen ausgetestet. So konnten nach dem im vorherigen Kapitel 

beschriebenen Schema unterschiedlichste Verbindungen zwischen Proteinen nachgewiesen 

werden, welche in Abb. 31A als Heatmap zusammengefasst sind. 
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Abb. 31: Zusammenfassung der NanoBit-Studien und Darstellung des Interaktionsnetzwerkes 
rund um die Proteine hSnd2 und TMEM109. Für alle Ergebnisse wurden die Zellen zu Beginn in einer 
weißen 96 well plate ausgesät und am Folgetag mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Nach 
einer Expressionszeit von 24 Stunden wurde den Zellen das Luciferase-Substrat zugegeben und die 
generierte Lichtmenge quantifiziert. A: Durch die Überprüfung diverser Kombinationen von Proteinen 
ergibt sich eine Vielzahl von Interaktionen von Proteinen, die zum Gesamtkomplex des Translokons 
gezählt werden. Diese konnten sowohl auf luminaler als auch auf zytosolischer Seite gezeigt werden. 
Farblich codiert in der Heatmap wurden die „stärken“ der Interaktion, wiedergegeben durch deren 
relative Lumineszenz verglichen zu der Kombination aus LgBiT-Konstrukt und dem SmBiT-Halo-C 
Protein. Ein im Quadrat vermerkter ✓ repräsentiert Ergebnisse, die durch Komplementationen mit 
unmarkierten Proteinen bestätigt wurden (Abb. 26 bis Abb. 29). Sterisch nicht mögliche Kombinationen 
sind durch die Schraffur des entsprechenden Quadranten markiert. B: Die Resultate der Heatmap sind 
als Interaktionsschema wiedergegeben. Die Stärken der Linien spiegeln hier die gemessenen RLU 
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wider. Violette Linien entsprechen einem Interaktionsnachweis durch die Kombination der 
Luciferaseuntereinheiten auf zytosolischer Seite der ER Membran, während die gelbe Linie einen 
Interaktionsnachweis zweier Proteine durch die funktionelle Reassemblierung der Luciferase im ER-
Lumen wiedergibt. C: Statistische Auswertung der Ergebnisse, auf denen die Grafiken A und B basiert. 
Dargestellt sind die RLU, die normiert sind auf den 4 Minuten Wert einer jeden Messung und der 
entsprechenden Kontrolle durch die Halo-CS Komplementation (linke Spalte). Angegeben sind 
zusätzlich der SEM und die Anzahl der Messungen. 

Die Expression der Plasmide erfolgte für 24 Stunden in weißen 96 well plates, in denen die 

Proben ebenfalls vermessen wurden. Hierfür wurde das Medium abgesaugt, klares Opti-

MEM™ ohne Phenolrot auf die Zellen gegeben und das Substrat appliziert. Die Auswertung 

erfolgte vier Minuten nach Messbeginn. Wie in der Heatmap in Abb. 31A dargestellt konnten 

mehrere Kombinationen identifiziert werden, bei denen die gemessenen Signale eine 

räumliche Interaktion bestätigen. Neben den bereits in 6.1.6 beschriebenen Interaktionen 

konnten zusätzlich eine Nähe zwischen TMEM109 und den Komponenten des TRAP-

Komplexes und Sec61α (C-Terminus) selbst nachgewiesen werden. Dies konnte ebenfalls für 

hSnd2 gezeigt werden, wobei hier eine stärkere Interaktion mit dem N-Terminus von Sec61α 

zu bestehen scheint. TMEM109 sowie hSnd2 zeigen Interaktionen mit TRAPα und TRAPβ, 

welche in Abb. 32 als spezifisch verifiziert wurde.  

 

Abb. 32: Verifizierung der Interaktion zwischen TMEM109 und TRAPα. Die Zellen wurden zu Beginn 
in einer weißen 96 well plate ausgesät und am Folgetag mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. 
Nach einer Expressionszeit von 24 Stunden wurde den Zellen das Luciferase-Substrat zugegeben und 
die generierte Lichtmenge quantifiziert. Zur Spezifizierung der Interaktion wurden die jeweiligen Proteine 
ohne Reporterkonstrukt durch Pasmidtransfektion synthetisiert. Dadurch konnte eine entsprechende 
Signalreduktion erreicht werden. Der Vergleich zwischen funktioneller Kombination und Kompetition mit 
dem Leervektor erfolgte mittels t-Test. Weiter statistische Vergleiche zwischen Leervektor und 
Proteinexpression erfolgten mittels One-Way ANOVA.  

Im Verlauf der Studie wurden verschiedene, aus der Literatur bekannte Interaktionen 

nachgewiesen, wodurch das System als funktionell verifiziert werden konnte. Unter anderem 

ist hier besonders auf die Interaktion zwischen Sec63-NS und Sec61β-CL zu nennen. Diese 

Interaktion ist für die Reporterkonstrukte von Sec63 und Sec61β die einzige nachgewiesene. 

Dies ist jedoch eine zu erwartende Beobachtung, da beide tags in das Lumen des ERs 
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hineinragen und so mit allen anderen tags, die im Zytosol lokalisiert sind durch die 

zwischenliegende Membran nicht interagieren könnten. Diese Verbindung ist daher im 

dargestellten Interaktionsnetzwerk (Abb. 31B) als einzige in gelb abgebildet. Das die Topologie 

der markierten Proteine durch das Hinzufügen der Reporterstrukturen nicht beeinflusst wird, 

kann aus den schraffierten Flächen in Abb. 31A gefolgert werden. Diese stellen sterisch nicht 

kompatible Kombinationen dar, die den Schwellenwert von 10 RLU nicht überschreiten (Abb. 

31C), was ein weiteres Indiz für die Funktionalität des experimentellen Aufbaus ist.  

hSnd2 zeigt in höherem Maße Interaktionspotential mit dem zentralen Protein des 

Translokons, Sec61α, in verschiedenen Kombinationen. Neben diesen Kombinationen zeigt 

Sec61α auch die aus der Literatur zu erwartenden Interaktionen mit Teilen des TRAP-

Komplexes, aber auch mit Sec63. Beide Proteine stellen Komponenten des Großverbundes 

des Translokons dar. Gleichzeitig ist die sehr starke Interaktion zwischen Sec61α und Sec61β 

voraussehbar gewesen, denn diese beiden Proteine sind Teil des heterotrimeren Sec61 

Komplexes. Demzufolge ist die Interaktion zwischen den TRAP-Untereinheiten und Sec61β 

auch als Bestätigung der Interaktion zwischen Sec61α und den TRAP-Untereinheiten zu 

interpretieren. Auffällig für die Interaktion der beiden Sec61-Varianten ist, dass Sec61β 

deutlich stärker mit dem N-Terminus als dem C-Terminus des Sec61α interagiert. Dies könnte 

auch zu Teilen mit der Menge an synthetisiertem Sec61α-CL Fusionsprotein zu begründen 

sein, da auch Messungen zur synthetischen Komplementation der LgBiT Konstrukte mit 

Sec61α-CL weniger effizient ausfielen als mit Sec61α-NL (Abb. 35). 

Abschließend kann aus den NanoBiT-Experimenten ein Interaktionsnetzwerk skizziert 

werden, welches nicht nur bereits bekannte Interaktionen (TRAP↔Sec61α, Sec61α↔Sec61β, 

Sec61β↔Sec63, Sec61α↔Sec63, TMEM109↔TMEM109 (Lang et al. 2017; Meyer et al. 

2000a; Pfeffer et al. 2017; Venturi et al. 2011)) sondern darüber hinaus auch neue 

Interaktionen erstmalig im lebenden, physiologischen Kontext aufzeigt. Hierzu gehören sowohl 

die Interaktionen zwischen TMEM109 und hSnd2, für zweiteres ebenfalls ein Homomultimer, 

sowie die Interaktion beider Proteine mit Teilen des Translokons. Dargestellt ist das insgesamt 

etablierte Netzwerk der getesteten Proteine in Abb. 31. 

6.1.9. Nachweis der NanoBiT-Konstrukte 

Dadurch, dass die plasmidgestützte Expression von Proteinen mit der Gefahr einer 

ungenügenden oder überschießenden Proteinsynthese verbunden ist, musste diese 

Expression für die NanoBiT Konstrukte kontrolliert werden. Während eine Überexpression 

beispielsweise zu falsch-positiven Signalen führen könnte, würde eine unzureichende 

Expression zu einem gegebenenfalls falsch negativen Ergebnis führen. Da für jedes der 

getesteten Fusionsproteine bzw. Reporterkonstrukte immer mindestens eine funktionelle 

Interaktion mit Hilfe des Assays gezeigt werden konnte, ist davon auszugehen, dass diese 
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erfolgreich exprimiert wurden. Welche Proteinmenge daraus resultierte, lässt sich jedoch nicht 

abschätzen. Aufgrund dessen, dass Expressionsstärke der Proteine ebenfalls die Stärke der 

Lumineszenz beeinflussen kann, ist die Kontrolle ebenjener Expression ein entscheidender 

Schritt.  

Zwei Methoden wurden mit zu diesem Zweck angewendet. Zum einen sollten die Konstrukte 

mittels Western Blot Analysen in den Zelllysaten nachgewiesen werden, zum anderen auch in 

lebenden Zellen durch Komplementation mit Hilfe eines Peptides. Der immunologische 

Nachweis erfolgte mit Hilfe unterschiedlicher Antikörper. Zum einen wurden Antikörper gegen 

die endogenen Proteine selbst verwendet, da durch die angefügten Reporterstrukturen der 

Luciferase die eigentlichen Epitope der Proteine, durch die diese von den Antikörpern erkannt 

werden, nicht verändert sein sollten. Des Weiteren konnten auch spezifische Antikörper gegen 

den SmBiT und den LgBiT eingesetzt werden. 

Die Generierung der zu analysierenden Proben erfolgte in 6 cm Zellkulturschalen. Hierzu 

wurden 6*105 Zellen ausgesät und nach 24 Stunden mit den entsprechenden Plasmiden 

transfiziert (Kap. 5.1.6; 5.5.3). Die Expression der Proteine erfolgte für weitere 24 Stunden, so 

wie es auch für die Quantifizierung der Lumineszenz der Fall gewesen wäre. Die Zellen wurden 

geerntet und als SPZ (Kap. 5.5.5) für die SDS-PAGE (Kap. 5.2.2) vorbereitet. Die Übertragung 

auf eine aktivierte PVDF Membran erfolge per Wet-Blot, die Detektion mit den genannten 

Antikörpern. 
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Abb. 33: Immunologischer Nachweis SmBiT markierter Proteine mit Hilfe des generierten SmBiT 
Antikörpers.  Zur Probengenerierung wurden 6*105 Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesät und 
für 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Nach dieser Zeit wurde ein Medienwechsel vorgenommen und 
die Zellen mit den unterschiedlichen Plasmiden transfiziert. Es erfolgte eine weitere 24-stündige 
Inkubation. Nach dieser Zeit wurden die Zellen geerntet, gezählt und zu SPZs weiterverarbeitet. Diese 
wurden in Laemmli aufgenommen und auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach der 
elektrophoretischen Trennung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran übertragen, 
auf der sie immunologisch detektiert werden konnten. Zur Detektion wurde der α-SmBiT Antikörper 
verwendet.Als Negativkontrolle wurden nut mit Transfektionsreagenz beahndelte Zellen verwendet 
(Mock) und als funktionale Kontrolle des Antikörpers cPKA-CS und Halo-CS. A: Es wurde TMEM109-CS 
und Sec61β-NS detektiert. B: Es besteht ein Unterschied zwischen Expressionsstärke und Laufhöhe 
der beiden hSnd2-Reporterkonstrukte, die auf dem unterschiedlichen Plasmidgerüst beruhen könnte. 
Ebenfalls konnte Sec61α-CS detektiert werden. C: Beide C-terminal markierten TRAP Konstrukte 

konnten mit Hilfe des Antikörpers nachgewiesen werden. Als Ladekontrolle wurde in allen Fällen β-Actin 

verwendet. Aufgetragen wurden pro Spur jeweils 3*105 Zelläquivalente. Gezeigt werden repräsentative 
Blots von mindestens zwei unabhängigen biolgischen Experimenten. 

Mit Hilfe des SmBiT Antikörpers konnten wie in der vorhergegangenen Abb. 33 gezeigt alle 

verwendeten SmBiT-Konstrukte immunologisch in Zelllysaten detektiert werden. Es bestehen 

Unterschiede in der Expressionsstärke zwischen den einzelnen Proteinen, am stärksten 

zwischen hSnd2-NS und hSnd2-CS. Der Größenunterschied der Konstrukte lässt sich durch 

die unterschiedliche Positionierung des cDNA in der multiple cloning site und der daraus 

resultierenden veränderten Gesamtzahl der Aminosäuren zurückführen. Die Fusionsproteine 

des Sec63-CS und Sec63-NS konnten nicht detektiert werden, da das unmarkierte Proteine 

bereits über 100 kDa aufweist und der Massenshift nicht groß genug ist, um eine Trennung 

zwischen dem endogenem und dem Fusionsprotein zu erzeugen.  

Zur Detektion weiterer Konstrukte sollten Antikörper gegen das endogene „Trägerprotein“ 

verwendet werden. Wie in Abb. 34 zu erkennen ist, war es nicht möglich jedes Konstrukt mit 
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den entsprechenden Antikörpern nachzuweisen. Abbildungsteil A zeigt die Verwendung des 

α-hSnd2-Antikörpers. Hier wurde zur Kontrolle zusätzlich eine FLAG-markierte Version des 

Proteins getestet, um die Sichtbarkeit einer Massenveränderung sicherzustellen. Durch den 

α-hSnd2 spezifischen Antikörper war es jedoch nur möglich die N-terminal erweiterten 

Konstrukte zu detektieren, welche eine vergleichbare Abundanz zum endogenen hSnd2 

aufwiesen. Am C-Terminus markierte Proteine konnten nicht detektiert werden. Ähnliches gilt 

für die TMEM109 und TRAPβ-Konstrukte. Während mit dem proteinspezifischen Antikörper 

nur die mit dem LgBiT erweiterte Variante detektiert werden konnte (Abb. 34B TMEM109; Abb. 

34C TRAPβ), konnte die SmBiT markierte Variante des Proteins mit Hilfe des α-SmBiT-

Antikörpers nachgewiesen werden (Abb. 33A und C). Da in der Vergangenheit in der 

Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass eine C-terminale Erweiterung von TRAPα eine Detektion 

mit dem α-TRAPα-Antikörpers verhindert, wurde dieses Protein nur mit dem α-SmBiT-

Antikörper detektiert, was erfolgreich war (Abb. 33C).  

Die Nutzung des monoklonalen, kommerziellen Antikörpers gegen LgBit stellte sich als 

erfolglos für die meisten Konstrukte heraus. In Abb. 34D ist die das Ergebnis einer 

immunologischen Detektion mit dem α-LgBiT-Antikörper dargestellt. Von den sechs getesteten 

Konstrukten, darunter die bereitgestellten Positivkontrolle, konnten nur Banden in den Spuren 

für TMEM109 und TRAPβ identifiziert werden. Diese stimmten im Molekulargewicht mit den 

Banden überein, die identifiziert werden konnten, wenn die Konstrukte mit den 

proteinspezifischen Antikörpern detektiert wurden (Abb. 34B und C). 
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Abb. 34: Immunologischer Nachweis von Proteinen, die mit den SmBiT- oder LgBiT-
Reporterstrukturen versehen wurden. Zur Probengenerierung wurden 6*105 Zellen in einer 6 cm 
Zellkulturschale ausgesät und für 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Nach dieser Zeit wurde ein 
Medienwechsel vorgenommen und die Zellen mit den unterschiedlichen Plasmiden transfiziert. Es 
erfolgte eine weitere 24-stündige Inkubation. Nach dieser Zeit wurden die Zellen geerntet, gezählt und 
zu SPZs weiterverarbeitet. Diese wurden in Laemmli aufgenommen und auf ein SDS-PAGE-Gel 
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-
Membran übertragen, auf der sie immunologisch detektiert werden konnten. Die Detektion erfolgte unter 
Verwendung folgender Antikörper: A: α-hSnd2, B: α-TMEM109, C: α-TRAPβ; D: α-LgBiT. In 
Abbildungsteil D wurde das Halo-CS Konstrukt als Negativkontrolle genutzt. Als Ladekontrolle wurde in 
allen Fällen β-Actin verwendet. Aufgetragen wurden pro Spur jeweils 3*105 Zelläquivalente. Gezeigt 
werden repräsentative Blots von mindestens zwei unabhängigen biolgischen Experimenten. 

Beim Vergleich der Mengenverhältnisse der einzelnen Proteine wird der Effekt durch die 

Verwendung des HSV-TK-Promotors, welcher vor den Konstrukten liegt, deutlich. Durch den 

Einsatz der proteinspezifischen Antikörper kann die Proteinmenge der künstlichen Konstrukte 

mit den unmarkierten Varianten der Proteine direkt verglichen werden. Hier zeigte sich, dass 

keine Überexpression der eingebrachten Konstrukte vorlag. Im Vergleich sind die exprimierten 

Mengen der TMEM109- und TRAPβ-Konstrukte deutlich geringer als das endogene Protein. 

Die bewusst geringere Expressionsstärke der HSV-TK-Promotoren des NanoBit-Systems wird 

ebenfalls deutlich, wenn ein Vergleich mit den FLAG-markierten Proteinen erfolgte. Diese sind 

zusammen mit einem CMV-Promotor codiert, welcher häufig in der Zellkultur verwendet wird, 

um eine starke Expression von eingebrachten Plasmiden zu erreichen. Dass diese eine 
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deutlich stärkere Expression zur Folge haben, ist bei der Betrachtung der hSnd2 und 

TMEM109 Blots zu erkennen (Abb. 34A und B).  

Da der Nachweis mittels Western Blot der mit dem LgBiT versehenen Konstrukte 

unzureichend war, erfolgte diese innerhalb des NanoBit Systems durch eine 

Komplementation. Hier wurde der Fakt genutzt, dass das Peptid, welches für die Generierung 

des α-SmBiT-Antikörpers im Hasen genutzt wurde, identisch ist zu der Aminosäuresequenz, 

die an die SmBiT markierten Proteine angefügt wurde. Dadurch war es möglich, exprimierte 

LgBiT-Proteine in den Zellen durch ein nicht proteingebundenes, nicht ribosomal 

synthetisiertes Peptid zu komplementieren und ein Lichtsignal zu generieren. Die Etablierung 

dieses Vorgehens, welches im weiteren als synthetische Komplementation bezeichnet wird, 

ist in Kapitel 5.2.9 beschrieben.  

Die synthetische Komplementation wurde genutzt, um die Anwesenheit und die 

Expressionsstärke der einzelnen LgBiT-Plasmide zu bestimmen. Die Expressionsstärke der 

einzelnen Konstrukte kann relativ zueinander verglichen werden, da die zugegebene Menge 

des Peptides in allen Fällen identische war. Durch die Verwendung verschieden affiner Peptide 

(SmBit, blau, KD = 190 µM, HaBit, rot, KD = 700 pM) konnten die LgBiT-Konstrukte verschieden 

effizient nachgewiesen werden (Abb. 35A). Verglichen wurden die Messwerte zu einem 

Peptid, welches der zufälligen SmBiT-Sequenz entsprach (scrambled, hellblau). Die höhere 

Affinität zeigte sich für alle Konstrukte durch eine 20 bis 50-fach stärkere Lumineszenz nach 

der Zugabe des HaBiT-Peptides im Vergleich zum SmBiT-Peptid. Auffällig ist, dass die 

Komplementation für das Sec61α-CL Reporterkonstrukt sehr schwach war, im Fall des SmBiT-

Peptides nur unwesentlich über der Kontrolle. Das Sec61β-CL Konstrukt mit hoher Effektivität 

nachgewiesen werden, obwohl dieses Konstrukt auf der luminalen Seite der Membran 

lokalisiert sein sollte. 

In Abb. 35B ist die Auswertung dieses Experimentes mit allen verwendeten LgBiT-Konstrukten 

nach der Komplementation durch das SmBiT-Peptid dargestellt. Die Signalstärke nach der 

Komplementation durch das SmBiT Peptid wurde verglichen und anhand der Kontrolle, der 

Lichtstärke nach Zugabe des scrambled Peptides normiert. Das SmBiT-Peptid wurde 

ausgiebiger genutzt, da dieses den realen Komplementationspartner des LgBiT in den 

Experimenten darstellt. Mit Hilfe dieses Experimentes konnte ebenfalls die Expression der 

TMEM109-CL, hSnd2-NL und hSnd2-NL Konstrukte nachgewiesen werden, die im 

vergleichbaren Rahmen zu den anderen Konstrukten erfolgte.  



  Ergebnisse 

 
139 

 

Abb. 35: Nachweis der NanoBit-Konstrukte durch synthetische Komplementation. Die zu 
detektierenden Proteine wurden plasmidgestützt in HeLa-Zellen exprimiert und deren Expression 
synthetischer Komplementation überprüft. Hierfür wurden die LgBiT-Konstrukte in der bekannten Weise 
in Zellen exprimiert und nach einer Semi-permeabilisierung durch Digitonin die komplementierenden 
Peptide zugegeben, um die Funktionalität der Luciferase zu ermöglichen. A: Nachweis eines Teiles der 
Konstrukte durch den HaBiT (rot) im Vergleich zum SmBiT (blau). Durch die Zugabe von 100 nM des 
HaBiT-Peptides erfolgte in allen Fällen eine effektivere Komplementation im Vergleich zum SmBiT (100 
µM). B: Bestimmung der relativen Expressionsverhältnisse der einzelnen Proteine. Die Signalstärke 
nach der Gabe des SmBiT-Peptides (blau, 100 µM) wurde relativ zu der Signalstärke nach der Zugabe 
des scrambled (scr, hellblau, 100 µM) bestimmt. Die Werte der Sec61- und TRAP-Konstrukte sind 
identisch zu den in Abbildungsteil A dargestellten Werten, und für eine bessere Vergleichbarkeit hier 
erneut dargestellt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle Konstrukte entweder durch Antikörper oder 

durch die Komplementation mit dem SmBiT-Peptid in der lebenden Zelle nachgewiesen 

werden konnten. Auch konnte das Verhältnis der Affinität verschiedener Peptide (SmBiT 

versus HaBiT) in Zellen bestätigt werden. Die Expressionsstärke der LgBiT-Konstrukte ist mit 

wenigen Ausnahmen miteinander vergleichbar und moderat, was durch Western Blots gezeigt 

werden konnte. Dies ist auch erwartbar durch den verwendeten schwachen Promotor.   
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6.2. Beschreibung biochemischer Fehlfunktionen der ADTKD-assoziierten 

SEC61A1-Mutationen 

Um die Funktion eines Proteins zu charakterisieren, ist es ein Ansatz, dass man die 

Auswirkung einer Mutation oder des Verlusts dieses Proteins ermittelt. Diese 

Herangehensweise wurde im Fall der Sec61α-assoziierten Nierenerkrankung ADTKD genutzt. 

Durch die Charakterisierung der biochemischen Fehlfunktionen der Zelle, die durch die 

Mutation V67G und T185A im Sec61α-Protein ausgelöst wurden, war es das Ziel ebendiese 

Krankheit in Ihrer Grundstruktur aufzuklären und im Zuge dessen auch zu verstehen. Dafür 

wurden sowohl Wachstumsexperimente, Proteinanalysen, als auch Sec61 spezifische 

Transport und live-cell calcium imaging Experimente durchgeführt.  

6.2.1. Genetische und zellphysiologische Charakterisierung der Zelllinien 

Aufgrund dessen, dass die in dieser Arbeit verwendeten HEK-Zellen genetisch modifiziert 

wurden, wurde zu Beginn der Arbeiten sichergestellt, dass grundlegende Parameter zwischen 

den Zellen übereinstimmen, sodass spätere Analysen auf identischen Annahmen basieren. 

Hierfür wurden die genetische Identität der Zelllinie bestätigt, das Zellwachstum und die 

Zellgröße, aber auch der minimale und maximale zytosolische Calciumgehalt der Zellen 

bestimmt.  

Um sicherzustellen, dass die Zellen die beschriebene SEC61A1-V67G und -T185A 

Gensequenzen tragen, wurde die genomische DNA der einzelnen Zelllinien isoliert. Nach einer 

Kontrolle der erfolgreichen Aufreinigung per Agarosegel mit anschließender Färbung (Abb. 

36B) wurde die genomische DNA als Ausgangsmaterial genutzt, um mittels SEC61A1-FLAG 

spezifischen Primern die artifiziell eingebrachten Gensequenzen zu amplifizieren. Die 

entsprechende Fragmentlänge wurde mittels Agarosegelelektrophorese bestätigt (Abb. 36C) 

und das amplifizierte Fragment sequenziert (LGC Genomics, Berlin). Die abschließende in 

Abb. 36D dargestellte Analyse zeigte, dass die entsprechenden Mutationen V67G und T185A 

im transgenen Lokus vorhanden waren.  
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Abb. 36: Genetische Analyse der stabil transfizierten HEK-Zellen. A: Ablauf des Versuchsaufbau. 
Aus den kultivierten Zellen wurde mithilfe des DNeasy® Blood & Tissue Kit die genomische DNA 
aufgereinigt und nur die transgeneSEC61A1-Gensequenz mit Hilfe eines spezifischen Primerpaares 
amplifiziert. Das entsprechende PCR-Produkt wurde durch vier Primer sequenziert, um das vollständige 
Gen abzudecken. B: Die aufgereinigte genomische DNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und 
mittels GelRed gefärbt. C: Die Amplifizierung der inserierten SEC61A1 DNA erfolgte wie erwartet nur in 
den Proben WT, V67G, T185A, was ebenfalls in einem mit GelRed angefärbten Agarosegel geprüft 
wurde. D: In der anschließenden Sequenzanalyse wurden die entsprechenden Mutationen (rot markiert) 
identifiziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma LGC Genomics. Die jeweiligen Zelllinien sind: 
EV: Leervektor, WT: SEC61A1-WT-FLAG, V67G: SEC61A1-V67G, T185A: SEC61A1-T185A. 

Ebenso wurde eine Bestimmung der Zellproliferation in einer Kinetik durchgeführt, bei der über 

einen Beobachtungszeitraum von 72 Stunden im Abstand von 24 Stunden mittels Cytometer 

die Lebendzellzahl gemessen wurde. Hierbei zeigte sich, dass die Zellproliferation der T185A 

Zellen langsamer verlief (Abb. 37A), während die Zelllinie V67G nach 48 Stunden eine leicht 

höhere Zellzahl zeigte im Vergleich zum Wildtyp. Der ermittelte Durchmesser der vitalen 

Zellen, dargestellt in Abb. 37B, ist zwischen den Zelllinien nicht unterschiedlich.  
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Abb. 37: Ermittlung phänotypischer Parameter per Countess® Automated Cell Counter. A: Zur 
Ermittlung der Geschwindigkeit des Zellwachstums wurden 0,7*106 Zellen der jeweiligen Zelllinie in 6 
cm Zellkulturschalen ausgesät und nach 24, 48 und 72 Stunden geerntet und die Lebendzellzahl zu 
diesem Zeitpunkt per Cytometer bestimmt. Die Fehlerbalken repräsentieren den SEM innerhalb von fünf 
einzelnen Experimenten B: Zur Bestimmung des Zelldurchmessers wurden Zellen verschiedener 
Passagen genutzt. Hierfür wurden die Zellen geerntet, per Cytometer vermessen, um so Durchmesser 
lebender Zellen zu bestimmen. Die Fehlerbalken repräsentieren die SEM innerhalb von sechs einzelnen 
Experimenten.  

Dies wurde in späteren Experimenten beachtet. Wenn eine möglichst identische Konfluenz 

der Zellkultur nach 48 h erreicht werden sollte, mussten im Vergleich weniger V67G Zellen als 

WT oder T185A Zellen ausgesät werden.  

Für live-cell calcium imaging-Experimente wurde der minimale und maximale Calciumgehalt 

des Zytosols der drei Zelllinien mehrfach bestimmt. Dieser wurde mit Hilfe des ratiometrischen 

Farbstoffs Fura2-AM ermittelt. Die Zellen wurden durch eine intensive Ionomycin- und EGTA-

Behandlung von Calcium befreit, um anschließend mit einem massiven Überschuss an 

Calcium das Zytosol wieder zu füllen. Daraus ergaben sich die minimale (Rmin) und maximale 

(Rmax) Calciumkapazität des Zytosols der einzelnen Zelllinien. Hierbei zeigten sich, wie in Abb. 

38 dargestellt, keine Unterschiede für die ermittelten Rmin und Rmax Werte zwischen den 

Zelllinien. Daher ist davon auszugehen, dass Unterschiede in den nachfolgend gezeigten 

Ratios, gebildet aus der bei 340 nm und 380 nm bestimmten Emission, beim Vergleich der 

Zelllinien gleichbedeutend sind mit realen Änderungen der Calciumkonzentration. Es war 

daher nicht zwingend erforderlich eine Umrechnung der gemessenen Ratios in 

Calciumkonzentrationen durchzuführen, da die direkte Vergleichbarkeit zwischen den drei 

Zelllinien WT, V67G und T185A auch durch die 340/380 Ratio gegeben war.  
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Abb. 38: Bestimmung der minimalen und maximalen Calciumkapazität des Zytosols. Zur 
Vorbereitung der Calciummessung wurden 6*105 (WT; V67G) bzw. 6,5*105 (T185A) HEK-Zellen 
ausgesät und für 48 Stunden auf Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden für 25 min mit FURA-2AM 
beladen. Die Calciumverhältnisse im Zytosol wurden vermessen. Hierbei wurde durch eine Kombination 
aus Ionomycin und EGTA lösliches Calcium vollständig aus der Zelle entfernt und ein Minimalwert 
ermittelt. Der angegebene Maximalwert ergab sich aus einer daran anschließenden Flutung des 
Zytosols mit Calcium durch dessen externe Zugabe. 

Schlussfolgernd wird in diesen Experimenten deutlich, dass die Zellen die korrekten 

Gensequenzen tragen, eine leichte Anpassung der Zellzahl bei Messungen nach 48 h sinnvoll 

ist und die mittels live-cell calcium imaging bestimmten Ratios nicht durch die minimale oder 

maximale Calciumkapazität des Zytosols beeinflusst sind. Dies erlaubt eine direkte 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse in den folgenden Analysen.  

6.2.2. Veränderte Proteinabundanzen geben Hinweise auf Fehlregulation in 

der Calciumhomöostase 

Neben der genetisch-morphologischen Beschreibung der verwendeten Zelllinien, wurde 

untersucht, ob durch die Anwesenheit des mutierten Sec61α Abundanzänderungen anderer 

Proteine auffällig wurden. Dies ist hinsichtlich dessen interessant, da Sec61α zum einen Teil 

eines trimeren Komplexes ist und viele Proteine als allosterische Faktoren mit diesem in 

Kontext des Translokons interagieren (Lang et al. 2017). Zum anderen erfüllt es vielfältige 

Funktionen innerhalb der Zelle, sodass es Komponenten des Proteintransportes, der 

Calciumhomöostase und der ER-Stressregulation beeinflussen könnte, wodurch verschiedene 

Proteine in ihrer Abundanz beeinflusst sein könnten (Haßdenteufel et al. 2017; Lang et al. 

2011; Lang et al. 2017; Linxweiler et al. 2017).  

Hierfür wurden die Zellen, die nicht weiter spezifisch vorbehandelt waren, geerntet, gezählt 

(Kap. 5.5.2) und entweder als Zelllysat (Kap. 5.5.6) oder als SPZ (Kab. 5.5.5) mittels 

immunologischer Detektion ausgewertet und statistisch analysiert (Abb. 39). Hierbei wurde 

zum einen das FLAG-markierte Sec61α nachgewiesen, welches aufgrund des tag ein höheres 

Molekulargewicht aufwies als das endogene Sec61α und so von diesem unterschieden 

werden konnte, wenn mit einem Antikörper gegen Sec61α gearbeitet wurde. Bei der 
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Verwendung des α-FLAG Antikörpers wird das Fehlen der Banden in den hier zur Kontrolle 

verwendeten Leervektorzellen (empty vector = EV) deutlich. Diese Ergebnisse, die die 

Anwesenheit von Sec61α-FLAG in den entsprechenden Zellen aufgezeigten, bestätigten die 

im vorhergegangenen Kapitel nachgewiesenen genetischen Änderungen auf Proteomebene 

(Abb. 39A). Anhand der semiquantitativen Auswertung ließ sich feststellen, dass keine 

Unterschiede in der Proteinabundanz zwischen den eingebrachten Sec61-Varianten (V67G 

und T185A) bestand und auch keine Veränderung der endogenen Level von Sec61α stattfand 

(Abb. 39F). Sec61β, ein Teil des Sec61-Komplexes, zeigte eine leicht erhöhte, jedoch nicht 

signifikant gesteigerte Abundanz in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Proteine, die 

funktionell mit Sec61α in Zusammenhang stehen, sind unter anderem Repräsentanten der 

verschiedenen Proteintransportsubstratwege. Als Beispiele für die einzelnen Transportwege 

wurden SRβ, CAML, Asna1 und hSnd2 ausgewählt (Abb. 39B), die jeweils einen Teil der 

Proteintransportwege SRP, GET und SND darstellen (Abb. 4 und Abb. 5). Die Abundanz der 

genannten Repräsentanten zeigte keine signifikante Veränderung. Eine Steigerung des 

Proteingehaltes von BiP, GRP170 und PDI (Abb. 39C), was die Folge einer UPR-Aktivierung 

durch Proteinfaltungsstress gewesen wäre, ist nicht detektiert worden. Dies spricht dafür, dass 

die Zellen keinem akuten oder anhaltendem Stress durch Fehlfaltungen von Proteinen 

ausgesetzt waren. Des Weiteren zeigen die Proteine Sec62, TRAPα, TRAPβ und RPN1, die 

beispielhaft als Bestandteile des Translokons ausgewählt wurden, keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Zelllinien (Abb. 39D und F). Tendenziell konnte für diese Proteine, 

wie auch für Sec61β, eine leicht gesteigerte Abundanz nachgewiesen werden.  
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Abb. 39: Immunologische Detektion relevanter Proteine im Kontext der SEC61A1-Mutationen.  
Die Zellen wurden nicht gesondert vorbereitet. Nach dem Ernten und Zählen der Zellen wurden diese 
Als Zelllysat- bzw. SPZ-Proben vorbereitet. Die Proben wurden mit Hilfe der SDS-PAGE der Größe 
nach aufgetrennt, es erfolgte eine Übertragung auf PVDF-Membranen per Western Blot. Auf diesen 
wurden die Proteine mittels spezifischer Antikörper gezielt nachgewiesen. Als Ladekontrolle fungierte 
β-Actin. Gezeigt werden repräsentative Blots A: Nachweis von Sec61α-FLAG in den jeweiligen Zelllinien 
mittels α-FLAG- und α-Sec61α-Antikörper. Ebenfalls wurde Sec61β als Teil des Sec61-Komplexes 
nachgewiesen. B: Nachweis von Proteinen als Repräsentanten verschiedener Proteintargetingwege. 
C: Verschiedene Stressmarkerproteine zeigen keine erhöhte Abundanz. D: Proteine, die aus dem 
Kontext des Translokons bekannt sind, zeigen nur geringe Abweichungen zum Wildtyp. E: Proteine, die 
der Calciumregulation dienen zeigen die stärksten Abweichungen von der als Kontrolle verwendeten 
Wildtyp-Zelllinie. F: Semiquantitative Auswertung der immunologischen Detektionen aus A-E. 
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardfehler (n>4). Statistische Analysen wurden mittels One-
Way-ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die 
quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp. 

Auf der Ebene der Calciumhomöostase, die ebenfalls funktionell mit Sec61 verknüpft ist, 

wurde eine andere Tendenz deutlich. Während die Menge von SERCA2 auf ca. die Hälfte 

reduziert war, ähnlich wie ORAI1, zeigte STIM1 nur im Falle der T185A Mutation eine deutliche 

Verringerung der Proteinabundanz (Abb. 39E und F). Während ORAI1 und STIM1 zentrale 
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Bestandteile des SOCE darstellen, also den Strom von Calcium aus dem Extrazellulärraum in 

das Zytosol ermöglichen, agiert SERCA2 als Calcium-ATPase in der ER-Membran. Dadurch 

könnte eine Änderung in der Calciumhomöostase resultieren. Zur Feststellung, ob ebenfalls 

auch Änderungen auf Transkriptionsebene erfolgten, wurden mit der Unterstützung von 

Andrea Tirincsi (UdS. Med. Biochemie, AG Lang) die mRNA-Level einzelner Zielproteine 

bestimmt. Hier zeigte sich, dass keine der betrachteten mRNA-Level für SEC61B, ATP2A2, 

SRPRA, und SRPRB aus denen die Synthese von Sec61β, SERCA2, SRα, und SRβ erfolgt, 

signifikant unterschiedlich zwischen WT und den Mutanten war.  

 

Abb. 40: Nachweis der mRNA Menge mittels qRT-PCR.  Nachgewiesen wurden die mRNA-Mengen 
SEC61B (Sec61β), SRPRA (SRα), SRPRB (SRβ) und ATP2A2 (SERCA2). Nach der Ernte der Zellen 
wurde aus diesen die mRNA aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde dann quantitative 
bestimmt durch die Verwendung von mRNA spezifischen Taqman Sonden. Dargestellt sind die relativen 
mRNA-Mengen der namensgebenden Proteine nach dem Abgleich mit der Referenz-mRNA zu β-Actin 
(ΔΔct Methode). Die Auswertung repräsentiert Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten mit 
Triplikaten. Der Fehlerbalken stellt den Standardfehler des Mittelwertes von drei Experimenten mit 
jeweils Triplikaten dar. Unterstützt wurde die Datengenerierung durch Andrea Tirincsi. 

Als Folge aus den beschriebenen immunologischen Detektionen und der mRNA-Bestimmung 

kann festgestellt werden, dass nur relevante Änderungen in der Abundanz für Proteine 

ermittelt wurde, die in Verbindung mit der Calciumhomöostase stehen. Diese Änderung ist 

zumindest im Fall von SERCA2 nicht auf eine Änderung auf Ebene der mRNA zurückzuführen. 

Aufgrund dieser Beobachtung lässt sich vermuten, dass sowohl in der Calciumbalance der 

Zelle als auch im Proteintransport über/in die ER-Membran, Fehlfunktionen bzw. 

Abweichungen zur Norm festzustellen sein könnten. Diese Änderungen im Proteintransport 

könnte nur spezifische Proteingruppen betreffen, da klassische Proteine der Transportwege 

nicht in ihrer Abundanz verändert sind (Abb. 39). Ebenso scheint die Assemblierung des 

Translokons und des Sec61-Komplexes nicht verändert zu sein.  

6.2.3. Analyse der Calciumhomöostase der ADTKD Zellen 

Basierend auf den Ergebnissen der immunologischen Ergebnisse die in Kapitel 6.2.2 

vorgestellt wurden, lies sich vermuten, dass gewisse Anomalien in der Calciumhomöostase 
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der HEK-Zellen vorzufinden sind, die ein mutiertes Sec61α beinhalten. Dies ist darin 

begründet, dass die Proteine STIM1 und ORAI1, welches die beiden Hauptkomponenten des 

SOCE darstellen, verringert sind. Dadurch könnte es zu einer verminderten Aufnahme von 

Calcium aus dem extrazellulären Raum in das Zytosol kommen. Dieser Prozess wird 

ausgelöst, wenn das luminale Calcium depletiert wurde (Prakriya & Lewis 2015). Diese 

Depletion ist unter anderem vom Sec61 vermittelten Calcium leak und dessen Gegenspieler, 

dem SERCA-Protein, welches die Calciumionen aus dem Zytosol in das ER zurückführt 

abhängig, die in gesunden Zellen Teile eines sich ausgleichenden Kreislaufs darstellen (Lang 

et al. 2011; Stammers et al. 2015). Da zum einen die Menge an SERCA2 in den hier 

betrachteten Zellen verringert ist, aber auch Mutationen des Sec61α in früheren Studien zu 

Änderungen des leak und der Gesamtcalciumkapazität des ERs geführt haben, wird in den 

folgenden Experimenten auf diese Aspekte Bezug genommen (Schäuble et al. 2012; Schubert 

et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020).  

Zur Untersuchung der verschiedenen Aspekte wurde auf ein identisches Grundsetup 

zurückgegriffen. Hierbei handelte es sich um zytosolische Calciummessungen, die mit dem 

ratiometrischen Farbstoff FURA2-AM erfolgten und so Änderungen in der Calciummenge im 

Zytosol wiedergeben, die live verfolgt und manipuliert werden konnten (Kap. 5.6). Zu Beginn 

wurden Parameter kontrolliert, die unmittelbar mit Sec61α in Verbindung stehen, wie 

beispielsweise der Sec61-vermittelte Calciumleckstrom. Wie in Abb. 41A und B zu erkennen 

ist, wurde durch die Zugabe von Thapsigargin die Entleerung des ERs durch die 

verschiedenen Leckkanäle sichtbar gemacht. Hierbei zeigten alle Proben einen identischen 

basalen Ausgangswert und eine zeitlich identische Reaktion auf die Behandlung. Unterschiede 

zeigten sich jedoch in der Ausprägung des leak. Im Falle der T185A-Mutante war der leak 

signifikant reduziert. Die V67G-Mutation zeigte keinen Unterschied zum Wildtyp. Diese 

Ergebnisse konnten bestätigt werden, im Zuge zusätzlicher Messungen zur Bestimmung des 

SOCE. Hierbei wurde ebenfalls Thapsigargin eingesetzt, um das ER zu entleeren, in diesem 

Fall jedoch in einer EGTA freien Umgebungslösung. Erneut zeigte sich eine schwächere 

Antwort auf die Thapsigargin-Behandlung für die T185A-Zellen. Durch eine anschließende 

Calciumzugabe wurde die Stärke des durch die ER-Entleerung aktivierten SOCE gemessen. 

Der Rückstrom von Calcium aus dem extrazellulären Raum unterschied sich in den einzelnen 

Zelllinien nicht und die Funktionalität des SOCE war in den Zellen dementsprechend nicht 

beeinflusst (Abb. 41C und D).  
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Abb. 41: Bestimmung des Calciumleaks und des SOCE der drei Zelllinien. Zur Vorbereitung der 
Calciummessung wurden 6*105 (WT; V67G) bzw. 6,5*105 (T185A) HEK-Zellen ausgesät und für 48 
Stunden auf Deckgläschen kultiviert. Die Zellen werden für 25 min mit FURA-2AM beladen. Nachdem 
die Zellen zweimal mit ES (external solution) gewaschen wurde, wurden die Messungen in ES 
begonnen. Nach einer Minute, die zur Bestimmung des basalen Calciums diente, wurden 
unterschiedliche Messprotokolle gestartet. A: In diesem Fall beinhaltete die ES ebenfalls EGTA, um 
einen Einfluss von äußerlichem Calcium zu verhindern. Durch die Zugabe von Thapsigargin (TG) wurde 
die SERCA blockiert und der leak visualisiert. Die Messung wurde für neun Minuten nach Applikation 
fortgeführt. B: Die Differenz zwischen basalem Anfangswert und dem Maximum der Kurve wurde 
bestimmt. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in welcher 50 Zellen ausgewertet wurden. C: Die 
Zellen wurden für die SOCE-Messung ohne EGTA und ohne zugegebenes Calcium in der ES 
vermessen (nominal Calcium). Nach einer Minute wurde TG appliziert, um das ER zu entleeren. Calcium 
(f.c. 1 mM) wurde in Minute elf appliziert, wodurch der Rückstrom von Calcium in das Zytosol ermöglicht 
wurde. D: Die Differenz zwischen dem basalen Wert in der ersten Minute und den Maxima nach der 
Applikation von TG bzw. von Ca2+ wurde bestimmt. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in 
welcher 50 Zellen ausgewertet wurden. Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und 
Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten 
Unterschiede zum Wildtyp. 

Wie beschrieben, haben sowohl Sec61α als auch SERCA einen Einfluss auf die Anwesenheit 

von Calcium im ER-Lumen und bilden im Normalfall ein dynamisch ausbalanciertes System. 

Da in den Zellen sowohl der „Zulauf“ (SERCA) als auch der „Ablauf“ (Sec61α) entweder in 

verringerter Menge oder in einer mutierten Form vorkommen, wurde in den nächsten Schritten 

untersucht, inwieweit das „Becken“ (ER Lumen) in seiner Füllung unterschiedlich ist. Die 
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Messungen, die mit dem Ionophor Ionomycin durchgeführt wurden (Abb. 42A und B), zeigten, 

dass die mutierten Zellen einen geringeren ER-Calciumpool aufwiesen, in beiden Fällen ca. 

16 % weniger im Vergleich zum Wildtyp. Der Nachweis, dass diese Änderung spezifisch war 

für das ER, ist in Abb. 42C und D dargestellt. Nach einer Entleerung des ERs durch 

Thapsigargin wurde Ionomycin eingesetzt, um das verbleibende Calcium in weiteren 

Organellen freizusetzen, wie den Mitochondrien oder dem Golgi. Die Höhe des zweiten Peaks 

unterschied sich nicht zwischen den drei untersuchten Zelllinien. Die Speicherkapazität aller 

Organellen mit Ausnahme des ERs ist dementsprechend identisch. Dadurch kann davon 

ausgegangen werden, dass der Unterschied nach der Zugabe von Ionomycin (Abb. 42A und 

B), tatsächlich auf das ER zurückzuführen ist.  

 

Abb. 42: Bestimmung der Menge des an löslichem Calcium im ER der gesamten Zelle. Zur 
Vorbereitung der Calciummessung wurden 6*105 (WT; V67G) bzw. 6,5*105 (T185A) HEK-Zellen 
ausgesät und für 48 Stunden auf Deckgläschen kultiviert. Die Zellen werden für 25 min mit FURA-2AM 
beladen. Nachdem die Zellen zweimal mit ES+EGTA gewaschen wurden, wurden die Messungen in 
ES+EGTA begonnen. Nach einer Minute, die zur Bestimmung des basalen Calciums diente, wurden 
unterschiedliche Messprozesse gestartet. A: Durch die Zugabe von Ionomycin (Iono) wurde freies 
Calcium aus allen von einer Membran umhüllten Komponenten der Zelle freigesetzt, was zu einer 
unmittelbaren, jedoch kurzfristigen Akkumulation im Zytosol führte. Die Messung wurde für vier Minuten 
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nach Applikation fortgeführt. B: Die Differenz zwischen basalem Anfangswert und dem Maximum der 
Kurve wurde bestimmt. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in welcher 50 Zellen ausgewertet 
wurden. C: Zur Bestimmung des Calciums, welches spezifisch nicht im ER gespeichert ist, wurde eine 
Kombination aus TG- und Iono-Behandlung gewählt. Nach einer Minute wurde TG appliziert, um das 
ER zu entleeren. Nach weiteren 14 min wurde Ionomycin zu den Zellen gegeben und so das in den 
Organellen verbliebene Calcium freigesetzt. Damit repräsentiert der zweite Peak die Speicherkapazität 
aller Organellen nach spezifischer Entleerung des ER durch TG. D: Die Differenz zwischen dem basalen 
Wert in der ersten Minute und den Maxima nach der Applikation von TG bzw. Iono wurde bestimmt und 
aufgetragen. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in welcher 50 Zellen ausgewertet wurden. 
Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die 
angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp. 

Abschließend lässt sich feststellen, dass sich die V67G- und die T185A-Zellen gleich 

hinsichtlich SOCE sowie verringerte Gesamtcalciumkapazität verhalten. Dieser Unterschied 

zum Wildtyp kann direkt auf einen Unterschied des ER-Calciumspeichers zurückgeführt 

werden. Unterschiedlich jedoch ist der durch Sec61α-vermittelte Calciumleak, welcher in den 

T185A-Zellen stark verringert ist.  

6.2.4. Entkopplung der Gesamtcalciumkapazität und dem Sec61-assoziierten 

Calciumleak 

Wenn die Calciumkapazität des ERs, als ein einfaches physikalisches System visualisiert wird, 

beispielsweise als ein mit Wasser gefülltes Becken, kann die Vermutung aufgestellt werden, 

dass eine verringerte Menge von Calcium im ER, also ein „geringerer Wasserdruck“ zu einem 

geringeren Ausstrom durch die Leckkanäle führen kann. Diese Modellüberlegung könnte auf 

die T185A-Mutante übertragen werden, für die weniger Gesamtcalcium und ein verringerter 

leak beobachtet wurde. Dies gilt nicht für die V67G-Mutante, bei der ein geringeres 

Gesamtcalcium und ein gleichbleibender leak festgestellt wurde. Daher wurde in den 

folgenden Experimenten untersucht, ob eine Verbindung zwischen diesen beiden Größen 

vorliegt.  

Experimentell wurde so vorgegangen, dass die Zellen unter den Standardbedingungen für die 

Messung vorbereitet wurden (48 h auf Deckgläschen kultiviert, mit FURA2-AM beladen, 

zweimal gewaschen mit ES+EGTA) und deren Calciumleak und Gesamtcalcium vermessen 

wurden. Im Unterschied zu den bisher gezeigten Messungen wurde jedoch vor der Applikation 

von Ionomycin oder Thapsigargin bis zu 15 min abgewartet. Die daraus resultierenden Effekte 

sind in den Abb. 43 und Abb. 44 dargestellt. Bei einer standardmäßigen Behandlung nach einer 

Minute konnte der identische Effekt wie in Abb. 42A und B gezeigt, nachgewiesen werden. 

Wenn die Behandlung mit Ionomycin später als eine Minute nach Messbeginn erfolgte (Abb. 

43), konnte eine geringere Resonanz auf die Behandlung festgestellt werden, was auf eine 

geringere Menge an freiem Calcium im ER zurückzuführen ist. Dieser Effekt verstärkte sich 

mit zunehmender Zeitdifferenz zwischen Messbeginn und Iono-Applikation und konnte in allen 

drei Zelllinien nachgewiesen werden.  
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Abb. 43: Kinetik der Speicherkapazität des ERs. Zur Vorbereitung der Calciummessung wurden 
6*105 (WT; V67G) bzw. 6,5*105 (T185A) HEK-Zellen ausgesät und für 48 Stunden auf Deckgläschen 
kultiviert. Die Zellen werden für 25 min mit FURA-2AM beladen und. Nachdem die Zellen zweimal mit 
ES+EGTA gewaschen wurden, wurden die Messungen in ES+EGTA begonnen. A-C: Durch die Zugabe 
von Ionomycin nach einer, fünf, zehn bzw. 15 min wurde Calcium aus allen von einer Membran 
umhüllten Komponenten der Zelle freigesetzt, was zu einer unmittelbaren, jedoch kurzfristigen 
Akkumulation im Zytosol führte. Die Messung wurde jeweils vier Minuten nach Applikation fortgeführt. 
Zu erkennen ist in allen Zelllinien eine mit der Zeit deutlich schwächer werdende Antwort auf die 
Behandlung mit Ionomycin durch die Zellen. A stellt die Messergebnisse des WT, B der V67G und C 
der T185A Zellen dar. D: Die Differenz zwischen basalem Anfangswert und dem Maximum der Kurve 
wurde bestimmt. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in der 50 Zellen ausgewertet wurden. 
Statistische Analysen wurden mittels One-way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die 
angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum identisch 
behandelten Wildtyp.  

Im Vergleich wurden Thapsigargin-Messungen nach dem identischen Zeitschema ausgeführt. 

Hier wurden die Zellen mit Thapsigargin behandelt, um den Calciumleckstrom zum jeweiligen 

Zeitpunkt zu bestimmen. Dabei zeigte sich, dass durch eine spätere Applikation keine 

Änderungen in der Thapsigarginantwort zu messen war. Dies konnte für alle drei Zelllinien 

gezeigt werden. Auch die zu Beginn festgestellten Differenzen zwischen den T185A Zellen 
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und dem WT und V67G Zellen war bei einem Applikationszeitpunkt von 15 min noch immer 

präsent.  

 

Abb. 44: Kinetik des Calciumleckkanals, visualisiert durch Thapsigargin. Zur Vorbereitung der 
Calciummessung wurden 6*105 (WT; V67G) bzw. 6,5*105 (T185A) HEK-Zellen ausgesät und für 48 
Stunden auf Deckgläschen kultiviert. Die Zellen werden für 25 min mit FURA-2AM beladen. Nachdem 
die Zellen zweimal mit ES+EGTA gewaschen wurden, wurden die Messungen in ES+EGTA begonnen. 
A-C: Durch die Zugabe von Thapsigargin (TG) nach einer, fünf, zehn bzw. 15 min wurde die SERCA 
blockiert und der Ausstrom von Calcium aus dem ER sichtbar. Die Messung wurde für jeweils 
mindestens fünf Minuten nach Applikation fortgeführt. Es kann keine Veränderung des leak in 
Abhängigkeit vom Appliaktionszeitpunkt des TG beobachtet werden. A stellt die Messergebnisse des 
WT, B der V67G und C der T185A-Zellen dar. D: Die Differenz zwischen basalem Anfangswert und dem 
Maximum der Kurve wurde bestimmt. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in der 50 Zellen 
ausgewertet wurden. Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test 
durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveau beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum 
identisch behandelten Wildtyp. 

Basierend auf diesen Experimenten lässt sich festhalten, dass der Sec61-vermittelte 

Calciumleak nicht im unmittelbaren Zusammenhang mit dem ER-Calciumpool steht. Bei einer 

Reduzierung des „Druckes“ des Pools ist es nicht die Folge, dass der leak, also der „Abfluss“, 

ebenfalls verringert wird, sondern dauerhaft konstant bleibt. Auch ist weiterhin der Unterschied 
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des leak der T185A-Mutante im Vergleich zu den anderen Zelllinien konstant. Bei einem 

geringeren Gesamtcalciumgehalt ist der leak identisch verringert. Die im beobachteten Maße 

reduzierte Menge des Gesamtcalciums hat also nicht den in T185A-Zellen beobachteten Effekt 

eines geringeren leak zur Folge. 

6.2.5. Messungen im ER zeigen eine verlangsamte Calciumdepletion aus 

dem ER 

Neben der Möglichkeit Calcium im Zytosol mit Hilfe des Farbstoffes FURA-2AM zu detektieren, 

können genetisch codierte Calciumindikatoren verwendet werden. Der genetisch codierte 

GCaMP6-150 Reporter wurde eingesetzt, um die Calciumkonzentration speziell im ER-Lumen 

zu bestimmen. Durch die N-terminal liegende Signal- und die C-terminale KDEL-Sequenz 

gelangt der Reporter in das ER. Dort erfolgt in Abhängigkeit von der An- oder Abwesenheit 

eine Änderung der fluorometrischen Eigenschaften des GFPs, welches als Signalgeber dient. 

Die Anwendung dieser Technik erlaubt es, den Ausstrom aus dem ER auf luminaler Seite zu 

messen, sozusagen spiegelbildlich zu den in Abb. 41A und B gezeigten Thapsigargin-

Messungen. Da ein Unterschied des leak für die T185A mutierten Zellen im Vergleich zu den 

WT und V67G Zellen zu beobachten war, sollte nun untersucht werden, ob dieser Unterschied 

auch durch eine zweite Methode verifiziert werden kann (Kap. 5.6.3). Dazu wurden die Zellen 

in 3,5 cm Zellkulturschalen ausgesät und am Folgetag mit dem Sensor transfiziert. Die 

Messung, die am Folgetag durchgeführt wurde, erfolgte in einer calciumfreien Pufferlösung. 

Durch das exprimierte GFP konnte das ER der Zellen identifiziert werden und die Depletion 

des Calciums aus dem Organell verfolgt werden.  

 

Abb. 45: Bestimmung der Calciumdepletion aus dem ER, ermittelt durch den genetisch codierten 
Calciumsensor GCaMP6-150. Es wurden 3*105 in 3,5 cm Zellkulturschale auf Deckgläschen ausgesät. 
Die Transfektion mit dem GCaMP6-150 Plasmid erfolgte nach 24 Stunden. Die Zellen wurden für weitere 
24 Stunden im Inkubator gelagert. In dieser Zeit akkumuliert der auf GFP basierende Reporter durch 
die angefügte KDEL- und Signalsequenz im ER, wodurch das ER im Mikroskopiebild identifiziert und 
ausgewertet werden kann A: Nach einer Minute wurde Thapsigargin zu den Zellen gegeben und der 
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Abfall der Calciummenge aus dem ER über neun Minuten beobachtet. Vermessen wurden einzelne 
Zellen. Der Zeitpunkt, dem die Hälfte des Calciums aus dem ER depletiert wurde, definiert als T0,5 wurde 
bestimmt und ist in B dargestellt. Ein Datenpunkt stellt den Messwert einer Zelle dar. Statistische 
Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post hoc Test durchgeführt. Die angegebenen 
Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp.  

Zu Beginn der Messung wurde die relative Konzentration des luminalen Calciums der 

einzelnen Zelle gleich 1 gesetzt, was bedeutet, dass von einem „gefüllten“ ER ausgegangen 

wird. Durch die Applikation von TG wurde das Calciumgleichgewicht gestört und ein 

Rückführen des Calciums in das ER verhindert. Durch den weiterhin bestehenden leak kam 

es zu einem Abfall des luminalen Calciums im Verlauf der Messung. Diese zeigte keine 

besonderen Auffälligkeiten. Betrachtet man die Kinetik der Calciumdepletion durch die 

Bestimmung von T0,5 , also den Zeitpunkt, an dem die Hälfte des Calciums aus dem ER 

ausgeströmt ist, wird deutlich, dass die Mutanten eine langsamere Depletion zeigen. Für 

T185A konnte dieser Unterschied als signifikant verlangsamt nahgewiesen werden (Abb. 45).  

Die Resultate der Calciummessungen, die das ER-Lumen betreffen, lassen sich durchaus in 

Übereinstimmung bringen mit den zytosolisch ermittelten Messwerten. T185A zeigt eine 

signifikant verlangsamte Calciumdepletion aus dem ER, während die zytosolische Messung 

einen geringeren Peak ergab. Wenn angenommen wird, dass die Calciumclearance der 

Zellen, also dem Herausführen von Calcium in den extrazellulären Raum, identisch ist, 

entsteht durch den verlangsamten leak ein geringerer maximaler Peak. Somit konnte auch hier 

gezeigt werden, dass die T185A-Mutation einen Einfluss auf den Calciumleckstrom durch 

Sec61α ausübt.  

6.2.6. Verringerte SERCA2-Abundanz führt zur erhöhten Aktivität der SERCA-

Proteine 

Basierend auf den Beobachtungen, die in Kapitel 6.2.2 und 6.2.3 gemacht wurden, die 

verringerte SERCA2-Abundanz auf Proteinebene (Abb. 39E und F) und die verringerte Menge 

des gespeicherten Calciumpools im ER (Abb. 42B) entstand die Fragestellung, wie aktiv die 

vorhandenen SERCA-Proteine sind. Eine verringerte SERCA2-Proteinmenge lässt nicht 

zwangsläufig darauf schließen, dass eine Verringerung dessen gesamter Aktivität vorliegt.  

Um die Aktivität der verbleibenden SERCA-Proteine zu überprüfen, wurde ein auf 

Absorptionsmessungen basierender Assay etabliert. Zentral für diesen Assay sind drei Punkte: 

(I) SERCA kann spezifisch durch Thapsigargin inhibiert werden, (II) die Aktivität von SERCA 

ist gekoppelt an einen ATP-Verbrauch und (III) die Regeneration des verbrauchten ATPs 

wurde an die Oxidation von NADH zu NAD+ gekoppelt (Primeau et al. 2018; Sehgal et al. 

2017). Das Konzept des Assays wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. T. 

Simmen (University of Alberta, Kanada). Für den Assay wurden die Zellen insoweit vorbereitet, 

als dass diese am Tag vor dem Experiment 1/2 passagiert wurden, um ein optimales 
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Wachstum zu ermöglichen. Am Tag des Experimentes wurden diese geerntet und als SPZ 

vorbereitet (Kap. 5.5.5). Dies war erforderlich, um eine direkte Zugänglichkeit der Puffer zur 

ER-Membran herzustellen, was die Funktionalität des Assays garantiert. Gemessen wurde der 

durch die Zellen erfolgte ATP-Verbrauch. Dieser wurde bestimmt durch das Abfallen des 

NADH-Levels über die Zeit (Kap. 5.2.8, Abb. 11). Hierbei zeigte sich, dass die einzelnen 

SERCA-Proteine relativ zum Wildtyp gesehen, eine deutlich erhöhte Aktivität von ca. 200 % 

(V67G) bzw. ca. 180 % (T185A) zeigten.  

 

Abb. 46: Bestimmung der SERCA Aktivität. Die Zellen wurden ein Tag vor dem Experiment 
passagiert und am Tag des Experimentes als SPZ vorbereitet. Diese SPZ wurden mit Puffern 
kombiniert, die mit DMSO als Kontrolle oder mit Thapsigargin versetzt waren. Durch das Thapsigargin 
wurde die SERCA blockiert und deren Anteil am zellulären ATP Verbrauch blockiert. Das im Vergleich 
zur DMSO-Kontrolle nicht verbrauchte ATP wird dementsprechend SERCA zugerechnet. A: Nach einer 
Normierung mit der Proteinabundanz (Abb. 39F) konnte so eine relative SERCA-Aktivität der einzelnen 
Proteine in den Zellen bestimmt werden. Dargestellt ist die Auswertung mehrerer Experimente, wobei 
ein Datenpunkt den Mittelwert eines Tripletts darstellt. Statistische Analysen wurden mittels One-Way 
ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die 
quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp. B: Repräsentativer Messverlauf einer Messung (Triplikat) der 
WT-Zelllinie. Dargestellt ist die relative ATP Menge im ausgewertete Zeitraum zwischen 20 und 80 
Minuten der Messung. Die Proben wurden entweder zur Kontrolle mit DMSO behandelt (schwarzer 
Verlauf) oder Thapsigargin (TG, grauer Verlauf), was einen verlangsamten ATP Verbrauch aufgrund 
der inhibierten SERCA-Aktivität zur Folge hatte. Die Steigung (m) der jeweiligen Verläufe wurde 
bestimmt und das entsprechende delta gebildet.  

Aus diesen Experimenten lässt sich folgern, dass in den mutierten Zellen eine höhere relative 

Aktivität der SERCA vorliegt. Dies kann dadurch bedingt sein, dass es sich um einen 

Ausgleichsmechanismus handelt, um die geringere Menge an vorhandenen SERCA2-Protein 

auszugleichen (Abb. 39). In Kombination mit den Ergebnissen aus Kapitel 6.2.3, der 

verringerten Calciumkapazität und des unveränderten SOCE des ERs, kann die Vermutung 

aufgestellt werden, dass diese Aktivität dennoch nicht ausreichend ist, um ein normales 

Calciumniveau im ER zu garantieren.  
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6.2.7. Calciumleakmessungen geben keinen Hinweis auf UPR-Aktivität 

Basierend auf den in Abb. 39C und F präsentierten Ergebnissen lässt sich vermuten, dass die 

Zellen aufgrund der eingeführten Mutation nicht in einem akuten Stresszustand versetzt 

wurden, der ausgelöst werden würde, wenn Stress durch fehlgefaltete oder akkumulierte 

Proteine entsteht. Die Abundanz der ER-Chaperone ist nicht erhöht, was für einen gestressten 

Zustand im Zuge einer UPR-Antwort der Zelle typisch gewesen wäre. Gleichzeitig stellt sich 

die Frage, ob die Zellen auch identisch auf artifiziell ausgelösten Fehlfaltungsstress durch die 

Zugabe eines Stressors von außen reagieren. Um dies zu überprüfen, wurde der 

Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin eingesetzt, welcher, wie in vorherigen Experimenten 

gezeigt (Abb. 25), die Glykosylierung und damit die vollständige Reifung von Proteinen im ER 

verhindert. Durch diesen unreifen Zustand der Polypeptide wird BiP zu selbigen rekrutiert, um 

die fehlgefaltete Form zu stabilisieren und eine Aggregatbildung zu verhindern. Dadurch 

erwirkt weniger BiP die Schließung des Sec61-Kanals und der leak wird stärker (Schäuble et 

al. 2012). Dadurch ist der verstärkte leak ein indirektes Maß für die akute Reaktion der Zelle 

auf eine Stressinduktion durch fehlgefaltete Proteine.  
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Abb. 47: Messung des stressinduzierten Calciumleaks ausgelöst durch die Behandlung mit 
Tunicamycin. Die Zellen wurden ein Tag vor dem Aussäen 1:2 gesplittet, um ein optimales Wachstum 
zu gewährleisten. Es wurden 6*105 (WT/V67G) bzw. 6,5*105 Zellen (T185A) in einer 6 cm 
Zellkulturschale ausgesät und für 48 Stunden auf den Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden für 25 
min mit FURA2-AM beladen. Nachdem die Zellen zweimal mit ES+EGTA gewaschen wurden, wurden 
die Messungen in dieser Lösung begonnen. A-C: Nach einer Minute wurde der Stressor Tunicamycin 
(15 µg/ml) oder als Lösemittelkontrolle DMSO zugegeben. Nach weiteren drei Minuten erfolgte die 
Zugabe von Thapsigargin (TG) zur Visualisierung des Calciumleaks. Die Messung wurde neun Minuten 
fortgeführt. A zeigt den zeitlichen Verlauf der Messung der Wildtypzellen, B der V67G-Zellen und C der 
T185A-Zellen. D: Auswertung der Mittelwerte der einzelnen Messungen. Dargestellt ist das Delta 
zwischen dem basalen Anfangswert in der drei Minuten und dem Maximum des Peaks nach TG-
Zugabe. Ein Datenpunkt repräsentiert eine Messung, in der 50 Zellen ausgewertet wurden. Statistische 
Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen 
Signifikanzniveau beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum identisch behandelten Wildtyp. 

Die Behandlung mit Tunicamycin selbst, zeigt keinen Effekt auf die Calciumhomöostase der 

Zelle, wie an dem gleichbleibenden Messverlauf innerhalb der ersten vier Minuten zu erkennen 

ist. Nach der Applikation von Thapsigargin zeigt der leak in DMSO behandelten Zellen 

vergleichbare Werte zu den in Abb. 41B dargestellten Werten. T185A zeigt einen signifikant 

verringerten leak im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien (V67G und WT). Nach einer 

Vorbehandlung mit Tunicamycin zeigt sich ein verstärkter leak. Dieser betrug in allen Zelllinien 

ca. 20 % mehr im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Zellen.  
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Dadurch zeigte sich, dass alle drei Zelllinien identisch auf den hier ausgelösten akuten 

Fehlfaltungs-Stress reagieren. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus Abschnitt 6.2.2 überein, 

bei denen gezeigt werden konnte, dass Markerproteine für Stress wie zum Beispiel BiP oder 

GRP170 auch in einer vergleichbaren Häufigkeit in den drei Zelllinien vorhanden sind. Daraus 

lässt sich schließen, dass die Zellen durch die Mutation nicht unterschiedliche zum Wildtyp auf 

das Auslösen des UPR-Stresses reagiert und möglicherweise auch keinem akuten UPR-

Stress ausgesetzt ist.  

6.2.8. Chemische Chaperone und SERCA-Aktivatoren zeigen einen positiven 

Einfluss auf den Zellindex 

Verschiedene Mutationen des Sec61α zeigen verringerte Sensitivität gegen unterschiedliche 

Substanzen, welche im Zusammenhang mit den durch die Mutation ausgelösten strukturellen 

Änderungen des Proteins stehen (Van Puyenbroeck & Vermeire 2018). Durch die hier 

untersuchten Mutationen sind ebenfalls strukturelle Veränderungen im Protein vermutet 

worden. Zum einen wird der plug durch die V67G-Mutation möglicherweise destabilisiert, des 

Weiteren könnte die Struktur der Region um den pore ring verändert sein durch die potenziell 

fehlenden Wasserstoffbindungen der T185A Mutation (Bolar et al. 2016).  

Da die Mutation nicht nur einen Einfluss auf Sec61α selbst auslöst, sondern wie in den 

Ergebnissen zuvor gezeigt, auch globale Effekte der Zelle zur Folge hat, wurde ein 

„Miniscreening“ im 96 well Format durchgeführt, welches sowohl Sec61α direkt als auch Sec61 

abhängige Prozesse beeinflusst. Hier sind Eeyarestatin 1 als direkter Modulator des Sec61α, 

chemische Chaperone (4-PBA, Tudca), Modulatoren der Claciumhomöostase (Forskolin, 

Thapsigargin, Ellagsäure) und Stress auslösende Substanzen eingesetzt worden 

(Thapsigargin, DTT, Tunicamycin, Puromycin, Oligomycin). Durchgeführt wurde dieser Screen 

mit Hilfe eines RTCA (Kap. 5.7). Dadurch können die Zellen kontinuierlich für eine beliebig 

lange Zeit beobachtet und deren Reaktion auf die Zugabe von Substanzen auch längerfristig 

vermessen werden. Bestimmt wurde während der Messzeit die Änderung der Zellgröße und 

der Zellzahl, deren Kombination als systemspezifischer Zellindex wiedergegeben, da eine 

Differenzierung zwischen beiden Kenngrößen nicht möglich ist mittels RTCA. Ein Vergleich 

der unterschiedlichen Behandlungen kann durch die Ermittlung der Steigung der Zellindices 

über die Zeit erfolgen, die normalisiert wurde gegen die entsprechende Lösemittelkontrolle, 

welche dem Wert 1 entspricht. 
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Abb. 48: Effekt der getesteten Substanzen auf den Zellindex der verschiedenen Zelllinien im 
Vergleich zu den jeweiligen Lösemittelkontrollen. Es wurden 5*104 Zellen pro well ausgesät und für 
24 Stunden kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen mit den aufgeführten Substanzen 
behandelt und das Wachstum für 84 Stunden fortgesetzt. Die Steigung als zellzahlunabhängige Größe 
wurde 6 Stunden nach der Applikation der Substanzen und dem absoluten Maximum der Kurve 
bestimmt. Behandlungen, die ein absterben der Zellen zur Folge hatten, wurden nicht ausgewertet. 
Diese Steigung wurde normiert zu der Lösemittelkontrolle der jeweiligen Substanz (links H2O; rechts 
DMSO) und in sieben Kategorien eingeteilt, welche in der Heatmap farblich codiert sind. Die Messung 
erfolgte automatisiert und kontinuierlich durch die in der Platte eingelassenen Elektroden. Die 
Auswertung basiert auf einer Individuellen Messzahl von 2 bis 12 Messungen je nach Substanz. PUR: 
Puromycin; ES: Eeyarestatin 1; EA: Ellagsäure; FS: Forskolin; TUN: Tunicamycin; TG: Thapsigargin; 
OLIGO: Oligomycin. Die gemessenen Werte sind im Anhang Tab. 17 aufgeführt.  

In Abb. 48 sind die zueinander relativen Steigungen dargestellt. Diese geben dadurch Auskunft 

darüber, ob die Zellen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (H2O oder DMSO) einen 

gesteigerten oder einen geringen Zellindex aufwiesen. Dies kann als Maß für ein besseres 

oder schlechteres Zellwachstum und Proliferation gesehen werden. Die drei Zelltypen zeigen 
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in vielen Fällen eine identische Reaktion auf die Behandlung. Während die Behandlung mit 

Thapsigargin (TG) oder Oligomycin (OLIGO) oder Tunicamycin (TUN) immer eine geringe 

Steigung zur Folge hatte, wurde das Wachstum durch das chemische Chaperon TUDCA kaum 

beeinflusst. Hier zeigten der WT und V67G die Tendenz eines gesteigerten Zellindices für eine 

der betrachteten Konzentrationen. Durch die SERCA-Aktivatoren Ellagsäure (EA) und 

Forskolin (FS) ist ebenfalls kein einheitlicher Effekt auf die Zellen ausgelöst worden. Während 

EA die T185A-Zellen hemmte, konnte kein Effekt für WT und V67G-Zellen beobachtet werden. 

Der positive Effekt von FS, der in WT und V67G zu erkennen war, konnte in T185A-Zellen 

nicht nachgewiesen werden. Eeyarestatin 1 (ES1) welches direkt auf Sec61 wirkt, zeigt keinen 

regelmäßigen Effekt. Während eine Konzentration von 0,1 µM ES1 einen positiven Effekt 

hatten, zeigten niedrigere Konzentrationen keinen Effekt, während Konzentrationen über 0,5 

µM tendenziell negative Auswirkungen hatten. Im Fall der wasserlöslichen Modulatoren zeigte 

sich ein klarer Unterschied zwischen positiven und negativen Effekten. Während Puromycin 

(PURO) Stress auslöst und dadurch das Zellwachstum einschränkte, was auch für DTT in 

hohen Konzentrationen der Fall war, führte die Zugabe von 4-PBA in fast allen Fällen zu einer 

höheren Steigung. Der Effekt wird detaillierter in Abb. 49A-D dargestellt. Es zeigte sich, dass 

der Zellindex durch die Behandlung mit 4-PBA in verschiedenen Konzentrationen im Vergleich 

zur Lösemittelkontrolle (H2O dunkler eingefärbte Linien) gesteigert wurde. Für die WT- und 

V67G-Zellen bedeutet dies, dass die Plateauphase des Wachstums früher erreicht wurde und 

diese auch höher lag. Die T185A-Zellen erreichten in den 102 Stunden Beobachtungszeitraum 

noch nicht die Plateauphase, aber auch hier wurde deutlich, dass die Zellen durch die 

Behandlung schneller proliferierten. Der positive Effekt den 4-PBA auf den Zellindex ausübt 

war im Konzentrationsbereich von 0 bis 1 mM zudem in allen drei Zelllinien 

konzentrationsabhängig festzustellen. Dieser Vergleich ist in Abb. 49D zu erkennen.  

Abschließend lässt sich sagen, dass die Zellen mit genetisch modifiziertem SEC61A1 

weitgehend vergleichbare Eigenschaften zum Wildtyp aufweisen. Es konnte nicht gezeigt 

werden, dass die Reaktion der Mutanten auf einen Stressor besser ausfiel, wobei besser in 

diesem Fall gleichzusetzen ist mit einem weniger eingeschränktem Wachstum. Einzig die 

V67G-Mutante zeigte eine tendenziell bessere Reaktion auf Forskolin und Eeyarestetin 1. 

T185A-Zellen zeigten sich anders als die anderen beiden Zelltypen durch die Applikation von 

Ellagsäure negativ beeinflusst und die Reaktion auf 4-PBA-Behandlung war nicht so stark 

positiv wie für WT- und V67G-Zellen. Gleichzeitig bestätigten diese Messungen die in Abb. 

37A dargestellten Daten, dass die T185A Zellen langsamer wuchsen als die WT- oder V67G-

Zellen.  
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Abb. 49: Wirkung von 4-PBA auf die drei unterschiedlichen HEK-Zelllinien.  Die 96 well E-plate 
wurde geblankt und darauffolgend 5*104 Zellen pro well ausgesät. A bis C: Nachdem die Zellen sich in 
den ersten 30 min abgesetzt haben, wurde der Zellindex alle 15 min bestimmt über insgesamt 108 
Stunden. A zeigt den Zellindex in Abhängigkeit der Zeit für WT-Zellen mit unterschiedlicher Behandlung 
B den Zellindex der V67G-und C den Zellindex der T185A-Zellen über die Zeit. Nach 24 Stunden werden 
die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen 4-PBA behandelt, bzw. mit der Lösemittelkontrolle 
H2O. Die Zellen wurden weiterhin für 84 Stunden vermessen. D: Für eine Vergleichbarkeit der 
Zellindices, wurde die Steigung der Graphen bestimmt, vom Zeitpunkt nach der Applikation bis zum 
absoluten Maximum der Kurve. Ein Messpunkt repräsentiert die Steigung des Zellindices in einem well. 
Die angegebenen Signifikanzniveau beschreiben die quantifizierten Unterschiede zur identisch 
kontrollbehandelten Probe (*) oder zum kontrollbehandelten Wildtyp (#). 

 



  Ergebnisse 

 
162 

6.2.9. Fehlfunktionen der Calciumhomöostase können durch eine 4-PBA 

Behandlung verringert werden 

Ein verbessertes Zellwachstum, im vorhergegangenen Kapitel repräsentiert durch einen 

erhöhten Zellindex, ist nicht zwangsläufig als positive Eigenschaft zu definieren. Eine der 

grundlegenden Eigenschaften von Krebszellen ist es ein schnelleres “verbessertes“ 

Wachstum im Vergleich zu gesunden Zellen zu zeigen. Eine den Zellindex unterstützende 

Wirkung, konnte in den RTCA-Experimenten durch die Behandlung mit 4-PBA erzeugt werden. 

An dieser Stelle wird nicht davon ausgegangen, dass 4-PBA hier eine schädliche Auswirkung 

auf die Zellen hat, dies aus unterschiedlichen Gründen. (i) Zum einen wird 4-PBA als nicht 

krebserzeugendes, FDA zugelassenes Mittel gegen verschiedene Krankheiten bereits 

eingesetzt (Iannitti & Palmieri 2011), (ii) in der Funktion als chemisches Chaperon verhindert 

es die Fehlfaltung von Proteinen, was weniger Stress und ein verbessertes Wachstum 

erlauben könnte (Welch & Brown 1996), (iii) die mutierten Zelllinien V67G und T185A zeigen 

nach der Behandlung einen ähnlichen Zellindex wie die zur Kontrolle mit H2O behandelten 

Wildtypzellen. Durch die Behandlung wurden die Mutanten also in die Richtung des 

„Normalzustandes“ gelenkt. Welchen spezifischen Einfluss jedoch 4-PBA auf die 

unterschiedlichen Parameter hat, kann durch die Messung des Zellindixes nicht abgebildet 

werden. Daher wurde 4-PBA ebenfalls in den zu Beginn etablierten live-cell calcium imaging -

Versuchen getestet (Kap. 6.2.3). Da Calcium als second messenger eine Vielzahl zellulärer 

Prozesse steuert oder an diesen beteiligt ist, könnte ein verbesserter Zellindex mit einer 

veränderten Regulation des leak oder des Gesamtcalciums einhergehen. Theoretische 

Hinweise auf diese Überlegung liefern zum einen die Funktion des chemischen Chaperons an 

sich, also des verbesserten Transports von Proteinen, zum anderen auch die Literatur, in der 

beschrieben wurde, dass durch 4-PBA Behandlung die Abundanz des SERCA-Proteins in 

diabetischen Ratten erhöht werden konnte (Takada et al. 2012). Dadurch war es von Interesse, 

ob infolgedessen die Reaktion der Zellen auf eine Thapsigargin oder Ionomycin verändert 

ausfiel.  

Um zu ermitteln, ob die Zugabe von 4-PBA einen unmittelbaren Effekt auf die Zellen ausübt, 

wurde identisch zu den bereits beschriebenen Experimenten eine Behandlung der Zellen 

während der Messung im live-cell calcium imaging-Setup durchgeführt. Nach der 

standardisierten Vorbereitung der Zellen für 48 Stunden und der Beladung der Zellen mit 

FURA2-AM wurden die Messungen in der ES+EGTA Lösung gestartet. Hier wurde zu den 

Zellen nach einer Minute 4-PBA bzw. die Lösekontrolle H2O zugegeben. Ob allein dadurch 

eine Änderung im Verhalten der Zellen erfolgte, wurde für drei bzw. fünf Minuten beobachtet. 

Nach dieser Zeit wurde Thapsigargin appliziert, um die Veränderung des Sec61-vermittelten 

Calciumleaks beurteilen zu können.  
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Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abb. 50 dargestellt. In den Abbildungsteilen A-F ist 

der zeitliche Verlauf der Messungen abgebildet. In diesen wird deutlich, dass in keiner der 

Zelllinien eine Reaktion auf die Applikation von 4-PBA per se erfolgte, weder über einen 

Zeitraum von drei noch von fünf Minuten. Gleiches gilt für die Kontrollexperimente mit H2O. 

Unterschiedlich war jedoch die Reaktion der Zellen auf die anschließende Applikation von 

Thapsigargin. Der dadurch dargestellte Calciumleak aus dem ER war im Vergleich zur 

Lösemittelkontrolle gesteigert (Abb. 50 A-F in der helleren Farbe dargestellt). Des Weiteren 

zeigte sich in allen Zelllinien eine zeitliche Abhängigkeit dieses Effektes. Im Vergleich 

zwischen den drei und fünf Minuten mit 4-PBA behandelten Proben, zeigen die Proben, die 

für fünf Minuten behandelt wurden in allen Fällen einen stärker erhöhten Calciumleak (Abb. 50 

G). Im Fall der T185A-Zelllinie war diese Steigerung des leak für beide Behandlungszeiträume 

signifikant erhöht im Verglichen mit der jeweiligen Lösemittelkontrolle. 
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Abb. 50: Kurzzeitiger Effekt von 4-PBA auf den Calciumleak aus dem ER-Lumen. Die Zellen 
wurden einen Tag vor dem Aussäen 1:2 gesplittet, um ein optimales Wachstum zu gewährleisten. Es 
wurden 6*105 (WT/V67G) bzw. 6,5*105 Zellen (T185A) in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesät. Die 
Zellen wurden für 48 Stunden auf den Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden für 25 min mit FURA2-
AM beladen. Nachdem die Zellen zweimal mit ES+EGTA gewaschen wurden, wurden die Messungen 
in dieser Lösung begonnen. Nach dem Messen der basalen Calciumratio für eine Minute wurde 4-PBA 
appliziert. Die Messung wurde für drei bzw. fünf Minuten fortgesetzt, worauf folgend Thapsigargin 
zugegeben wurde. Dadurch wurde der Calciumleak visualisiert, der durch den Sec61-Komplex erfolgt. 
Die gesamte Messdauer benötigte zehn Minuten. Abbildung A stellt den Messverlauf für die 
Wildtypzellen nach drei Minuten Behandlung dar, Abbildung B für fünf Minuten. Die entsprechenden 
Messungen für V67G sind in Abbildung C und D, für T185A in E und F dargestellt. G: Zusammenfassend 
wurden die Differenzen zwischen dem basalen Calciumwert und dem Maximum des Peaks gebildet. 
Ein Messpunkt repräsentiert dabei den Mittelwert einer Messung aus der Analyse von 50 Zellen. 
Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die 
angegebenen Signifikanzniveau beschreiben die quantifizierten Unterschiede zwischen den 
gekennzeichneten Bedingungen. 

Es zeigte sich, dass 4-PBA einen schwach verstärkenden, von der Dauer der Inkubation 

abhängigen Effekt auf den Calciumleak in den Zellen ausübt. Dieser Effekt ist unabhängig vom 

genetischen Hintergrund der Zelllinie, ist aber im Vergleich zwischen den Wildtypzellen und 

V67G-Zellen identisch, jedoch stärker in den T185A-Zellen, die einen grundsätzlich 

schwächeren Calciumleak zeigen (vgl. Abb. 41A und B).  

Ebenfalls wurde überprüft, ob eine kurzzeitige Behandlung mit 4-PBA zu einer Änderung im 

Gesamtcalciumgehalt der Zellen führt. Identisch zu den in Abb. 50 gezeigten Vorgehen wurden 

die Zellen mit 4-PBA bzw. H2O behandelt, welches für fünf Minuten auf die Zellen einwirken 

konnte. Durch die Applikation von Ionomycin wurde das Calcium in den Zellen visualisiert.  

In diesen Experimenten zeigte sich keine unmittelbare Auswirkung von 4-PBA auf die 

Calciumhomöostase während der fünfminütigen Behandlungszeit, zu erkennen in Abb. 51A-

C. Gleichzeitig zeigte sich keine Änderung, sobald die Zellen mit Ionomycin behandelt wurden. 

Es konnte weder eine gesteigerte noch verminderte Gesamtcalciumkapazität der einzelnen 

Zelllinien festgestellt werden (Abb. 51D).  
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Abb. 51: Einfluss der kurzzeitigen Behandlung mit 4-PBA auf die Gesamtcalciumkapazität der 
HEK-Zelllinien. Die Zellen wurden ein Tag vor dem Aussäen 1:2 gesplittet, um ein optimales Wachstum 
zu gewährleisten. Es wurden 6*105 (WT/V67G) bzw. 6,5*105 Zellen (T185A) in einer 6 cm 
Zellkulturschale ausgesät. Nach einer Inkubation von 36 h Stunden wurden die Zellen mit dem Farbstoff 
FURA2-AM für 25 min beladen. Die Deckgläßchen wurden in den Messring eingespannt, die Zellen 
zweimal mit ES+EGTA gewaschen und auch in dieser Lösung vermessen. Nach einer Minute, in der 
die Baseline der Zellen bestimmt wurde, wurde 4-PBA, bzw. als Lösemittelkontrolle H2O zu den Zellen 
gegeben. Nach weiteren fünf Minuten Messung wurde das Calciumionophor Ionomycin hinzugegeben, 
um alle Calciumpools zu entleeren. Die Reaktion wurde für vier Minuten beobachtet. A: Stellt den 
Mittelwert der Messungen für den Wildtyp, B für die V67G-Mutante und C für die T185A-Mutante dar. 
D: Auswertung der Differenz zwischen dem basalen Wert und dem Maximum der Kurve einzelner 
Messungen. Ein Messpunkt repräsentiert dabei den Mittelwert einer Messung aus der Analyse von 50 
Zellen. Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. 

Mit Hinblick darauf, dass eine Behandlung mit 4-PBA unter anderem eine erhöhte Abundanz 

der SERCA zur Folge haben kann, war hier auch die Langzeitwirkung von 4-PBA von 

gesteigertem Interesse (Takada et al. 2012). Um eine möglichst hohe Vergleichbarkeit mit den 

vorhergegangenen Messungen zu gewährleisten, wurden die Zellen ausgesät und nach 8 

Stunden mit 4-PBA behandelt. So konnten die Zellen für 36 Stunden weiterhin kultiviert 
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werden, sodass wie auch in den vorherigen Experimenten ein Anwachsen der Zellen für 48 

Stunden auf den Deckgläschen der Fall ermöglicht wurde.  

 

Abb. 52: Veränderung der Gesamtcalciumkapazität durch die Behandlung mit 4-PBA für 36 
Stunden. Die Zellen wurden ein Tag vor dem Aussäen ½ gesplittet, um ein optimales Wachstum zu 
gewährleisten. Es wurden 6*105 (WT/V67G) bzw. 6,5*105 Zellen (T185A) in einer 6 cm Zellkulturschale 
ausgesät. Nach acht Stunden wurde den Zellen 4-PBA zugegeben (0,5 mM Endkonzentration) bzw. die 
identische Menge Wasser als Lösemittelkontrolle. Die Zellen wurden für 36 Stunden weiter auf den 
Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden für 25 mit FURA2-AM beladen. Nachdem die Zellen zweimal 
mit ES+EGTA gewaschen wurden, wurde die Messung in dieser Lösung begonnen. Nach dem Messen 
der basalen Calciumratio für eine Minute wurde Ionomycin appliziert, um das Calcium zu mobilisieren. 
Die Messung wurde für vier Minuten fortgeführt. A: Stellt den Mittelwert der Messungen für den Wildtyp, 
B für die V67G-Mutante und C für die T185A-Mutante dar. D: Auswertung der Differenz zwischen dem 
basalen Wert und dem Maximum der Kurve einzelner Messungen. Ein Messpunkt repräsentiert dabei 
den Mittelwert einer Messung aus der Analyse von 50 Zellen. Statistische Analysen wurden mittels One-
Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveau beschreiben die 
quantifizierten Unterschiede zur zugehörigen Wasserkontrolle. 

Die Zellen selbst wurden auf die bekannte Art und Weise analysiert (Abb. 42Abb. 52). Als Effekt 

der dauerhaften 4-PBA Behandlung konnte eine verstärkte Reaktion auf die Applikation von 

Ionomycin festgestellt werden. Dieser Effekt zeigte sich in allen drei Zelllinien. Im Fall der 

Zelllinien, die die Mutationen SEC61A1-V67G oder SEC61A1-T185A tragen, ist dieser Effekt 

ausgeprägter als im Wildtyp. Besonders zu beachten ist hier, dass das Gesamtcalcium der 
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zwei mutierten Zelllinien durch die Behandlung mit 4-PBA mindestens auf das Niveau der mit 

der Lösemittelkontrolle behandelten Wildtypzellen angehoben wurde.  

Abschließend lässt sich festhalten, dass die Behandlung mit 4-PBA in beiden Experimenttypen 

einen Steigerungseffekt ausübte. Durch die kurzzeitige Behandlung folgte ein stärkerer 

Calciumleak, der parallel zur Behandlungszeit anstieg. Der Langzeiteffekt der Behandlung ist, 

dass der Gesamtcalciumgehalt der Zellen gesteigert wurde. In beiden Fällen ließ sich 

feststellen, dass vor allem die T185A-Zelllinie durch die Behandlung mit 4-PBA einen 

Calciumleak und ein Gesamtcalcium erreichte, die dem „Normalzustand“ der Wildtypzellen 

nach Behandlung mit der Lösemittelkontrolle oder im unbehandelten Zustand nahekam. Dies 

ist auch für V67G im Fall der verringerten Calciumkapazität der Fall. Worauf diese beiden 

Effekte schlussendlich basieren, konnte anhand dieser Experimente nicht eindeutig ermittelt 

werden. Die Vermutung jedoch ist, dass der verbesserte Transport von Proteinen mittels des 

Sec61 zu einer vermehrten Öffnung des Kanals führt und damit zu einem stärkeren leak. Dies 

könnte auf Dauer zu einer gesteigerten Abundanz von anderen Proteinen führen, die einen 

Einfluss auf den Gesamtcalciumhaushalt haben, wie zum Beispiel SERCA.  

6.2.10. Mutiertes Sec61α zeigt reduzierte Sensitivität gegenüber 

Eeyarestatin1  

Der Sec61-vermittelte Calciumleckstrom wird in der Regel erst dadurch visualisiert, dass der 

Gegenspieler, SERCA, mit der Hilfe von Thapsigargin inhibiert wird. Die unterbundene 

Rückführung der Calciuminonen führt zu deren Akkumulation im Zytosol und kann durch 

FURA-2AM vermessen werden. Eine direkte Visualisierung des Calciumleckstroms durch 

Sec61 ist jedoch ebenfalls möglich, indem ES1 zur Zellmanipulation eingesetzt wird. Dieses 

bindet im lateral gate des Sec61α und arretiert den Kanal in einer Konformation, die einen 

dauerhaften Calciumausstrom, jedoch keinen Proteintransport erlaubt (Gamayun et al. 2019). 

Daher wurde dieser Modulator ebenfalls eingesetzt, um die direkte Wirkung auf die Sec61α-

Mutanten zu testen. Die Ergebnisse sind in Abb. 53 dargestellt.  
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Abb. 53: Reaktion der HEK-Zellen auf die Behandlung mit Eeyarestatin 1 (ES1) im live-cell 
calcium imaging. Die Zellen wurden einen Tag vor dem Aussäen 1:2 gesplittet, um ein optimales 
Wachstum zu gewährleisten. Es wurden 6*105 (WT/V67G) bzw. 6,5*105 Zellen (T185A) in einer 6 cm 
Zellkulturschale mit Deckgläschen ausgesät. Nach einer Inkubation für 48 Stunden bei 37 °C und 5 % 
CO2 wurden die Zellen in kleinere Kulturschalen übertragen und durch die Zugabe von FURA2-AM für 
25 min für die Calciummessung vorbereitet. Nachdem die Zellen zweimal mit ES+EGTA gewaschen 
wurden, erfolgte der Start der Messung in der genannten Lösung. A: Nach einer Minute Messzeit, um 
den basalen Calciumgehalt zu bestimmen, wurde Eeyarestatin 1 (ES1) zu den Zellen gegeben. Der 
daraus resultierende Effekt wurde für weitere 16 min beobachtet. B: Die Differenz zwischen dem 
basalen Anfangswert und dem Maximum der Kurve stellt die hier aufgeführte Δ Ratio dar. Ein Messpunkt 
repräsentiert eine Messung bei der jeweils 50 Zellen ausgewertet wurden. Statistische Analysen wurden 
mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveau 
beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp. 

Hierbei zeigte sich, dass in den Zellen, die eine mutierte Variante des SEC61A1 beinhalten, 

die Menge an ausströmendem Calcium signifikant um ca. 20 Prozent verringert ist im Vergleich 

zum Wildtyp. Ein zeitlicher Unterschied sowohl während der Akkumulation des Calciums im 

Zytosol als auch der Clearance besteht nicht. 

Die hier gewonnen Daten lassen die Vermutung zu, dass durch die hier präsenten SEC61A1-

Mutationen der Effekt auf das Sec61α-Protein weniger stark ausgeprägt ist. Durch die 

Mischpopulation des Sec61α, wie sie auch in ADTKD-Patienten vorliegt, ist diese Effekt jedoch 

in einer geringen Form ausgeprägt. ES1 interagiert laut der Literatur mit dem Se61α-Protein, 

indem es in das lateral gate eingelagert wird nachdem ein Transportvorgang stattgefunden hat 

(Gamayun et al. 2019). Das ES1 einen geringer ausgeprägten Effekt in den Mutanten zeigte, 

könnte daher mit einer verringerten Transportfähigkeit des Sec61α zusammenhängen. Die 

Experimente zur Untersuchung der Transportfähigkeit der ADTKD-Zellen ist in den nächsten 

Kapiteln beschrieben.  
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6.2.11. In vitro Tansportstudien zeigen verringerte Transportkapazität 

spezifischer Substrate 

In der Vergangenheit wurde beobachtet, dass verschiedene Mutationen des Sec61α nicht nur 

einen Einfluss auf den Sec61 vermittelten Calciumleckstrom ausübten, sondern auch auf den 

Translokon vermittelten Transport (Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). Das 

Gleiche könnte bei den hier untersuchten Mutationen V67G und T185A der Fall sein. Des 

Weiteren ist die geringere Sensitivität gegenüber Eeyarestatin1 im live-cell calcium imaging 

ein nächster Hinweis darauf, dass auch der Transport von Substraten beeinflusst sein könnte. 

Aus diesem Grund wurden mit der Unterstützung von Monika Lerner und Dr. Sven Lang in 

vitro Transportstudien durchgeführt, die zeigen sollten, ob, und wenn ja, welche 

Transportsubstrate durch die Mutationen beeinflusst sind. Hierbei wurden sowohl 

nierenspezifische Proteine wie Uromodulin und Renin getestet, aber auch von den HEK-Zellen 

und der ADTKD Erkrankung unabhängige Proteine.  

Für den in vitro Transport wurden die Zelllinien vorbereitet, indem diese geerntet wurden und 

aus diesen SPZ präpariert wurden (Kap. 5.5.5). Diese wurden zusammen mit der genetischen 

Information für zu transportierende Proteine mit einem Reticulozytenlysat und 35S-Methionin 

inkubiert und so während des Transportes radioaktiv markiert (Kap. 5.3.2). Abschließend 

wurde eine SDS-PAGE durchgeführt und die synthetisierten und transportierten Proteine 

mittels Autoradiographie nachgewiesen (Kap. 5.3.3; Abb. 54B und D). Wie in der Abb. 54A 

und B dargestellt, war der posttranslationale Transport, sowohl von TA-Proteinen (Sec61β, 

Cytochrom b5), als auch von kurzen sekretorischen Proteinen (Preprocecropin und Apelin) 

nicht durch die Mutation beeinflusst. Sowohl in V67G- als auch in T185A- mutierten Zellen ist 

kein Unterschied in der Transporteffizienz der Proteine im Vergleich zum Wildtyp 

auszumachen. Anders verhielt es sich für den Sec61α-abhängigen cotranslationalen 

Transport (Abb. 54C und D). Hier ist es nicht möglich eine allgemeine Aussage über die 

Beeinflussung des Transportweges zu treffen. Da Proteine wie das Prionprotein (PRP) oder 

die Invariante Kette (IVC) nicht durch die Mutation beeinflusst sind, kann gefolgert werden, 

dass die grundsätzliche Funktionalität des Translokons für cotranslationalen Transport 

weiterhin besteht. Ebenso ist die Modifizierung durch Signalsequenzabspaltung und 

Glykosylierung weiterhin möglich (Abb. 54A und B). Dennoch zeigen Preprolactin (PPL) und 

das nierenspezifische Protein Renin (REN) sowohl in V67G als auch in T185A Zellen eine 

signifikante Reduktion der Transporteffizienz. In beiden Fällen ist der Anteil des 

transportierten, reifen Proteins ca. 50 % geringer im Vergleich zum Wildtyp. Ein Unterschied 

zwischen den beiden Mutanten wurde nur für das Modellsubstrat Uromodulin (UMOD) 

deutlich. Hier war Transport nur in V67G Zellen negativ beeinflusst, erneut etwa 50 %. In den 

T185A Zellen zeigte sich kein Transportdefekt für Uromodulin.  
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Abb. 54: Proteintransport verschiedener Substrate in V67G- und T185A-Zellen, die entweder in 
co- oder posttranslationalen Bedingungen transportiert wurden. Die relative Transporteffizienz ist 
dargestellt im Vergleich zum Transport in WT HEK-Zellen. Es wurden SPZ aller Zelllinien präpariert, die 
dann als ER-Fraktion im Transport eingesetzt werden konnten. Es wurden die aufgeführten 
Transportsubstrate genutzt. Nach dem in vitro Transport wurden die Proben mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt, und autoradiographisch ausgewertet. Hierbei zeigte sich durch eine Massenänderung 
(aufgrund von Modifizierungen) ein erfolgreicher Transport des Proteins in das ER. Vorläuferproteine 
sind durch „prä“ gekennzeichnet, die transportierte, reife Form durch „reif“. Die Bestimmung der 
Transporteffizienz erfolgte durch die Bestimmung des Verhältnisses von reifem Protein und gesamt 
synthetisierten Protein (prä + reif). Die Ergebnisse wurden auf die wildtypischen HEK-Zellen bezogen 
normalisiert. A: Der Transport des Prionproteins (PRP), der prä-MHC Klasse II invarianten Kette (IVC), 
Präprolactins (PPL), Renins (Ren) und Uromodulins (UMOD) wurden unter cotranslationalen 
Bedingungen durchgeführt (Kap. 5.3.2). B: Repräsentative autoradiographische Darstellung eines 
Transportexperimentes der entsprechenden cotranslationalen Transportsubstrate. C: Der Transport von 
Sec6βß (61β), Cytochrom b5 (CYT), Preprocecropin (CEC) und Apelin (APE) erfolgt im 
posttranslationalen Modus (Kap. 5.3.2). D: Repräsentative autoradiographische Darstellung eines 
Transportexperimentes der entsprechenden posttranslationalen Transportsubstrate. Statistische 
Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen 
Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum Wildtyp. Erstellt wurde der 
Datensatz mit der Unterstützung von Monika Lerner. 

Dies lässt den Schluss zu, dass durch die SEC61A1-Mutationen nur bestimmte 

Transportprozesse beeinflusst sind, und die Transporteffizienz durch das Translokon nicht für 
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alle Substrate negativ beeinflusst ist. Eine strukturelle Gemeinsamkeit aufgrund der Topologie 

oder der posttranslationalen Modifikation konnte zwischen den beeinflussten Proteinen nicht 

festgestellt werden. 

Da es sich bei Renin um ein sekretorisches Protein handelt, ist der Transport in das ER hinein 

nur ein Zwischenschritt der Biogenese dieses Proteins. Funktionell ist diese Proteinase erst, 

wenn sie aus der Zelle sezerniert wird und im Blut ankommt. Daher war es von Interesse 

festzustellen, ob die Menge des von den mutierten Zellen sezernierten Renins ebenfalls 

verringert ist. Hierzu führte der Kollaborationspartner ein Experiment durch, bei dem die 

proteinspaltende Aktivität des Renins ausgenutzt wurde. Durch die Spaltung eines Substrates 

im Medium wurde ein Lichtsignal generiert, welches die Aktivität und damit die Menge des im 

Medium vorhandenen Prorenins und Renins definierte (Abb. 55).  

 

Abb. 55: Messung der proteolytischen Aktivität von Renin als Maßeinheit der Reninsekretion  Die 
unterschiedlichen HEK-Zellen wurden mit einem Reninplasmid transfiziert und für 24 Stunden im 
Brutschrank inkubiert. Das Medium der Zellen wurde gesammelt und mit Trypsin behandeln, um das 
inaktive Prorenin in das proteolytisch aktive Renin umzuwandeln. Das Medium wurde in eine Vertiefung 
einer Mikrotiterplatte gegeben und mit einem modifizierten Reninsubstrat versetzt. Dieses Substrat 
(SensoLyte 520 Renin Assay Kit, AnaSpec) beinhaltet eine Kombination aus 5-FAM (Fluorophor) und 
QXL520 (Quencher). Durch die Renin-vermittelte Spaltung wird das Fluorophor aktiv und dessen Signal 
kann bei 528 nm alle 15 min vermessen werden. Die relative Fluoreszenz (RFU) gibt demnach die 
Aktivität und damit die Menge des sekretierten Renins in das Medium wieder. Der Datensatz wurde 
generiert und zur Verfügung gestellt mit freundlicher Erlaubnis von Dr. M. Živná (Prag). 

In diesem Experiment zeigte sich, dass die relative Fluoreszenz zum abschließenden 

Zeitpunkt des Experimentes, nach drei Stunden, in V67G- und T185A-Zellen gleichwohl ca. 

30 % geringer waren als in den zum Vergleich genutzten Wildtypzellen. Daraus lässt sich 

folgern, dass weniger Renin von den mutierten Zellen im selben Zeitraum serzerniert wurde.  

Es kann festgehalten werden, dass der Sec61-Komplex trotz der Mutation weiterhin einen 

Transport von Substraten erlaubt und diese auch weiter prozessiert werden können. Während 

der posttranslationale Transport in seiner Funktion nicht beeinflusst ist, konnten im 

cotranslationalen Transport Defekte für Preprolactin, Renin und im Fall der V67G auch 
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Uromodulin beobachtet werden. Der Effekt des verringerten Renin-Transportes setzt sich von 

der ER-Membran bis zur Sekretion fort, was durch eine verminderte extrazelluläre 

proteolytische Aktivität des Renins in den V67G- und T185A Mutanten nachgewiesen wurde.  

6.2.12. ADTKD-Mutationen üben Signalsequenz spezifische Selektion 

aus 

Im vorhergegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass der cotranslationale Transport von 

spezifischen Proteinen wie Renin, PPL oder in Teilen auch Uromodulin durch die Mutation des 

Sec61α beeinflusst war. Es konnten keine Gemeinsamkeiten der reifen Proteine wie 

Glykosylierung oder Peptidlänge ausgemacht werden, die für die beeinflussten Substrate 

allein zutreffend wären. Daher sollte in einem nächsten Schritt überprüft werden, ob der 

Auslöser für den negativ beeinflussten Proteintransport die Signalsequenz ist. Um diese 

Hypothese zu untersuchen, wurden neue Transportsubstrate kloniert. Hierfür wurden 

Signalsequenzen von beeinflussten und nicht beeinflussten Substraten ausgetauscht (Abb. 

56A). Als beeinflusstes Substrat wurde Renin (REN) ausgewählt und dessen Signalsequenz 

mit der des Apelin Proteins ausgetauscht (APE-REN), welches sich als nicht beeinflusst zeigte. 

Um einen negativen Effekt durch die potenziell determinierenden Signalsequenz zu 

verifizieren, wurde jene des bisher von den SEC61A1-Mutationen beeinflusste Apelin (APE) 

durch die Signalsequenz des negativ-beeinflussten Präprolactin Proteins ausgetauscht (PPL-

APE). Somit wurden zwei Hybride generiert, deren Abhängigkeit von den SEC61A1-

Mutationen unter cotranslationalen Bedingungen überprüft werden konnte.  
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Abb. 56: Effekt des Signalsequenzaustausches auf den Transport in SEC61A1-mutierten ADTKD-
HEK-Zellen. A: Durch den Austausch der Signalsequenzen verschiedener Proteine sollten negative 
Transporteffekte aufgehoben werden (APE-REN), bzw. generiert werden (PPL-APE). Zur Kontrolle 
werden die wildtypischen Sequenzen von REN und APE verwendet, die deren natürliche Signalsequenz 
beinhalten B und C: Die Transporteffizienz der verschiedenen Substrate wurde unter cotranslationalen 
Bedingungen überprüft. Die relative Transporteffizienz ist dargestellt im Vergleich zum Transport in 
Wildtypzellen. Es wurden SPZ aller Zelllinien präpariert, die dann als ER-Fraktion im Transport 
eingesetzt werden konnten. Nach dem in vitro Transport wurden die Proben mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt, und autoradiographisch ausgewertet. Hierbei zeigte sich durch eine Massenänderung 
durch Signalsequenzabspaltung und Glykosylierung des Renins ein erfolgreicher Transport in das ER. 
Vorläuferproteine sind durch prä. Gekennzeichnet, die transportierte, reife Form durch reif. Die 
Bestimmung der Transporteffizienz erfolgte durch die Bestimmung des Verhältnisses von reifem Protein 
und gesamt synthetisierten Protein (prä. + reif). Die Ergebnisse wurden auf den WT bezogen. B: Der 
Transport der hybriden Transportsubstrate in beiden Zelllinien wurde ermittelt und statistisch 
ausgewertet. Zum Vergleich wurden die wildtypischen Transportsubstrate herangezogen. C: 
Repräsentative autoradiographische Darstellung eines Transportexperimentes der verschiedenen 
hybriden Transportsubstrate und den entsprechenden wildtypischen Kontrollen. Statistische Analysen 
wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveaus 
beschreiben die quantifizierten Unterschiede zum natürlichen Substrat. Erststellt wurde der Datensatz 
mit der Unterstützung von Monika Lerner. 

Durch den Austausch der Signalsequenzen konnte gezeigt werden, welchen Einfluss diese 

auf den Transport in den ADTKD-assoziierten Zellen haben. Durch den Austausch der 

Signalsequenz von Renin mit der des Apelin-Proteins, konnte der negative Transporteffekt auf 

das Renin ausgeglichen werden und der Transporteffizienz von Wildtypzellen angenähert 

werden. Gleichzeitig konnte auch ein Effekt in die Gegenrichtung hervorgerufen werden. Das 

wildtypische Apelin, welches sowohl unter post- als auch cotranslationalen Bedingungen keine 

negative Beeinflussung durch die Mutationen des SAC61A1 zeigte, wurde durch einen 

Austausch der eigenen Signalsequenz durch die PPL-Signalsequenz in der Transporteffizienz 

negativ beeinflussten. Hierbei wurden eine Transporteffizienzen von 75 % der in V67G- und 
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80 % in T185A-Zellen erreicht. Das PPL-APE-Konstrukt stellte sich als nicht so stark negativ 

beeinflusst heraus wie das wildtypische PPL (Abb. 54C).  

Abschließend lässt sich feststellen, dass die Beeinflussung des Transportes durch die 

Mutation selektiv auf Signalsequenzen basieren könnte, da gezeigt werden konnte, dass die 

Transporteffizienz durch den Austausch von Signalsequenzen modulierbar ist, sowohl in 

positive als auch in negative Richtung.  

6.2.13. Verbesserung des Transportes in Anwesenheit von 4-PBA 

Basierend auf den Beobachtungen, die in den RTCA und live-cell calcium imaging 

Experimenten gemacht wurden, war es die Überlegung, ob 4-PBA auch im in vitro Transport 

einen Effekt auf die Transporteffizienz von beeinflussten Substraten ausüben kann. Während 

im RTCA beobachtet werden konnte, dass die Behandlung mit verschiedenen 

Konzentrationen von 4-PBA einen Zellindex-steigernden Effekt auf die Zellen hatten (Kap. 

6.2.8), konnte im live-cell calcium imaging gezeigt werden, dass die kurzzeitige Behandlung 

mit 4-PBA einen verstärkenden Einfluss auf den Sec61-vermittelten Calciumleak hat (Kap. 

6.2.9). Ebenso war ein Langzeiteffekt nach 36 Stunden Behandlung auf die Speicherkapazität 

des Gesamtcalciums der Zellen zu beobachten (Kap. 6.2.9).  

Aus diesem Grund wurde zu den in vitro Transporten, die identisch zu den im vorherigen 

Kapitel beschriebenen Vorgehen durchgeführt wurden, während des Transportes 1 mM 4-PBA 

zugegeben, bzw. Wasser als Lösemittelkontrolle. Als Transportsubstrat wurde das Renin 

Protein ausgewählt, zum einen, weil es spezifisch für die HEK-Zellen und die Krankheit ADTKD 

ist, zum anderen, weil es in beiden mutierten Zelllinien ein um ca. 50 % reduzierte 

Transporteffizienz zeigte. Die Ergebnisse des Experimentes sind in der nachfolgenden Abb. 

57 dargestellt.  

 

Abb. 57: Proteintransport des Renin-Proteins beeinflusst durch 4-PBA in V67G und T185A Zellen.  
Die relative Transporteffizienz ist dargestellt im Vergleich zum Transport in Wildtypzellen. Es wurden 
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SPZ aller Zelllinien präpariert, die dann als ER Fraktion im Transport eingesetzt werden konnten. Dem 
Transportansatz wurde zusätzlich 4-PBA in einer Konzentration von 1 mM zugegeben, bzw. die 
entsprechende Menge Wasser als Lösemittelkontrolle. Nach dem in vitro Transport wurden die Proben 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, und autoradiographisch ausgewertet. Hierbei zeigte sich durch eine 
Massenänderung durch Signalsequenzabspaltung und Glykosylierung des Renins ein erfolgreicher 
Transport in das ER. Vorläuferproteine sind durch prä. gekennzeichnet, die transportierte, reife Form 
durch reif. Die Bestimmung der Transporteffizienz erfolgte durch die Bestimmung des Verhältnisses von 
reifem Protein und gesamt synthetisierten Protein (prä. + reif). Die Ergebnisse wurden auf den WT 
bezogen. A: Der Transport von Renin in beiden Zelllinien unter Einfluss von Wasser als 
Lösemittelkontrolle oder 4-PBA als chemisches Chaperon wurde ermittelt und statistisch ausgewertet. 
B: Repräsentative autoradiographische Darstellung eines Transportexperimentes von Renin unter den 
verschiedenen Bedingungen. Statistische Analysen wurden mittels One-Way ANOVA und Post-hoc 
Test durchgeführt. Die angegebenen Signifikanzniveaus beschreiben die quantifizierten Unterschiede 
zum H2O behandelten Wildtyp. Erststellt wurden der Datensatz mit der Unterstützung von Monika 
Lerner. 

Aus den Experimenten resultiert, dass 4-PBA eine unmittelbare Wirkung auf den Transport 

zeigt, so wie es auch in den live-cell calcium imaging-Versuchen bei der Betrachtung des 

Sec61 vermittelten leak zu beobachten war (Abb. 50). Wiederum konnte eine geringere 

Transporteffizienz für Renin in beiden Mutanten beobachtet werden, wenn H2O als 

Lösemittelkontrolle zum Transportansatz gegeben wurde. Wenn jedoch 1 mM 4-PBA zu den 

Zellen gegeben wurde, konnte die Transporteffizienz auf das Niveau der WT-Zellen 

angehoben werden. In beiden Fällen wurde eine relative Transporteffizienz von ca. 100 % 

erreicht. 

Daher lässt sich sagen, dass 4-PBA als chemisches Chaperon nicht nur einen Einfluss auf die 

Calciumhomöostase und das Zellwachstum im Allgemeinen ausübt, sondern ebenso den 

Sec61α vermittelten Proteintransport positiv beeinflusst. 4-PBA ermöglicht es somit, mehrere 

der beobachteten Effekte, die dem pathologischen Phänotyp zugrunde liegen, im positiven 

Sinne zu modulieren.  

6.3. Modellierung der Interaktion zwischen Sec61α und 4-PBA 

Bisherige Ergebnisse lassen darauf schließen, dass 4-PBA in unterschiedlichster Form einen 

Einfluss auf die Calciumhomöostase und den Proteintransport ausübt. Durch die 

Eigenschaften als chemisches Chaperon kann es an Proteine binden und diese in einem 

Transport und Faltungskompetenten Zustand erhalten. In diesem Kontext war es fraglich, ob 

4-PBA ebenfalls mit Sec61α interagiert, weswegen eine Modellierung dieser beiden 

Komponenten erfolgte. Diese wurde am Institut für Bioinformatik an der Universität des 

Saarlandes durchgeführt von Dr. Pratiti Bhadra in der Arbeitsgruppe von Prof. Volkhard Helms. 

Die Modellierung erfolgte als Molekulares Docking zwischen Sec61α in der offenen 

Konformation und 4-PBA. Hierbei zeigte sich, dass 4-PBA mittels Wasserstoffbrücken der 

Sauerstoffatome und hydrophoben Interaktionen vorrangig an zwei Stellen des offenen Kanals 

interagiert. Die erste Stelle ist im zytosolischen Kanalteil Sec61α, an der TMD 6. Die Affinität 

beträgt an dieser Stelle -5,7±0,02kcal/mol. Eine ähnliche Affinität, von -5,3±0,02kcal/mol, 

wurde für die zweite Bindestelle in der Nähe des plug berechnet im ersten Loop des Proteins.  
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Abb. 58: Docking Simulation zwischen dem offenen Sec61α-Protein und 4-PBA. Durch die 
Sauerstoffatome des 4-PBA entstehen Wasserstoffbrücken die eine Interaktion zwischen den zwei 
Komponenten ermöglichen, genau wie durch hydrophobe Wechselwirkungen. A: Die Interaktion 
zwischen 4-PBA und der TMD 6 wird dargestellt. B: Dargestellt ist die Interaktion zwischen 4-PBA und 
der plug Domäne. In beiden Abbildungen sind die jeweiligen Aminosäuren eingetragen, mit denen 4-
PBA am stärksten interagiert. Durchgeführt wurden mehrere Simulationen nach dem Lamarckian 
Algorithmus (Morris et al. 2009). Die dargestellten Plots wurden mithilfe von PyMol1.8 generiert (DeLano 
2002). Durchgeführt wurden die Simulationen und deren Auswertung von Dr. Pratiti Bhadra. Diese 
wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt.  

Die Ergebnisse der Docking Simulation zeigten dementsprechend zwei Interaktionspunkte 

zwischen Sec61α in der offenen Konformation und 4-PBA. Diese sind zum einen an der TMD 

6 und in der Nähe der plug Domäne, in der auch die Mutation V67G lokalisiert ist.  
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7. Diskussion 

Die zentralen Aspekte der Arbeit, die Identifizierung bis dato unbekannter Komponenten des 

humanen SND Transportweges und der biochemischen Charakterisierung der ADTKD-

assoziierten Mutanten SEC61A1-V67G und SEC61A1-T185A, wurden mit Hilfe 

unterschiedlicher Methoden bearbeitet. Der Nachweis von Proteininteraktion wurde sowohl 

über klassische Co-IP Ansätze, sowie mit Hilfe von Techniken untersucht, die diese Interaktion 

in lebenden Zellen bestätigen sollen. Der in vitro Transport, sowie das live-cell calcium imaging 

wurden verwendet, da beide Techniken einen Einblick in die zentralen Funktionen des Sec61α, 

den Transport von neu synthetisierten Proteinen in das ER und den Sec61-vermittelten 

Calciumleak, ermöglichen (Dudek et al. 2015; Lang et al. 2017). Durch die Etablierung der 

entsprechenden Techniken, bzw. Messprotokolle, konnte das Wissen in beiden 

Themenfeldern erweitert werden.  

7.1. Topologie des hSnd2-Proteins in der ER-Membran 

Der SND-Transportweg wird in der Hefe als ein Transportweg beschrieben, der aus drei 

Proteinen aufgebaut ist. Das Protein Snd1 ist an das Ribosom angelagert, Snd2 und Snd3 

bilden einen Komplex in der Membran des ERs (Aviram et al. 2016; Fleischer et al. 2006). Im 

humanen System ist dieser Transportweg bisher unvollständig untersucht. Die bisher einzige 

bekannte Komponente ist hSnd2, das ebenfalls in der ER-Membran vorliegt und, ähnlich wie 

in der Hefe, funktionelle Überschneidungen und Ergänzungen zu den anderen 

Transportwegen darstellt (Aviram et al. 2016; Casson et al. 2017; Haßdenteufel et al. 2017). 

Dessen Partner in der Membran ist allerdings noch nicht beschrieben, was ein Ziel dieser 

Arbeit war. Für das Verständnis der Funktionsweise von hSnd2 als Interaktionspartner, sowie 

im weiteren Verlauf diskutierte Experimente war es grundlegend die Topologie des Proteins in 

der Membran zu kennen. Hier ergaben die Literaturrecherche und die Vorhersage mittels 

verschiedener Programme kein einheitliches Bild. Es werden Strukturen angenommen, die 

entweder auf drei oder vier TMD basieren, mit der Folge, dass der C-Terminus des Proteins 

entweder zytosolisch oder luminal lokalisiert ist. Der N-Terminus ist unabhängig davon in 

jedem Fall als zytosolisch lokalisiert vorhergesagt (Abb. 23). Aus diesem Grund wurde sich 

dieser Frage experimentell genähert (Kapitel 6.1.5). Hierbei zeigte sowohl die Detektion des 

C-Terminus im Verlauf einer Sequestrierung, als auch das Ausbleiben von Glykosylierungen 

in vitro und in vivo, dass der C-Terminus nicht im Lumen lokalisiert ist. Identisches konnte 

durch die Verwendung von Rauen Mikrosomen aus Hundepankreas für einen anderen 

Organismus gezeigt werden. Da beide Experimente auf dem „Ausbleiben einer Bande“ also 

der nicht erfolgten Glykosylierung oder dem Abbau des C-Terminus beruhen, ist dies noch 

kein finaler Beweis auf die Lokalisierung des C-Terminus im Zytosol, sondern nur dass er nicht 

im Lumen liegt. Dieser Beweis wird jedoch durch die Verwendung des NanoBiT-Assays 

geliefert (Abb. 31). Hier konnte durch die an die Termini des Proteins angehängten LgBiT nur 
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eine Komplementation erreicht werden, wenn der Terminus der entsprechenden 

Partnerproteine, deren Topologie in der Literatur aufgeklärt ist, ebenfalls zytosolisch lokalisiert 

sind. Hier ist eispielhaft die Interaktion zwischen C-Terminus des hSnd2 und dem C Terminus 

von Sec61α zu nennen. Die verwendeten Konstrukte von NS-Sec63 und Sec61β-CL hätten 

Interaktionen auf luminaler Seite anzeigen können, wenn der C-Terminus von hSnd2 luminal 

lokalisiert wäre, zeigen diese jedoch nicht an. Gleiches gilt für den N-Terminus, der nicht 

experimentell in Sequestrierungsstudien adressiert wurde. Dieser Terminus wird in allen 

Studien gleich vorhergesagt und es konnten zusätzlich räumliche Colokalisationen mit 

zytosolischen Komponenten (Sec63, Sec61α Abb. 31) gezeigt werden, die auf eine 

zytosolische Lokalisierung schließen lassen.  

Gegen die Annahme, dass der C-Terminus von hSnd2 im Zytosol vorliegt, spricht die Studie 

von Lei et al. aus dem Jahr 2020. Hier wurde ebenfalls mit dem NanoBiT-System die 

Interaktion zwischen hSnd2 und β-Actin untersucht. Es zeigte sich, dass der N Terminus von 

hSnd2 mit β-Actin interagiert, der C-Terminus jedoch nicht. Dies ließ die Autoren zu dem 

Schluss kommen, dass der C-Terminus luminal lokalisiert ist. Eine Bestätigung der Interaktion 

auf luminaler Seite durch das verwendete Kontrollprotein P4HTM wurde jedoch nicht 

demonstriert. Das in dieser Publikation beobachtete Phänomen stellt möglicherweise auch 

gleichzeitig eine Schwäche des NanoBiT Systems dar. Wie auch in dieser Arbeit gezeigt 

werden konnte, agieren nicht alle Nachweiskombinationen zwischen zwei Proteinen mit 

derselben Effektivität (Abb. 29) auch wenn sie spiegelbildlich zueinander konstruiert sind. Was 

bedeutet, dass eine der drei nicht gezeigten Interaktionen des C-Terminus von hSnd2 mit β-

Actin möglicherweise zu einem Signal geführt hätte (Lei et al. 2020).  

Das hSnd2-Ortholog in der Hefe, Snd2, wird mittels der in Abb. 23 verwendeten Software 

ebenfalls mit vier TMD vorhergesagt. Auffällig ist hier ebenfalls die Sequenzübereinstimmung 

an dem C-Terminus mit einem PRQM(R/K)R-Motiv (Haßdenteufel et al. 2017). Eine identische 

Lokalisation dieses positiv geladenen Motivs würde für die identische Funktion des Proteins in 

der Hefe und im humanen System durchaus Sinn machen, da die Ladung im Motiv ein 

entscheidender Faktor für transiente oder konstante Interaktionen sein könnte (Guseman et 

al. 2018).  

Insgesamt überwiegen dementsprechend die Hinweise, dass der C-Terminus des hSnd2 im 

Zytosol liegt, hSnd2 also ein Membranprotein mit vier TMD darstellt. Für den weiteren Verlauf 

der Diskussion wird diese Topologie angenommen. 

7.2. Verifikation des NanoBiT-Systems für membranständige Proteine 

Für den Nachweis der Interaktion zwischen hSnd2 und TMEM109 wurde ein System genutzt, 

welches auf der Komplementation einer Luciferase beruht, dass sogenannte NanoBit System 
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der Firma Promega. Durch das Anbringen von Reporterstrukturen an die Termini der 

jeweiligen Proteine von Interesse, können diese miteinander interagieren, wenn die 

Trägerproteine in räumlicher Nähe zueinander vorkommen. Das große Teilprotein einer 

Luciferase (LgBiT) wird durch ein in räumlicher Nähe befindliches kleines Teilprotein (SmBiT) 

ergänzt, wodurch eine funktionale Luciferase entsteht, die durch die Umsetzung von 

Furimazine ein Lichtsignal generiert (Dixon et al. 2016). Dieses Lichtsignal kann quantifiziert 

werden. In der Literatur sind zum jetzigen Zeitpunkt nur einzelne Studien bekannt, die das 

NanoBiT System nutzen, um Proteininteraktionen zwischen zwei Proteinen nachzuweisen, die 

in einer intrazellulären Membran lagern. Diese beziehen sich auf Proteine des Golgi (Wiertelak 

et al. 2020) oder der Plasmamembranen (O'Neill & Knaus 2019). Daten aus der Literatur zu 

Interaktionen innerhalb der ER-Membran sind bis dato nicht bekannt. Daher ist es in diesem 

Fall essenziell das System zu verifizieren und dessen Grenzen zu bestimmen.  

Sobald das Klonierungssystem etabliert war, konnte durch die Insertion von den gewünschten 

Proteinen in die Standardvektoren des Systems relativ einfach erweitert und zu einer 

„NanoBiT-Bibliothek“ ausgebaut werden. Die Synthese der modifizierten Proteine basierend 

auf den Plasmiden erfolgte in der Regel zuverlässig und in dem erwartbaren Maße. Die 

immunologischen Analysen mit Antikörpern gegen die markierte Proteine, erlauben die 

Feststellung, dass die Expression getrieben durch den HSV-TK Promotor in einer geringen 

Proteinabundanz resultierten. Dies ist von Vorteil, da so Interaktionen durch die 

Überexpression eines Proteins verhindert werden sollten. Dass die Expression durch den 

Vektor in allen Fällen vergleichbar ist, konnte ebenfalls mit Hilfe des Assays selbst verifiziert 

werden (Abb. 35A). Hier zeigte nur Sec61α-CL eine deutlich geringere Abundanz, die dennoch 

ausreichend war, um schwache Proteininteraktionen nachzuweisen (Abb. 31A und C). Die 

teilweise hohe Schwankung zwischen den Ergebnissen einzelner Experimente könnte mit der 

Anzahl der Passagierungen der HeLa-Zellen im Zusammenhang stehen oder, mit 

Unregelmäßigkeiten in der Plasmidtransfektion und biologischer Variabilität. Ebenfalls auffällig 

in dieser Analyse ist Sec61β-CL. Dieses zeigte die höchste Abundanz unter den im Rahmen 

der Arbeit generierten ER-Membran-Konstrukten, wobei der geringste Effekt durch die 

Komplementation nach der Zugabe des artifiziellen SmBiT-Peptides zu erwarten gewesen 

wäre. Die Überlegung beruht darauf, dass der C-Terminus von Sec61β im ER-Lumen liegt, da 

es sich bei dem Protein um ein TA-Protein handelt (Abell et al. 2004; Raden et al. 2000). Da 

die Digitonin-Behandlung der Zelle vornehmlich die Plasmamembran permeabilisiert, sollte 

das Peptid nur in einem geringen Maße durch die Membran des ERs gelangen und zu einer 

Komplementation führen (Frenkel et al. 2014; Litvinov et al. 2018). Es lässt sich vermuten, 

dass der Übergang des Peptids über die ER-Membran ähnlich ineffektiv verläuft wie über die 

nicht-permeabilisierte Plasmamembran, was in Abb. 13A gezeigt wurde und damit die 

Komplementation des Sec61β-CL nur im geringen Maße erfolgen sollte. Diese ist jedoch im 
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Vergleich zu den anderen ER-Membran Proteinen stärker. Daraus folgt die Vermutung, dass 

ein Teil der Sec61β-CL-Proteine nicht korrekt in die Membran integriert wurde. Es konnte 

bereits beobachtet werden, dass ein C-Terminal verlängertes Sec61β nicht auf dem typischen 

posttranslationalen Transportweg zum ER geführt, wird, sondern cotranslational, was durch 

das Anfügen des LgBiTs hier der Fall sein könnte. (Stefanovic & Hegde 2007). Ebenfalls wurde 

nachgewiesen, dass durch die Veränderung der TMD eines TA-Proteins Misslokalisierungen 

ebenjenes folgen, was die sensible Positionsregulierung dieser Proteine ebenfalls betont 

(Borgese et al. 2003). Dies und die Beobachtung, dass die Menge des identifizierten Sec61β-

CL im Vergleich zu den anderen im Rahmen der Arbeit generierten Konstrukte am höchsten 

ist, führt zu der Vermutung, dass ein Teil der synthetisierten Sec61β-CL zytosolisch lokalisiert 

sein könnten, wodurch eine bessere Zugänglichkeit durch das SmBiT Peptid erreicht wird, 

ähnlich dem Kontrollpeptid des NanoBiT-Systems. Gleichzeitig muss beachtet werden, dass 

es sich bei den applizierten Proteinen um kurze Aminosäuresequenzen handelt. Für diese 

besteht die Möglichkeit über die sogenannten TAP-Transporter (transporter associated with 

antigen procesing) welcher Peptide von einer Länge bis zu 16 Aminosäuren in das ER 

überführt (Ritz & Seliger 2001). Dadurch besteht die Möglichkeit, dass die Peptide aktiv in das 

ER überführt werden und auch dort eine Komplementation des LgBiTs auslösen. Dass 

dennoch ein Teil des synthetisierten Sec61β-CL korrekt in die Membran inseriert wurde, zeigt 

dessen Interaktionsmuster. Während keine Interaktionen auf zytosolischer Seite gemessen 

werden konnten, konnte eine Interaktion mit dem N-Terminus von Sec63 nachgewiesen 

werden (Abb. 31), der ebenfalls luminal lokalisiert ist (Linxweiler et al. 2017). Durch die 

Bestätigung weiterer aus der Literatur bekannter Interaktionen, wurde die Funktionalität des 

Systems weiterhin untermauert. Es wurde gezeigt, dass Sec61α mit Sec63 in lebenden Zellen 

interagiert (Meyer et al. 2000a). Die Interaktionen zwischen Sec61α und den Proteinen TRAPα 

und TRAPβ, sowie die Interaktionen dieser beiden Proteinen untereinander, als Teil des 

TRAP-Komplexes, wurden ebenso bestätigt (Pfeffer et al. 2017; Pfeffer et al. 2016). Die 

Multimerisierung des TMEM109 Proteins erwies sich ebenfalls als nachweisbar (Venturi et al. 

2011).  

Der in Abb. 14 B und D gezeigte Versuch, der ebenfalls auf der Komplementation mittels des 

synthetischen Peptides beruht, zeigt einen weiteren Vorteil des Systems auf eine einfache, 

aber eindrucksvolle Weise. Durch die Titration des SmBiT-Peptides von 1-100 µM finaler 

Konzentration konnte ein proportional stärkeres Signal generiert werden. Dieses resultierte 

auch in der höchsten Konzentration nicht in der Intensität eines Nachweises zwischen zwei 

real miteinander interagierenden Proteinen. Im Vergleich zu β-Actin, welches für die Western 

Blots als Ladekontrolle und hier als Kontrollpeptid genutzt wurde (Abb. 34, Abb. 35) und mit 

einer relativ hohen Konzentration von 1,7 µM in der Zelle vorliegt, ist eine 50 fach höhere 

Konzentration des SmBiT-Peptides (100 µM) eine enorme Menge (Hein et al. 2015). Dies zeigt 
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deutlich, dass die gemessenen Lichtsignale, auf denen die Analysen und Ergebnisse in Abb. 

31 beruhen, nicht zufällig sind, oder aus der reinen Interaktion zwischen SmBiT und LgBiT 

getrieben sind. Die Interaktion erfolgt nur, wenn die Proteine gezielt zueinander gebracht 

werden, durch die nahe räumliche Lokalisation der Trägerproteine. Dies bestätigt die geringe 

Bindungsaffinität der beiden Luciferaseeinheiten die vom Hersteller angegeben wird. 

Zusätzlich wurde ein affineres Peptid (HaBiT) verwendet, welches eine vergleichbare 

Signalintensität zeigte, trotz einer 10.000-fach geringeren Menge des Peptides im Vergleich 

zum SmBiT-Peptid. Dementsprechend wurden mit diesem Peptid beim Nachweis der 

Konstrukte höhere relative Lichtmengen detektiert.  

Die Sensitivität des Assays lässt sich ebenfalls anhand der gezeigten Interaktion zwischen 

Sec61α und Sec61β bestätigen. Hier zeigte sich anhand der starken Interaktion der 

Reporterproteine, dass eine geringe Distanz zwischen dem Sec61α-NL und dem NS-Sec61β 

Konstrukt liegt. Gleichzeitig wurde keine Komplementation der Luciferase durch Sec61α-CL 

und NS-Sec61β erreicht. Dies kann durch die Strukturen des Sec61-Translokons erklärt 

werden. In den Strukturmodellen wird deutlich (Abb. 59A), dass der N-Terminus des Sec61α 

näher an dem N-Terminus von Sec61β liegt (Voorhees et al. 2014; Voorhees & Hegde 2016a). 

Anhand weiterer räumlicher Strukturdaten lassen sich die gemessenen Intensitäten weiterer 

Verbindungen ebenfalls erklären. Hier ist insbesondere die Interaktion vom Sec63 mit 

unterschiedlichen Untereinheiten des Sec61-Komplexes zu nennen. Während auf luminaler 

Seite Sec61β eine sehr starke Interaktion zeigte, konnte eine weitere starke Interaktion auf 

zytosolischer Seite mit dem N-Terminus des Sec61α nachgewiesen werden. In der Hefe 

konnte gezeigt werden, dass der luminale N-Terminus des Sec63 mit einem Bereich der TMD 

3 des Sec61α-Proteins interagiert, zu dem benachbart das Sec61β-Protein liegt (Itskanov et 

al. 2021; Itskanov & Park 2019). Eine weitere Erklärung für diese Interkation, sowie die 

Interaktion zwischen dem C-Terminus des Sec63 und dem N-Terminus des Sec61α Proteins 

selbst konnte eine andere Studie aus der Hefe aus dem Jahre 2018 liefern. Dort wurde 

ebenfalls gezeigt, dass Aminosäuren der TMD 3 von Sec63 mit der TMD 1 von Sec61α 

interagiert, und zusätzlich die Interaktion mit den TMD der Hefeorthologe von Sec61β und 

Sec61γ (Wu et al. 2019). Funktionell ist diese Verbindung vor allem für den Transport von 

Membranproteinen entscheidend, da durch die Interaktion mit Sec62/63 in der Hefe das lateral 

gate geöffnet wird (Bhadra et al. 2021; Itskanov et al. 2021). Im humanen System konnte 

ebenfalls eine Bindung zwischen dem Sec62/63-Komplex und dem Ribosom für den 

cotranslationalen Transport nachgewiesen werden, deren Bestätigung durch das NanoBiT-

System noch aussteht (Müller et al. 2010).  
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Abb. 59: Übertragung der NanoBiT-Ergebnisse auf Strukturdaten und Vergleichbarkeit des 
Systems in alternativen HeLa-Zellen. A: Strukturmodell des trimeren Sec61-Komplexes. Der letzte 
Teil des nachgewiesenen N-Terminus des Sec61β (gelb) liegt nahe dem N-Terminus des Sec61α, was 
die starke Interaktion dieses Terminus im Vergleich zum Sec61α-C-Terminus erklärt. Die Abbildung 
wurde abgeändert nach (Dudek et al. 2015; Lang et al. 2017; Sicking et al. 2021). B: Die 
Interaktionsstudien wurden zusätzlich zu den standardmäßig verwendeten HeLa-CCL2-Zellen einmal 
in HeLa-Kyoto-Zellen auf identische Weise durchgeführt (Kap. 5.2.9). Die Zellen wurden 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Juniorprof. Bianca Schrul, UdS, Homburg. Es wurde die 
Kombination aus dem TMEM109-CL Konstrukt mit verschiedenen interagierenden und einem nicht-
interagierenden weiteren Konstrukt vermessen. C: Strukturmodell des geschlossenen Sec61-
Komplexes der Hefe. Die nah zueinander liegenden Sec61β-C Terminus und Sec63 N-Terminus sind 
unterstrichen. Diese Interaktion konnte durch das NanoBit-System ebenfalls sehr effektiv nachgewiesen 
werden. Abbildungsteil C: Reprinted by permission from Springer Nature; nature structural & molecular 
biology; Stepwise gating of the Sec61 protein-conducting channel by Sec63 and Sec62, Samuel 
Itskanov et al. © 2021. 

In einem ersten Test zeigte der experimentelle Aufbau Ergebnisse mit einer gleichen Tendenz 

in HeLa-Zellen, die dem Typ Kyoto entsprachen (Abb. 59B). Da diese Zellen, obwohl sie alle 

als HeLa-Zellen in der Literatur geführt werden, dennoch teils große Unterschiede aufweisen, 

ist das Ergebnis ebenfalls als positiv zu bewerten (Liu et al. 2019b). Dass nicht die identischen 

absoluten Werte erreicht werden, ist mit den in der Literatur beschriebenen Unterschieden zu 

erklären, sowie mit der geringen Anzahl der Experimente. Die Aussage jedoch, ob eine 

Interaktion vorliegt oder nicht, ist in beiden Zelllinien bisher identisch. 

Durch die Bestätigung mehrere Proteininteraktionen innerhalb von Komplexen (TRAP Abb. 26 

und Sec61Abb. 27) aber auch zwischen diesen (Abb. 28, Abb. 31) stellt das NanoBiT-System 

eine Erweiterung der bisherigen Interaktionsstudien dar, allerdings in vitalen Zellen, wodurch 
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diese ebenfalls manipulierbar sind. Es konnte gezeigt werden, dass das System auf ER-

Membranproteine anwendbar ist und es ermöglichte, nach der Erstellung einer 

Plasmidbibliothek, bereits bekannte Interaktionen zu bestätigen und neue zu identifizieren. 

Hierbei ist sowohl der Nachweis von Homomultimeren als auch der Nachweis von 

heterogenen Proteininteraktionen möglich. Die Expressionskontrolle der SmBiT Konstrukte 

durch die Verwendung mehrerer Antikörper war nicht in jedem Fall erfolgreich, durch den 

Einsatz von Peptiden wurden jedoch alle LgBiT-Konstrukte nachgewiesen.  

7.3. Interaktionspartner des hSnd2-Proteins im Proteintargetingweg 

Das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit rund um den SND-Transportweg in humanen Zellen 

war es, einen Interaktionspartner von hSnd2 zu identifizieren, der dieses Protein in der ER-

Membran ergänzen könnte, ähnlich wie es bei Snd2 und Snd3 in der Hefe der Fall ist. Zu 

diesem Zweck wurden Co-IPs angewendet, um einen Interaktionspartner zu identifizieren, und 

diese mittels des NanoBiT-Systems in lebenden Zellen zu verifizieren. Durch die Co-IP wurde 

das Protein TMEM109, oder auch Mitsugumin 23 genannt, als ein Interaktionspartner von 

hSnd2 identifiziert (Kapitel 6.1.1 und 6.1.2). Diese Interaktion konnte ausgehend von beiden 

Proteinen nachgewiesen werden (Kapitel 6.1.3). Des Weiteren konnte in den 

Folgeexperimenten gezeigt werden, dass TMEM109 und hSnd2 in lebenden Zellen in 

räumlicher direkter Nähe am Translokon lokalisiert sind (Abb. 29). Auf der Basis, dass 

TMEM109 als Interaktionspartner von hSnd2 verifiziert wurde, stellt sich nun die Frage, ob 

TMEM109 funktionell geeignet ist, um den SND-Transportweg in humanen Zellen zu 

ergänzen.  

In der Literatur werden für TMEM109, welches in der ER-Membran und der äußeren nukleären 

Membran lokalisiert ist, verschiedene Funktionen vermutet (Nishi et al. 1998). Es werden unter 

anderem Assoziationen zu Krebserkrankungen beschrieben, bei denen TMEM109 als 

Markerprotein identifiziert wurde, aber auch als ein Regulator der Reaktion der Zelle auf 

beschädigte DNA, während die UPR von TMEM109 unbeeinflusst zu sein scheint. (Kunitomi 

et al. 2020; Takenami et al. 2019; Yamashita et al. 2013; Yamazaki et al. 2010). Einen 

zentralen Anteil für die Funktionalität des Proteins nimmt der C-Terminus ein. Dieser 

ermöglicht die Interaktionen mit anderen Proteinen wie zum Beispiel dem Chaperon Alpha-B 

Crystallin und die Ausbildung eines Homohexamers (Takeshima et al. 2015; Venturi et al. 

2011; Yamashita et al. 2013). Diese Bildung des Homomultimers, die ebenfalls durch die in 

dieser Arbeit durchgeführten Experimente per Co-IP und in lebenden Zellen nachgewiesen 

werden konnte (Abb. 20B und Abb. 29D) führt dazu, dass ein spannungsgesteuerter Kanal in 

der Membran gebildet wird, der unselektiv sowohl für K+ als auch Ca2+ Ionen passierbar ist 

und vermutlich so einen Anteil des permanenten Calciumleaks einnimmt. Was diese 
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Assemblierung des Kanals auslöst, dessen Formation als unstabil beschrieben ist, ist bisher 

nicht bekannt (Reilly-O'Donnell et al. 2017; Takeshima et al. 2015; Venturi et al. 2011).  

Dass TMEM109 als Ergänzung zum hSnd2 dabei nicht die identischen Eigenschaften wie das 

Snd3-Protein in der Hefe aufweist, ist nicht weiter verwunderlich. Durch die PPod-Vorhersage, 

mittels derer hSnd2 als Ortholog zu Snd2 bestimmt wurde, wurde für Snd3 kein Ortholog im 

humanen System identifiziert, gleichzeitig für TMEM109 kein entsprechendes Pendant in der 

Hefe (Heinicke et al. 2007). Übereinstimmungen zwischen der Aminosäuresequenz oder der 

Nukleotidsequenz von TMEM109 bestehen ebenfalls nicht zu S. cerevisiae (Altschul et al. 

1997; Altschul et al. 2005). Die einzige Gemeinsamkeit der beiden Proteine Snd3 und 

TMEM109 ist die duale Lokalisation sowohl in der Membran des ERs als auch in der nukleären 

Membran (Nishi et al. 1998; Tosal-Castano et al. 2021). Eine strukturelle sowie funktionelle 

Übereinstimmung zu Snd3 ist jedoch auch nicht grundlegend dafür, dass TMEM109 als Teil 

des humanen SND-Transportweges gelten kann. Die Komposition des Translokons selbst ist 

im Vergleich zwischen Homo sapiens und S. cerevisiae bereits unterschiedlich. In der Hefe ist 

beispielsweise kein TRAP-Komplex bekannt, und sowohl der SPC-Komplex als auch der OST-

Komplex sind unterschiedlich strukturiert (Dudek et al. 2015). Dennoch leisten diese Komplexe 

elementare Beiträge zum Transport und der funktionellen Reifung von Proteinen in den 

jeweiligen Systemen und werden als akzessorische Komponenten des Sec61-Kanals 

betrachtet (Cherepanova et al. 2016; Gemmer & Förster 2020; Nguyen et al. 2018). Einen 

Unterschied zwischen Hefe- und Säugerzellen spezifisch auf Komponenten eines 

Proteintargetingwegs, wie es auch SND einer ist, bezogen konnte für den GET-Targetingweg 

beschrieben werden. Während mehrere Proteinkomponenten des Transportweges 

Homologien zwischen den Organismen zeigen, sind GET2 (Hefe) und CAML (Säuger) als Teil 

des membranintegrierten Rezeptors in deren Sequenz deutlich unterschiedlich. Die Topologie 

und die mögliche Funktion des N-Terminus sind die einzigen übereinstimmenden 

Charakteristika (Borgese 2020; Vilardi et al. 2014; Wang et al. 2014). Gleiches gilt auch für 

das SRP ermittelte Proteintargeting, der großteilig konserviert ist, allerdings ist kein Homolog 

zu SRβ in E. coli bekannt (Keenan et al. 2001; Pool 2005). Daher ist es nicht zwingend, dass 

das humane hSnd3 eine eins zu eins Kopie des Hefe Snd3-Proteins darstellt. TMEM109 und 

hSnd2 können ebenfalls als akzessorische Komponente des Translokons betrachtet werden. 

In der durchgeführten Co-IP konnte Sec61β zusammen mit TMEM109 aufgereinigt werden 

(Abb. 21B), und in den NanoBit-Analysen eine Interaktion sowohl mit TRAPα und Sec61α 

selbst gezeigt werden (Abb. 31A). Aus diesem Grund, und weil der bisher einzige bekannte 

Teil des humanen SND-Transportweges ein ähnliches Interaktionsmuster zu diesen 

Translokonkomponenten zeigt, ist TMEM109 durchaus als Teil des SND-Transportweges 

anzusehen.  
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Reep5, welches nur mittels Massenspektrometrie nach einer Co-IP mit hSnd2 identifiziert 

werden konnte (Abb. 18C) und nur eine sehr begrenzte Interaktion mit hSnd2-FLAG in einer 

gegenläufigen Co-IP zeigte (Abb. 22A), kann eher den Transportsubstraten zugeordnet 

werden. Durch dessen Struktur mit einer mittig liegenden TMD (Voeltz et al. 2006) stimmt es 

mit einer Definition der Transportsubstrate überein, die von Aviram et al. (2016) und 

Haßdenteufel et al. (2017) publiziert wurde. Dies würde auch die erfolglose Aufreinigung von 

hSnd2 erklären, wenn Reep5 als bait verwendet wurde (Abb. 22).  

Des Weiteren wurde durch die durchgeführten Co-IPs suggeriert, dass hSnd2-Multimere in 

der Membran ausgebildet werden könnten. Bei der Verwendung von hSnd2-FLAG als bait, 

konnte das endogene hSnd2 in der Massenspektrometrie (Abb. 18) nachgewiesen werden. 

Diese Beobachtungen konnten nicht im NanoBiT-System bestätigt werden, da die Ergebnisse 

dieser Versuche keine Hinweise auf einen Homomultimer lieferten (Abb. 31). Die 

Untersuchung dieser Fragestellung sollte Gegenstand zukünftiger Studien sein.  

 

7.4. Insertion von SND-abhängigen Substraten in die ER-Membran und die 

Struktur des Translokons in vitalen HeLa-Zellen 

Bisher ist weder bekannt, welches Protein als Kanal, bzw. als Insertase für die SND 

abhängigen Substrate in der ER-Membran fungiert, noch ist abschließend definiert, welchem 

Transportmodus, ob co- oder posttranslational, der SND Transportweg folgt. Sowohl in der 

Hefe, als auch im humanen System sind Kompensationsmechanismen zwischen den 

verschiedenen Transportwegen beschrieben worden und auch die Interaktion mit 

verschiedenen Insertasen konnte nachgewiesen werden (Aviram et al. 2016; Casson et al. 

2017; Haßdenteufel et al. 2017; Talbot et al. 2019; Yang et al. 2021). In der Literatur mehren 

sich jedoch die Hinweise, dass der SND-Transportweg den Sec61-Kanal als Weg in und über 

die ER-Membran für dessen Transportsubstrate nutzt. Eine Interaktion mit Proteinen des 

EMC-Komplexes konnte zwar gezeigt werden, eine gegenseitige funktionelle Einflussnahme 

jedoch nicht (Talbot et al. 2019). Die ebenfalls beschriebenen Interaktionen zwischen Sec61α, 

sowie dessen akzessorischen Komponenten, und die Multimerisierung des hsnd2-Proteins 

(Aviram et al. 2016; Haßdenteufel et al. 2017; Yang et al. 2021) konnten in dieser Arbeit sowohl 

durch die Co-IP (Abb. 18, Abb. 19), als auch durch die NanoBiT Experimente bestätigt werden 

(Abb. 30B, Abb. 31A). Wie hoch der Grad der Multimerisierung ist, kann anhand der in dieser 

Arbeit vorliegenden Daten sowie den aus der Literatur gewonnen Daten nicht bestimmt 

werden. Es wäre ebenfalls möglich, dass es sich hierbei nicht um einen Multimer handelt, da 

auch Proteine aus benachbarten Komplexen miteinander interagieren könnten.  
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Da hSnd2 bisher in keinen strukturellen Daten über den Sec61-Komplex Erwähnung findet, 

könnte man davon ausgehen, dass es sich hierbei um eine transiente, bzw. schwache 

Interaktion handelt. Dies könnten die Interaktionswerte der NanoBiT-Studien ebenfalls 

belegen, die im Vergleich zu Intrakomplex-Verbindungen (TMEM109-TMEM109, Sec61α-

Sec61β) geringer ausfallen. Was sich jedoch in den NanoBiT-Studien zeigte ist, dass sowohl 

TMEM109 als auch hSnd2 mit dem C-Terminus des Sec61α-Proteins interagierten. Das in 

diesem Vergleich stärkste Signal zeigte sich jedoch zwischen Sec61α-NL und hSnd2-NS. Der 

N-Terminus von hSnd2 zeigte generell eine höhere Tendenz, um Interaktionen anzuzeigen als 

der C-Terminus des hSnd2 Proteins, was auch für die Interaktionen von hSnd2 mit 

Komponenten des TRAP-Komplexes gilt. Dies hängt möglicherweise mit einem positiv 

geladenen Patch in der Nähe des C-Terminus zusammen, der durch diese Ladung 

möglicherweise hinderlich ist für Proteininteraktionen, könnte diese aber auch gleichzeitig 

ermöglichen, wie es bei Sec63/Sec62 der Fall ist (Haßdenteufel et al. 2017; Jung et al. 2014; 

Müller et al. 2010). Der Effekt hängt von der Ladung des jeweils betrachteten 

Interaktionspartners ab. Hier wäre Interessant ob keine Interaktion zwischen Sec62 und hSnd2 

besteht, was zu erwarten wäre, da Sec62 am N-Terminus ebenfalls positive Ladungen 

aufweist, durch die es unter anderem mit Sec63 interagiert, welches ebenfalls assoziative 

Tendenzen zu hSnd2 zeigt (Abb. 31) (Müller et al. 2010).  

Die Interaktionen von TMEM109 und hSnd2 mit der direkten Transportkomponente Sec61α 

und dessen akzessorischen Faktoren (TRAP und Sec63) und im Zusammenhang mit den 

bisher identifizierten Transportsubstraten, kann somit die Aussage getroffen werden, dass der 

SND-Proteintargeting im humanen System zumindest zu einem Teil auf das Sec61-Translokon 

angewiesen ist. Da der Transportweg in seiner Funktion und dem Spektrum der zu 

transportierenden Proteine jedoch äußerst flexibel zu sein scheint, ist dies mit hoher 

Wahrscheinlichkeit nicht die einzige Eintrittsmöglichkeit in die ER-Membran für 

Transportsubstrate des SND-Proteintargetingweges in humanen Zellen.  

Abschließend lässt sich von dem humanen SND-Transportweg ein Schema konstruieren, 

indem hSnd2 und TMEM109 als akzessorische Komponenten des Translokons dargestellt 

werden können. Da jedoch beide Proteine bisher nicht in bildgebenden Verfahren am 

Translokon identifiziert werden konnten, kann vermutet werden, dass diese transient an das 

Translokon gebunden sind, ähnlich wie es für Sec62, Sec63 oder SRP der Fall ist (Jadhav et 

al. 2015; Pfeffer et al. 2017). Die Insertion von hSnd2-abängigen Transportsubstraten verläuft 

damit zumindest partiell abhängig von Sec61α.  
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Abb. 60: Schematischer Aufbau des hSnd2 Transportweges in Kooperation mit dem Translokon. 
Die in der Arbeit generierten Daten zeigen, dass TMEM109 zusammen mit hSnd2 dem Translokon auf 
transiente Weise zugehörig ist. Die über den SND-Transportweg transportiert Proteine werden durch 
einen bisher nicht identifizierten Faktor im Zytosol erkannt, zur ER-Membran geführt und dort mittels 
hSnd2/TMEM109 erkannt. Die Insertion erfolgt zumindest für Teile der Substrate mittels Sec61α. 
Dargestellt ist die Ansicht aus der Perspektive der Membran. 
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7.5. SEC61A1-V67G und -T185A führen zu Fehlfunktionen im Proteintransport 

und der Calciumhomöostase 

Bei der ADTKD handelt es sich um eine Nierenerkrankung, die von verschiedenen Symptomen 

begleitet wird und sich final in einem Verlust der Nierenfunktion manifestiert. Als Auslöser für 

diese genetische Erkrankung konnten in der Vergangenheit unterschiedliche Mutationen 

ermittelt werden. Hierbei handelt es sich sowohl um Proteine, die einen direkten Bezug zur 

Niere aufweisen, wie Renin und Uromodulin, aber auch um nicht nierenspezifische Proteine 

wie Mucin 1 und den Transkriptionsfaktor HNF1-β (Devuyst et al. 2019). Im Jahr 2016 wurde 

beschrieben, dass Punktmutationen des SEC61A1, die einen Austausch von V67G und T185A 

zur Folge haben, diesen Krankheitstyp ebenfalls auslösen (Bolar et al. 2016). Während die 

pathologischen Ausprägungen der wenigen Patienten, die unter einer der Mutation des 

SEC61A1-Gens leiden, anhand dieser beschrieben werden konnte, ist die Erkrankung auf 

biochemischer Basis bisher nur unzureichend charakterisiert. Basierend auf der Lokalisation 

der zwei Mutationen, V67G in der plug Domäne und T185A in der constriction zone des 

Sec61α, wurde jedoch vermutet, dass in beiden Fällen sowohl Proteintransport als auch 

Calciumhomöostase beeinflusst sind (Bolar et al. 2016). Diese Fragestellung wurde innerhalb 

dieser Arbeit mit Hilfe von live-cell calcium Imaging und in vitro Transporten bearbeitet (Kap. 

5.3 und 5.6). 

Hierbei zeigten sich viele Gemeinsamkeiten und nur wenige Unterschiede zwischen den 

Zelllinien, die eine der beiden Mutationen stabil im Genom integriert haben. Diese Zelllinien 

sollen den heterogenen Zustand der Patienten in der Zellkultur simulieren. Zusammengefasst 

sind diese in der nachfolgenden Tab. 13. Interpretation und mögliche Zusammenhänge 

werden in den nachstehenden Kapiteln beschrieben. 

Tab. 13: Zusammenfassung der Effekte, die von den Mutationen SEC61A1-V67G oder SEC61A1-
T185A ausgelöst werden.  Es zeigte sich, dass die Mutationen häufig ähnliche Effekte aufwiesen. Im 
Fall der T185A-Mutation ist der Calciumleak reduziert. In der V67G-Zelllinie ist neben dem 
eingeschränkten Transport von PPL und Ren auch UMOD in der Tranporteffizienz beeinflusst. Der 
Vergleich erfolgte jeweils zu den Ergebnissen aus Messungen in denen der Wildtyp analysiert wurde. 
✓ symbolisiert eine Übereinstimmung mit dem Wildtyp, während  anzeigen, dass der untersuchte 
Parameter verringert ist (weniger Transport, geringerer leak, usw.) 

Untersuchter Effekt Quelle V67G T185A 

Proteinabundanz 
Abb. 39 

ORAI1, SERCA2  STIM1, ORAI1, 
SERCA2  

Sec61-vermittelter 
Calciumleak 

Abb. 41 ✓  

ER-Calciumspeicher Abb. 42   

SOCE Abb. 41 ✓ ✓ 

Stressreaktion Abb. 47 ✓ ✓ 

Luminale 
Calciumdepletion 

Abb. 45 ✓  

ES1-Sensitivität Abb. 53   
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Posttranslationaler-
Transport 

Abb. 54 ✓ ✓ 

Cotranslationaler-
Transport 

Abb. 54 REN, UMOD und 
PPL 

REN und PPL 

 

ADTKD-Mutationen zeigen keinen Hinweis auf einen Stresszustand der Zelle.  

In bereits durchgeführten Studien zu verschiedenen Mutationen von Sec61α konnte gezeigt 

werden, dass die Mutation in Änderungen im Proteintransport und in der Calciumhomöostase 

resultierte (Schäuble et al. 2012; Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). Beide 

Faktoren können die UPR als Folge des daraus resultierenden ER-Stresses auslösen (Mekahli 

et al. 2011; Oakes & Papa 2015). Ein erhöhter Stress, basierend auf den beiden genannten 

Gründen ist in den Sec61α-Mutationen V85D und Q92R festgestellt worden die ebenfalls 

krankheitsassoziiert sind (Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). Hier wurde 

dieser ER-Stress jedoch entweder nach der Überexpression der Sec61α-V85D Mutante, bzw. 

mittels Fibroblasten und mononukleären Zellen des peripheren Blutes des Indexpatienten 

nachgewiesen. Die Autoren der Studie, welche die Mutationen V67G und T185A initial 

beschrieben, äußerten eine übereinstimmende Vermutung, da ADTKD-Varianten, die durch 

Mutationen des Renins oder Uromodulins ausgelöst wurden, in Gewebeproben von Patienten 

Hinweise auf erhöhten ER-Stress und im zweiten Fall erhöhte BiP-Level aufwiesen (Adam et 

al. 2012; Bolar et al. 2016; Lee 2005; Živná et al. 2009). Aus diesem Grund wurde das 

Stressniveau der HEK-Zellen bestimmt, die durch die heterogene Expression des 

wildtypischen Sec61α und einer der beiden Mutationen den Krankheitstyp simulieren, wobei 

sowohl der Gehalt von BiP als auch das Verhalten der Zelle auf unmittelbar ausgelösten Stress 

überprüft wurde. Hierbei wurde deutlich, dass weder der Gehalt von BiP noch ein weiteres ER-

luminales Chaperon in der Zelle erhöht ist (Abb. 39). Da BiP die zentrale 

Regulationskomponente der UPR ist, deutet dies darauf hin, dass die Sec61α Mutationen in 

den HEK-Zelllinien nicht zu einem erhöhten Zellstress führen (Wang et al. 2009). Ebenfalls 

würde der Sec61-vermittelte Calciumleak nach einer künstlichen Stressinduktion stärker 

ausfallen im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 47), da im Stresszustand vermutlich BiP vom Sec61 

wegrekrutiert werden würde und den Kanal dementsprechend nicht mehr verschließen könnte 

(Melnyk et al. 2015; Schäuble et al. 2012). Falls eine erhöhte UPR-Aktivität vorliegen würde, 

wäre die Antwort auf die Tunicamycin- und Thapsigarginbehandlung stärker. Die Reaktion der 

Zellen auf Langzeitstress ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp (Abb. 

48). Für das Zellkulturmodell konnte somit gezeigt werden, dass die Mutationen V67G und 

T185A in Sec61α keinen verstärkten Stress auslöst. Beachtet werden muss hier, dass die hier 

geführten Nachweise indirekt sind, da weder die Aktivität noch der Proteingehalt eines der drei 

UPR-Wege spezifisch adressiert wurde. BiP als deren Regulator ist jedoch nicht auffällig 

erhöht. Eine weitere Möglichkeit die Ergebnisse zu interpretieren wäre, dass das 
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Zellkulturmodell eine Anpassung an diesen Stresszustand erfahren hat, sodass dieser nicht 

mehr als UPR-Stress nachgewiesen und quantifiziert werden kann. Hier wäre es interessant 

zu ermitteln, ob Probenmaterial der betroffenen Patienten einen möglicherweise erhöhten 

Stresszustand zeigen, um diese Theorie auszuschließen.  

ADTKD-assoziierte Zellen zeigen eine geringere Calciumkapazität 

Die Aufrechterhaltung der Calciumhomöostase ist ein zentraler Punkt für die Funktionalität und 

Viabilität der Zelle. Hierbei ist das ER als zentraler Speicher des Calciums von entscheidender 

Rolle (Clapham 2007; Emkey & Emkey 2012).  

In den hier untersuchten ADTKD simulierenden Zellen konnte festgestellt werden, dass ein 

geringerer Calciumpool im ER vorlag (Abb. 42). Einen Hinweis wie dieser Calciummangel 

entsteht, kann in den immunologisch erhobenen Daten gefunden werden (Abb. 39). Dort 

konnte festgestellt werden, dass die SERCA2-Abundanz in beiden Zelltypen signifikant 

verringert war. Dieses Protein ermöglicht als einzige Calcium-ATPase-Typ2 der ER-Membran 

den Transport von Calcium gegen den Gradienten in das ER hinein (Primeau et al. 2018). Als 

Folge daraus ist die geringere Calciummenge im ER der ADTKD Zellen eine logische 

Konsequenz. Die Überprüfung der SERCA-Aktivität deutet darauf hin, dass diese Aktivität per 

se pro Molekül deutlich erhöht ist (Abb. 46), jedoch trotzdem nicht ausreichend ist, um das ER 

bis zum Wildtypniveau mit Calcium zu füllen. Warum gerade SERCA2 eine geringere 

Abundanz zeigt, und warum die Wiederherstellung des physiologischen Calciumspiegels 

durch den Einsatz von 4-PBA potenziell ein sekundärer Effekt der erhöhten SERCA-Abundanz 

ist, wird in Folgeabschnitten (7.7 und 7.9) diskutiert.  

Eine alternative Theorie für dieses Phänomen wäre, dass calciumbindende oder regulierende 

Proteine im ER überrepräsentiert wären. Hinweise hierauf konnten in der Arbeit jedoch nicht 

festgestellt werden, da zum Beispiel BiP, PDI oder GRP170 nicht in erhöhter Menge vorkamen 

(Abb. 39) (Coe & Michalak 2009; Lievremont et al. 1997; Melnyk et al. 2015; Wang et al. 2015). 

Allerdings ist die Datenlage noch nicht vollständig genug, dass dieser Punkt mit 

abschließender Sicherheit ausgeschlossen werden kann, bzw. doch einen Anteil an dem 

Phänomen einnimmt. Hier wäre es interessant Proteine wie Calreticulin zukünftig zu 

überprüfen (Ostwald & MacLennan 1974; Park et al. 2001). Häufig wird der ER-Stress, 

resultierend aus dem verringerten Cacliumpool, als ursächlich für die Entstehung der Krankheit 

beschrieben, ein solcher Stresszustand konnte in den hier verwendeten Zellen jedoch nicht 

identifiziert werden (Mekahli et al. 2011). Da die Regulation des Calciums in der Zelle jedoch 

für unterschiedliche Prozesse entscheidend ist, ist die Etablierung eines „normalen“ 

wildtypischen Calciumpools ein attraktives Ziel, welches durch die 4-PBA Behandlung verfolgt 

wurde und in folgenden Abschnitten diskutiert wird.  
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T185A zeigt einen verringerten Calciumleak 

Dass Sec61α ca. 60 % des Calciumleaks aus dem ER ausmacht, konnte durch knock-down 

Experimente dieses Proteins gezeigt werden (Gamayun et al. 2019; Lang et al. 2011). Im 

weiteren Forschungsverlauf zeigte sich ebenfalls, dass dieser Calciumleak durch 

verschiedene akzessorische Proteine des Sec61-Komplexes reguliert wird, da diese das 

Öffnen, bzw. Schließen des Kanals modulieren (Dudek et al. 2015; Lang et al. 2017; 

Zimmermann et al. 2011). Daher war es ein Ziel dieser Arbeit zu evaluieren, welchen Einfluss 

die beiden Mutationen auf den Sec61- vermittelten Calciumleak ausüben. Hierbei zeigte sich 

keine Änderung des leak in der V67G Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die T185A Variante 

zeigte hingegen einen signifikant geringeren leak (Abb. 41). Dieser könnte daraus resultieren, 

dass die Entleerung des ERs langsamer erfolgt (Abb. 44). Bei einer identischen Aktivität der 

calciumregulierenden Kanäle in der Plasmamembran, die Calcium wieder hinaus aus dem 

Zytosol führen, würde dies zu einer geringeren maximal messbaren Calciummenge im Zytosol 

führen (Clapham 2007). Dass eine gleichmäßige Aktivität der calciumabführenden 

Komponenten vorliegt, kann anhand der mit Thapsigargin durchgeführten Experimente 

vermutete werden. Nachdem die Menge des Calciums im Zytosol auf ein Maximum 

angestiegen ist, nimmt die Kurve innerhalb der folgende vier Minuten gleichmäßig ab, und die 

Calciumkonzentration im Zytosol erreicht erneut den basalen Wert. Dieser Abfall der Kurve ist 

in allen Zelllinien und Experimenten vergleichbar, was auf eine ähnliche Aktivität der Kanäle 

und Transporter in der Plasmamembran hindeutet, die jedoch nicht speziell adressiert wurde. 

Zusätzlich wurden keine Änderungen in der Proteinabundanz verschiedener akzessorischer 

Komponenten (TRAPα, Sec62, Rib) nachgewiesen, was wiederum darauf hindeutet, dass der 

Effekt spezifisch auf der Mutation des Sec61α basiert (Abb. 39). Warum gerade die T185A 

Variante einen verringerten leak zeigt, könnte durch die Position der mutierten Aminosäure im 

Protein zu begründen sein. Die Aminosäure ist mittig in der TMD 5 lokalisiert und im geöffneten 

Zustand ist die Aminosäure zum Kanal hin orientiert, wie in Modellierungen gezeigt werden 

konnte (Abb. 61). Im geschlossenen Zustand ist der Aminosäurerest von der zentralen Pore 

weg orientiert. Vermutet wurde, dass als Folge des Austausches von Threonin zu Alanin eine 

Möglichkeit der Wasserstoffbrückenbindung wegfällt, die die Stabilität des Proteins in einer 

bisher noch unbekannten Art und Weise beeinflusst (Bolar et al. 2016). Als Folge daraus 

könnte die Flexibilität und das sogenannte gating des Kanals beeinflusst sein. Durch eine 

unterschiedliche Öffnungs-, bzw. Schließgeschwindigkeit könnte dies die Calciumpermabilität 

beeinflussen. Hierbei ist wahrscheinlicher die Schließung des Kanals betroffen, da der leak 

selbst dann erfolgt, wenn die Translokation von Proteinen abgeschlossen ist und der Kanal 

noch nicht wieder verschlossen ist (Wirth et al. 2003). Dieser Logik folgend, würde der Kanal 

schneller wieder verschlossen werden, was einen langsameren Calciumverlust aus dem ER 

und einen geringeren leak zur Folge hätte. Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass durch 
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die im Threonin enthaltene OH-Gruppe die Hydrathülle des Ca2+-Ions imitiert werden könnte, 

wodurch es indirekt einen positiven Einfluss auf die Calciumpermeabilität des Translokons 

ausübt. Durch das Fehlen einer solchen OH-Gruppe könnte der Calciumfluss verändert sein. 

Ein solche strukturelle Auffälligkeit ist für die V67G-Mutation nicht gegeben, da diese auch 

durch die Flexibilität während der Öffnung des Kanals nicht strukturell modelliert werden kann. 

V67G liegt im geschlossenen Zustand in der Mitte des luminalen Teil des Translokons.  
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Abb. 61: Sec61α-Struktur mit der eingezeichneten Position der jeweiligen Mutationen V67G oder 
T185A. Sec61α ist in grün, Sec61β in orange, Sec61γ in hellblau dargestellt. A und B: In der 
geschlossenen Konformation des Sec61-Translokons wird die Position der Aminosäure 67 in Rot 
dargestellt. Diese ist in der plug Domäne in der Mitte des Kanals positioniert. C und D: Die Aminosäure 
185 ist in Blau markiert in der geschlossenen Konformation ist die Aminosäure von der Kanalpore weg 
orientiert, in der offenen Stellung (E und F) ist sie zur Pore hin gerichtet. Die für die Modellierung 
genutzten PDB Datensätze sind 5A6U und 3JC2 (Pfeffer et al. 2015; Voorhees & Hegde 2016a). 

Die Beobachtung, dass nur T185A zu einer Verringerung des leak führt, zeigt weiterhin, dass 

der leak per se nicht abhängig ist von der Konzentration des löslichen Calciums im ER, was 
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ebenfalls mit Hilfe einer Zeitreihenmessung der Reaktion auf Thapsigargin und Ionomycin 

bestätigt werden konnte (Abb. 43 und Abb. 44). Diese Aussage ist wahrscheinlich nur bis zu 

einem bestimmten Punkt richtig, im Falle der hier beobachteten Reduzierung des 

Gesamtcalciums jedoch zutreffend (Camello et al. 2002). Grundlegend für den Effekt der 

immer weiter reduzierten Menge des löslichen Calciums über die Zeit sind vermutlich die 

verschiedenen Akteure der Calciumhomöostase in der Plasmamembran, sowie der Aufbau 

des Experimentes, da durch das vermessen in einer calciumfreien Umgebung der SOCE 

unterbunden wurde, welcher das ER wieder auffüllen würde (Clapham 2007). Durch den 

konstanten Transport von Calcium aus dem Zytosol in den extrazellulären Raum verliert die 

Zelle an Calcium, da dieses im extrazellulären Raum in dem hier angewendeten 

Versuchsaufbau durch EGTA chelatiert und damit nicht mehr für die Zelle zugänglich ist (Kap. 

5.6). Dadurch entsteht ein auf Dauer geringerer Calciumgehalt in der Zelle.  

Transportdefekte geben Hinweis auf den ADTKD-Phänotypen 

Die zweite, aus funktioneller Sicht möglicherweise bedeutsamere, Säule bildet der 

Proteintransport von neu synthetisierten Polypeptidketten in und über die ER-Membran. Dies 

betrifft etwa 30 % des Proteoms und für Polypeptidketten, die cotranslational oder teilweise 

auch posttranslational transportiert werden, ist der Sec61-Komplex der Kanal in der Membran, 

der diesen Vorgang ermöglicht (Deshaies et al. 1991; Kalies et al. 1994; Lang et al. 2012; 

Linxweiler et al. 2017; Rapoport et al. 1996). Daher wurde neben der Calciumhomöostase 

ebenfalls der Proteintransport durch in vitro Transportversuche experimentell betrachtet.  

In den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen zeigte sich, dass der Transport 

verschiedener Proteine unterschiedlich beeinflusst wurde durch die beiden Mutationen des 

Sec61α. Die hier getesteten posttranslational transportierten Proteine zeigten sich nicht 

beeinflusst (Abb. 54). Bei diesen handelt es sich zum einen um kurze sekretorische Proteine 

(CEC und APE) sowie zwei TA-Proteine (61β und CYT). Dass die betrachteten TA-Proteine 

nicht negativ beeinflusst sind durch die Mutationen ist nicht erstaunlich, sondern eher als 

Kontrolle für einen weiterhin funktionsfähigen TA-Proteintransport zu sehen. Bei Betrachtung 

bisheriger Studien von krankheitsassoziierten SEC61A1-Mutationen, in denen die 

Untersuchungen nach einer Depletion des endogenen, „gesunden“ Sec61α durchgeführt 

wurden, konnte zumindest immer der Transport von Sec61β als typisches posttranslationales, 

Sec61-unabhängiges Substrat als unverändert nachgewiesen werden (Schäuble et al. 2012; 

Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). Das kurze sekretorische Proteine im 

Allgemeinen unbeeinflusst sind, kann aus den hier getesteten Substraten nicht gefolgert 

werden. Da diese Proteine im allgemeinen trotz der anwesenden N-terminalen Signalsequenz 

zu kurz sind um cotranslational zum ER geführt zu werden, erfolgt deren posttranslationaler 

Transport dennoch über den Sec61-Komplex (Haßdenteufel et al. 2018; Haßdenteufel et al. 



  Diskussion 

 
196 

2019). Es ist jedoch nicht als allgemein anzusehen, dass kurze sekretorische Proteine von den 

Mutationen nicht beeinflusst sind, denn wie in einem der folgenden Abschnitte beschrieben 

(Kap. 7.7), ist ein ausschlaggebender Faktor hierfür vermutlich die Aminosäuresequenz des 

Signalpeptides.  

Interessant ist der Unterschied in den cotranslational durchgeführten Experimenten (Abb. 54). 

Auch hier zeigte sich kein allgemeiner Defekt, sondern ein spezifischer für Renin, Präprolaktin 

und im Fall der V67G Variante ebenfalls für Uromodulin. Dass ein Defekt vorliegen könnte, 

war durch die zuvor durchgeführten ES1-Messungen zu vermuten (Abb. 53). Hier zeigten 

beide Zelllinien eine verringerte Antwort. Dies könnte in Verbindung mit der verringerten 

Anzahl an Öffnungsereignisse des Sec61-Kanals stehen, was ausgelöst wird durch den 

geringeren Transport. Da ES1 nur nach einer solchen Öffnung in das lateral gate des Kanals 

eingelagert wird, reguliert die geringere Anzahl der Öffnungsereignisse, die durch einen 

Transportvorgang ausgelöst werden, ebenfalls die Effektivität einer ES1 Behandlung 

(Gamayun et al. 2019). Zusätzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Menge des 

sekretierten Renins ebenfalls verringert ist, was vermutlich eine direkte Folge des verringerten 

Renin-Transportes am Translokon ist. Was der Grund dafür ist, dass nur bestimmte Substrate 

im Transport betroffen sind und welche Effekte dies zur Folge hat, wird in den nächsten 

Abschnitten diskutiert. 

7.6. SEC61A1-Mutationen lösen sekundär den ADTKD-Phänotypen aus 

Der Oberbegriff ADTKD umfasst ein breites Spektrum an Erkrankungen, deren zentrales 

Charakteristikum der fortlaufende Verlust der Nierenfunktion ist. Begleitet wird dieser Verlust 

von weiteren unterschiedlich ausgeprägten Symptomen wie einer interstitiellen Fibrose, 

tubulären Atrophien, Veränderungen der tubulären Basalmembran und Mikrozysten. Der 

spezifische genetische Defekt, welcher die Symptome auslöst kann jedoch nur mit Hilfe einer 

Gensequenzierung ermittelt werden (Eckardt et al. 2015). Die Gruppe der Erkrankungen wird 

zum aktuellen Zeitpunkt in sechs Unterkategorien aufgeteilt, basierend auf den fünf bisher 

identifizierten Genen, die durch deren variable Mutation die Krankheit auslösen. In der 

sechsten Unterkategorie werden aktuell alle ADTKD-Formen zusammengefasst, für die die 

genetische Ursache bisher unklar ist. Die betroffenen Proteine sind Mucin1, Hnf1β, 

Uromodulin, Renin und Sec61α (Bleyer et al. 2017; Bleyer & Kmoch 2014; Devuyst et al. 2019). 

Für die beiden Proteine die auch in dieser Arbeit als Transportsubstrat genutzt wurden, Renin 

und Uromodulin, wurde in der Literatur beschrieben, dass die mit ADTKD in Verbindung 

stehenden Mutanten dieser zwei Proteine Transportdefekte auslösten. Für Renin konnte dies 

sowohl beim Transport über die ER-Membran, als auch für den weiteren sekretorischen 

Transport gezeigt werden (Schaeffer et al. 2019; Živná et al. 2009). Als Protease ermöglicht 

Renin die Umwandlung von Angiotensinogen zu Angiotensin 1 und ist somit einer der initialen 
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Faktoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, welches als zentraler Regulator des 

Blutdrucks und der Natrium Retention gilt (Rahimi et al. 2014). Nahezu exklusiv in der Niere 

wird es aus dem Juxtaglomerulären-Apparat in das Blut sezerniert, gesteuert durch einen 

exozytotischen Vorgang . 

Im Fall von Uromodulin sind Defekte für den Transport aus dem ER heraus, dem 

sekretorischen Weg folgend, bekannt. Für einen Teil der etwa 125 verschiedenen ADTKD 

assoziierten Mutationen ist beschrieben, dass Uromodulin im ER verbleibt und dort ER-Stress 

sowie UPR auslöst (Dahan et al. 2003; Kidd et al. 2020; Rampoldi et al. 2003; Williams et al. 

2009). Da die genaue Funktion von Uromodulin noch nicht bekannt ist, kann nicht genau 

bestimmt werden, warum die pathologischen Effekte entstehen. Bekannt ist, dass dieses 

Glykoprotein, welches durch den hohen Cysteinanteil in dessen Sequenz in hohem Maße im 

ER modifiziert wird, ein nierenspezifisches Protein ist. Es wird in Epithelzellen des dicken 

aufsteigenden Teils der Henle-Schleife exprimiert und ist innerhalb der Zellen an der apikalen 

Plasmamembran lokalisiert (Bachmann et al. 1985; Bachmann et al. 1990; Rampoldi et al. 

2011). Vermutet wird, aufgrund der Interaktion des Proteins mit Ionen und der geänderten 

Expression nach Gabe eines Diuretikums, dass sowohl der Elektrolyt- als auch der 

Flüssigkeitshaushalt mit dem Protein in Verbindung stehen, ebenso wie der Schutz vor 

Nierensteinen und Harnwegsinfektionen (Devuyst et al. 2019; Wiggins 1987; Ying & Sanders 

1998).  

Betrachtet man nun die Symptomatik der unterschiedlichen Patientengruppen genauer, wird 

im Kontext der in dieser Arbeit generierten Ergebnisse deutlich, warum eine so hohe 

Überschneidung der Phänotypen gegeben ist (Tab. 1). Die Symptome der ADTKD-REN 

Variante überschneiden sich deutlich mit denen beider ADTKD-SEC61A1 Mutationen, 

während Symptome wie die Ausbildung einer Gicht, was nur für UMOD-Mutationen 

beschrieben ist, nur in Patienten mit der V67G-Mutante vorkommen (Tab. 1 und Kap. 4.5.2.1). 

Dies ist übereinstimmend mit den jeweiligen Transportdefekten, da nur die V67G-Variante 

einen Defekt im Uromodulin Transport zeigt, beide Mutanten jedoch einen Defekt für Renin 

aufweisen (Abb. 54). 

Daraus lässt sich folgern, dass die Ausbildung des Krankheitsphänotyps dadurch ausgelöst 

werden könnte, dass ein nicht funktioneller Transport von Renin oder Uromodulin stattfindet, 

entweder initial beim Eintritt in das ER oder durch die Arretierung des Transportsubstrates im 

ER. Beides führt zu einer geringeren sezernierten Menge des jeweiligen Proteins. Dieser 

Transportverlauf konnte zumindest für Renin ebenfalls im Zellkulturmodell für beide Zelllinien 

durch den Kooperationspartner nachgewiesen werden (Abb. 55). Für Renin stimmt diese 

Beobachtungen mit anderen Formen der ADTKD überein. Hier ist der Defekt in der Regel auf 

einen fehlerhaften Import zurückzuführen, denn vier von fünf der bekannten Mutationen liegen 
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in der Signalsequenz des Proteins, deren ΔGapp-Wert durch die Mutation jeweils gesteigert 

wird im Vergleich zum wildtypischen Renin (>2,48) (Bleyer et al. 2017). Wie dieser Wert den 

Transport beeinflusst, wird im folgenden Kapitel beschrieben. Im Fall von Uromodulin ist dies 

gegensätzlich: Hier ist eher die reife Domäne von den Mutationen betroffen, wodurch die finale 

Struktur des gefalteten Uromodulins beeinflusst ist, was erklärt, warum hier die Retention des 

Proteins im ER-Lumen die größere funktionelle Auswirkung hat (Kidd et al. 2020). Ebenfalls 

wäre es denkbar, dass die Synthese des GPI-Ankers des UMOD beeinflusst sein könnte, 

insbesondere im hier vorliegenden Fall der SEC61A1-Mutationen. Diese Überlegung basiert 

darauf, dass Sec62 und Sec63, Proteine die eng mit Sec61α interagieren, einen Anteil an der 

Reifung von GPI-Anker Proteine einnehmen (Davis et al. 2015). Die Abundanz der Proteine 

ist nicht beeinflusst (für Sec62 gezeigt in Abb. 39), aber möglicherweise ist deren Interaktion 

mit Sec61α durch die Mutationen beeinflusst, was eine eingeschränkte GPI-Anker Synthese 

zur Folge haben könnte.  

Es ist dementsprechend anzunehmen, dass die Ausbildung der Phänotypen, die in ADTKD-

SEC61A1-Patienten zu beobachten sind, sekundäre Effekte darstellen, die auf einem 

verringerten Transport und als Folge daraus einer geringeren Sekretion der beiden 

entscheidenden Proteine Uromodulin und Renin basieren. Auch die abnormale Struktur von 

Nieren in SEC61A1 mutierten Zebrafischen kann durch den Transportdefekt erklärt werden, 

da Uromodulin und Renin schon früh während der embryonalen Genese ausgebildet werden 

und an der Nierenentwicklung beteiligt zu sein scheinen (Bolar et al. 2016; Gomez & Sequeira-

Lopez 2016; Gubler & Antignac 2010; Zimmerhackl et al. 1996). 

Inwieweit die gemessenen Änderungen der Calciumhomöostase einen Einfluss auf die 

Pathologie ausüben, lässt sich nur begrenzt abschätzen. Einerseits könnte der verringerte 

Calciumausstrom aus dem ER in der T185A-Zelllinie einen Einfluss auf die 

Energiehomöostase ausüben (Klein et al. 2018). Des Weiteren wird die Sezernierung von 

Renin unter anderem auch von der zytosolischen Calciumkonzentration in den 

juxtaglomerulären Zellen gesteuert. Hier inhibiert ein Anstieg des zytosolischen Calciums die 

Sekretion von Renin. Dies ist speziell untersucht worden in Bezug auf den SOCE (Beierwaltes 

2010; Churchill 1985; Schweda et al. 2000). Da in der Arbeit keine Veränderungen im SOCE 

und eine verringerte Menge Gesamtcalcium im ER nachgewiesen wurde, ist keine 

Einschränkung der Reninsekretion basierend auf Unterschieden im aktivierten SOCE zu 

erwarten. Es wäre jedoch denkbar, dass die geringere Menge des löslichen luminalen 

Calciums (Abb. 42A und B) wie in vorhergegangenen Studien vermutet, zu einem verstärkten 

präaktiviertem SOCE führt und so die Schwelle zur SOCE Aktivierung verringert wäre (Klein 

2019). Initiale Messungen zeigten hierfür jedoch keine Anhaltspunkte, die eine daraus 

resultierende verringerte Renin-Sezernierung schlussfolgern ließen. Ebenfalls macht diese 
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calciumabhängige Reninfreisetzung nur ca. 25 % des gesamten freigesetzten Renins aus, der 

verbleibende Anteil wird konstitutiv als Prorenin aus der Zelle heraustransportiert, was den 

Effekt des reduzierten zellulären Gesamtcalciums für die Sezernierung zusätzlich schmälert 

(Castrop et al. 2010; Schweda et al. 2007).  

7.7. Signalsequenzanalysen zeigen Gemeinsamkeiten betroffener Substrate 

In der Vergangenheit stellte sich durch die Analyse von Transkriptom- und Proteomdaten die 

Abhängigkeit des Transports verschiedener Substrate von bestimmten Komponenten des 

Translokons heraus. Hierbei konnte die Verbindung zwischen Signalsequenzen mit einem 

hohen GP-Gehalt und dem TRAP-Komplex, oder Signalsequenzen mit einer geringen 

Hydrophobizität der H-Region mit Sec62, Sec63 und dem TRAP-Komplex gezeigt werden 

(Nguyen et al. 2018; Schorr et al. 2020). Daher war es auch in den hier vorliegenden 

Untersuchungen interessant, ob eine Gemeinsamkeit der durch die Mutation betroffenen 

Substrate zu erkennen war. Dass die Signalsequenz von besonderem Interesse für diese 

Analyse ist, konnte durch Abb. 56 gezeigt werden. Hier wurde die Signalsequenz von effizient 

und weniger effizient transportierten Proteinen ausgetauscht und dadurch ein Effekt erzeugt, 

der zeigte, dass die Signalsequenz ein entscheidender Faktor für das Stattfinden des 

Transportes ist. Als betroffen in beiden Mutationen konnten mittels in vitro Transportversuchen 

die Transportsubstrate Renin und PPL identifiziert werden. Des Weiteren besteht die 

Vermutung, dass die Proteine ORAI1, STIM1 und SERCA2 ebenfalls in deren 

Transporteffizienz beeinflusst sind, da diese in geringeren Mengen in den Zellen vorzufinden 

sind. Die Quantifizierung des mRNA-Gehaltes (Abb. 40) von ATPA2A (SERCA2) zeigte, dass 

diese nicht in der Abundanz verändert ist. Gleiches konnte durch die Transkriptomanalyse 

bestätigt werden, und auch für ORAI1 und RENIN gezeigt werden (Abb. 63). Dies lässt auf 

einen Defekt während der Translation oder des Transportes schließen. Da die wichtigste 

Interaktion von Transportsubstraten mit Sec61α die Signalsequenz oder die erste TMD ist, 

welche sich an das hydrophobe Patch des Sec61α anlagert, wurden diese Sequenzen auf ihre 

physikochemischen Eignschaften hin analysiert (Rapoport 2007). Auffällig in diesem Kontext 

ist zum einen, dass negativ beeinflusste Substrate im N-Terminus der Signalsequenz, bzw. 

der TMD innerhalb der ersten drei Aminosäuren in fast allen Fällen eine negative Ladung 

beinhalten. Diese ist in den nicht beeinflussten Substraten, deren Klassifizierung ebenfalls auf 

den in vitro Transportexperimenten (Abb. 54) und den Western Blot Analysen (Abb. 39) basiert, 

nicht der Fall. Was die Funktion dieser negativ geladenen Aminosäuren im N-Terminus der 

Signalsequenz ist, konnte noch nicht sicher bestimmt werden. Allerdings zeigt der Verlust von 

positiven Ladungen, also einer Änderung der Nettoladung in den negativeren Bereich, 

beispielhaft für kleine sekretorische Post-substrate gezeigt, einen Transportdefekt (Guo et al. 

2018a). Gleichzeitig entspricht die Anwesenheit einer negativen Ladung am N-Terminus der 

Signalsequenz deren klassischem Aufbau, der gekennzeichnet ist durch eine positive Ladung 
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innerhalb der ersten Aminosäuren und für deren Orientierung im Sec61-Kanal entscheidend 

ist (Lang et al. 2017; von Heijne 1990). Dies könnte dafür sprechen, dass Polypeptidketten mit 

einer geringeren positiven Nettoladung im N-Terminus der Signalsequenz erschwert 

transportiert werden, da sie ebenfalls nicht dem Idealtyp der positive-inside-rule folgen (von 

Heijne 1992; von Heijne & Gavel 1988; Wallin & Heijne 1998).  

Tab. 14: Auflistung von Proteinen, die durch die SEC61A1-Mutationen V67G und T185A in deren 
Transporteigenschaft oder Abundanz negativ beeinflusst sind.  Aufgeführt sind die 
Signalsequenzen oder die Sequenz der ersten TMD der einzelnen Proteine. Proteine mit einer 
Signalsequenz sind jeweils über der gestrichelten Linie, mit einer TMD unter der gestrichelten Linie 
dargestellt. Die Indices Z (zytosolisch) oder E (ER-luminal) am Ende der Sequenz beschreiben die 
Orientierung des C-terminalen Endes dieser TMD in der Membran. Die negativ geladenen Aminosäuren 
Asparaginsäure (D) und Glutaminsäure (E) sind jeweils in rot markiert, während die positiv geladenen 
Aminosäuren Arginin (R), Leucin (K) und Histidin (H) blau markiert sind. Ebenfalls ist der Wert für ΔGapp 

der jeweiligen Sequenzen dargestellt, welcher die Wahrscheinlichkeit der eigenständigen Insertion der 
Sequenz in eine Membran wiedergibt. Dieser Wert steht ebenfalls in Zusammenhang mit der Interaktion 
zwischen Sec61α und der jeweiligen Sequenz. Erstellt wurde dieser Wert mit Hilfe der Website 
https://dgpred.cbr.su.se/index.php?p=home (Hessa et al. 2005; Hessa et al. 2007). Die Sequenzen 
wurden der Uniprot Datenbank entnommen (release Version 2019_10 und später) 

 
Name Sequenz des Signalpeptides oder der ersten TMD ΔGapp 

B
e

e
in
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s
te
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1 6 11 16 21 26  

REN MDGWR RMPRW GLLLL LWGSC TFG  +2,25 

PPL MDSKG SSQKG SRLLL LLVVS NLLLC QGVVS +5,36 

STIM1 MDVC VRLALW LLWGL LLHQG QS  +1,83 

SERCA2 LLELV IEQFE DLLVR ILLLA AE 
 +4,11 

Orai1 ASSRT SALLS GFAMV AMVE   +3,31 

N
ic

h
t 

b
e
e

in
fl
u
s
s
te

 P
ro

te
in

e
 APE MNLRL CVQAL LLLWL SLTAV CG  -0,19 

CEC MNFSR IFFFV FACLT ALAMV NA  -0,32 

PRP MANLS YWLLA LFVAM WTDVG LC  +0,32 

TRAPα MRLLP RLLLL LLLVF PAT   -0,55 

BiP MKLSL VAAML LLLSA ARA   -0,02 

PDI MLRRA LLCLA VAALV RA   -0,36 

Sec62 FVMGL ILVIA VIAAT LFPLW PE  -1,55 

IVC GALYT GFSIL VTLLL AGQAT TAYFL YE -1,06 

SRβ LLSVV VAVLA VLLTL VFWKL IZ  -2,51 

hSnd2 FYLRII ILGAN AYCLV TLVFFE   -0,93 

Caml IFRLV GCALL ALGVR AFVCK YE  -0,51 

 

Eine weitere Eigenschaft, die sich anhand der Sequenz des Signalpeptides bzw. der TMD 

bestimmen lässt, ist der ΔGapp-Wert. Berechnet wird dieser basierend auf den 

biophysikalischen Eigenschaften der einzelnen Aminosäure, deren Anzahl sowie deren 

Position innerhalb der Sequenz. Daraus resultierend ergibt sich ein Wert, der beschreibt, wie 

wahrscheinlich es ist, dass die Sequenz in eine Membran inseriert werden kann, ohne dass 

weitere Faktoren benötigt werden. Hierbei stehen negative Werte (Anwesenheit hydrophober 

Aminosäuren) für eine hohe Wahrscheinlichkeit, positive (Anwesenheit polarer und geladener 

Aminosäuren) für eine geringere Wahrscheinlichkeit der „Eigeninsertion“ (Hessa et al. 2005; 

Hessa et al. 2007). Zum Vergleich wurde der ΔGapp-Mittelwert von 3471 humanen 
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Signalsequnezen bestimmt, sowie von der ersten TMD von 4852 Proteinen, die mindestens 

eine TMD besitzen. Diese beliefen sich auf einen ΔGapp-Wert von +1,74 für Signalsequenzen 

und -0,51 für die TMD. Die der Berechnung zugrundeliegenden Sequenzen wurden der 

UniProt Datenbank entnommen (release Version 2019_10 und spätere). Beim Vergleich der 

betroffenen Substrate mit dem Mittelwert fällt auf, dass diese, teils deutlich, von diesem ins 

positive Abweichen. Nicht beeinflusste Substrate zeigen bis auf das Prionprotein (PRP) einen 

negativen ΔGapp-Wert, was die eigenständige Insertion des Proteins in die Membran 

unterstützt. Da das Prionprotein einen positiven, aber dennoch unterhalb des Mittelwertes der 

Signalpeptide liegenden ΔGapp-Wert aufweist, kann vermutet werden, dass es einen 

Schwellenwert gibt, der zwischen +0,32 und +1,83 liegt und der als Grenze für einen effizienten 

Insertion formuliert werden könnte. Da der ΔGapp-Wert nicht nur als Maß für die Eigeninsertion, 

sondern vermutlich auch für die Integration in den geöffneten Sec61-Komplex verwendet 

werden kann, ist diese Beobachtung durchaus interessant (Hessa et al. 2005).  

Die Literatur ermöglicht es, hier eine Gemeinsamkeit zwischen verschiedenen SEC61A1-

Mutationen zu bestimmen. Bei der Untersuchung der V85D-Mutante, welche PAD-assoziiert 

und ebenfalls heterogen in den Zellen exprimiert ist, konnte ebenfalls festgestellt werden, dass 

das Substrat PPL in dessen Transporteffizienz um ca. 50 % eingeschränkt war, wobei 

zeitgleich kein solcher Effekt für Cytb5 beobachtet werden konnte, übereinstimmend zu den 

hier vorliegenden Daten. Die Mutation E381* wurde diesbezüglich nicht untersucht (Schubert 

et al. 2018). Anders verhielt es sich für die Mutante Y344H, welche einen diabetischen 

Phänotyp auslöst, wenn sie homozygot vorliegt. Hier war PPL nicht im Transport 

eingeschränkt, jedoch das Protein ERj3, dessen Signalpeptid einen ΔGapp-Wert von +1,0 

aufweist (Schäuble et al. 2012). Als nicht beeinflusst von den Mutationen Q92R und V67G 

konnte das Sec61β Transportsubstrat nachgewiesen werden, was ebenfalls in der 

vorliegenden Arbeit der Fall war (Van Nieuwenhove et al. 2020). Zu beachten ist hier, dass 

alle genannten Studien (Schubert et al. 2018, Schäuble et al. 2012 Van Nieuwenhove et al. 

2020) durchgeführt wurden mit Zellen, in denen endogenes Sec61α depletiert und die mutierte 

Form des Proteins durch die Expression von Plasmid-DNA wieder eingebracht wurde. Dieses 

Vorgehen resultiert bei einer starken Depletion es endogenen Sec61α und der effizienten 

Komplementation mit dem mutierten transgenen Sec61α Lokus zu einer nahezu homozygoten 

Ausprägung der Mutation. Dieser wird in einem relativ kurzen Zeitraum von ca. 60 Stunden 

erzeugt. Die tatsächlichen Patienten der oben genannten Mutationen auch hier einen 

heterozygoten Genotyp aufweisen. Daher wurde in dieser Arbeit erstmals versucht auf 

zellulärer Ebene ein konstant heterozygotes Modell zu generieren und zu studieren. Die 

Tendenz zur Substratselektion, ist jedoch in allen Studien identisch.  
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Mögliche Erklärungen für dieses Phänomen beruhen auf zwei Überlegungen, die sowohl 

einzeln als auch in Kombination Gültigkeit besitzen könnten. Durch die strukturellen 

Änderungen, die durch die Mutationen im Sec61α ausgelöst werden, wird die Dynamik des 

Kanals selbst eingeschränkt. Diese Theorie könnte vor allem für die V67G-Mutante relevant 

sein, da diese direkt in der plug Domäne der TMD 2a liegt. Dieser plug muss für einen 

effizienten Transport „zur Seite“ verlagert werden, um den Kanal zu öffnen (Junne et al. 2006; 

Lang et al. 2017; Li et al. 2007; Voorhees & Hegde 2016a). Wie genau diese Mutation die 

Stabilität der Konformation oder intramolekulare Interaktionen beeinflusst, lässt sich gerade im 

offenen Zustand des Kanals nicht vorhersagen. Daher ist es spekulativ anzunehmen, dass 

dies der Grund ist, dass der Kanal nur erschwert durch ein eingebrachtes Signalpeptid geöffnet 

werden kann. Eine weitere mögliche Erklärung wäre, dass die Helixstruktur des plug durch 

den Austausch zu einem Glycin gestört ist (López-Llano et al. 2006; Pace & Scholtz 1998). 

Falls diese Struktur gestört ist und damit die positiv geladene Aminosäure 66 (Arginin) nicht 

korrekt lokalisiert ist, könnte dies einen Einfluss auf die positive-inside rule haben, was 

zumindest für V67G erklärt, warum gerade Proteine mit einer positiven Ladung zum Beginn 

der Signalsequenz oder der TMD betroffen sind (Goder et al. 2004; Junne et al. 2006). Ähnlich 

verhält es sich mit der T185A Mutante. Hier ragt die betreffende Aminosäure an Position 185 

in den Kanal im geöffneten Zustand und im geschlossenen ist es von diesem weg orientiert 

(Abb. 61). Hier wurde bereits die Vermutung geäußert, dass durch das Fehlen einer OH-

Gruppe des Threonins, potenziell der Verlust einer Wasserstoffbrückenbindung die Folge ist 

(Bolar et al. 2016). Dieses Fehlen hemmt möglicherweise die Öffnung des Kanals, was 

ebenfalls durch die verringerte ES1-Sensitivität und den geringeren Calciumleak verdeutlicht 

wird (Abb. 41; Abb. 53). Die zweite Theorie wäre, dass akzessorische Faktoren von Sec61α 

nicht mehr effizient rekrutiert werden. Als diese stellten sich in der Vergangenheit 

unterschiedlichste Faktoren wie BiP, der TRAP-Komplex, Sec62 und Sec63 und weitere 

heraus, die teilweise konstant, teilweise transient mit dem Sec61-Komplex interagieren 

(Jadhav et al. 2015; Klein et al. 2020; Lang et al. 2019; Linxweiler et al. 2017; Meyer et al. 

2000a; Nguyen et al. 2018; Pfeffer et al. 2017; Schorr et al. 2020). Die Gemeinsamkeit all 

dieser Proteine ist, dass sie den Transport von Proteinen mit bestimmten Signalsequenzen 

ermöglichen, die in einer Form von der Norm abweichen und als „schwache“ Signalpeptide 

bezeichnet werden (Lang et al. 2017). Betrachtet man die Öffnung des Kanals als einen 

enzymatischen Prozess, dann steuern diese Substrate eine geringere Energiemenge bei, die 

das Öffnen des Kanals ermöglicht und werden daher durch die Bindung von Sec61 mit 

weiteren Faktoren energetisch unterstützt. Geht man nun davon aus, dass der 

überdurchschnittlich positive ΔGapp-Wert ebenfalls ein Indiz dafür liefert, dass diese durch die 

Signalsequenz oder die TMD bereitgestellte Energie geringer ist als im Durchschnitt, dann 

wären solche akzessorischen Komponenten nötig, um eine effiziente Öffnung zu erlauben. 
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Wenn durch die Mutation im Sec61α die Interaktionen mit diesen akzessorischen 

Komponenten gestört wäre, würde es an Energie fehlen, und eine Öffnung erfolgt seltener 

(Dudek et al. 2015; Lang et al. 2017). Gleichzeitig wäre es möglich, dass beide genannten 

Theorien, ein in seiner Moleküldynamik eingeschränkter Komplex und die verminderte 

Interaktion mit akzessorischen Komponenten zusammenspielen.  

Abschließend lässt sich festhalten, dass die Selektion, ob ein Transportsubstrat durch die 

Mutation des Sec61α in dessen Transporteffizienz beeinflusst ist, auf der Signalsequenz 

basiert. Durch den Austausch solcher Sequenzen, konnten zum einen negative 

Transporteffekte aufgehoben, aber auch erzeugt werden. Des Weiteren wurden auf Ebene der 

Primärstruktur Gemeinsamkeiten der beeinflussten Signalsequenzen festgestellt, sowohl was 

deren Ladung am N-Terminus betrifft, als auch deren ΔGapp-Wert. Gleiches gilt für Proteine mit 

einer TMD, die anstelle einer Signalsequenz als Insertionssignal fungieren kann. Ob der 

Transportdefekt schlussendlich aus einer geringeren Dynamik des Kanals, einem Fehlen von 

akzessorischen Komponenten oder beidem resultiert, kann an dieser Stelle noch nicht 

abschließend beantwortet werden. Vermutlich ist die Öffnungsenergie, die benötigt wird, um 

den Kanal zu öffnen durch die Mutation so beeinflusst, dass ein höherer Schwellenwert 

überschritten werden muss, bis eine Öffnung erfolgt. Die Energie, die durch die 

Signalsequenzen oder TMD mit einem hohem ΔGapp-Wert bereitgestellt wird, ist nur im 

bedingten Maße ausreichend, um diese Funktion zu erfüllen, was in einem verringerten 

Transport aufgrund von weniger Öffnungsevents des Kanals resultiert.  

7.8. Globale RNA-Analyse gibt Hinweise auf fibrotische Nierenpathologie 

Da alle in dieser Arbeit generierten Daten auf die Beschreibung spezifischer Funktionen des 

Sec61α abzielten, konnte der Einfluss der Mutation auf die unmittelbar mit dem Protein 

zusammenhängenden Funktionen beschrieben werden. Dies umfasst die Calciumhomöostase 

und den Transport von Proteinen mit Hilfe dieses Proteins. Durch die Analysen verschiedener 

Proteine per Western Blot konnte jedoch gezeigt werden, dass auch Proteine beeinflusst 

waren, die Folgeeffekte auslösen. Hier ist als Beispiel SERCA2 zu nennen, welches durch die 

geringere Abundanz ein geringeres Calciumlevel im ER zur Folge hat. Aus dem Missstand, 

dass ein Protein weniger in der Zelle zugegen ist, damit dessen Funktion nicht voll erfüllt 

werden kann, ist eine Gegenregulation auf genetischer Ebene eine mögliche Folge (Gonzalez 

et al. 2021). Aus diesem Grund wurde eine Analyse der Gesamtheit der in der Zelle 

befindlichen RNA, also des Transkriptoms, durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde eine 

markierungsfreie RNA-Analyse der Zellen bei der Firma Novogene durchgeführt. Hierfür wurde 

mit freundlicher Unterstützung von Dražena Hadžibegdanović (UdS, Med. Biochemie, AG 

Lang) die entsprechende Probenvorbereitung (RNA Isolierung, Qualitätskontrolle) 

durchgeführt. Von der Firma wurden die Folgeschritte des partiellen Verdaus der RNA, dem 
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konvertieren in DNA-Abschnitte, dem Anfügen von Adaptoren und der Amplifikation der 

jeweiligen Konstrukte vorgenommen. Der Prozess wurde durch unterschiedliche 

Qualitätskontrollschritte begleitet. Die Sequenzierung erfolgte durch Next Generation 

Sequencing. Daraus resultiert ein bereitgestellter Datensatz, der die Mengen der einzlener 

mRNAs in den einzelnen Zelllinien quantitativ miteinander vergleicht, sodass sich eine 

differentielle Genexpressionsanalyse ergibt. 

Erste Ergebnisse geben hierbei interessante Informationen und Hinweise im Kontext der in 

der Arbeit generierten Ergebnisse. In Abb. 62 ist dargestellt, welche Funktionen durch die 

stärkere oder schwächere Expression einzelner Gene, welche die signifikanteste Änderung 

erfuhren. Die Gene sind in den dargestellten Funktionsgruppen zusammengefasst. Das 

gleiche Gen kann dabei aber auch mehreren der genannten Funktionen zugehörig sein. 

Auffällig ist, dass sowohl für die V67G- als auch die T185A-Zelllinie festgestellt werden konnte, 

dass mRNAs, die funktionell mit der Ausbildung von extrazellulärer Matrix in Zusammenhang 

stehen, stärker exprimiert werden (extracellular matrix, extracellular matrix component). In der 

Zelllinie V67G gilt das Gleiche für die Ausbildung von Kollagenen (complex of collagen). 

Sowohl Kollagene als auch die extrazelluläre Matrix generell spielen in der Wundheilung eine 

entscheidende Rolle, führen jedoch bei einer gesteigerten Präsenz zur krankhaft vermehrten 

Ausbildung von Bindegewebe, welches zu einer Verhärtung und Funktionsverlust des 

Gewebes führen kann, was unter dem Begriff Fibrose bekannt ist (Herrera et al. 2018; Karsdal 

et al. 2017; Wight & Potter-Perigo 2011). Unter der Berücksichtigung, dass die Mutationen 

V67G und T185A eine Nierenerkrankung auslösen, die in der Regel mit fibrotischen Anomalien 

einhergeht, deuten die Analyse der mRNA genau diese Veränderungen ebenfalls in dem 

Zellkulturmodell an (Baues et al. 2020; Bolar et al. 2016; Djudjaj & Boor 2019; Wynn 2008). 

Weiterführende Analysen wie der Bestimmung der Proteinmenge dieser den Gruppen 

zugehörigen Proteine erfolgte bisher noch nicht. Ebenso spannend erscheint die funktionelle 

Gruppe der Gefäßbildung rund um die Niere (kidney/renalsystem vasculature development) 

welche in V67G eine erhöhte Abundanz zeigen. Dies spricht gegen die in Patienten und 

Zebrafischen beobachteten Effekte der veänderten Nierenausbildung (Bolar et al. 2016). 

Möglicherweise findet hier eine zelluläre Kompensation der Effekte auf Transkriptionsebene 

statt.  
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Abb. 62: Vergleich der Abundanz der mRNA verschiedener zellulärer Funktionen zwischen den 
Mutanten mit dem WT. Dargestellt sind die signifikant beeinflussten zellulären Funktionen. In 
Klammern dargestellt ist die Anzahl der Funktion zugehörigen Gene, die in ihrer Abundanz verändert 
sind. Gezeigt werden die maximal 17 am signifikantesten veränderten Funktionen, die entweder negativ 
oder positiv signifikant verändert sind. Die Proben wurden mit Hilfe von Dražena Hadžibegdanović 
vorbereitet und der Firma Novogene übergeben, die die experimentelle Durchführung und die 
Auswertung bereitstellten. Basierend auf dieser Auswertung wurden die hier gezeigten Grafiken 
angefertigt. A: Dargestellt ist die Veränderung im Vergleich zwischen V67G und WT Zelllinie. B: 
Dargestellt ist die Veränderung im Vergleich zwischen T185A und WT Zelllinie. 

Ebenfalls sind die negativ beeinflussten Funktionsgruppen von Interesse. Hier zeigt sich für 

die V67G Mutation, dass mehrere Gruppen beeinflusst sind, die mit der Energiegewinnung 

mittels ATP-Synthese in Verbindung stehen (Abb. 62A, respiratory chain, respiratory chain 

complex, inner mitochondrial membrane complex, mito. ATP synthesis electron transfer und 

weitere ). Basierend auf diesen Beobachtungen stellt sich die Frage, ob die Energiegewinnung 

der V67G Zellen in einer Art und Weise verringert ist, die den Schwerpunkt der 

Energiegewinnung weg von der Atmungskette und eher auf die Glykolyse legt. Dies ist unter 

anderem auch in unterschiedlichen Krebszelllinien beobachtet worden und wird als 
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Warburgeffekt bezeichnet (Liberti & Locasale 2016; Yu et al. 2017). Ein Zusammenhang mit 

der hier betrachteten Mutation des Sec61α ist nur unzulänglich zu erklären. Eine Verbindung 

mit nicht zur Verfügung stehendem Sauerstoff wie es teilweise bei Krebszellen der Fall ist, 

scheint unwahrscheinlich, da die WT oder T185A Zellen keine solche Hinweise liefern (Dunn 

1997). Die Verbindung zum veränderten Calciumgehalt des ERs wäre eine weitere 

Möglichkeit, warum Mitochondrien ebenfalls betroffen sein könnten (Abb. 42). Hier könnte über 

die Kontakte zwischen Mitochondrien und ER, die MAMs, diese Fehlregulation ebenfalls einen 

Effekt auf die erstgenannten ausüben (Gao et al. 2020; Morciano et al. 2018; Patergnani et al. 

2011). Gegen einen Zusammenhang dieser Faktoren spricht, dass T185A die identischen 

Veränderungen in der Menge des gelösten Calciums im ER zeigt (Abb. 42A und B), jedoch 

keine entsprechenden Änderungen in der mRNA Expression von Genen der Atmungskette. 

Gleichzeitig ist der Calciumgehalt in allen Organellen, mit Ausnahme des ERs ebenfalls 

identisch (Abb. 42C und D). Ein Transportdefekt wie er für Renin und Uromodulin zu 

beobachten ist, liegt hier ebenfalls nicht vor, da der Transport von mitochondrialen Proteinen 

unabhängig von Sec61 an der Membran des Mitochondriums erfolgt.  

In der Zelllinie T185A ergibt sich ebenfalls eine für diese Zelllinie individuelles Phänomen. Hier 

wurde gezeigt, dass mehrere Funktionsgruppen des ER-Stresses in deren mRNA Expression 

verringert waren (PERK mediated UPR, cellular responsero unfolded proteins). Dies kann 

zumindest teilweise mit den Ergebnissen der Western Blot Analyse in Verbindung gebracht 

werden (Abb. 39), in denen gezeigt werden konnte, dass das zentrale Protein der ER-Stress-

Antwort BiP nicht erhöht nachweisbar war (Bertolotti et al. 2000). 

Die Betrachtung der insgesamt veränderten mRNA-Expression erfolgt in Abb. 63. Hier wird 

durch einen Volcano-Blot dargestellt, welche mRNA wie verändert wurde. Hier wurde der 

Fokus der bisherigen Analyse darauf gelegt, ob die in dieser Arbeit relevanten Proteine bereits 

auf mRNA-Ebene verändert sind. Hierzu zählen die mRNAs der Proteine Renin, Muc1 und 

HNF1-β (Uromodulin konnte nicht identifiziert werden). Mutationen in diesen Proteinen können 

ebenfalls Formen der ADTKD auslösen (4.5.1). Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-

Expression dieser Kandidaten in keiner der beiden Zelllinien signifikant verändert ist. Dadurch 

kann die bereits geäußerte Vermutung unterstützt werden, dass der Phänotyp der SEC61A1-

Mutationen V67G und T185A aus einem Transportdefekt für die Substrate Renin und 

Uromodulin herrührt, da die unveränderte mRNA-Menge zeigt, dass auf genetischer Ebene 

keine Veränderung stattfindet. Hierbei wird beachtet, dass der in vitro Transport per se 

unabhängig zu sehen ist vom zelleigenen genetischen Material, da dieser mit Hilfe von 

künstlich eingebrachter Plasmid-DNA/mRNA erfolgt. Ebenfalls interessant zu sehen ist, dass 

die mRNA für SEC61A1 ebenfalls nicht verändert ist, was bedeutet, dass keine Reaktion auf 

Transkriptionsebene auf die Anwesenheit der Mutation erfolgt. Ebenfalls sind die weiteren 
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Untereinheiten des Sec61-Komplexes, Sec61β und Sec61γ nicht verändert, genauso wie 

akzessorische Komponenten wie Sec62/63 ,TRAP oder der SRP Rezeptor (Daten nicht 

separat eingetragen (Conti et al. 2015; Pfeffer et al. 2017; Voorhees et al. 2014)). Die 

unveränderte Abundanz von ATP2A2 (SERCA2) unterstütz die in Abb. 40 gezeigten Daten, 

und untermauert die Vermutung, dass die reduzierte SERCA2 Proteinmenge in Verbindung 

steht mit einem Transportdefekt, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch ein 

vermehrter Abbau des Proteins der Fall sein könnte. Gleiches gilt für das ORAI1 Protein.  

 

Abb. 63: Volcano-Blot zur Darstellung der gesamten Veränderung der gesamten mRNA-Mengen 
der Zellen. Abgeglichen wurden die veränderten Mengen der identifizierten mRNA zwischen A: V67G 
und WT (insgesamt 27825 mRNAs) und B: T185A und WT (28416 mRNAs). Die fold change ist gegen 
die Signifikanz der Veränderung aufgetragen. mRNAs mit erhöhter Abundanz sind in grün dargestellt, 
mit verringerter Abundanz in roter Farbe. In beiden Fällen sind die mRNAs für das Sec61α (SEC61A1), 
das ORAI1 (ORAI1) und das SERCA2 (ATP2A2) Protein markiert, sowie die mRNAs für weiter ADTKD 
assoziierte Proteine Renin (REN), Mucin1 (MUC1) und den Transkriptionsfaktor HNF1-β (HNF1B) 
(Devuyst et al. 2019).  

neben den für dieses Projekt interessante Proteine sind ebenfalls die Proteine mit der 

signifikantesten Änderung eingetragen worden. Die mRNAs mit einer geringeren Abundanz 

zeigten keine Verbindung zum Proteintransport, der Calciumhomöostase oder der Niere 

(Charizopoulou et al. 2011; Sborgi et al. 2016; Shafqat et al. 2013; Stone et al. 2005). Auffällig 

ist jedoch, dass sowohl für V67G als auch für T185A die mRNAs SOX11 und NRG1 jene mit 

der signifikantesten positiven Abundanzänderung sind. NRG1 codiert für ein das gleichnamige 

Protein (NRG1, Neuregulin 1) welches zum Nrg1-ErbB Signalweg gehört und als 

Wachstumsfaktor hauptsächlich neuronale Zellen beeinflussen (Britsch 2007; Nave & Salzer 

2006). Eine Fehlregulation kann in unterschiedlichen Neuropsychologische Erkrankungen, 
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aber auch in Krebs resultieren (Talmage 2008; Thomson et al. 2007). SOX11 (Transcription 

factor SOX-11) ist ein ebenfalls hauptsächlich mit der Entwicklung von neuronalen Zellen in 

Verbindung gebrachtes Protein, in diesem Fall jedoch handelt es sich um einen 

Transkriptionsfaktor (Tsang et al. 2020). In Verbindung mit dem WNT4-Gen konnte jedoch 

ebenfalls gezeigt werden, dass es die Entwicklung der Niere positiv beeinflusst (Murugan et 

al. 2012; Neirijnck et al. 2018). Dies ist möglicherweise der Grund, aus dem die funktionelle 

Gruppen, welche die Entwicklung der Niere steuern, gesteigert sind (Abb. 62). Der genaue 

Zusammenhang wurde in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass durch die Analyse der mRNA die Ergebnisse der qRT-

PCR bestätigt werden konnten (Abb. 40) und die Theorie, dass für die Proteine, die in 

verringerter Menge detektiert wurden, die genetische Ausgangsmenge nicht reduziert war, 

wodurch ein Einflussfaktor ausgeschlossen werden konnte. Dies unterstützt die Theorie, dass 

der Transport der betroffenen Proteine, ORAI1, STIM und SERCA2, durch die SEC61A1-

Mutationen fehlerhaft ist. Gleichzeitig sind Parallelen zwischen dem analysierten 

Zellkulturmodell und den Patientenproben bzw. Symptomen festgestellt worden, wodurch das 

genutzte System verifiziert wurde. Gleichzeitig bildet die Analyse eine Grundlage für weitere 

experimentelle Fragestellungen, in der der Fokus auf die Analyse der Energiehomöostase, der 

Nierenentwicklung oder regulatorischer Prozesse gelegt werden könnte.  

7.9. 4-PBA als potenzielles Medikament gegen ADTKD 

4-phenylbutyric acid (4-PBA) ist ein klinisch angewendetes Medikament mit unterschiedlicher 

Funktion. Beschrieben werden hauptsächlich drei verschiedene Anwendungsbereiche des 

Medikaments: 

(i) Zur Behandlung der Fehlregulation der Harnstoffsynthese. Hierbei ist die 

Verstoffwechslung von 4-PBA mittels ß-Oxidation entscheidend, da das daraus 

resultierende Produkt, Phenylacetat, Glutamin bindet. Das gebildete 

Phenylacetylglutamin, wird über den Urin ausgeschieden und senkt somit die Menge des 

Harnstoffes, da das NH2, welches im Glutamin gebunden ist, dem Harnstoffzyklus nicht 

mehr zur Verfügung steht (Batshaw et al. 2001; Kolb et al. 2015; Lichter-Konecki et al. 

2011; Palir et al. 2017). 

(ii) Als Histone deacetylase (HDAC) Inhibitor, wodurch es Anwendung in der 

Tumortherapie findet. Durch die verringerte Genexpression von Proto-Onkogenen 

vermindert es unter anderem die Proliferation und induziert den Zelltod von Krebszellen 

(Bolden et al. 2006; Carducci et al. 2001; Xu et al. 2007). 

(iii) Als chemisches Chaperon, welches den ER-Stress reduziert und Proteine in einem 

faltungskompetenten Zustand hält. Durch die Interaktion mit exponierten hydrophoben 
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Sequenzen von nicht oder fehlgefalteten Proteinen, besteht für diese eine höhere Chance 

eines funktionellen Transportes. Die Gabe von 4-PBA bei verschiedenen Erkrankungen 

im Zusammenhang mit ER-Stress zeigte eine Vielzahl positiver Effekte (Cortez & Sim 

2014; Kolb et al. 2015; Rubenstein et al. 1997; Yam et al. 2007).  

4-PBA wurde in dieser Arbeit in der Zellkultur eingesetzt, um die beobachteten Fehlfunktionen 

des Proteintransportes und der Calciumhomöostase modulieren zu können. Ein erster Hinweis 

auf diese Funktion konnte durch das RTCA beobachtet werden, wo festgestellt wurde, dass 

die Behandlung mit 4-PBA einen positiven Effekt auf den Zellindex auslöste (Abb. 48). Im 

Verlauf des live-cell calcium imagings konnte festgestellt werden, dass die kurzzeitige, aber 

auch die langzeitige Behandlung mit 4-PBA die untersuchten Parameter so beeinflusste, dass 

diese den Wert eines unbehandelten Wildtyps erreichten (Abb. 50 und Abb. 52). Ebenfalls 

konnte die Verbesserung des in vitro Transportes für Renin experimentell gezeigt werden 

(Abb. 57). Basierend auf Interaktionssimulationen von Sec61α und 4-PBA ist ein direkter 

Einfluss der Substanz auf den Kanal wahrscheinlich (Abb. 58).  

Die aufgeführten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass 4-PBA direkt den Transport von 

Proteinen durch den Sec61-Kanal positiv beeinflusst. Dass ein verstärkter leak nach drei bzw. 

fünf Minuten Behandlungszeit beobachtet werden kann, zeigt an, dass der Kanal vermehrt 

geöffnet wird, ausgelöst durch einen verbesserten Proteintransport, der in den in vitro Studien 

durch das Modellsubstrat Renin gezeigt werden konnte. Dass ebenfalls ein Langzeiteffekt 

durch die einmalige Behandlung entsteht, konnte durch die gesteigerte Calciummenge im ER 

gezeigt werden. Diese könnte potenziell ein sekundärer Effekt des verbesserten 

Proteintransportes darstellen, oder des verringerten Proteinabbaus. In der Literatur ist 

beschrieben, dass die Abundanz von SERCA2 nach der Behandlung von Ratten mit 4-PBA 

gesteigert ist, basierend auf einem gehemmten Abbau des Proteins, ausgelöst durch dessen 

verringerte Ubiquitinierung (Takada et al. 2012). Da SERCA2, welches für den Transport von 

Calcium in das ER entscheidend ist, in den hier betrachteten Zellen in geringerer Menge 

vorkommt, wäre die Steigerung des Calciumgehalts im ER eine Folge der erhöhten Menge 

und Aktivität von SERCA2 nach der Behandlung mit 4-PBA (Rahate et al. 2020). Ein solcher 

Effekt, der gesteigerten Proteinabundanz nach Gabe von 4-PBA, wurde ebenfalls für eine 

Mutation des CFTR-Proteins nachgewiesen, welches ebenfalls ein membranständiges 

Membranprotein darstellt (Li et al. 1993; Rubenstein & Zeitlin 1998; Rubenstein & Zeitlin 2000). 

Der gesteigerte Proteintransport könnte im Zusammenhang mit zwei Faktoren stehen. Durch 

die Interaktion mit den nicht transportierten Substraten, werden diese in einem 

transportkompetenten Zustand gehalten und stehen dem Transport daher länger zur 

Verfügung, oder durch die gezeigte Interaktion zwischen 4-PBA und Sec61α wird der Kanal 

bei der Öffnung unterstützt und der Transport „schwieriger“ Transportsubstrate erfolgt 
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effizienter. Vermutlich spiegelt die Kombination beider diskutierter Mechanismen die Realität 

wider.  

Die in der Zellkultur erhoben Daten, geben Hinweise darauf, dass 4-PBA geeignet wäre, um 

Patienten mit ADTKD zu behandeln. Neben dem theoretisch verbesserten Transport der 

Proteine, die den Phänotypen auslösen, könnte der zweite Effekt von 4-PBA genutzt werden, 

der Senkung des Harnstoffspiegels, um die Gichtsymptome zu mildern, da das aktuelle 

Standardmedikament, Allopurinol, mit dem selben Ziel verabreicht wird (Burns & Wortmann 

2012; Kolb et al. 2015; Pai et al. 2013). Trotz einer Inzidenz von ca. 0,1 %, ist eine Schrittweise 

Dosierung ist hier jedoch notwendig, da ein Zusammenhang mit Nierenfehlfunktionen, die zu 

einer Hyperurikämie führen und der Gefahr einer Allopurinol Unverträglichkeit (Folgen wären 

Epidermale Nekrolyse und Erythrodermie) besteht (Dalbeth & Stamp 2007; Hande et al. 1984). 

Der beobachtete Effekt der Reduzierung des ER-Stresses, was ebenfalls aus der Funktion als 

chemisches Chaperon resultiert, könnte zusätzlich unterstützend wirkend. Auch wenn in den 

hier gezeigten Daten kein Hinweis auf einen akuten Stress der Zelle gegeben ist und 

Patientenproben noch nicht auf diesen Faktor untersucht wurden, sind die Formen der 

ADTKD-UMOD und -REN durchaus mit Stress assoziiert (Kemter et al. 2017; Schaeffer et al. 

2019; Schaeffer et al. 2017; Živná et al. 2009). 

Studien, die einen direkten Zusammenhang zwischen ADTKD-Formen und 4-PBA 

untersuchen, sind bisher rar. Zwar konnte durch die Anwendung von 4-PBA die verbesserte 

Reifung von Uromodulin in vitro in ADTKD-UMOD Modellzellen nachgewiesen werden, die 

Daten konnten jedoch nicht in Mausmodellen bestätigt werden (Choi et al. 2005; Kemter et al. 

2014; Ma et al. 2012). Hier ist allerdings zu beachten, dass der Mangel an Uromodulin in 

ADTKD-UMOD Varianten anders entsteht als in den ADTKD-SEC61A1 Varianten. Durch den 

verringerten Transport des Uromodulins in V67G Zellen stellt sich hier ein anderer limitierender 

Faktor dar, weswegen 4-PBA in seiner transportunterstützenden Funktion in ADTKD-

SEC61A1 in vivo Modellen möglicherweise dennoch einen positiven Effekt ausüben könnte. 

Des Weiteren muss bedacht werden, dass 4-PBA in seiner Funktion als HDAC Inhibitor die 

Expression eines gap junction Kanals, Connexin43 fördert, welcher wiederrum die Expression 

von Renin unterstützt (Haefliger et al. 2006; Kaufman et al. 2013). Somit könnte aus der 

Behandlung mit 4-PBA sowohl eine gesteigerte Expression, ein verbesserter Transport sowie 

einer gesteigerte Sekretion resultieren.  

Resultierend aus den hier vorliegenden Daten und der Literaturrecherche wäre eine 

Übertragung ins Mausmodell interessant. Hier ist die Frage, ob sich die Verstoffwechslung des 

4-PBAs auf die Funktion auswirken wird und so die in der Zellkultur beobachteten Effekte, 

zusammengefasst in der folgenden Grafik (Abb. 64), dennoch reproduziert werden können.  
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Abb. 64: Zusammenfassung der durch zur ADTKD führenden Effekte und deren Rettung durch 
den Einsatz von 4-PBA. Durch die Mutation V67G entsteht eine geringere Calciumkonzentration im 
ER, resultierend aus der verringerten SERCA2-Abundanz. Der Transport von Renin, aber auch 
Uromodulin ist eingeschränkt. Im Fall der T185A Mutante ist ebenfalls der Renin-Transport 
eingeschränkt und die Calciumkonzentration reduziert. Gleichzeitig ist der Sec61α vermittelte 
Calciumleak reduziert. Durch die Behandlung mit 4-PBA konnten sowohl Transport als auch 
Calciumhomöostase auf das Niveau des Wildtyps angepasst werden.  

7.10. Vergleichbarkeit unterschiedlicher Sec61α-Mutationen. 

In Säugerzellen sind nur wenige Mutanten für Sec61α bekannt, die in der Regel bereits einen 

Krankheitsphänotyp auslösen, wenn eines der beiden Allele mutiert ist. Die Y344H-Mutante 

bildet hier die Ausnahme, da diese im homozygoten Status einen diabetischen Phänotyp 

auslöst (Lloyd et al. 2010). Eine Gemeinsamkeit aller bis zu diesem Zeitpunkt untersuchten 

Mutanten ist, dass ein Defekt am deutlichsten in sekretorisch aktiven Zellen ausgeprägt ist, 

wie in der Niere (V67G und T185A), β-Zellen (Y344H) oder Plasmazellen (V85D), oder die 

Verringerung von Neutrophilen die Folge ist (V67G und Q92R) (Bolar et al. 2016; Lloyd et al. 

2010; Schäuble et al. 2012; Schubert et al. 2018; Van Nieuwenhove et al. 2020). Wie bereits 

zuvor beschrieben, zeigen die Mutanten in den genannten Studien ähnliche Transportdefekte, 

die in Verbindung stehen könnten mit einer erhöhten Schwelle der Energie, die zum Öffnen 

des Kanals benötigt wird (Lang et al. 2017; Sicking et al. 2021). Ebenfalls ist in allen Mutanten 

eine Änderung der Calciumhomöostase festzustellen, die sich jedoch unterschiedlich 

ausprägen kann. Warum der Phänotyp trotz der globalen Expression des Sec61α in allen 

Zellen nur spezifische Defekte zeigt, ist nicht abschließend verstanden, aber steht vermutlich 
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mit der genannten starken Sekretionsaktivität der Zellen in Verbindung. Die 

Erkrankung/Symptome selbst sind daher vermutlich sekundäre Effekte, die aus dem Fehlen 

der jeweils spezifischen Transportsubstrate resultieren.  

Daten aus den Modellorganismen Hefe und E. coli ermöglichen verschiedene Vergleiche zu 

den in der Arbeit behandelten Mutationen des Sec61-Komplexes. Aus der Hefe ist bekannt, 

dass der plug, die Struktur, in der die humane V67G Mutation lokalisiert ist, entscheidend ist 

für die Orientierung von Proteinen mit einer TMD (Junne et al. 2006). Gleiches gilt auch für 

eine Punktmutation in der plug-Region der Hefe, in der positive Ladungen entfernt wurden 

(Goder et al. 2004). Diese Ladungen im plug haben möglicherweise einen Einfluss auf die 

Anlagerung von Signalsequenzen oder TMD im Kanal und als Folge dessen auf die 

Orientierung der TMD in der Membran (Junne et al. 2006; Junne et al. 2007). Dieser Einfluss, 

im humanen System potenziell durch die Aminosäure R66 gegeben. könnte möglicherweise 

verstärkt sein, dadurch das sterisch gesehen mehr Platz entsteht, wenn das Valin in der V67G 

Mutation durch Glycin ersetzt wurde und so ein negativer Einfluss auf die Anlagerung der 

ebenfalls positiven N-Termini der Signalsequenzen resultiert. Erwähnung finden soll hier 

ebenfalls, dass die Behandlung mit 4-PBA auch hier einen sterischen Einfluss ausüben 

könnte, indem es in der Region des plug binden kann (Abb. 58B) speziell an die ebenfalls 

positiv geladene R73 und so diese Ladungen maskieren und den negativen Einfluss 

ausgleichen könnte. Von einem solchen direkten Ladungseffekt kann bei der humanen V67G 

Mutante nicht ausgegangen werden, da hier weder eine Ladung ersetzt noch eingebracht wird, 

adressiert wurde dies in der vorliegenden Studie jedoch nicht. Die benachbart zu V67 liegende 

R66K Mutante, welche im humanen System diese Ladung im plug wiederspiegelt, wurde nicht 

auf potentielle Transportdefekte oder Änderungen der Calciumhomöostase untersucht, zeigte 

jedoch eine Insensitivität gegenüber Mycolacton (Ogbechi et al. 2018). Es kann jedoch 

vermutet werden, dass die Helix der plug Domäne eine geringere Stabilität bzw. höhere 

Flexibilität aufweist als Folge des Austausches von Valin zu Glycin. Dies lässt sich vermuten, 

zum einen da es sich bei Glycin um eine helixbrechende Aminosäure handelt und zum 

anderen, weil der Effekt einer gesteigerten Flexibilität nach einem Austausch von Alanin, einer 

ebenfalls unpolaren, nur durch eine CH3 Gruppe zu Valin verschiedene Aminosäure, mit Glycin 

in anderen, Sec61 unabhängigen Studien, gezeigt wurde (López-Llano et al. 2006; Pace & 

Scholtz 1998; Scott et al. 2007). Diese Theorie der erhöhten Flexibilität des plug stimmt mit 

der Überlegung überein, dass Glycinreste an den Positionen 49 und 68 in der Sequenz des 

M. jannaschii Sec61α die Bewegungspunkte sind, um den plug aus dem luminalen Teil 

herauszubewegen (Van den Berg et al. 2004). Als Folge daraus könnten die beschriebenen 

Effekte entstehen. Lokal am nächsten zu der T185A Mutante wäre die G184D Mutante 

zuzuordnen, die als prlA Mutante aus E. coli bekannt ist (Taura et al. 1994). Diese zeigt jedoch, 

untypischerweise für die prlA Mutanten, welche für eine gesteigerte Toleranz gegenüber 
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mutierten Signalpeptiden oder Substraten ohne Signalsequenz bekannt sind, keinerlei Effekt 

im Transport (Derman et al. 1993; Smith et al. 2005; Taura et al. 1994). Hier lässt sich 

dementsprechend ebenfalls kein Vergleich oder eine Verbindung zu der hier untersuchten 

Mutation erstellen.  

Die bisher einzigen Daten im humanen System zu der V67G Mutante, wurden bei einer Studie 

zu angeborener Neutropenie erhoben. Der Vergleich zu den in dieser Arbeit erhobenen Daten 

ist nur bedingt möglich durch ein anderes experimentelles System. Transportsubstrate wie 

Sec61β oder Cytb5 waren in beiden Studien nicht durch die Mutation beeinflusst. Allerdings 

wurde in der besagten Studie das Protein IVC deutlich schlechter transportiert, während in den 

hier gezeigten Experimenten kein Transportdefekt zu erkennen war. Ebenfalls stellt sich der 

Calciumphänotyp leicht verändert dar. Während in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass 

es keine Veränderung im Calciumleak der V67G-Zelllinie gibt, konnte dort ein leicht 

verringerter leak festgestellt werden (Van Nieuwenhove et al. 2020). Die Differenz zwischen 

den Ergebnissen kommt möglicherweise dadurch zustande, dass der rescue durch das 

Sec61A1-V67G nach der Depletion des endogenen Sec61α nicht ausreichend war, wodurch 

die beobachteten Effekte, die mit den typsichen Effekten einer Depletion von Sec61α 

übereinstimmen, entstanden sein könnten (Lang et al. 2012). Die Autoren der Studie sind 

jedoch auch zu dem Schluss gekommen, dass der Phänotyp der SCN-Erkrankung durch den 

Transportdefekt bestimmter Substrate entsteht (Van Nieuwenhove et al. 2020). Das dieser 

Transportdefekt im Falle der Mutanten V67G und T185A die stärksten pathophysiologische 

Effekte in der Niere zur Folge hat, könnte gegebenenfalls durch die beiden beeinflussten 

Transportsubstrate Renin und Uromodulin erklärt werden. Diese sind, wie bereits beschrieben, 

entscheidend für die Entwicklung und Funktion der Niere und werden zudem nahezu 

ausschließlich von dieser Exprimiert (Uromodulin aufsteigender Tubulus, Renin 

juxtaglomeruläre Zellen) (Bolar et al. 2016; Castrop et al. 2010; Lhotta 2010).  
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8. Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit eröffnen weitere Forschungsfragen, die in der Zukunft bearbeitet 

werden könnten, um ein tiefergehendes Verständnis für die hier beobachteten Effekte zu 

Erzeugen. Gleichzeitig bieten Sie den Anreiz zur technischen Optimierung und Erweiterung 

der genutzten Methoden.  

Der humane SND Targetingweg zum Sec61-Komplex: Wen, wie, wann? 

Die in der vorliegenden Arbeit aufgeführten Daten zeigen, dass TMEM109 ein 

Interaktionspartner von hSnd2 ist und dass beide Proteine zumindest transient dem Komplex 

des Translokons zugeordnet werden können. Hierbei stellt sich die Frage, unter welchen 

Bedingungen diese Interaktion zustande kommt, bzw. unter welchen Bedingungen der 

Transportweg in Anspruch genommen wird. Einen Hinweis darauf könnte in der Literatur zu 

finden sein, in der beschrieben wird, dass hSnd2 ein WH2F Motiv aufweist (Lei et al. 2020). 

Dieses interagiert mit dem unter Hypoxie aktivierten Transkriptionsfaktor HiF1α und übt so 

eine Regulierung aus, deren Folgen bisher für hSnd2 nicht bestimmt ist (Lei et al. 2020; 

Semenza 2001). Möglicherweise wird der SND-Transportweg daher verstärkt in Anspruch 

genommen, wenn die Zelle unter Sauerstoffmangel leidet. Da bisher noch keine spezifischen 

Eigenschaften eines Substrates des SND-Transportweges ermittelt werden konnten, wäre der 

Einsatz einer Gesamtproteomanalyse vielversprechend. Hierbei wäre es möglich 

festzustellen, welche Proteine nach einer Depletion oder auch Deletion von hSnd2 in den 

Zellen reduziert sind, was auf eine Abhängigkeit hindeuten würde. Die Durchführung eines 

identischen Experimentes mit TMEM109 würde bei einer Überscheidung der Ergebnisse die 

funktionale Zusammengehörigkeit dieser beiden Proteine bestätigen.  

Der Interaktionsnachweis könnte in der Zukunft ebenfalls spezifiziert werden, durch klassische 

Crosslink-, aber vor allem Pulldownexperimente mit Fragmenten von hSnd2 bzw. TMEM109. 

Die bisherigen Daten legen nahe, dass der N-Terminus von hSnd2 und der C Terminus von 

TMEM109 eine entscheidende Rolle hierfür spielen. Hierbei könnte auch gezeigt werden, 

genauso wie mit dem NanoBiT-System, ob eines der beiden Proteine mit dem Ribosom 

interagiert, wie es basierend auf dem Hefemodell vermutet werden könnte (Aviram et al. 2016). 

Sobald eine Substratspezifität ermittelt wurde, könnte diese ebenfalls mit Hilfe dieser 

Experimente bestätigt werden.  

Des Weiteren abhängig von der Identifikation eines, im Idealfall, rein SND-abhängigen 

Transportsubstrates ist die Bestimmung der Einheit in der ER-Membran, die den Transport in 

bzw. über diese ermöglicht. Sollte diese absolute Abhängigkeit des Substrates gegeben sein, 

könnte man die unterschiedlichen Kandidaten, die als Insertase in Frage kommen silencen 

und so nachweisen, welche mit dem SND-Transportweg gemeinsam agiert. Aktuelle Studien, 
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sowie die in dieser Arbeit generierten Daten, weisen als den wahrscheinlichsten Kandidaten 

den Sec61-Komplex aus, jedoch sind sowohl in der Literatur, als auch in der Arbeit nicht alle 

potentiellen Kandidaten in den Studien adressiert worden (Aviram et al. 2016; Haßdenteufel 

et al. 2017; Yang et al. 2021).  

Sec61α-Verifizierung durch die Analyse von Patientenmaterial und Ausweitung der 

funktionellen Analyse 

Ein entscheidender nächster Schritt wäre es, die bisher ermittelten Ergebnisse auf die nächste 

experimentelle Ebene zu übertragen. Das bedeutet zu evaluieren, ob in Mausmodellen 

ähnliche Effekte zu beobachten sind nach einer Gabe von 4-PBA. Dass das Medikament 

verträglich ist, konnte bereits in vorherigen Studien gezeigt werden und auch dass es 

vermutlich wünschenswerte Effekte erzeugen könnte, wie die Erhöhung der SERCA-

Proteinmenge (Iannitti & Palmieri 2011; Takada et al. 2012). Dies könnte möglicherweise den 

beobachteten reduzierten Calciumspiegel ausgleichen und so zu einem anderen Phänotyp der 

Krankheit führen. In Vorbereitung zu diesen Studien sollte überprüft werden, welche Effekte 

gesteigerte Konzentrationen von 4-PBA im Zellkulturmodell auslösen. Ein weiterer 

Folgeschritt, auch um möglicherweise die unterschiedlichen Phänotypen aller Sec61α zu 

erklären, wäre zu überprüfen, ob der ATP-Haushalt durch die Veränderung am Sec61-Kanal 

beeinflusst ist. Dass ein Zusammenhang zwischen der ATP Homöostase und Sec61α besteht, 

konnte bereits gezeigt werden, wie sich die Mutationen und der veränderte leak jedoch 

auswirken könnten, ist bis hierhin unbekannt (Klein et al. 2018). Interessant wäre es ebenfalls, 

ob in Schnitten der Nierenbiopsien der Patienten ähnliche Beobachtungen möglich wären wie 

im Zellkulturmodell, was bedeutet, dass diese mit verschiedenen Antikörpern angefärbt 

werden müssten. In Übereinstimmung mit den Patientendaten (Ausbildung von Fibrosen 

(Bolar et al. 2016)) konnte in den Analysen der RNA festgestellt werden, dass die mRNA 

verschiedener Proteine, die mit der Ausbildung von extrazellulärer Matrix in Verbindung 

stehen, in einem erhöhten Maße vorkommt. Ob diese veränderte mRNA-Menge auch eine 

veränderte Proteinabundanz zur Folge hat, könnte mit Hilfe von immunologischen Nachweisen 

erfolgen. Die in vitro Transporte könnten dadurch ausgebaut werden, dass praktisch überprüft 

wird, ob die Vorhersage der Abhängigkeit von der Ladung im N-Terminus in der 

Signalsequenz, bzw. der TMD zutrifft. Auch wäre es interessant zu ermitteln, ob die 

Behandlung mit Eeyarestatin1 ebenfalls einen Effekt auf den in vitro Transport ausübt. 

Theoretisch könnten Daten erwartet werden, die einen weniger inhibierten Transport in den 

mutierten Zelllinien zeigten, da Eeyarestatin1 eine geringere Effektivität gegenüber dem 

mutierten Sec61α besitzt, da der Kanal weniger häufig geöffnet wird (Gamayun et al. 2019). 

Eeyarestatin kann daher als eine Art artifizielle Signalsequenz interpretiert werden. Dies würde 

eine direkte Verbindung zwischen den beiden Funktionen unter dem Einfluss der Mutationen 

schaffen. Zur Verifizierung der verschiedenen beobachteten Effekte, egal ob live-cell calcium 
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imaging oder in vitro Transport könnte ein silencing durchgeführt werden. Das Ziel wäre es, 

aus dem heterogenen Background der Zellen eine Proteinexpression zu generieren, in der der 

Anteil des mutierten Sec61α überwiegt. Erreicht werden könnte dies durch die Verwendung 

einer siRNA gegen den nicht codierenden Bereich der mRNA von Sec61α. Wenn sich 

hierdurch die Effekte wie ein verringerter Transport, oder ein reduzierter Calciumleak 

zusätzlich verschlechtern, kann dieser Effekt klar auf die Mutation zurückgeführt werden. Ob 

der Effekt potenziell durch den Verlust einer Interaktion mit einem der verschiedenen 

akzessorischen Proteine entsteht, könnte durch die Anwendung von Protein-Protein-

Interaktionsassays, wie zum Beispiel dem NanoBiT, untersucht werden. Dies würde 

voraussetzten, dass durch die Mutation die Konformation des Sec61α so verändert wäre, dass 

diese Interaktionen beeinflusst wären.  

Optimierung der verwendeten Techniken 

Limitierend für die wissenschaftliche Aussage ist in jedem Fall das experimentelle Vorgehen, 

weswegen die Optimierung und Validierung von Systemen immer gewünscht ist. Hierbei 

können die Experimente rund um hSnd2 betrachtet werden. In den Experimenten wurde der 

Nachweis erbracht, dass der C-Terminus des Proteins nicht luminal lokalisiert ist (Abb. 24; 

Abb. 25.). Hier empfiehlt sich diese Experimente zu ergänzen mit einem Nachweis, dass der 

Terminus auch cytosolisch lokalisiert ist, wie zum Beispiel durch den Nachweis der 

Phosphorylierung einer künstlich eingebrachten Phosphorylierungsstelle (Ubersax & Ferrell Jr 

2007). Ebenfalls kann das NanoBiT-System technisch verbessert werden. Das System beruht 

auf einer Expression von Proteinen auf Plasmidbasis. Hierbei besteht immer das Risiko, dass 

einzelne Zellen nicht mit beiden Plasmiden transfiziert wurden bzw. diese Plasmide nicht die 

identische Expressionsstärke zeigen. Durch die Anwendung von sogenannten bicistronischen 

oder P2A-Vektoren, kann diese Problematik umgangen werden. Die P2A Linkersequenz 

zwischen zwei Fusionsproteinen beispielsweise ermöglicht während der ribosomalen 

Synthese des Proteins dessen intrinsische Spaltung, wodurch aus einem Genprodukt zwei 

unabhängige Proteine mit jedoch identischer Menge generiert werden (Liu et al. 2017; Nguyen 

et al. 2020). 

Die im NanoBit-System durchgeführte Kontrolle, ob die mit den tags erweiterten Proteine 

korrekt lokalisiert sind, gibt nur eine Aussage darüber, dass die jeweiligen Termini in das 

Zytosol ragen. Theoretisch ist es jedoch möglich, dass beide Proteine mislokalisiert in anderen 

Membranen vorliegen. Hier würde eine Ergänzung durch immunhistologische Färbung die 

Lokalisation in der Zelle verifizieren. Die nächste experimentelle Ebene wäre es, das System 

so zu manipulieren, dass Zustände geschaffen werden, unter denen bestimmte Interaktionen 

entstehen. Hier wäre eine „Programmierung“ des Assays durch die Verwendung von 

spezifischen Transportsubstraten in in vitro Transportversuchen denkbar, die zum Beispiel die 
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Interaktion mit dem SRP Rezeptor, dem Ribosom oder alternativ Sec62 fördern (Dudek et al. 

2015; Lang et al. 2019). Auch der Transport der Substrate selbst könnte dadurch kontrolliert 

werden, dass die Substrate, die transportiert werden sollen durch den SmBiT markiert werden, 

während ein LgBiT Konstrukt, welches nur mit einer Signalsequenz und einer KDEL Sequenz 

versehen ist, im ER exprimiert wird und den erfolgreichen Transport anzeigt. Hier wäre die 

Verwendung des hochaffinen HaBiTs (Abb. 14C) für die Transportsubstrate eine 

Voraussetzung. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Zusammensetzung des 

Translokons durch die Applikation von Puromycin beeinflussbar ist (Snapp et al. 2004). Hier 

bietet das NanoBiT System ebenfalls eine Möglichkeit, diese strukturelle Sensitivität in 

lebenden Zellen nachzuweisen. Dass der Einfluss von Mutationen der verschiedenen 

Trägerproteine auch zur Beeinflussung der Interaktionen führen können, wurde bereits in 

vorherigen Abschnitten diskutiert und angedacht.  

 

Abschließend lässt sich festhalten, dass durch die in dieser Arbeit präsentierten Daten es 

möglich war einen Interaktionspartner des hSnd2-Proteins zu identifizieren, das TMEM109-

Protein. Beide zusammen bilden einen Teil des humanen SND-Proteintargetingweg aus. Die 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Transport über das Translokon stattfindet, da beide 

Proteine entweder mit einem oder mehreren Untereinheiten des Translokons interagieren. 

Dass es sich bei dessen Hauptkomponente, Sec61α, um ein empfindlicher und 

entscheidender Akteur für das Gesamtsystem der Zelle handelt, konnte ebenfalls in dieser 

Arbeit anhand von zwei pathologischen Mutationen dieses Proteins gezeigt werden. Diese 

beeinflussen sowohl den Transport von Proteinen mittels Sec61α als auch die 

Calciumhomöostase der Zelle, was weitreichende funktionelle Folgen hervorruft, die sich in 

einem pathologischen Phänotyp in Patienten äußert, der ADTKD Erkrankung.  
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14. Anhang 

Tab. 15: Anhang zu Abb. 18 aus Kapitel 6.1.1.  Aufgeführt sind alle in der MS identifizierten Proteine 
zusammen mit der Information, in welcher der ausgeschnittenen Banden diese identifiziert wurden. 
Protein 1 (grün) wurde als bait verwendet. Proteine 2-10 (gelb) wurden nach Abgleich mit Haßdenteufel 
et al. (2017) als potenzielle membranständige Interaktionspartner identifiziert. 11-13 (blau) sind zum 
Translokon zählende Proteine. 14 (grau) ist ebenfalls in Haßdenteufel et al. (2017) identifiziert worden, 
allerdings ein zytosolisches Protein. Die Nummerierung der Liste dient rein der Orientierung.  

Nr. Identifizierte Proteine (110) 
Accession 
Number 

MW 
[kDa] 

Identifiziert in 
Bande # 

1 Transmembrane protein 208 TM208 20 4/6 

2 Fatty aldehyde dehydrogenase AL3A2 55 2/3 

3 Receptor expression-enhancing protein 5 REEP5 21 6 

4 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 
subunit 1 

RPN1 69 1 

5 Translocon-associated protein subunit gamma SSR4 21 5 

6 Transmembrane protein 109 TM109 26 5 

7 Transmembrane and coiled-coil domain-containing protein 1 TMCO1 21 5 

8 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 TMEDA 25 5 

9 Transmembrane protein 33 TMM33 28 4 

10 Protein YIPF5 YIPF5 28 3 

11 Signal peptidase complex catalytic subunit SEC11A SC11A 21 6 

12 Signal peptidase complex subunit 2 SPCS2 25 4 

13 Translocon-associated protein subunit delta SSRD 19 6 

14 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 18 6 

15 Actin, aortic smooth muscle ACTA 42 1/2/3/4 

16 Alpha-adducin ADDA 81 2 

17 Serum albumin ALBU 69 1 

18 Protein arginine N-methyltransferase 5 ANM5 73 1 

19 ADP-ribosylation factor-like protein 6-interacting protein 1 AR6P1 23 5 

20 ADP-ribosylation factor 1 ARF1 21 5 

21 ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial AT5F1 29 4 

22 Atlastin-3 ATLA3 61 2 

23 ATP synthase subunit a ATP6 25 5 

24 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATPA 60 2/3 

25 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATPB 57 2/3 

26 ATP synthase subunit O, mitochondrial ATPO 23 4 

27 Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 B4GA1 47 3 

28 BAG family molecular chaperone regulator 2 BAG2 24 4 

29 Basigin BASI 42 2/3 

30 Brain acid soluble protein 1 BASP1 23 3 

31 BPI fold-containing family B member 4 BPIB4 65 1 

32 BRI3-binding protein BRI3B 28 5 

33 Calmodulin-like protein 5 CALL5 16 1 

34 Caspase-14 CASPE 28 4 

35 CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase CDIPT 24 5 

36 Calcineurin B homologous protein CHP1 22 4 

37 Lanosterol 14-alpha demethylase CP51A 57 2 

38 Cystatin-A CYTA 11 3 

39 Dermcidin DCD 11 1/2/3/4/5/6 

40 Derlin-1 DERL1 29 4 

41 Desmoplakin DESP 332 1 

42 Delta(24)-sterol reductase DHC24 60 2 

43 Deleted in malignant brain tumors 1 protein DMBT1 261 1 

44 Desmoglein-1 DSG1 114 1 

45 Elongation factor 1-alpha 1 EF1A1 50 3 

46 Elongation factor 1-gamma EF1G 50 3 

47 Alpha-enolase ENOA 47 3 

48 ER lumen protein-retaining receptor 1 ERD21 25 5 

49 Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment protein 3 ERGI3 43 3 

50 Fatty acyl-CoA reductase 1 FACR1 59 2/3 

51 FAS-associated factor 2 FAF2 53 3 

52 Filaggrin FILA 435 1 

53 Filaggrin-2 FILA2 248 1 

54 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3P 36 1 

55 Stress-70 protein, mitochondrial GRP75 74 1 

56 Histone H1.3 H13 22 5 

57 Hornerin HORN 282 1/4/5 

58 Heat shock 70  protein 1A/1B HSP71 70 1 

59 Heat shock cognate 71  protein HSP7C 71 1 

60 Protein jagunal homolog 1 JAGN1 21 6 
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Nr. Identifizierte Proteine (110) 
Accession 
Number 

MW 
[kDa] 

Identifiziert in 
Bande # 

61 Keratin, type I cytoskeletal 10 K1C10 59 1/2/3/4/5/8 

62 Keratin, type I cytoskeletal 13 K1C13 50 2 

63 Keratin, type I cytoskeletal 14 K1C14 52 1/3/4/5 

64 Keratin, type I cytoskeletal 16 K1C16 51 1/2/3/4/5 

65 Keratin, type I cytoskeletal 17 K1C17 48 1 

66 Keratin, type I cytoskeletal 9 K1C9 62 1/2/3/4/5/9 

67 Keratin, type II cytoskeletal 2 K22E 65 1/2/3/4/5/7 

68 Keratin, type II cytoskeletal 1 K2C1 66 1/2/3/4/5/6 

69 Keratin, type II cytoskeletal 1b K2C1B 62 1 

70 Keratin, type II cytoskeletal 5 K2C5 62 1/2/3/4/5/10 

71 Keratin, type II cytoskeletal 6A K2C6A 60 37653 

72 Keratin, type II cytoskeletal 6B K2C6B 60 3 

73 Keratin, type II cytoskeletal 7 K2C7 51 1/2 

74 Keratin, type II cytoskeletal 74 K2C74 58 1 

75 Keratin, type II cytoskeletal 78 K2C78 57 1 

76 Keratin, type II cytoskeletal 8 K2C8 54 2 

77 Chromosome-associated kinesin KIF4A KIF4A 140 3 

78 Lysozyme C LYSC 17 1 

79 Myosin regulatory light chain 12A ML12A 20 5 

80 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 NDUBA 21 4 

81 Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 PCAT1 59 2 

82 Membrane-associated progesterone receptor component 2 PGRC2 24 5 

83 Polymeric immunoglobulin receptor PIGR 83 1 

84 Prolactin-inducible protein PIP 17 1 

85 Junction plakoglobin PLAK 82 1 

86 PRA1 family protein 2 PRAF2 19 6 

87 Proline-rich protein 4 PROL4 15 1 

88 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 RL40 15 3 

89 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 RO52 54 3 

90 Reticulon-4 RTN4 130 2/3 

91 Suprabasin SBSN 61 1 

92 Vesicle-trafficking protein SEC22b SC22B 25 4 

93 Protein Shroom3 SHRM3 217 2/3/5 

94 S-phase kinase-associated protein 1 SKP1 19 5 

95 Sterol O-acyltransferase 1 SOAT1 65 2/3 

96 Serine palmitoyltransferase 1 SPTC1 53 3 

97 Erythrocyte band 7 integral membrane protein STOM 32 5 

98 Surfeit locus protein 4 SURF4 30 4 

99 Tubulin alpha-1A chain TBA1A 50 2/3 

100 Tubulin alpha-4A chain TBA4A 50 2/3 

101 Tubulin beta-4B chain TBB4B 50 2 

102 Tubulin beta chain TBB5 50 2 

103 Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15 TCP4 14 6 

104 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E TGM3 77 3 

105 Transmembrane protein 128 TM128 19 6 

106 Transmembrane emp24 domain-containing protein 5 TMED5 26 4 

107 Trypsin-1 TRY1 27 2/3/4/6 

108 Trypsin-3 TRY3 33 3/4/5/6 

109 Ubiquitin-like protein 4A UBL4A 18 6 

110 Protein YIPF6 YIPF6 26 4 

 

Tab. 16: Anhang zu den Ergebnissen in Kapitel 6.1.2. Vollständige Liste der identifizierten Proteine 
in der MS nach der Co-IP mit endogenem hSnd2 als baitprotein. Nr. 1 (grün), TMEM109 ist in allen MS 
als membranständiges Protein identifiziert worden. Nr. 2 (blau) ist ebenfalls in allen Co-IP´s als 
zytosolisches Protein identifiziert worden. Orange markierte Felder stellen Proteine dar, die in Kontakt 
mit dem Sec61α Protein stehen. Die Nummerierung der Liste dient der Orientierung. 

Nr. Identifizierte Proteine (75) 
Accession 
Number 

MW 
[kDa] 

Exclusive 
Spectrum 

Count 

1 Transmembrane protein 109 TM109 26 6 

2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 18 10 

3 Endoplasmic reticulum chaperone BiP BIP 72 8 

4 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 RL40 15 4 

5 14-3-3 protein theta 1433T 28 2 

6 14-3-3 protein zeta/delta 1433Z 28 6 

7 4F2 cell-surface antigen heavy chain 4F2 68 19 

8 Alpha-2-macroglobulin A2MG 163 1 

9 Alpha-2-macroglobulin-like protein 1 A2ML1 161 3 
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Nr. Identifizierte Proteine (75) 
Accession 
Number 

MW 
[kDa] 

Exclusive 
Spectrum 

Count 

10 Actin, cytoplasmic 1 ACTB 42 22 

11 Beta-actin-like protein 2 ACTBL 42 1 

12 Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC 42 4 

13 Actin, cytoplasmic 2 ACTG 42 165 

14 Alpha-actinin-1 ACTN1 103 1 

15 Serum albumin ALBU 69 51 

16 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA 39 5 

17 Annexin A2 ANXA2 39 32 

18 ASPC1 ASPC1 ? 2 

19 60 kDa heat shock protein, mitochondrial CH60 61 7 

20 Complement C4-A CO4A 193 3 

21 Cofilin-1 COF1 19 1 

22 Elongation factor 1-alpha 1 EF1A1 50 23 

23 Elongation factor 1-delta EF1D 31 1 

24 Elongation factor 2 EF2 95 1 

25 Alpha-enolase ENOA 47 41 

26 Filamin-A FLNA 281 28 

27 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3P 36 25 

28 Stress-70 protein, mitochondrial GRP75 74 35 

29 Glutathione S-transferase P GSTP1 23 1 

30 Hemoglobin subunit gamma-1 HBG1 (+1) 16 2 

31 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK 51 6 

32 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRPM 78 1 

33 Histidine-rich glycoprotein HRG 60 2 

34 Heat shock 70 kDa protein 1A HS71A 70 16 

35 Heat shock protein HSP 90-beta HS90B 83 21 

36 Heat shock cognate 71 kDa protein HSP7C 71 37 

37 Heat shock protein beta-1 HSPB1 23 3 

38 Eukaryotic initiation factor 4A-I IF4A1 46 4 

39 Immunoglobulin gamma-1 heavy chain IGG1 49 30 

40 Keratin, type I cytoskeletal 10 K1C10 59 33 

41 Keratin, type I cytoskeletal 14 K1C14 52 2 

42 K1C9 K1C9 ? 1 

43 Keratin, type I cytoskeletal 9 K1C9 62 20 

44 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal K22E 65 8 

45 Keratin, type II cytoskeletal 1 K2C1 66 61 

46 Potassium voltage-gated channel subfamily H member 5 KCNH5 112 2 

47 
Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PKM PE=1 
SV=4 

KPYM 58 38 

48 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA 37 11 

49 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 37 3 

50 Prelamin-A/C LMNA 74 5 

51 M4K1 M4K1 ? 1 

52 Moesin MOES 68 2 

53 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B PPIB 24 3 

54 PRC1 PRC1 ? 1 

55 Peroxiredoxin-1 PRDX1 22 4 

56 Multifunctional protein ADE2 PUR6 47 2 

57 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 RO52 54 1 

58 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 ROA1 39 1 

59 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 ROA2 37 2 

60 Protein SET SET 33 1 

61 SHC1 SHC1 ? 5 

62 Carabin TB10C 50 3 

63 Tubulin alpha-1B chain TBA1B 50 31 

64 Tubulin beta-4B chain TBB4B 50 1 

65 Tubulin beta chain TBB5 50 50 

66 T-complex protein 1 subunit beta TCPB 57 1 

67 T-complex protein 1 subunit theta TCPQ 60 1 

68 Transketolase TKT 68 2 

69 TOPZ1 TOPZ1 ? 1 

70 Triosephosphate isomerase TPIS 31 1 

71 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial TRAP1 80 12 

72 Serotransferrin TRFE 77 13 

73 Trypsin-1 TRY1 27 3 

74 UN13B UN13B ? 3 

75 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A VAPA 28 1 
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Tab. 17: Auswertung der RTCA Ergebnisse, codiert in der Heatmap in Abb. 48.  Dargestellt sind 
die zusammenfassenden Mittelwerte der einzelnen Experimente der RTCA-Experimente zusammen mit 
dem SEM und der Anzahl der durchgeführten Experimente. Bestimmt wurde die Steigung des 
Zellindices vom zwischen Applikationszeitpunkt der Substanz und Maximum bzw. Minimum des 
Kurvenverlaufs 

 

Behandlung Konzentration Wildtyp V67G T185A 

H
2
O

 a
ls

 L
ö
s
e
m

it
te

l 

H2O  0.0275 
±0,0017 

(12) 

0.0193 
±0,0026 

(11) 

0.0177 
± 0,0008 

(11) 

4-PBA 10 mM -0.0004 
± 0,0002 

(2) 

-0.0006 
± 0,0001 

(2) 

-0.0005 
± 0,0001 

(2) 

5 mM 0.0453 
± 0,0002 

(2) 

0.0342 
± 0,0023 

(2) 

0.0258 
± 0,0025 

(2) 

1 mM 0.0627 
± 0,0054 

(7) 

0.0395 
± 0,0045 

(9) 

0.0237 
± 0,0026 

(9) 

0,5 mM 0.0470 
± 0,003 

(7) 

0.0335 
± 0,0026 

(5) 

0.0239 
± 0,0010 

(7) 

0,25 mM 0.0459 
± 0,0056 

(5) 

0.0309 
± 0,0012 

(5) 

0.0235 
± 0,0013 

(5) 

Dithiothreitol 
(DTT) 

1 mM 0.0137 
± 0,0003 

(3) 

0.0097 
± 0,0002 

(3) 

0.0045 
± 0,0003 

(3) 

0,1 mM 0.0360 
± 0,0038 

(2) 

0.0223 
± 0,0027 

(2) 

0.0190 
± 0,0003 

(2) 

0,05 mM 0.0348 
± 0,0001 

(2) 

0.0224 
± 0,003 

(3) 

0.0188 
± 0,0013 

(2) 

Puromycin 
(Puro) 

500 µM -0.0062 
± 0,0001 

(3) 

-0.0012 
± 0,0000 

(3) 

-0.0038 
± 0,001 

(3) 

5 µM -0.0025 
 

(1) 

-0.0028 
± 0,0003 

(2) 

-0.0025 
± 0,002 

(2) 

1µM 0.0104 
± 0,0024 

(2) 

0.0034 
± 0,0008 

(2) 

0.0074 
± 0,0019 

(2) 

0,1 µM 0.0237 
± 0,0029 

(2) 

-0.0149 
± 0,0015 

(2) 

0.0137 
± 0,0012 

(2) 
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 Behandlung Konzentration Wildtyp V67G T185A 
D

M
S

O
 a

ls
 L

ö
s
e
m

it
te

l 

DMSO  0.0320 
± 0,0026 

(9) 

0.0272 
± 0,0033 

(9) 

0.0190 
± ,00007 

(8) 

Eeyarestatin1 
(ES1) 

10 µM -0.0372 
±0,0036 

(3) 

-0.0044 
± 0,0008 

(3) 

-0.0041 
± 0,0002 

(3) 

1 µM 0.0208 
±0,0028 

(4) 

0.0358 
± 0,0076 

(4) 

0.0120 
± 0,0013 

(4) 

0,5 µM 0.0336 
±0,0018 

(2) 

0.0243 
± 0,0001 

(2) 

0.0166 
± 0,0012 

(2) 

0,1 µM 0.0453 
±0,0009 

(2) 

0.0425 
± 0,0007 

(2) 

0.0239 
± 0,0014 

(2) 

0,05 µM 0.0320 
±0,0008 

(2) 

0.0292 
± 0,0033 

(2) 

0.0198 
± 0,0005 

(2) 

Ellagsäure (EA) 10 µg/ml 0.0215 
±0,0042 

(6) 

0.0169 
± 0,0023 

(6) 

0.0127 
± 0,0054 

(5) 

5 µg/ml 0.0327 
±0,0082 

(3) 

0.0276 
± 0,0013 

(4) 

0.0137 
± 0,0020 

(3) 

2,5 µg/ml 0.0336 
±0,0009 

(2) 

0.0253 
± 0,0041 

(2) 

0.0064 
± 0,0016 

(2) 

Forskolin (FS) 50 µM 0.0564 
±0,001 

(2) 

0.0559 
± 0,0019 

(2) 

0.0142 
± 0,0013 

(2) 

25 µM 0.0357 
±0,0088 

(6) 

0.0465 
± 0,0039 

(5) 

0.0189 
± 0,0011 

(5) 

12,5 µM 0.0391 
±0,0014 

(2) 

0.0373 
± 0,0016 

(2) 

0.0179 
± 0,0000 

(2) 

Tunicamycin 
(Tuni) 

10 µg/ml -0.0104 
±0,0005 

(3) 

-0.0049 
± 0,0003 

(3) 

-0.0063 
± 0,0001 

(3) 

1 µg/ml -0.0117 
±0,0005 

(2) 

-0.0092 
± 0,0036 

(2) 

-0.0046 
± 0,0015 

(2) 

0,5 µg/ml -0.0103 
±0,0003 

(2) 

-0.0117 
± 0,0007 

(2) 

0.0046 
± 0,0019 

(2) 

0,1 µg/ml 0.0164 
±0,003 

(2) 

-0.0168 
± 0,0006 

(2) 

0.0148 
± 0,0004 

(2) 
  



  Anhang 

 
257 

 Behandlung Konzentration Wildtyp V67G T185A 
 

Tudca 200 µM 0.0281 
±0,0016 

(4) 

0.0257 
± 0,0015 

(4) 

0.0157 
± 0,0013 

(4) 

100 µM 0.0450 
±0,0024 

(4) 

0.0386 
± 0,0024 

(4) 

0.0194 
± 0,0011 

(4) 

50 µM 0.0291 
±0,0012 

(4) 

0.0268 
± 0,0025 

(4) 

0.0211 
± 0,0011 

(4) 

Thapsigargin (TG) 1 µM -0.0094 
±0,0001 

(3) 

-0.0026 
± 0,0001 

(3) 

-0.0044 
± 0,0000 

(3) 

0,1 µM -0.0078 
±0,0001 

(2) 

-0.0090 
± 0,0005 

(2) 

-0.0035 
± 0,0004 

(2) 

0,05 µM -0.0099 
±0,0005 

(2) 

-0.0113 
± 0,0009 

(2) 

-0.0031 
± 0,0007 

(2) 

Oligomycin (Oligo) 10 µM -0.0068 
±0,0003 

(3) 

-0.0081 
± 0,0004 

(3) 

-0.0065 
± 0,0002 

(3) 

5 µM -0.0013 
±0,0003 

(2) 

-0.0029 
± 0,0004 

(2) 

0.0011 
± 0,0012 

(2) 

1 µM 0.0004 
±0,0003 

(2) 

-0.0052 
± 0,0008 

(2) 

0.0013 
± 0,0012 

(2) 

 

 

Abb. 65: Globale mRNA Analyse der drei ADTKD assoziierten HeK Zelllinien. Diese wurden in 
doppelter, bzw. dreifacher Form analysiert durch die Firma Novogen, die ebenfalls die Analyse und die 
Abbildung zur Verfügung gestellt haben. Dargestellt ist die Übereinstimmung zwischen zwei 
analysierten Proben, die bei dem R2 Wert von  1 absolut identisch ist.  
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15. Lebenslauf 

 

Aus datenschutzrechtlichen Gründen wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der 

Dissertation nicht veröffentlicht.  

 


