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Abstract

The retention of a subset of soluble ER-resident proteins is a well-known function of KDEL
receptors (KDELRs). A fraction of KDELRs is also localized on the surface of yeast and
mammalian cells, where the receptors can bind and internalize extracellular ligands. Thereby,
KDELRs undergo a dynamic clustering process, which is investigated in this work by using a
fluorescent KDELR model ligand on human and murine cell lines via live cell imaging. While
particular differences could be observed in several cell types, macrophages of both species did
not show any cluster formation. A mathematical model was established to describe the
relationship between KDELR internalization and recycling that allows cluster formation.
Additionally, the role of KDELR subtypes was further adressed in respective knockout cell
lines as well as RT-qPCR based expression analyses without finding a clear relationship
between the clustering process and single KDELR subtypes. Furthermore, stably transfected
cell lines faciliated a first insight into the dynamics of KDELRs on cell surfaces in an
immunolabeling approach. To depuzzle the complex transport related KDELR interactome,
intensive colocalization studies with eGFP labeled Rab proteins and KDELR variants were
performed, giving first hints towards diverse transport regulations of these fascinating

receptors.

Die Hauptfunktion von KDEL-Rezeptoren (KDELRSs) liegt in der Retention l6slicher ER-
residenter Proteine. Ein Teil der KDELRs ist jedoch an der Plasmamembran von Hefe- und
Sdugerzellen lokalisiert, wo die Rezeptoren extrazellulire Liganden binden und
internalisieren konnen. Hierbei vollziehen sie einen dynamischen Clusteringprozess, welcher
in dieser Arbeit mit Hilfe fluoreszierender Rezeptor-Liganden in humanen und murinen
Zelllinien mittels ,,Live Cell Imaging* untersucht wurde. Dadurch konnten zelltypspezifische
Unterschiede detektiert und ein Modell etabliert werden, welches den Zusammenhang
zwischen Clusterentwicklung und KDELR-Internalisierung bzw. -Recycling beschreibt.
Zusatzlich zeigten weder Untersuchungen von KDELR-Knockout-Zelllinien noch RT-qPCR-
basierte Expressionsanalysen eine Korrelation zwischen Clusterentstehung und Expression
einzelner KDELR-Subtypen. Des Weiteren konnten Immunfluoreszenzstudien mit stabil
transfizierten Sdugerzellen erste Einblicke in die KDELR-Oberflichendynamik in einem
antikdrperbasierten ~ System  vermitteln.  Dariiber  hinaus  wurden  potenzielle
Transportinteraktionen von allen KDELR-Subtypen in Colokalisationsstudien mit eGFP-
markierten Rab-Proteinen beobachtet und so erste Hinweise auf das komplexe Interaktom

dieser faszinierenden Rezeptoren gewonnen.
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1. Einleitung

Im Laufe der Evolution entwickelten sich aus primitiveren Vorlduferzellen die ersten
eukaryonten Zellen. Damit einhergehend entstanden immer komplexer zelluldre Strukturen,
welche durch Membranen voneinander getrennt sind und so Reaktionsrdume mit spezifischen
chemischen Eigenschaften definieren konnten. Diese abgetrennten Einheiten werden als
Organellen bezeichnet und unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften, sondern bilden zusitzlich durch individuelle Proteinzusammensetzungen eine
Grundlage fiir die jeweilige komplexe Funktionalitdt. Hierbei erlaubt die Spezifitit jedes
einzelnen Kompartiments eine derartige Zusammenarbeit von Molekiilen, die nur so die
Evolution, ausgehend von simplen Nukleinsdurestringen hin zu komplexen lebendigen

Strukturen, ermoglichte.

1.1. Sekretorischer ,,Pathway* und gerichteter Proteintransport

Der eukaryonte Sekretionsweg umfasst das Zusammenspiel nahezu aller Zellorganellen und
einer komplexen Proteinmaschinerie. Hierfiir ist, neben der korrekten Synthese und Reifung
der Proteine in ER und Golgi, der prizise zielgerichtete Weitertransport zum Organell
unabdingbar. Nahezu ein Drittel des gesamten Proteoms durchlduft den kompletten
sekretorischen ,,Pathway* und wird sezerniert oder im Fall von Membranproteinen bis in die
dullerste Zellperipherie transportiert (Barlowe & Miller, 2013). Einen zentralen Anteil stellt
dabei der Vesikel-basierte Proteintransport dar. Hierbei werden zu transportierende Proteine
oder Bestandteile mithilfe einer duflerst komplexen und vielféltigen Proteinmaschinerie in
Membranen verpackt, mit charakteristischen Hiillproteinen versehen und dann gerichtet
entlang des Zytoskeletts zum Zielort transportiert. Die Hiillproteine unterstiitzen nicht nur die
Bildung und Stabilitdt der Vesikel, sondern definieren auch deren Transportrichtung und die
Interaktion mit dem Zytoskelett und verschiedenen Motorproteinen (Schu, 2001).

Der intrazelluldrer Proteintransport kann hierbei in vier grundlegende Abschnitte unterteilt
werden: Die Bildung des Vesikels, den Transport entlang des Zytoskeletts, das Andocken an
die Zielmembran und schlielich die Verschmelzung mit dieser. All diese Teilschritte
bendtigen Kontrollinstanzen, welche die zeitliche und rdumliche Rekrutierung der beteiligen
Proteine regulieren und bestdndig koordinieren. Einen der wichtigsten Bestandteile dieser
Koordination sind die ,,Ras related in brain“ (Rab)-Proteine. Rabs gelten als , Master
Regulatoren® des intrazelluldren Vesikeltransports und bilden die grofite Familie monomerer
GTPasen (Hutagalung & Novick, 2011). Strukturell stellen sie prenylverankerte, periphere
Membranproteine dar, welche prominent ins Zytosol ragen (Pylypenko et al., 2018). In Hefe

konnten bisher elf Proteine beschrieben werden, deren Funktionen groftenteils homolog zu
12



den Funktionen der Sduger-Rabs sind und die eine hohe Konservierung auch iliber weitere
Speziesgrenzen hinweg aufzeigen (Li & Marlin, 2015). Im Menschen konnen bis dato
mindestens 66 Rab-Proteine differenziert werden, was auf eine hohere funktionelle Spezifitét
und Anpassung an kompliziertere Zellmechanismen und Transportwege hindeutet (Diekmann
et al., 2011; Klopper et al., 2012; Li & Marlin, 2015). Rabs regulieren den Membran- und
Proteinfluss, indem sie sowohl die Herkunft als auch den Zielort des Cargos definieren, die
Richtung des Vesikeltransports angeben und die Verschmelzung der Vesikel mit der
Zielmembran initiieren (Segev, 2001; Stenmark, 2009). Zusammen mit ihren Effektoren und
Regulatoren sind sie an allen Vorgdngen des Vesikeltransports beteiligt und in der Lage,
gezielte Transportvorgdnge zwischen Organellen zu organisieren, zu kontrollieren und zu
diversen Zeitpunkten an- bzw. abzuschalten (Hutagalung & Novick, 2011). Die Aktivitdt von
Rab-Proteinen wird dabei durch ihre intrinsische GTPase-Aktivitdt gesteuert, indem sie durch
Anwesenheit von GTP zeitlich begrenzt eine aktive Form einnehmen (Pfeffer & Aivazian,
2004; Barr & Lambright, 2010). Katalysiert wird der GDP/GTP-Austausch durch Rab-
spezifische GEF-Effektorproteine an der Donormembran: Diese binden in der ,,switch®-
Region von Rab-Proteinen und setzen das dort lokalisierte GDP frei, worauthin zytosolisches
GTP binden kann und die Rabs so in eine aktive Form tiiberfiihrt (Segev, 2001). Nach
erfolgtem Transport und Fusion des Vesikels mit der Zielmembran werden Rabs durch GTP-
Hydrolyse deaktiviert und der Riicktransport durch das Zytosol eingeleitet. Die GTP-
Hydrolyse wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) unterstiitzt (Lamber et al.,
2019). Der nun inaktive Status wird weiterhin durch ,,Rab GDP dissociation inhibitors®
(GDIs) und ,,Rab escort proteins* (REPs) feinreguliert bzw. erhalten (Stenmark, 2009; Miiller
& Goody, 2018). Nach erfolgtem Riicktransport werden die jeweiligen Rab-Proteine wieder
iiber einen Prenylanker in die Membran inseriert (Hutagalung & Novick, 2011).

Fiir ein zielgerichtetes Vesikeltargeting ist die Verschmelzung mit der korrekten Membran
essenziell und unterliegt daher entsprechenden Kontrollmechanismen. SNARE-Komplexe
(,,soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor®) spielen bei der direkten
Verschmelzung als wichtiger Teil des Fusionsapparates der Membranen eine entscheidende
Rolle: Die SNAREs an Vesikeln (v-SNARES) sowie an der Zielmembran (t-SNAREs) sind
kompartimentspezifisch aus verschiedenen membranverankerten Proteinen zusammengesetzt
und definieren somit durch ihre Zusammensetzung, dass nur bestimmte Membranabschnitte
miteinander fusionieren konnen (Jahn & Scheller, 2006). Kommt es durch passende
Proteinzusammensetzung zur Ausbildung eines SNARE-Komplexes, erlaubt dieser robuste

Komplex die Uberwindung der notwendigen Energiebarriere zur Membranfusion (Weber et
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al., 1998; Brunger et al., 2015). Wihrend der rdumlichen Anndherung von Membranen sind
Rab-Proteine mit als Erstes in den Prozess des ,tethering™ involviert und bilden zusammen
mit ihren Effektorproteinen eine Kontrollinstanz wéhrend aller Teilschritte der Fusion (Zerial
& McBride, 2001).

Initiiert wird der Proteintransport iiber das Préasentieren eines spezifischen Signals. Dies kann
im Falle membranstdndiger Proteine iiber einen zum Zytosol hin exponierten Bestandteil der
Aminoséurekette stattfinden, wiahrend 16sliche Proteine indirekt {iber Interaktionspartner wie
Rezeptoren das Transportsignal iiber Membrangrenzen hinweg weiterleiten (Letourneur et al.,
1994; Mizuno & Singer, 1993; Balch et al., 1994; Gomez-Navarro & Miller, 2016).
Evolutiondr entwickelte sich eine grole Anzahl an Rezeptortypen mit unterschiedlichsten
Funktionen und Interaktionspartnern. Die Spanne der moglichen Liganden umfasst Ionen,
Hormone und Neurotransmitter bis hin zu einfachen Proteinen oder komplexeren
Proteinmultimeren. Hierbei bestimmen sowohl das durch den Rezeptor gebundene Molekiil
als auch der Rezeptor selbst, wie das Signal verarbeitet wird, was eine auBerordentlich
spezifische und feinregulierte Antwort ermoglicht. Die zelluliren Reaktionen reichen von
simplen Reizantworten tiiber Initiierung von biochemischen Signalkaskaden bis hin zur
Anpassung der Genexpression oder sogar zur Apoptose (Yeagle, 2016). So kann bspw. auch
ein extrazelluldrer Stimulus in die Zelle iibertragen werden und dort eine addquate Reaktion
hervorrufen. Neben der reinen Signalweiterleitung konnen Rezeptoren als Modulatoren bzw.
Regulatoren auch nachfolgende Signalwege beeinflussen. Hierbei ist eine positive
Modifikation, genauer gesagt eine Aktivierung oder Verstirkung, aber auch eine Inhibition
oder Herunterregulierung der Signalwege moglich. Ebenso konnen Rezeptoren genutzt
werden, um etwa Proteine oder Botenstoffe iiber die Membran hinweg zu transportieren,
indem diese ihre Agonisten binden und anschlieBend den Transport einleiten. In der
vorliegenden Arbeit spielen eine bestimmte Klasse 16slicher Proteine des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) als Agonisten fiir Rezeptoren eine zentrale Rolle.

Diese ER-residenten Proteine sind, in Diskrepanz zu ihrem Namen, nicht dauerhaft im ER
lokalisiert, sondern  unterliegen  aufgrund  der  ausgeprigten  dynamischen
Transportcharakteristik des ER einem stindigen Riickfiihrungsmechanismus. Dieser
Proteingruppe konnten eigenstéindige luminale Aminosduremerkmale zugeschrieben werden,
die eine erfolgreiche Riickfithrung dieser Proteine aus dem sekretorischen ,,Pathway* zuriick
ins ER vermitteln: ER-residente Typl-Transmembranproteine besitzen iibereinstimmend ein
di-Lysin-Motiv (KKXX), welches mit COPI-Coatomer-Bestandteilen interagieren kann,

wahrend 10sliche Proteine tiiber ein C-terminales KDEL-dhnliches Aminosduremotiv
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verfiigen, welches einen rezeptorvermittelten Transport ermdglicht (Jackson et al., 1990;
Munro & Pelham, 1987; Pelham, 1990). Prominente Beispiele hierfiir stellen etwa die
Chaperone BiP (,,binding protein®), Endoplasmin (,,glucose regulated protein 94°) oder
verschiedene Proteindisulfidisomerasen (PDIs) dar (Munro & Pelham, 1987). Dass dieses
Motiv tatsdchlich fiir eine Riickfiihrung verantwortlich ist, konnte durch das Anfiligen einer C-
terminalen HDEL-Sequenz an das nicht ER-residente Lysozym und dessen erfolgreiche
Retention bewiesen werden (Munro & Pelham, 1987). Golgi-spezifische Modifikationen an
N- bzw. O-glykosylierten Seitenketten zeigen zudem, dass eine Riickfiihrung nativer ER-
residenter Proteine hauptsichlich aus frithen cis-Golgi Kompartimenten heraus erfolgt, wobei
auch die Riickfiihrung aus spiteren Abschnitten des sekretorischen ,,Pathways® beobachtet
wurde (Pelham, 1988; Pelham et al., 1988; Dean & Pelham, 1990; Griffiths et al., 1994). Eine
detailliertere Aufklarung beteiligter Komponenten dieses Retentionsmechanismus erfolgte
durch die Erzeugung von Hefemutanten, bei denen sich die Gene ERDI und ERD2? (,,ER-
retention defective®) als essenziell fiir eine erfolgreiche Riickhaltung 16slicher ER-residenter
Proteine zeigten (Hardwick et al., 1990). Wihrend eine Deletion von ERDI zwar zu einer
verstdrkten Sezernierung von nativen und artifiziellen ER-residenten Proteinen fiihrte, zeigte
die Deletion von ERD? einen letalen Phéanotyp (Hardwick et al., 1990). ERD?2 kodiert fiir ein
etwa 26 kDa groBBes Membranprotein in den Membranen des ER und Golgi, dessen
Expressionsstirke direkt mit der Riickhaltung HDEL-tragender, ER-residenter Proteine
korreliert (Semenza et al., 1990). Dieser Transmembranrezeptor wird Erd2p, oder, aufgrund

seines in Hefe préferierten Bindemotives, HDEL-Rezeptor genannt.

1.2. KDEL-Rezeptoren
Schon frith konnte vermutet werden, dass Erd2p eine weitreichendere Rolle zusitzlich zu
einer reinen Retentionsvermittlung einnimmt, denn £RD2-Deletionsmutanten wiesen Defekte
im sekretorischen ,Pathway*“ auf und zeigten Akkumulationen von intrazelluldren
Membranen (Semenza et al., 1990). Zwischen der ER-Retention, dem ER-Golgi
Membrantransport sowie der anterograden Proteinsezernierung muss es also eine
regulatorische Verbindung des Membranflusses geben, die durch Erd2p dargestellt werden
konnte. Die komplexe zellulire Bedeutung von Erd2p beziiglich der Retention und
Organisation des Membranflusses wurde in einem ,,supressor screening® deutlich, bei dem
sechs Gene identifiziert werden konnten, die eine ERD2-Deletion zumindest teilweise
kompensierten (Hardwick et al., 1992). Hierbei traten zumeist deutliche Wachstumsdefekte
sowie abnorme intrazellulire Membrankonzentrationen auf, die auf eine iibergeordnete

Orchestrierungsfunktion von Erd2p hindeuten konnten. Der zugrundeliegende
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Kompensationsmechanismus ist nicht fiir alle SED-Gene (,,supressors of ERD2 deletion®)
direkt ersichtlich, jedoch sind die Genprodukte von SED2, SED4 und SEDS direkt in ER-
Golgi-Transportprozesse involviert (Barlowe & Schekman, 1993; Gimeno et al., 1995;
Hardwick & Pelham, 1992).

Als humane Erd2p-Homologe konnten zundchst Erd2.1 bzw. Erd2.2 identifiziert werden
(Lewis & Pelham, 1990; Lewis & Pelham, 1992b; Hsu et al., 1992). Das Genom- und
ORFeome-Projekt identifizierte dann abschlieend Erd2.3 als drittes Erd2p-Homolog (Collins
et al., 2004). Im Gegensatz zum hefespezifischen HDEL-Rezeptor zeichnen sich die drei
humanen KDELR-Varianten durch die Priaferenz von Lysin im Retentionsmotiv aus, sodass
diese auch als KDEL-Rezeptoren bzw. KDELR1-3 bezeichnet werden (Capitani & Sallese,
2009). Diese Rezeptoren zeigen sich speziestibergreifend als stark konservierte Proteinklasse,
so dass auch in Modellorganismen wie etwa Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans
oder Drosophila melanogaster homologe Rezeptoren identifiziert werden konnten (Xu ef al.,
2012; Mathews et al., 2021; Abrams et al., 2013). Die Bedeutung dieser Proteine spiegelt sich
auch im Ausmal der zelluldren Organisationskomplexitit in hoheren Organismen wider, so
dass es in diversen Organismen zu einer Verdreifachung und evolutiondren Konservierung
des Ursprungsgens kam (Cela et al., 2022, Capitani & Sallese, 2009).

Lange Zeit konnte iiber den strukturellen Aufbau der KDELRs keine exakte Aussage
getroffen werden, so dass durchaus kontroverse Vermutungen iiber die Topologie der drei
KDELRs und des HDEL-Rezeptors diskutiert wurden. Basierend auf den chemischen
Eigenschaften der Aminosdureabfolge wurde eine Struktur mit sieben integralen
Transmembrandoménen (TMD) als wahrscheinlichstes Modell akzeptiert, bei dem der N-
Terminus im Lumen des ER liegt, wihrend der C-Terminus ins Zytoplasma ragt (Scheel &
Pelham, 1998; Townsley et al., 1993). Final bestitigt wurde diese Theorie mit einer
erfolgreichen Analyse der Kristallstruktur des KDELR2 von Gallus gallus (G. gallus) sowohl
in Holo- als auch in Apo-Form (Abbildung 1) (Bréuer ef al., 2019; Wu & Rapoport, 2021).
Hierbei konnte ein hexagonaler, fassdhnlicher Grundaufbau des KDELR2 mit sieben TMD
bestdtigt werden (Brauer ef al., 2019).
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Abbildung 1: Schematische Abbildungen und Kristallstruktur von KDELR?2 aus Gallus gallus.
a) Dargestellt sind die beiden Dreifachhelixbiindel (DHB1, DHB2) in ihrer 3+1+3 Konformation
sowie die luminale Betrachtung der KDELR2-Topologie mit analog nummerierten
Transmembranhelices. b) Eine um 90° gedrehte dreidimensionale Darstellung der Sekundéarstruktur. c)
Verteilung der elektrostatischen Oberflichenladung. In Rot ist das negativ geladene Band aus
dipolaren Aminosduren auf luminaler Rezeptorseite gezeigt, in Blau die weniger negativen Bereiche.
d) Eine um 90° gedrehte Darstellung, mit gestrichelter Markierung des in die ER-Membran
eingebetteten hydrophoben Rezeptorbereichs.

[Abbildung verindert nach Bréuer et al., 2019]

Die detaillierte Aufklarung der dreidimensionalen KDELR2-Struktur ldsst nun auch genauere
Riickschliisse auf die Verwandtschaft und phylogenetische Einteilung der KDELRs zu:
Analysen des molekularen Aufbaus und der Struktur zeigen eine Zugehorigkeit der drei
KDELRs zur ,transporter-opsin G-protein-coupled receptor* (TOG) Superfamilie (Yee et al.,
2013; Medrano-Soto et al., 2020). Diese funktional vielfdltige Proteinfamilie beinhaltet
membranstindige Proteine wie Kanéle, Transporter und diverse Rezeptoren, welche eine
Struktur von sieben oder acht o-helikalen Transmembransegmenten aufweisen. Die
Entwicklung dieser Strukturen ist vermutlich auf eine Genduplikation eines gemeinsamen,
vier Transmembransegmente umfassenden Vorldufers zuriickzufiihren, wobei eine oder auch
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teilweise mehrere Transmembrandomdnen evolutiondr verloren gingen und fortan
unabhingige Mutationen in den Helixbiindeln erlauben (Yee et al., 2013).

Ubereinstimmend mit anderen Transmembranproteinen dieser Unterklassen zeigen KDELRs
eine 3+1+3 TM-Struktur, wobei die Doménen 1-3 sowie 5-7 ein Homodimer aus zwei
dreifach-Helixbiindeln bilden, wihrend TMD4 eine Verbindung dieser darstellt (Bréuer et al.,
2019; Wu & Rapoport, 2021; Medrano-Soto et al., 2020). Hierbei zeigen phylogenetische
Vergleiche, dass die Struktur der KDELRs mit den TMD2-8 der TOG-Superfamilie
iibereinstimmt, so dass ein Verlust der N-terminalen TMD in der Entwicklungsgeschichte der
KDELRs nahe liegt. Hierdurch ergibt sich eine starke Ahnlichkeit zu SWEET-Proteinen
(,,sugars will eventually be exported transporter), welche 7-TMD-Transporter der TOG-
Familie darstellen (Yee er al., 2013; Newstead & Barr, 2020; Chen et al., 2010). Diese
Transporter sind hauptsidchlich im Golgi sowie der PM lokalisiert und in Eukaryonten in einer
3+1+3 TMD-Struktur organisiert. Bakterielle sesmiSWEETSs hingegen bilden ein funktionelles
Dimer aus zwei Dreifachhelixbiindeln ohne eine verbindende Inversions-Helix. SemiSWEETs
verfligen liber jeweils einen PQ-Loop in TMD 1/2, wobei KDELRs durch den evolutioniren
Verlust der N-terminalen TMD nur ein einziges PQ-Motiv in TMD 5/6 aufweisen
(Abbildung 2) (Newstead & Barr, 2020; Chen ef al., 2010; Saudek, 2012; Yee ef al., 2013).
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Abbildung 2: Dreidimensionale Darstellung von semiSWEET- und KDELR-
Sekundirstrukturen.
Das PQ-Aminosduremotiv in bakteriellen semiSWEETS ist jeweils in der ersten TM beider Dreifach-
Helixbiindel (DHB) lokalisiert. Dort nimmt es die Funktion als Helixbrecher, also eine Art
symmetrisches ,,Scharnier ein, welches dem Protein eine gewisse Flexibilitit verleiht und
Transportvorginge erlaubt. KDELRs hingegen besitzen lediglich noch ein PQ-Motiv in TM5 im
zweiten DHB, wodurch diese nach Ligandenbindung nur eine halbe ,,Transporterbewegung®
durchfiihren konnen und stattdessen den Liganden fixieren. Dies fiihrt zeitgleich zur Exposition von
TM7 auf zytoplasmatischer Seite und Exposition des Di-Lysin Motivs der KDELRs.

[Abbildung verdndert nach Newstead & Barr, 2020]

Funktionell nehmen die PQ-Motive eine wichtige Rolle in der intramolekularen
Transportdynamik von SWEETs ein: SWEETs und andere Transporter verfiigen {iber eine
zentrale Molekiilbindestelle und beidseitig liber ,,Gates®, welche einen unkontrollierten
Transport durch die Membran verhindern (Jardetzky, 1966). Hierbei unterbrechen PQ-Motive
die rigide Struktur der Transmembranhelixbiindel und erhéhen so ihre Dynamik, wodurch ein
flexibles Zusammenspiel der Helixbiindel ermoglicht wird. Durch das Fehlen des ersten PQ-
Loops konnen KDELRs jedoch keine komplette Umstrukturierung durchfiihren, sondern
durchlaufen mit den TM5-7 nur eine ,halbe* Bewegung nach Ligandenbindung, wodurch
evolutiondr die eigentliche Transporterfunktion verloren ging und sich KDELRs zu deutlich
komplexeren Rezeptoren mit simultaner Transport- sowie Signaltransduktionsfunktion

entwickelten (Brauer ef al., 2019; Newstead & Barr, 2020).
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Die zytosolische Seite Eines KDELR wird dominiert durch saure Aminoséurereste (Asp®’,
Glu'®, Glu'®), welche fiir die Stabilitit der integralen Struktur von entscheidender Bedeutung
sind und zudem ein negativ geladenes Aminosdureband bilden, welches Ahnlichkeiten zu
potenziellen COPII-Bindemotiven aufweist (Brduer et al., 2019; Nishimura & Balch, 1997).
Der stark hydrophobe Intermembranraum ist im Durchmesser schmaler als der zytosolische
sowie luminal exponierte Rezeptorbereich, wodurch sich ein leicht sanduhrformiger
Rezeptorquerschnitt ergibt. Die Distanz des Intermembranraums ist an der dicksten Stelle nur
etwa 27 Angstrom (A) lang und entspricht somit den geringeren Membrandicken von ER und
Golgi, den Hauptlokalisationsorten der KDELRs (Sharpe et al., 2010; Wu & Rapoport, 2021;
Griffiths et al., 1994). Luminal befindet sich eine polare 13x15x12 A groBe Einbuchtung,
welche die Bindetasche darstellt (Bréuer et al., 2019; Majoul et al., 2001). Die Selektivitdt der
KDELRs beziiglich ihrer Liganden ist im Aufbau dieser Bindetasche begriindet und nimmt
hierdurch einen erheblichen Einfluss auf die zu transportierenden Proteine und
dementsprechend auch auf die aktivierten Signalwege der KDELRs.

Generell sind KDELRs in der Lage, eine Vielzahl von Aminosiduremotiven zu erkennen,
wobei sich Priaferenzen zu unterschiedlichen Motiven ableiten lassen: so transportiert
KDELRI verstarkt Liganden mit KDEL-Motiven, wihrend KDELR2 eher HXEL und
KDELR3 vermehrt HDEL-Motive priferieren (Hulo et al., 2006; Raykhel et al., 2007). Auch
wenn es gewisse Spielrdume beziiglich des molekularen Aufbaus des Retentionsmotivs, auch
iiber die vier Aminosduren hinaus zu geben scheint, stellen KDEL-Rezeptoren duflerst prazise
Sensoren ihrer Liganden dar (Alanen et al., 2011). Hierbei dient Position -4 des
Retentionsmotivs (vorzugsweise H, K bzw. R) als ,,proofreading“-Aminosdure, welche
ladungsabhingig wéhrend der Bindungsinitiation durch ihre rdumliche N&he zu den

"7 und Asp50 den Fintritt in die Bindetasche bestimmt

Rezeptoraminosduren Glu
(Gerondopoulos et al., 2021; Wu et al., 2024).

Schon seit Langem ist bekannt, dass die Interaktion von Liganden mit H/KDEL-Rezeptoren
einem pH-Einfluss unterliegt. Im leicht sauren Milieu des Golgi herrscht eine besonders hohe
Bindeaffinitit zum Liganden vor, wéhrend diese bei neutraleren pH-Werten des ER
schwécher wird und zur Dissoziation des Liganden/Rezeptor-Komplexes fiithrt (Wilson et al.,
1993). Dieser Mechanismus konnte auf molekularer Ebene nédher aufgekldrt werden: Der
Eintritt eines Bindemotivs in das Innere der fassdhnlichen Rezeptorstruktur fiihrt zur
Ausbildung diverser Salzbriicken, die das Peptid in der Bindetasche verankern und die

Konformationsdnderung des Rezeptors stabilisieren. Hierbei ist vor allem eine ungewohnlich

kurze Wasserstoffbriickenbindung, welche auf dem Protonierungszustand von His'? beruht,
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von entscheidender Bedeutung fiir das finale Verankern des Liganden (Abbildung 3)
(Gerondopoulos et al., 2021; Wu et al., 2024).

Golgi — niedriger pH

C ~ Lumen

ER — hoherer pH

Zytosol

Abbildung 3: Schematische Darstellung der pH-abhingigen KDELR/Liganden-Interaktion im
ER und der Dissoziation im Golgi.
a) Gezeigt ist der Apo-Zustand eines KDELR. His'? liegt protoniert vor (H") und es befindet sich ein
kontinuierliches Netzwerk aus Wassermolekiilen in der Rezeptorbindetasche. b) Bei Eintritt eines
Liganden werden Wassermolekiile im Inneren des Rezeptors blockiert und tiefer in den Rezeptor
gedriickt. ¢) Bei Voranschreiten der Bindung wird so eine Konformationséinderung des Rezeptors
forciert, wodurch der Transport in dass ER eingeleitet wird. Dies erlaubt die damit einhergehende
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen und schneidet Wassermolekiile komplett vom Lumen ab.
d) Im ER deprotoniert H'> und erniedrigt die Stabilitit der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
E'” und Y"® e) Die Ligandenbindung wird somit ebenfalls destabilisiert und die Dissoziation
beginnt. f) Dies begiinstigt die Wiederherstellung des Wassernetzwerkes im Rezeptor und erlaubt eine
simultane Restrukturierung des Rezeptors zum Apo-Zustand, wodurch der Transport hin zum Golgi
initiiert werden kann.

[Abbildung veridndert nach Wu et al., 2020]

Auf luminaler Seite kommt es durch den Ligandeneintritt zu einer Bewegung von TMI,
welche das Zentrum des Rezeptors etwas weitet und den tiefen Eintritt des Peptid-Leucins
erlaubt. Zeitgleich entsteht die Moglichkeit, dass Arg® (TM1) mit der Carboxylgruppe des
Peptides interagieren kann und eine Salzbriicke mit dem Peptid-Glutamat formt. Des

169

Weiteren werden eine Salzbriicke mit Arg >~ (TM6) und eine Wasserstoffbriickenbindung mit

Trp'® geformt, wodurch das Peptid stabilisiert wird. Durch diese Konformationsinderung
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wird zusitzlich die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung bei Tyr'*® (TM6) und
Glu'?” (TM5) gefestigt und somit ein Entkoppeln des Peptides aus der Bindetasche verhindert.
Die finale Umstrukturierung wird mit der besonders kurzen Wasserstoffbriickenbindung des
protonierten His'? realisiert, welche abermals die Stabilisierung des Peptids mit TM6 in der
Bindetasche verstiarkt. Im protonierten Zustand werden etwa 57 kcal/mol Energie mehr
benotigt, um vom Holo- in den Apo-Status zu wechseln (Wu et al., 2020; Gerondopoulos et
al., 2021; Wu et al., 2024). Die Bewegung von TM6 und TM7 fiihrt hierbei zu einer
Anderung der dreidimensionalen Struktur auf zytosolischer Seite: Ein Teil von TM6 rotiert
zum Rezeptorzentrum hin und TM7 bewegt sich um etwa 14 A in Richtung TM5, wodurch
zuvor im Rezeptor verborgene Bereiche von TM7 exponiert werden. Hier strecken sich

LySZOI Lys204

und Lys™ ins Zytoplasma und bilden somit als basische Aminosduren eine
potenzielle COPI-Bindestelle in Form eines klassischen Di-Lysin-Motivs (Briuer ef al., 2019;
Letourneur et al., 1994; Jackson et al., 2012). Durch einen pH-Anstieg nach erfolgtem
Transport ins ER wird His'? deprotoniert und die verkiirzte H'-Bindung kann nicht
aufrechterhalten werden, wodurch der Ligand seine erhdhte Affinitdt zur Bindetasche verliert
und letztendlich in das ER-Lumen entlassen wird (Gerondopoulos et al., 2021; Wu et al.,
2020; Wu et al., 2024). Abgesehen von dieser reinen Transportfunktion sind KDELRs durch
Assoziation mit G-Proteinen in der Lage, Signalketten fiir nachfolgende Kinasen zu initiieren

und zu regulieren (Abbildung 4) (Rosenbaum et al., 2009; Gianotta et al., 2012; Solis et al.,
2017; Cancino et al., 2014).
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht der Modulation von Transportvorgingen durch KDELR-
Aktivierung.
Die intrazellulire Homdostase wird nach Ligandenbindung durch Aktivierung von KDELR-
assoziierten G-Proteinen feinjustiert, wobei Membranstrome zentral vom Golgi aus kontrolliert
werden. Der retrograde Transport wird unter anderem durch Phosphorylierung und nachfolgende
Rekrutierung der Transportmaschinerie iiber eine cAMP-abhéngige PKA-Aktivierung verstirkt. Beim
anterograden Transport wird der Membranfluss iiber den Gq-Src Signalweg kontrolliert, wobei dieser
auch mit der Bildung von Invadopodien in Zusammenhang gebracht wird. Zudem konnen tiber Ga0
vermehrt Ausstiilpungen der Membran initiiert werden.

[Abbildung verdndert nach Cela ef al., 2022; Cancino et al., 2014]

Interagiert im Golgi ein Ligand mit einem KDELR, erfolgt eine Aktivierung der G-Protein-
Untereinheit Goag/11 und Src, was zur Initiation von verstédrkten intra-Golgi- und post-Golgi-
Transportprozessen flihrt. Diese Initiierung basiert auf der Aktivierung von Phospholipase C
(PLC) und den daraufhin gebildeten ,,second messenger Molekiilen der Inositol-Familie
(IP3, Inositol-triphosphat) und Diacylglycerol (DAG) (Pulvirenti et al., 2008; Gianotta ef al.,
2012). Diese Signalkette rekrutiert Proteinkinase C (PKC) an Membranen und fiihrt
letztendlich zu einer lokalen Aktivierung von Src-Kinasen. Nachfolgende Prozesse werden

nun durch Aktivierung von cAMP-abhingigen Transkriptionsfaktoren kontrolliert, welche die
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Expression transportassoziierter Gene aktivieren und so den Membranstrom feinjustieren (De
Matteis et al., 1993).

KDELRs sind des Weiteren durch Kopplung an Gas dazu in der Lage, modulativ durch die
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) in anterograde Transportprozesse einzugreifen. Durch
Ligandenbindung an KDELRs wird, iiber den GDP/GTP- ,Switch® an Goas und die
darauffolgende Aktivierung der Adenylylzyklase 9 (AC9) ein Phosphodiesterase- (PDE7A1)
und cAMP-abhdngiger Signalweg initiiert. Dies fiihrt zur Aktivierung der PKA und u.a. des
Transkriptionsfaktors CREB1, was wiederum zu verstiarkten Golgi-ER-Transportprozessen
fiihrt. So wird durch die Transkriptionskontrolle in den retrograden Proteintransport
eingegriffen und zur homoostatischen Regulation der Transportfliisse beigetragen (Martin et
al., 2000; Cancino et al., 2014). Interessanterweise konnte zusétzlich auch die
aullergewohnliche Interaktion mit dem monomeren G-Protein GaO gezeigt werden, welches
mit Rabl- sowie Rab3-assoziierten Transportvorgdngen vom Golgi zur PM in Verbindung
steht. Durch die Fahigkeit der KDELRs, Transportprozesse sowohl in antero- als auch
retrograder Richtung zu modulieren, tragen sie als feinjustierender ,, Traffic*-Sensor dazu bei,

eine Uberlastung des Golgi-Apparates zu verhindern (Pulvirenti et al., 2008; Sallese et al.,

2009).

1.3. KDEL-Rezeptoren und ER-Stress

Unter ER-Stressbedingungen, die etwa zur Auslosung der ,,unfolded protein response® (UPR)
fiihren, miissen MaBnahmen ergriffen werden, um die zellulire Homdostase
aufrechtzuerhalten, wobei gerade KDELRs durch ihre Retentionsfdhigkeit von Chaperonen
pradestiniert sind, solche Szenarien auszubalancieren (Wires et al., 2021; Trychta et al., 2018;
Dossat et al., 2024). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass KDELR2 und KDELR3
hierbei eine spezielle adaptive Rolle einzunehmen scheinen, da sie durch Aktivierung der
UPR vermehrt exprimiert werden. Die Expression wird mutmaBlich iiber den UPR-regulierten
Transkriptionsfaktor XBP1 (,,x-box binding protein 1¢) aktiviert, fiir den die Gensequenzen
von KDELR2 und KDELR3 vermehrt Bindestellen in der Promotorregion aufzeigen (Trychta
et al., 2018). In Hamsterzellen (CHO, ,,chinese hamster ovary*) konnte hingegen eine erhdhte
Expressionsrate von KDELR1 nach Thapsigargin-induziertem ER-Stress beobachtet werden,
was die Komplexitidt und zellspezifische Variabilitdit der KDELR-Expression verdeutlicht
(Samy et al., 2020).

Dariiber hinaus sind KDELRs in der Lage, unter Stressbedingungen regulativ in

Autophagieprozesse einzugreifen, einem Mechanismus, der eng mit der UPR verkniipft ist (Qi
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& Chen, 2019; Tapia et al., 2019; Tapia et al., 2023). Hierbei werden zytosolische
Bestandteile in Autophagosomen eingeschlossen und anschliefend mit dem Lysosom zur
Degradierung verschmolzen. Im Zusammenhang damit konnte ein eigener KDELRI-
induzierter Mechanismus namens TIDeRS (,traffic-induced degradation response for
secretion®) aufgeklart werden, welcher molekulare Bestandteile der
Membrantransportmaschinerie  und  Umstrukturierungen des  Zytoskeletts  sowie
autophagozytire Prozesse umfasst. Das Ziel dabei ist es, Membranfluss und Proteinsekretion
durch ,,lipid-droplet-turnover* und Lysosom-Repositionierung aufrechtzuerhalten, sodass sich
Zellen in ausreichendem Mal} von schddigenden Proteinen entgiften konnen. Die Initiierung
autophagozytérer Prozesse erfolgt hierbei KDELR-abhingig iiber PKA-Signalwege oder
MAP-Kinasen. Im Speziellen sind hier auch die ,,dual activity mitogen-activated protein
kinase 1*“ (MEK1) und ,,extracellular signal-regulated kinases* (ERKs) beteiligt (Tapia et al.,
2019; Wang et al., 2011; Tapia et al., 2023). Abgesehen davon sind KDELRs auch noch in
weitere Prozesse wihrend der Stressantwort involviert: Durch eine ligandenabhingige
Aktivierung von KDELR1 im cis-Golgi werden p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (p38
MAPKSs) und ,,c-Jun amino-terminal kinases* (JNKs) aktiviert, wodurch modulativ und
regulierend in MAPK-abhéngige Signalwege der ER-Stressantwort eingegriffen werden kann
(Yamamoto et al., 2003; Xie et al., 2022).

1.4. Lokalisation von KDELRSs

Die intrazelluldre Verteilung der KDELRSs ist aufgrund des Retentionskreislaufes zu einem
gewissen Grad autoreguliert und fokussiert sich somit hauptsdchlich auf die Membranen des
ER, ERGIC (,,ER-Golgi intermediate compartment*) und Golgi, wihrend die Anzahl der
Rezeptoren in Richtung frans-Golgi und Zellperipherie deutlich geringer wird (Griffiths et al.,
1994). Die Lokalisation ist dynamisch und kann durch vermehrte Interaktion mit Liganden
zum ER hin verschoben werden, wobei dieser Effekt ebenfalls durch eine
iiberexpressionsbedingte Autoaktivierung hervorgerufen werden kann (Hsu et al., 1992;
Pulvirenti et al., 2008).

Neue Studien legen nahe, dass die KDELR-Interaktionspartner Prohibitin (PHB) und ,,acyl-
CoA binding domain-containing 3“ (ACBD3) regulierende Bestandteile der KDELR-
Signalwege darstellen, welche sich letztendlich auf die KDELR-Lokalisation auswirken
(Giannotta et al., 2015; Yue et al., 2021). PHB interagiert direkt mit KDELRs und stellt so
einen notwendigen Faktor der Src-Aktivierung dar. Durch eine PHB-Deletion verringert sich

die cis-Golgi-Lokalisation von KDELRs und die damit einhergehende Initiierung
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anterograder Transportprozesse (Gianotta et al., 2015). ACBD3 scheint hingegen eine
negative Regulierung des retrograden Transportwegs auszuiiben, indem es lokal die PKA-
Aktivitdt verringert und so eine Aktivierung von Apo-Rezeptoren verhindert (Yue et al.,
2021; Jia et al., 2023).

Interessanterweise sind HDELRs bzw. KDELRs auch in geringen Mengen im endosomalen
Kompartiment und an der Zelloberfliche in Hefen und Sdugerzellen nachweisbar, wo sie in
der Lage sind, externe Proteine zu internalisieren und den retrograden Transport in das
Zellinnere zu vermitteln (Becker et al., 2016a; Becker et al., 2016b; Henderson et al., 2013;
Tan et al., 2023; Bartels et al., 2019; Jia et al., 2021). Erste Vermutungen deuten hier darauf
hin, dass eine Uberexpression der Rezeptoren sowie das Vorhandensein von Liganden im
extrazelluliren Bereich zu einer verstirkten Verschiebung der Lokalisation in Richtung
Zellperipherie bzw. Plasmamembran fiihrt (Becker et al., 2016b; Henderson et al., 2013; Jia
et al., 2021). Schon lange ist die Existenz von extrazelluliren Proteinen mit einer KDEL-
Bindesequenz am C-Terminus bekannt, wobei hier insbesondere einige Vertreter der A/B-
Toxine, im Speziellen Pseudomonas-Exotoxin A, Cholera Toxin und das Killertoxin K28,
von groflem Interesse sind. Diese parasitieren den retrograden Transportweg durch Interaktion
threr B-Untereinheit mit den H/KDEL-Rezeptoren auf Ebene der Plasmamembran und {iben
anschlieend im Zellinneren ihre toxische Wirkung aus (Eisfeld et al., 2000; Jackson et al.,
1999; Lencer et al., 1995). Vor allem bei K28 konnte nachgewiesen werden, dass hierbei
HDEL-Rezeptoren nicht nur den retrograden Transport zwischen Golgi und ER durchfiihren,
sondern auch auf Ebene der Plasmamembran die initiale Toxinbindung iiber dessen B-
Untereinheit katalysieren (Eisfeld ef al., 2000; Becker ef al., 2016a).

Durch den Nachweis einer Interaktion von KDELRs mit dem neuroprotektiven Protein
MANF (,,mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor*) konnten weitere Hinweise
auf eine Oberflichenlokalisation und damit verbundene Funktionen von KDELRs in
Saugerzellen entdeckt werden (Petrova et al., 2003; Henderson et al., 2013). Unter ER-
Stressbedingungen in neuronalen SH-SYS5Y-Zellen kommt es zu einer verstirkten MANF-
Sekretion in den Extrazellularraum, woraufhin oberflichenlokalisierte KDELRs dieses iiber
die C-terminale RTDL-Sequenz binden und reinternalisieren kdnnen (Oh-Hashi et al., 2012;
Henderson et al., 2013). Studien in humanen und murinen Kardiomyozyten konnten zudem
zeigen, dass KDELRs als CDNF-Rezeptoren (,,cerebral dopamine neurotrophic factor®) auf
Ebene der PM fungieren konnten und iiber eine damit assoziierte Aktivierung des PI3K-AKT-
Signalweges zudem eine kardioprotektive Wirkung aufweisen (Maciel et al., 2021). Weitere

Studien geben Hinweise auf eine Internalisierung sezernierter KDELR-Liganden: Colligin
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(Hsp47) wird durch seine C-terminale RDEL-Sequenz insbesondere von KDELR2 im ER
zurlickgehalten und unterstiitzt dort die Faltung von Kollagen-Vorlduferproteinen (van Dijk et
al., 2020; Efthymiou et al., 2021). Eine externe Applikation dieses Chaperons fiihrte zur
KDELR-abhingigen Aufnahme an der Zelloberfliche und zum retrograden Transport in das
ER (Khan et al., 2019, retracted 2023). Dies konnte wiederum ein Hinweis auf eine
Sensortitigkeit der KDELRs fiir eigentlich ER-residente Proteine im Extrazellularraum sein,
aber ebenso ein niitzliches Recycling-Tool fiir fehlerhaft sezernierte Proteine darstellen.

Auf HeLa-Zellen konnten ,,hot spots* eines gezielten KDELR-Transports zur Zelloberflache
detektiert werden, was auf eine dynamische Interaktion mit anderen Zelloberflachenproteinen
hindeuten konnte, zumindest aber Bereiche mit verstirktem KDELR-Transport
bzw. -Recycling aufzeigt (Becker ef al., 2016b). Die Konzentration von KDEL-Rezeptoren an
der Zelloberfldche scheint unter anderem durch die Aktivitdt der GTPase Rab4a und zudem
durch das ,,Scaffold Protein® ACBD3 (,,acyl-CoA binding containing protein 3*) kontrolliert
zu werden (Tan et al., 2023). Die Internalisierungsdynamik von KDELRs besteht in einer
initialen Bildung von Clustern, die durch Interaktion mit extrazelluliren KDELR-Liganden
ausgelost wird und im weiteren Verlauf unter Beteiligung der Clathrin-vermittelten
Endozytosemaschinerie ablduft (Becker et al., 2016b; Jia et al., 2021). Erste Hinweise auf die
Transportrouten fiir internalisierte KDELRs finden sich in HeLa- und MCF7-Zellen, wo
neueste Studien tiefere Einblicke in den Riicktransport von KDELRI1 aufzeigen. Endozytierte
KDELRI1 werden {iiber gezielte Transportrouten retrograd innerhalb von 30 min bis zum cis-
Golgi/TGN (trans-Golgi Netzwerk) transportiert und wahrscheinlich teilweise direkt an die
PM rezykliert oder zunidchst Rab11/14 vermittelt in endosomale Kompartimente {iberfiihrt
(Jia et al., 2021).

1.4. KDELR-assoziierte Erkrankungen
Die Rolle der KDELRs als Regulatoren und Mediatoren des zentralen Membranflusses sowie
ihre Beteiligung an der ER-Qualitdtssicherung machen sie zu Knotenpunkten in der zelluldren
Homoostase. Diese umfassenden Funktionen fungieren allerdings auch als potenzieller
Ausgangspunkt fiir Fehlregulationen und kd&nnen somit physiologische Dysfunktionen
hervorrufen. Damit einher geht aber ein ebenso umfangreiches Potential zur Behandlung
diverser Erkrankungen. Das KDELR-assoziierte Krankheitsfeld ist sehr breit gefachert und
die direkten Zusammenhédnge beziiglich der Rezeptoren sind oftmals noch unbekannt. Im
Speziellen sind hierbei bspw. Krebserkrankungen zu betrachten, welche oftmals mit der

Uberexpression einer Vielzahl von Proteinen einhergehen. Diese erhdhten Stressbedingungen
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fiihren auch zu einer verstdrkten Aktivierung von KDELRs und folglich zu einer Aktivierung
bzw. Fehlregulierung der assoziierten Signalwege (Trychta et al., 2018; Tapia et al., 2019;
Mao et al. 2020; Liao et al, 2019; Marie et al., 2020). Aktinreiche Ausldufer der
Plasmamembran (Fokalkontakte oder auch ,,focal adhesions®) sind eng mit invasivem Krebs
assoziiert, sodass in priinvasiven Zellen oftmals eine erhohte Expression der ,,focal adhesion
kinase” (FAK) festgestellt werden kann (Maziveyi & Alahari, 2017). Interessanterweise
konnte in diesem Zusammenhang auch eine direkte KDELR1-abhiangige Rekrutierung und
Phosphorylierung von FAK beschrieben werden (Ruggiero et al., 2017). KDELR1 und
KDELR2 koénnen durch ihre ,,Src family kinases® (SFK) - aktivierende Funktion und die
damit verbundene erhohte Aktivitdit von Matrixmetalloproteasen die Ausbildung von
Invadopodien begiinstigen und so eine elementare Beteiligung bei der invasiven
Karzinogenese darstellen (Ruggiero et al., 2015; Artym et al., 2006; Bowden ef al., 2000).

Die universelle Beteiligung von KDELRs als Interaktionspartner von Chaperonen bzw.
protektiven Proteinen machen sie zu einem duBerst wichtigen Bestandteil des intrazelluldren
Proteingefiiges. Ist die Integritdt dieser Funktionalitit etwa durch Mutationen verdndert,
konnen vielféltige negative zelluldre Effekte oder Einschrankungen der Gesundheit des
Gesamtorganismus beobachtet werden. So scheint sich eine nicht native KDELR1-Funktion
auf immunologische Prozesse auszuwirken, da eine verringerte virusspezifische Antwort
sowie eine generelle Immundefizienz beziiglich angeborener wie auch adaptiver
Immunreaktionen beobachtet werden konnte (Siggs et al., 2015; Bainter et al., 2021).
Insbesondere die Reduktion der T-Zell-Homdgostase sowie eine verminderte TCR-Expression
sind deutliche negative Effekte einer KDELRI-Mutation (Siggs et al, 2015). In
Mausmodellen konnten nach KDELR-Mutation (D193N) vermehrt Fibrosen ebenso wie eine
erhohte Expression des proapoptotischen Faktors CHOP (,,C/EBP-homologous protein®) und
damit einhergehend eine verstirkte Sensitivitit des myokardialen Gewebes gegeniiber Stress
beobachtet werden. Neben einer Akkumulation von fehlgefalteten Proteinaggregaten leiden
diese Mause auch unter einer vergroBBerten ventrikuliren Herzkammer mit verschlechterter
Fahigkeit zur Muskelkontraktion sowie Atmungsproblemen und generellen Einschrinkungen
der Beweglichkeit (Hamada et al., 2004). Auch eine nicht native KDELR2-Funktion zeigte
Auswirkungen abseits der klassischen Retentionsfunktionen. So konnte in neueren Studien die
Beteiligung von KDELR2 bei der Kollagenbildung und -sekretion festgestellt werden, was
sich unmittelbar auf Knochenstrukturen auswirkt und mit Osteogenesis Imperfecta assoziiert

ist (van Dijk et al., 2020; Efthymiou et al., 2021).
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Die Proteine MANF sowie PHB gelten als Protektoren gegeniiber Diabetes, sodass
Interaktionen dieser Proteine mit den KDELRs einen interessanten Ansatz flir zukiinftige
Therapien oder die Pravention der Krankheit darstellen konnten (Ande et al., 2016; Danilova
& Lindahl, 2018; Altenhofen et al.,, 2023). Diabetes-Erkrankungen sind mit einer
iberméfBigen Aktivierung von Src-Kinasen assoziiert, weshalb {iber eine verstirkte
Aktivierung dieser Kinasen durch KDELR und PHB spekuliert wird (Wires et al., 2021). Eine
Uberexpression von KDEL-Rezeptoren bzw deren vermehrte Aktivierung kann mit einer
Vielzahl von pathologischen Zustinden, wie z.B. der Tumorprogression und der
Metastasierung von Karzinomen, in Verbindung gebracht werden (Levin et al., 2020; Cela et
al., 2022; Wei et al., 2021; Bajaj et al., 2020; Zhang et al., 2021; Ma et al., 2023; Li et al.,
2024).

In den meisten Féllen deutet die verstirkte KDELR-Expression unter Krankheitsbedingungen
aber auf eine unterstiitzende Wirkung der Rezeptoren hin und bietet eine Grundlage fiir
therapeutische Ansdtze. Eine Reihe neurodegenerativer Krankheiten, darunter etwa Parkinson
oder Huntington, sind mit Proteinaggregaten und ER-Stress assoziiert (Jin et al., 2017; Wang
et al.,2011; Xiang et al., 2017; Hetz & Saxena, 2017; Tapia et al., 2023). Dies fiihrt zu einer
dauerhaften Aktivierung der UPR und somit zu einer gesteigerten Expression von KDELR2
und KDELR3 (Trychta et al., 2018). Durch die erhohte KDELR-Menge und die damit
verbundene Aktivierung von autophagozytdren Prozessen konnen KDELRs die betroffenen
Zellen bei der ,,clearance™ von Proteinaggregaten unterstiitzen (Wang et al., 2011). Auch bei
ischdmischen Zustinden nach Herzinfarkt bzw. Schlaganfall konnte beobachtet werden, dass
die Expressionsrate der KDELRs und deren Lokalisation verdndert vorliegt, was eine
Involvierung dieser Proteine bei der Bewéltigung von oxidativem Stress nahelegt (Lukovic et
al., 2019; Hamada et al., 2004; Xie et al., 2022; Dossat et al., 2024). Eine durch
CRISPR/Cas9 durchgefiihrte Deletion von KDELR1 in HAPI1-Zellen zeigte zudem
umfassende Auswirkungen auf das gesamte zelluldre Transkriptom, mit den grofiten
Veranderungen in Bereichen der Zellentwicklung und Organisation, aber auch bei Genen,
welche die Extrazellulire Matrix betreffen. Die untersuchten Zellen zeigten sich in ihrer
Adhésionsfahigkeit eingeschrinkt und es konnte eine erhohte ER-Stressanfilligkeit
nachgewiesen werden (Blum et al., 2019). Die vielfiltigen regulatorischen Funktionen der
KDELRs, in Kombination mit der groen Anzahl an medizinisch relevanten
Anwendungsgebieten, machen diese Rezeptoren zu einem besonders interessanten
Gegenstand der Forschung, welcher in Zukunft mit Sicherheit eine bedeutende Rolle

einnehmen wird.
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Ziele der Arbeit

Die Lokalisation von KDEL-Rezeptoren an der Zelloberfliche stellt ein interessantes
Phidnomen dar, welches bislang nur unzureichend erforscht ist. Dabei ist vor allem die
Funktion dieser hauptsidchlich im ERGIC agierenden Proteine immer stirker in den Fokus
aktueller Studien geriickt. So gibt es bereits seit langerem deutliche Hinweise auf Funktionen
der Rezeptoren an der Zelloberflache von Hefen, aber auch von Sdugerzellen.

Ein erster Eindruck tiber die Oberflichendynamik von KDELRs in HeLa-Zellen konnte in
einem ,, Trafficking*“-Modell gewonnen werden. Hierbei zeigten sich ein dynamisches Cluster-
Verhalten von PM-lokalisierten KDELRs nach Interaktion mit externen Liganden und erste
Hinweise auf einen gezielten Transport von KDELRs zu ,,hot spots® der Plasmamembran

(Becker et al., 2016b).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten weitere Details dieses duBerst dynamischen Mechanismus
entschliisselt werden, wobei die Untersuchung auf verschiedene, speziesiibergreifende
Zelltypen ausgeweitet werden sollte. Die experimentell ermittelten Daten sollten mit der
Unterstiitzung von Monte-Carlo-Simulationen die Grundlage fiir ein ,,Receptor Cycling*-
Modell bilden, welches die Endozytose- und Recyclingraten von KDELRs mit dem
beobachteten Clusterphdnomen in Zusammenhang bringt. Die Durchfiihrung dieser
Experimente sollte durch Echtzeit-Dokumentation des Clusterprozesses in einem ,,Live Cell
Imaging®-Setup in Kombination mit einem fluoreszierenden Modellliganden auf Basis einer
modifizierten Variante des A/B-Toxins Rizin erfolgen. Des Weiteren sollten die
Auswirkungen eines genomischen Knockouts einzelner KDELR-Subtypen auf das
Clusteringverhalten der Zellen und insbesondere eventuelle Kompensationsmechanismen
unter Stressbedingungen untersucht werden. Weiterhin fungierte eine grundlegende Analyse
eines bislang nicht verdffentlichten KDELR-Interaktoms (Becker, personliche Mitteilung) in
dieser Arbeit als Basis zur Auswahl potenzieller Interaktionspartner. Einen experimentellen
Orientierungspunkt fiir zukiinftige Forschungen beziiglich des Rezeptor-Interaktoms sollte die
Herstellung stabil transfizierter Sdugerzellen darstellen, welche eine genauere Bestimmung
der intrazelluldren Lokalisation sowie eine Detektion der KDELRs auf der Zelloberfldche
erlauben. Abschliefend sollten insbesondere Proteine der zentral am Transport beteiligten
Rab-Familie ndher untersucht und auf ihre potenzielle Interaktion mit allen drei KDELR-
Paralogen iiberpriift werden. Mithilfe einer hochauflésenden konfokalen Laser Scanning
Mikroskopie sollten schliefSlich Einblicke in die Lokalisation und die Interaktion von

KDELRSs mit transportassoziierten Proteinen gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Organismen

2.1.1.

Bakterien

In Tabelle 1 sind alle verwendeten Bakterienstimme aufgefiihrt.

Tabelle 1: Escherichia coli (E. coli) Stimme mit Beschreibungen des Genotyps sowie Herkunft.

Sli.aflll)II:l Genotyp Herkunft
TOP 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAMI15 AlacX74 recAl Tnvitrogen
deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
F'lacqg Tnl0 (Tetr)- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15
TOP 10 F’ AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara- leu)7697 galU galK rpsL Invitrogen
(StrR)endAl nup
NovaBlue | endAl hsdR17 (rK12-mKI12+)supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Novazen
Singles F *proA+B+ laclg ZAM15::Tn 10+ (TetR)
DH5-0. F ®80[acZéM 1 5+ A(ZacZYA-argF)ﬁU 169 recAl endAl hsdR17 Pharmacia
(rK", mK") phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relAl
BL21 F" ompT gal dem lon hsdSB(rBmB-) M(DE3 [/acl lacUV5-T7 gene Biomol
(DE3) 1 ind1 sam] ninS))
2.1.2. Hefen

In Tabelle 2 sind alle verwendeten Hefestdmme aufgefiihrt.

Tabelle 2: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) Stimme mit Beschreibungen des Genotyps sowie

Herkunft.
Hefestamm Genotyp Herkunft
BY4742 MATa his3A41 leu2A0 lys2A0 ura340 Open Biosystems
VAL MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3- 52 TRPI (siﬂii'ni?h?n?
erd2-Nco mit Plasmid pYA12 (2u URA3 ADE3 SECI12) 199())@ at
2.1.3. Séugerzellen
In Tabelle 3 sind alle verwendeten Saugerzelllinien aufgefiihrt.
Tabelle 3: Séugerzelllinien mit Beschreibungen des Genotyps sowie Herkunft.
Zelllinie Eigenschaften Herkunft
. . . AG Prof.
HelLa Human, Epithelzellen, Zervixkarzinom
Walter
HEK293T Human, Epithelzellen, embryonale Nieren AG Prof. R.
Zimmermann
THP1 Human, Monozyten, gewonnen aus einem Leukdmie ATCC®
(ALM) - Patienten (TIB-202)
A Prof. del
MEF Murin, Fibroblasten, embryonal Campo, INM
. . Prof. del
L929 Murin, Fibroblasten, subkutanes Bindegewebe Chimze, N0
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ATTC®

SH-SY5Y Human, Epithelzellen, Neuroblastom (CRL-
2266TM)
Human, Fibroblasten-ahnlich, gewonnen aus der Zellinie .
HAP1 KBM.-7, haploid Horizon
HAP1 HAP1-Zellen mit Stopp-Codon im KDELR1-Exon 2
KDELR1-KO durch CRISPR/Cas9-KO-Technologie erzeugte ,, T*- Horizon
Insertion
HAP1 HAP1-Zellen mit Stopp-Codon im KDELR2-Exon 2
KDELR2-KO durch CRISPR/Cas9-KO-Technologie erzeugte ,,C*- Horizon
Insertion
1C21 Murin, Peritoneale Makrophagen, gewonnen aus ATCC®
SV40 transformierten C57BL/6 Makrophagen (TIB-189TM)
RAWBIue Murin, Makrol‘)‘h.agen,. Abelson murine leukemia e
virus“-induzierte Tumorzellen
Basierend auf HEK293, erlauben den Einbau von Flp- Thermo
Flp-In"™ T-REx™ In™ Expressionsvektoren in eine FRT-Stelle an einem Fisher
HEK293 transkriptionsaktiven Genomlocus, Genexpression unter S
. Scientific
Tetrazyclin-Promotor
Flo-In™ T_REx™ Flp-In"" T-REx"* HEK293
p HEK293- Mit stabiler Integration einer Diese Arbeit
ERD?. 1°7HAS8 KDELR1-Variante mit HA-Tag Insertion an Position
) 87/88
Flo ™ T_REx™ Flp-In™ T-REx " HEK293
p HEK293- Mit stabiler Integration einer Diese Arbeit
ERD2 2°7HASS KDELR2-Variante mit HA-Tag Insertion an Position
' 87/88
Flo o™ T.REx™ Flp-In"™ T-REx"" HEK293
p HEK293- Mit stabiler Integration einer Diese Arbeit
ERD?. 3¢7HASS KDELR3-Variante mit HA-Tag Insertion an Position
) 87/88
Flp-In™ T-REx™ Flp-In"™ T-REx"™ HEK293 Dissertation
HEK293- Mit stabiler Integration einer mCherry Rammo. 2017
ERD2.1-mCherry markierten KDELR1-Variante ’
Flp-In™ T-REx™ Flp-In™ T-REx™ HEK293
HEK?293- Mit stabiler Integration einer mCherry Diese Arbeit
ERD2.2-mCherry markierten KDELR2-Variante
Flp-In"™ T-REx"™ Flp-In"" T-REx"™ HEK293
HEK?293- Mit stabiler Integration einer N-terminal HA-markierten Diese Arbeit
HA-Li-ERD2.1 und mit GGGS-Linker verkniipften KDELR1-Variante
Flp-In"™ T-REx "™ Flp-In'" T-REx "™ HEK293
HEK293- Mit stabiler Integration einer N-terminal HA-markierten | Diese Arbeit
HA-Li-ERD2.2 und mit GGGS-Linker verkniipften KDELR2-Variante
Flp-In"™ T-REx " Flp-In"" T-REx"" HEK293
HEK?293- Mit stabiler Integration einer N-terminal HA-markierten Diese Arbeit
HA-Li-ERD2.3 und mit GGGS-Linker verkniipften KDELR3-Variante
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2.2. Kultivierung
Die Medien zur Kultivierung von Bakterien und Hefen wurden grundsétzlich mit HyOgeg.

angesetzt und autoklaviert, sofern nicht anders angegeben.

2.2.1. Medien fur Bakterien

LB-Medium
Trypton 1,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %
(Agar fiir Platten 1,5 %)
Ampicillin-Stamml&sung
Ampicillin 50 mg/ml
Ethanol 50 %

Kanamycin-Stammldsung

Kanamycin 25 mg/ml

Die Antibiotikaldsungen wurden steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

Die Kultivierung in Fliissigmedium erfolgte im Schiittelinkubator ,,Multitron* (Infors) bei
37°C und 220 rpm. Zuvor transformierten Bakterienkulturen wurde entsprechendes
Antibiotikum (100 pg/ml  Ampicillin  bzw. 25 ug/ml Kanamycin) zum Erhalt des
Selektionsdruckes zugegeben. Agarplatten wurden hierfiir mit 40 pl der Antibiotikumlésung
und 160 pl Wasser supplementiert. Beimpfte Agarplatten wurden bei 37 °C inkubiert.

2.2.2. Medien fur Hefen

YPD-Medium
Glukose 2,0 %
Pepton 2,0 %
Hefeextrakt 1,0 %

Drop/out (d/0)-Medien

Losung A:
Glukose / Galaktose 2,0%/3,0%
(Agar 1,5 %)
Losung B:
Ammoniumsulfat 0,5 %
d/o-Mix 0,087 %
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10x “drop/out”-Mix

Adenin 25¢g
Arginin 12¢g
Aspartat 6,0g
Glutamat 6,0¢g
Histidin 12g
Leucin 36¢g
Lysin 1,8 ¢
Methionin 12¢g
Phenylalanin 30g
Serin 225¢
Threonin 12,0 g
Tyrosin 1.8¢g
Tryptophan 12¢g
Valin 90¢g
Uracil 12¢g

Zur Herstellung des 10x ,,drop/out“-Mix wurden zur Selektion bendtigte Aminoséuren nicht

hinzugegeben.

Losung C:

YNB 0,17 %

Losungen A und B wurden getrennt autoklaviert und Losung C steril filtiert.

Die Kultivierung in Fliissigmedien erfolgte im Schiittelinkubator bei 30 °C und 220 rpm.
Beimpfte Agarplatten wurden im Brutschrank ebenfalls bei 30 °C inkubiert.

2.2.3. Medien fiir Sdugerzellen
Zellkulturmedien

DMEM / IMDM / RPMI 1640

FKS 10 %

Antibiotikum

Die Ansitze der Medien wurden im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
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In Tabelle 4 sind die verwendeten Sdugerzelllinien in Verbindung mit ihren Medien

aufgefiihrt.

Tabelle 4: Sdugerzelllinien und deren Medien sowie Hersteller.

Zelllinie Medium Hersteller
Hela, HEK293, MEF, 1.929, . ;
SH-SYSY, RAWBIue DMEM Sigma-Aldrich
HAP1 IMDM Gibco
IC-21, THP1 RPMI 1640 Sigma-Aldrich

In Tabelle 5 sind die verwendeten Sédugerzelllinien in Verbindung mit den verwendeten

Antibiotika, deren Konzentration sowie deren Funktion aufgelistet.

Tabelle 5: Sdugerzelllinien und die verwendeten Antibiotika inklusive Konzentration und deren
Funktion sowie Hersteller.

Zelllinie Antibiotikum | Konzentration Funktion Hersteller
Alle Penicillin/ o :
: 1% Kontaminationschutz Sigma
(auBer Makrophagen) | Streptomycin
Normocin™ 100 pg/ml Kontaminationschutz, )
RAWBIlue ™ _ Invivogen
Zeocin 200 pg/ml Selektion
Flp-In"™ T-REx™ o _ .
: Zeocin 200 pg/ml Selektion Invivogen
(untransfiziert)
Flp-In'" T-REx"™ Hygromycin _ )
. 200 pg/ml Selektion Invivogen
(transfiziert) B Gold
Flp-In™ T-REx™ ' ' .
Tetrazyklin 1 pg/ml Induktion AppliChem
(transfiziert)

Saugerzellen wurden entsprechend der Herstellerangaben in ,,Dulbecco’s Modified Eagle
Medium* (DMEM), ,.,Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium* (IMDM) oder ,,Roswell Park
Memorial Institute 1640 Medium* (RPMI 1640) kultiviert. Hierfiir wurde das Medium mit
hitzeinaktiviertem 10 % fotalem Kaélberserum (FKS) wversetzt. Unter Standard-
Kultivierungsbedingungen wurde grundsitzlich Phenolrot als pH-Indikator verwendet und
zum Reinerhalt der Zelllinie Penicillin/Streptomycin eingesetzt, mit Ausnahme der
Makrophagen-Zelllinien (THP1, RAWBIue, IC-21). Alle Medien und Puffer wurden vor
Verwendung im Wasserbad auf 37 °C temperiert, sofern nicht anders angegeben. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte je nach Zelllinie in beschichteten bzw. unbeschichteten
Zellkulturflaschen von Greiner bio-one unter 5 % CO; in feuchter Atmosphire bei 37 °C im

Brutschrank (HeraCell150, Thermo Scientific).
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2.2.4. Differenzierung von Makrophagen aus THP 1-Monozyten
Humane Makrophagen dienten in dieser Arbeit als Modellsystem fiir Immunzellen, welche im
Kontrast zu Gewebszellen wie HeLa oder HEK293 untersucht wurden. THP1-Monozyten
konnen in Anwesenheit von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) zu Makrophagen
differenziert werden. Hierfir wurden 3x10° THP1-Monozyten pro ml ausgesit und mit

30 ng/ml PMA in RPMI 1640-Medium kultiviert (Caras et al., 2011).

2.2.5. Passagieren von Sdugerzelllinien

Adhérente Sdugerzellen

Nach Erreichen der Zelllinienspezifischen Konfluenz wurde das Medium abgenommen und
die Zellen wurden mit 1x PBS (Merck) gewaschen. HEK293-abstammende Zelllinien wurden
aufgrund der schwachen Adhirenz nicht gewaschen, um Zellverluste zu vermeiden.
Nachfolgend wurden die Zellen durch flichendeckende Zugabe von 1x Trypsin/EDTA bei
37 °C bis zum Ablésen inkubiert. Ein erneutes Versetzen und Durchmischen der Zellen mit
FKS-haltigem Medium im Verhéltnis von 1:5 diente zum Stopp des Trypsin-induzierten
Verdaus. Makrophagen wurden durch eine 5-miniitige Inkubation mit 1x PBS auf das
Ablosen vorbereitet. Unter Verwendung eines Zellschabers wurden die Zellen mechanisch
abgelost und in Medium aufgenommen.

Nicht adhirente Sdugerzellen

Die Zelldichte von Suspensions-Zellkulturen wurde iiberpriift und bei Erreichen der
gewiinschten Zelldichte wurde das Medium durch Zentrifugation (300 x g, 5 min) entfernt.
Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen und die entsprechende Zellzahl entnommen.

Die ,,Split“-Raten erfolgten stets unter Beachtung der Zelllinienspezifischen Wachstumsraten.
2.2.6. Kryokulturen

2.2.6.1.  Einfrieren von Bakterien und Hefen
Kryokulturen von Bakterien und Hefen wurden in einer 1:1 Mischung aus einer frischen
Kultur und sterilem Glyzerin in Kryoréhrchen hergestellt und unmittelbar bei -80 °C

eingefroren und dauerhaft gelagert.

2.2.6.2.  Einfrieren von Sdugerzellen

Einfriermedium:
FKS 60 %
DMSO 20 %
DMEM/IMDM/RPMI 1640 20 %
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Kryokulturen von Sidugerzellen wurden erstellt, indem S&augerzelllinien nach ihren
spezifischen Eigenschaften (analog zum Passagieren) abgeldst wurden. Nach Bestimmung der
Zelldichte wurden die Zellen bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert und mit einer 1:1 Mischung
aus FEinfriermedium mit Zellkulturmedium versetzt, sodass final 2x10° Zellen pro 1,8 ml
aufgenommen wurden. Nach sanfter Resuspension wurden Kryoréhrchen zu je 1,8 ml befiillt
und kontrolliert bei maximal -1°C/min in einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox

(CryoSave™, Scienceware) auf -80 °C abgekiihlt. Die Lagerung erfolgte in fliissigem

Stickstoff.

2.2.6.3.  Auftauen von Sdugerzellen

Gefrorene Kryordhrchen wurden in einem 37 °C warmen Wasserbad vollstdndig aufgetaut
und unmittelbar in 4 °C kaltem Zellkulturmedium (Endvolumen 5 ml) aufgenommen. Nach 5-
miniitiger Zentrifugation (300 x g, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das
Zellpellet in 5ml des entsprechenden 37 °C warmen Mediums resuspendiert und in

Zellkulturflaschen ausgesit.
2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Plasmide
In Tabelle 6 sind alle verwendeten Plasmide aufgefiihrt.

Tabelle 6: Verwendete Plasmide mit Beschreibungen der Eigenschaften sowie Herkunft.

Plasmid Eigenschaften Herkunft
Erlaubt Klonierung eines 7ag-amplifizierten PCR-Produkts,
ESANE ! Amp®-Gen, Kan"-Gen, erméglicht Blau-WeiB-Selektion W
Amp"-Gen, URA3-Gen, erlaubt die Klonierung eines Tag-
pYES2.1/V5- s .. O .
His-TOPO amplifizierten PCR-Produkts, 2 ,,origin of replication®, Invitrogen
GALI- Promotor
RS315 CENG6, ARSH4, LEU2-Marker, ori, f1 origin, lacZ, Amp"- Sikorski &
p Gen Hieter, 1989
“shuttle”-Vektor mit “yeast centromer sequence”(CEN), Sikorski &
pRS316 “autonomously replicating sequence” (ARS), URA3- und .
R Hieter, 1989
Amp”-Gen
Plasmid zur Expression in Saugerzellen, Amp"-Gen, pUC .
pcDNA3.1 ori, CMV-Promotor Invitrogen
) Dissertation
pYES Erd2-V5 pYES mit V5-getaggtem ERD2-Gen Blum, 2018
pRS316 Erd2- . : : Dissertation
V5 pRS316 mit V5-getaggtem ERD2-Gen Blum, 2018
Expressionsvektor mit Kan"-Gen, T7-Tag Sequenz, His6-
pET-24a+ Tag, IPTG induzierbarem T7-Promotor Novagen
Expressionsvektor mit Kan"-Gen, T7-Tag Sequenz, His6- Dissertation
pET-24a+-RTA Tag, IPTG induzierbarem T7-Promotor sowie RTA
Becker, 2012
Sequenz
pET-24a+ Expressionsvektor mit Kan"-Gen, T7-Tag Dissertation
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RTAHDEL Sequenz, His6-Tag, IPTG induzierbarem Becker, 2012
T7-Promotor sowie RTA
Sequenz mit C-terminalem
HDEL-Motiv
pET-24a+ Expressionsvektor rm't Kan"-Gen, T7-Tag Sequpnz, His6- Dissertation
RTAKDEL Tag, IPTG 1nduz.16rbarem' T7-Promotor sowie RTA Becker. 2012
Sequenz mit C-terminalem KDEL-Motiv ’
Expressionsvektor mit Kan"-Gen, T7-Tag Sequenz, His6- . .
o GE?E?;};;WD Tag, IPTG induzierbarem T7-Promotor sowie eGFP Pl,)e 1slizta2tlooln >
markierter RTA®'7"P-Sequenz ’
pET-24a+ . . . . .
«GFP- T7-Tag Sequenz, His6-Tag, IPTG induzierbarem T7- Dissertation

RTA®7PHDEL

Promotor sowie eGFP markierter RTA"'””"HDEL-Sequenz

Becker, 2012

»shuttle®-Vektor mit ,,yeast centromere sequence* (CEN),

pRS315 Promotor PGal , ,,autonomously replicating sequence” Dissertation
Erd2.2mC (ARS), LEU2- und Amp®-Gen sowie mCherry getaggter Rammo, 2017
KDELR2-Sequenz
Expressionsvektor zur stabilen Integration von DNA mit
pcDN? (S)/FRT/ HygromycinR-Gen, Tetrazyklin-induzierbarem Invitrogen
CMV-Promotor, FRT-Stellen
Expressionsvektor zur stabilen Integration von DNA mit
pCDN? 8/FRT/ Hygromycin®-Gen, Tetrazyklin-induzierbarem Dissertation
Erd2. 1mC CMV-Promotor, FRT-Stellen und einer mCherry Rammo, 2017
) markierten KDELR1-Sequenz
Expressionsvektor zur stabilen Integration von DNA mit
pcDNA3.1 Hygromycin®-Gen, Tetrazyklin-induzierbarem Dissertation
Erd2.2mC CMV-Promotor, FRT-Stellen und einer mCherry Rammo, 2017
markierten KDELR2-Sequenz
pOG44 Saugerzellvektor, ccl):c};e_rltnt;ll\ldr Sd;]:tzgs Rekombinase® des Thermo-Fisher
pcDNA3.1-Vektor mit einer . .
Ef(g) ?ISI?IAlgg KDELR 1-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten giflielrtgg?g
' zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88 ’
pcDNAS/FRT/ pcDNAS5-Vektor mit einer
TO KDELR2-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten Diese Arbeit
Erd2.2 “HA® zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88
pcDNAS/FRT/ pcDNAS-Vektor mit einer
TO Erd2.3-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten Diese Arbeit
Erd2.3 HA® zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88
pCDN,? S/FRT/ pcDNAS5-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten und Diese Arbeit
HA-Li-Erd2.1 mit GGGC-Linker verkniipften KDELR1-Variante 1ese ATbel
pCDN,? (5)/FRT/ pcDNAS-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten und Diese Arbei
HA-Li-Erd2.2 mit GGGC-Linker verkniipften KDELR2-Variante 165€ eit
p CDN]/} (S)/FRT/ pcDNAS5-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten und Diese Arbeit
HA-Li-Erd2.3 mit GGGC-Linker verkniipften KDELR3-Variante 1es¢ “
eGPF C1-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
EGFP-Rabl zur Expression von eGFP-Rabla unter Kontrolle des Addgene
CMV-Promotors
eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
EGFP-Rab3a zur Expression von eGFP-Rab3a unter Kontrolle des Addgene

CMV-Promotors
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EGFP-Rab4

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab4a unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

GFP-Rab5

pAcGFP1-C1-basierter Saugervektor mit Kan"- und Neo"-
Gen, zur Expression von eGFP-Rab5b unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab6

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab6a unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

GFP-Rab7

pAcGFP1-C1-basierter Saugervektor mit Kan"- und Neo"-
Gen, zur Expression von eGFP-HA-Rab7a unter Kontrolle
des CMV-Promotors

Addgene

GFP-Rab7 DN

pEGFP-C1-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-
Gen, zur Expression einer nicht funktionellen eGFP-HA-
Rab7T22N-Variante unter Kontrolle des CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab8

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-HA-Rab8a unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab10

eGPF Cl-basierter Saugervektor mit Kan"- und Neo®-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab10 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rabl1

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab11a unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

GFP-Rab11 DN

p-EGFP-C1-basierter Siugervektor mit Kan'- und Neo"-
Gen, zur Expression einer nicht funktionellen eGFP-HA-
Rab11aS25N-Variante unter Kontrolle des CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rabl14

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab14 unter Kontrolle
Promotors

Addgene

EGFP-Rab18

eGPF Cl-basierter Saugervektor mit Kan"- und Neo®-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab18 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab21

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo"-Gen,
zur Expression von eGFP-Rab21 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab22

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo" -Gen,
zur Expression von eGFP-Rab22a unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab31

eGPF Cl-basierter Siaugervektor mit Kan"- und Neo" -Gen,
zur Expression von eGFP-Rab31 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab32

eGPF C1-basierter Saugervektor mit Kan"- und Neo" -Gen,
zur Expression von eGFP-Rab32 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

EGFP-Rab35

eGPF Cl-basierter Siugervektor mit Kan"- und Neo® -Gen,
zur Expression von eGFP-Rab35 unter Kontrolle des
CMV-Promotors

Addgene

pESC-LEU

“shuttle”-Vektor mit 21 “origin of replication”, LEU2- und
Amp®-Gen, GAL1- oder GAL10-Promotor

Stratagene

pESC-LEU
Erd2

pESC-LEU-Vektor mit wildtypischer Sequenz des HDEL-
Rezeptors

Dissertation
Dausend, 2010

pESC-LEU
ERD2AC

pESC-LEU-Vektor mit einer um 39 bp C-terminal
verkiirzten, nicht funktioneller HDELR-Variante

Dissertation
Dausend, 2010
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ESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer
EIr) 2.1 THAS KDELRI1-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten Diese Arbeit
) zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88
ESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer
Err) 2.2 STHAS KDELR2-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten Diese Arbeit
’ zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88
ESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer
EIr) 1.3 STHAS KDELR3-Variante mit HA-Tag-Insertion im zweiten Diese Arbeit
' zytoplasmatischen Loop zwischen Position 87 und 88
pESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten Diese Arbeit
HA-Li-Erd2.1 und mit GGGC-Linker verkniipften KDELR 1-Variante
pESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten Diese Arbeit
HA-Li-Erd2.2 und mit GGGC-Linker verkniipften KDELR2-Variante
pESC-LEU pESC-LEU-Vektor mit einer N-terminal HA-markierten Diese Arbeit
HA-Li-Erd2.3 und mit GGGC-Linker verkniipften KDELR3-Variante

2.3.2. Oligonukleotide
In Tabelle 7 sind alle zur RT-qPCR verwendeten Oligonukleotide aufgefiihrt. Diese wurden
von Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 7: Verwendete Primer mit Sequenz und Beschreibung des Amplifikats.

Primer 5" - 3" Sequenz Amplifikat Herkunft
5'qPCR- CACAGCCATTCTGGCGTTC | Humaner KDELR1, Exon Dissertation
KDELR1 CTG 3,4, qPCR Blum, 2018
3'qPCR- CCATGAACAGCTGCGGCAA | Humaner KDELR1, Exon Dissertation
KDELRI GAT 3,4, qPCR Blum, 2018
5'qPCR- CTGGTCTTCACAACTCGTT | Humaner KDELR2, Exon Dissertation
KDELR?2 ACCTGGATC 2,3, gPCR Blum, 2018
3’qPCR- CAGGTAGATCAGGTACACT | Humaner KDELR2, Exon Dissertation
KDELR?2 GTGGCATAGG 2,3, qPCR Blum, 2018
5'qPCR- CTTCTGGTCCCAGTCATTG | Humaner KDELR3, Exon Dissertation
KDELR3 GCCT 3,4, qPCR Blum, 2018
3’qPCR- GGGGCAGGATAGCCACTG | Humaner KDELR3, Exon Dissertation
KDELR3 ATTCC 3,4, qPCR Blum, 2018
SG XI;%II{{ TTCGACAGTEEAGCCGCATC Fumanes GAPDH, gPCR giiiift;g?g
3'qPCR- GCCCAATACGACCAAATCC Dissertation
GE‘PDH GTT Humanes GAPDH, qPCR | 511 2018
5 CZS[EIB TGCGTGACA’éTAAGGAGAA ¢ staines (BT, GRER giii:t;g?g
3 fﬁﬁ B GTCAGGCAG?TCGTAGCTC Flumanes B-Aktin, gPCR I};ilslsneitezlg(l)g

5" qPCR GTGGTGTTCACTGCCCGAT | muriner KDELR1, Exon Diese Arbeit
KDELRI A 2,3, qgPCR

3" qPCR AACTCCACCCGGAAAGTGT | muriner KDELR1, Exon Diese Arbeit
KDELRI C 2,3, qPCR

5" qPCR TGGTCTTCACGACTCGCTA | muriner KDELR2, Exon Diese Arbeit
KDELR2 C 2,3, qgPCR

3" qPCR AGGTACACCGTGGCATAGG | muriner KDELR2, Exon Diese Arbeit
KDELR2 A 2,3, gPCR

5" qPCR CTTCATCTCCATCTACAAC | muriner KDELR3, Exon Diese Arbeit
KDELR3,, ACAGTG 2,3, qPCR
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3" qPCR CTCCAGCCGGAATGTGTCA | muriner KDELR3, Exon Diese Arbeit
KDELR3 6 T 2,3, qPCR

5" qPCR GAGAGTGTTTCCTCGTCCC | murines GAPDH, Exon Diese Arbeit
GAPDH, G 2,3, qPCR

3" gPCR TCCCGTTGATGACAAGCTT | murines GAPDH, Exon Diese Arbeit
GAPDH, CC 2,3, qPCR

2.3.3. Synthetische Gensequenzen
HA-markierte Rezeptorvarianten wurden von ,,GeneArt™ synthetisiert und kommerziell als
GeneString™ erworben. Die Gensequenzen sowie Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind

in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Zur direkten Klonierung verwendete Gen-Sequenzen. Die Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme sind kursiv und HA-Tag-Sequenzen sind fett gedruckt. Linker Sequenzen werden
rot dargestellt.

ERD2.2 HA®

BamHI

22atcc ATGAACGTGTTCCGAATCCTCGGCGACCTGAGCCACCTCCTGGCCATGATCTTGCTGCTGGGGAAGATCTGGAG
GTCCAAGTGCTGCAAGGGCATCTCTGGGAAGAGCCAGATCCTGTTTGCTCTCGTCTTCACCACCAGGTACCTGGACCT
GTTCACCAACTTCATCTCCATCTACAACACAGTAATGAAGGTGGTTTTTCTCCTCTGTGCCTATGTTACAGTGTACATG
ATATATGGGAAATTCCGTAAAACTTTTGACTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTGAGAATGACACATTCCG
CCGAGTTTCTTCTGGTCCCAGTCATTGGCCTTTCCTTCCTTGAAAACTACAGTTTCACTCTGCTGGAGATCCTCTGGACT
TTCTCTATCTATCTGGAATCAGTGGCTATCCTGCCCCAGCTCTTCATGATCAGCAAGACTGGAGAGGCTGAGACCATA
ACTACTCACTACCTGTTCTTTCTGGGTCTGTACCGGGCACTCTACCTGGCTAACTGGATCAGGCGGTACCAGACTGAGA
ATTTCTATGACCAAATTGCAGTCGTGTCTGGAGTAGTACAAACCATCTTCTACTGTGACTTCTTCTACTTGTATGTGAC
CAAAGTCCTTAAGGGAAAGAAGTTAAGTCTTCCAATGCCAATCTGAgcggecge

ERD2.3 ¥ HA® =

BamHI
ggatccATGAACATTTTCCGGCTGACTGGGGACCTGTCCCACCTGGCGGCCATCGTCATCCTGCTGCTGAAGATCTGGAA
GACGCGCTCCTGCGCCGGTATTTCTGGGAAAAGCCAGCTTCTGTTTGCACTGGTCTTCACAACTCGTTACCTGGATCTT
TTTACTTCATTTATTTCATTGTATAACACATCTATGAAGGTTATCTACCTTGCCTGCTCCTATGCCACAGTGTACCTGAT
CTACCTGAAATTTAAGGCAACCTACGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGAAATCATGATACCTTCCGAG
TGGAGTTTCTGGTGGTCCCTGTGGGAGGCCTCTCATTTTTAGTTAATCACGATTTCTCTCCTCTTGAGATCCTCTGGACC
TTCTCCATCTACCTGGAGTCCGTGGCTATCCTTCCGCAGCTATTTATGATCAGCAAGACTGGGGAGGCCGAGACCATC
ACCACCCACTACCTGTTCTTCCTGGGCCTCTATCGTGCTTTGTATCTTGTCAACTGGATCTGGCGCTTCTACTTTGAGGG
CTTCTTTGACCTCATTGCTGTGGTGGCCGGCGTAGTCCAGACCATCCTATACTGTGACTTCTTCTACTTGTACATTACAA

AAGTACTCAAGGGAAAGAAGCTCAGTTTGCCAGCATAAgcggecge
Notl

HA-Linker-ERD2.1

HindIll, BamHI

aagettggatcc ATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGCGGAGGCGGAAGCAATCTCTTCCGATTCCTGGGAGAC
CTCTCCCACCTCCTCGCCATCATCTTGCTACTGCTCAAAATCTGGAAGTCCCGCTCGTGCGCCGGAATTTCAGGGAAGA
GCCAGGTCCTGTTTGCTGTGGTGTTCACTGCCCGATATCTGGACCTCTTCACCAACTACATCTCACTCTACAACACGTG
TATGAAGGTGGTCTACATAGCCTGCTCCTTCACCACGGTCTGGTTGATTTATAGCAAGTTCAAAGCTACTTACGATGGG
AACCATGACACGTTCAGAGTGGAGTTCCTGGTCGTTCCCACAGCCATTCTGGCGTTCCTGGTCAATCATGACTTCACCC
CTCTGGAGATCCTCTGGACCTTCTCCATCTACCTGGAGTCAGTGGCCATCTTGCCGCAGCTGTTCATGGTGAGCAAGAC
CGGCGAGGCGGAGACCATCACCAGCCACTACTTGTTTGCGCTAGGCGTTTACCGCACGCTCTATCTCTTCAACTGGATC
TGGCGCTACCATTTCGAGGGCTTCTTCGACCTCATCGCCATTGTGGCAGGCCTGGTCCAGACAGTCCTCTACTGCGATT
TCTTCTACCTCTATATCACCAAAGTCCTAAAGGGGAAGAAGTTGAGTTTGCCGGCATAGgeggeegectegag

Notl, Xhol

HA-Linker-ERD2.2

HindIIl, BamHI
aagettggatccATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGCGGAGGCGGAAGCAACATTTTCCGGCTGACTGGGGAC
CTGTCCCACCTGGCGGCCATCGTCATCCTGCTGCTGAAGATCTGGAAGACGCGCTCCTGCGCCGGTATTTCTGGGAAA
AGCCAGCTTCTGTTTGCACTGGTCTTCACAACTCGTTACCTGGATCTTTTTACTTCATTTATTTCATTGTATAACACATC
TATGAAGGTTATCTACCTTGCCTGCTCCTATGCCACAGTGTACCTGATCTACCTGAAATTTAAGGCAACCTACGATGGA
AATCATGATACCTTCCGAGTGGAGTTTCTGGTGGTCCCTGTGGGAGGCCTCTCATTTTTAGTTAATCACGATTTCTCTCC
TCTTGAGATCCTCTGGACCTTCTCCATCTACCTGGAGTCCGTGGCTATCCTTCCGCAGCTATTTATGATCAGCAAGACT
GGGGAGGCCGAGACCATCACCACCCACTACCTGTTCTTCCTGGGCCTCTATCGTGCTTTGTATCTTGTCAACTGGATCT
GGCGCTTCTACTTTGAGGGCTTCTTTGACCTCATTGCTGTGGTGGCCGGCGTAGTCCAGACCATCCTATACTGTGACTT
CTTCTACTTGTACATTACAAAAGTACTCAAGGGAAAGAAGCTCAGTTTGCCAGCATAAGgcggeegectegag

Notl, Xhol
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HA-Linker-ERD2.3

HindlIl, BamHI
aagettggatccATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGCGGAGGCGGAAGCAACGTGTTCCGAATCCTCGGCGAC
CTGAGCCACCTCCTGGCCATGATCTTGCTGCTGGGGAAGATCTGGAGGTCCAAGTGCTGCAAGGGCATCTCTGGGAAG
AGCCAGATCCTGTTTGCTCTCGTCTTCACCACCAGGTACCTGGACCTGTTCACCAACTTCATCTCCATCTACAACACAG
TAATGAAGGTGGTTTTTCTCCTCTGTGCCTATGTTACAGTGTACATGATATATGGGAAATTCCGTAAAACTTTTGACAG
TGAGAATGACACATTCCGCCTGGAGTTTCTTCTGGTCCCAGTCATTGGCCTTTCCTTCCTTGAAAACTACAGTTTCACTC
TGCTGGAGATCCTCTGGACTTTCTCTATCTATCTGGAATCAGTGGCTATCCTGCCCCAGCTCTTCATGATCAGCAAGAC
TGGAGAGGCTGAGACCATAACTACTCACTACCTGTTCTTTCTGGGTCTGTACCGGGCACTCTACCTGGCTAACTGGATC
AGGCGGTACCAGACTGAGAATTTCTATGACCAAATTGCAGTCGTGTCTGGAGTAGTACAAACCATCTTCTACTGTGAC

TTCTTCTACTTGTATGTGACCAAAGTCCTTAAGGGAAAGAAGTTAAGTCTTCCAATGCCAATCTGAgeggeegeetegag
Notl, Xhol

DNA-Isolation aus Bakterien

2.3.3.1.  Alkalische Lyse

GTE-Losung
Glukose 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0 25 mM
Na,EDTA 10 mM
NaOH/SDS-Losung
NaOH 0,2 mM
SDS 1,0 %
KAc-Losung
Eisessig 29,5 %

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden 2 ml einer frischen Ubernachtkultur
zunéchst bei 15.000 x g zentrifugiert und das Zellpellet in 150 pl GTE-L&sung resuspendiert.
Es wurden anschlieBend 200 ul NaOH/SDS-Losung hinzu pipettiert. Nach sanftem
Invertieren der Suspension erfolgte die Lyse der Zellen fiir 5 min bei Raumtemperatur.
Danach wurden 150 pl KAc-Losung hinzugegeben und die Proben 2 min auf Eis inkubiert.
Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 15.000 x g und 4 °C wurde der Uberstand
abgenommen, mit 800 pl eiskaltem Ethanol versetzt und erneut eine Zentrifugation
durchgefiihrt. Das so gewonnene DNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und
anschlieBend in 30 pl H,O gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.3.3.2.  Mini/Midi Prep
Kleinvolumige Mengen an DNA aus bis zu 5 ml Bakterienkultur wurden mit dem Miniprep
Kit ,,innuPrep* (Analytik Jena) isoliert.
GroBvolumige Mengen an DNA aus bis zu 50 ml Bakterienkultur wurden mit dem
,GenElute™ HP Plasmid Midiprep* Kit (Sigma) aufgereinigt.
Die Priparation wurde jeweils nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Lagerung erfolgte

bei -20 °C.
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2.3.4. RNA-Isolierung aus Sdugerzellen

Das ,,Direct-zol RNA MiniPrep Kit* (Zymo Research) diente zur Gewinnung von Séugerzell-
RNA und wurde unter Beriicksichtigung der Herstellerangaben verwendet.

Zwecks Vorbereitung der RNA-Isolierung wurden Zellen konfluent im 6-well Format
kultiviert. Nach Entfernen des Mediums wurden diese mit 1x PBS gewaschen und in 500 pl
, TRIzol® Reagent“ (life technologies) resuspendiert. Nach 5-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 200 ul Chloroform hinzu pipettiert und nach starkem Mischen ein 2-
Phasen-Gemisch durch Zentrifugation (12.000 x g, 4 °C, 15 min) erzeugt. Hierbei enthélt die
obere Phase die gewiinschte RNA. Diese wurde abgenommen und zur Nukleinsdure-Fallung
mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach 10-miniitiger Inkubation wurde das RNA-Prézipitat
durch Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand verworfen. Im Anschluss erfolgte noch
ein weiterer Waschschritt mit Ethanol (75 %), bevor das getrocknete Pellet in 20 ul RNAse-
freiem Wasser aufgenommen wurde. Nach finaler 15-miniitiger Inkubation bei 55 °C im

Heizblock wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

2.3.5. Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA
Die Konzentration sowie Reinheit von Nukleinsduren wurde mittels ,,NanoDrop 2000c*

(PEQLAB Biotechnologie) gemessen.

2.3.6. Restriktion von Plasmid-DNA
Plasmid-DNA wurde mithilfe von Restriktionsenzymen der Firma Thermo Scientific
behandelt.
Hierbei wurden die Restriktionspuffer und die Konzentration der Endonukleasen laut
Herstellerangaben eingesetzt. Ein Standardansatz wurde fiir 2-3 h bei 37 °C inkubiert und

bestand aus folgenden Komponenten:

Restriktionspuffer 2ul
Restriktionsenzym I 0,4 nl
Restriktionsenzym 11 0,4 ul
RNAse A 0,1 pul
DNA 1 png
H,O steril ad 20 pl

2.3.7. pYES2.1 TOPO® TA-Cloning
Mithilfe des ,,pYES2.1 TOPO® TA-Cloning* Kits (Invitrogen) wurden Klonierungen in den

pYES2.1-Vektor durchgefiihrt, wodurch auch eine anschlieBende Sequenzierung mdglich
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wurde. Hierfir wurden zunidchst an PCR-Fragmente Adenin-Uberhinge angefiigt und
anschlieBend mit linearisiertem Vektor nach Herstellerangaben ligiert. Die Transformation

wurde mit chemisch kompetenten TOP10 F’-Zellen durchgefiihrt.

2.3.8. Sequenzierung
DNA wurde durch die Firma GATC Biotech sequenziert und mittels ,,SeqMan* (DNA-Star)

analysiert.

2.3.9. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wird verwendet, um
Nukleinsdurestrange zu vervielfiltigen. Zundchst werden bei 95 °C die Wasserstoffbriicken
von DNA-Doppelstrangen gelost. Dies erlaubt das ,,Annealing” von Oligonukleotid-
,»Primern® bei niedrigerer Temperatur, welche als Startpunkte fiir die gezielte Amplifikation
spezifisch eingegrenzter Sequenzen dienen. Die ,,Annealing®“-Temperatur wurde hierbei mit
der Formel T, = 2 °C(A+T) + 4 °C(G+C) berechnet. Die finale Synthese des Doppelstranges
erfolgt durch die Tag-Polymerase (Thermus aquaticus) bei 72 °C.

Mithilfe des ,,FastStart High Fidelity PCR System® (Roche) wurden in dieser Arbeit DNA-

Fragmente amplifiziert. Der Standardansatz fiir eine PCR wurde folgendermalen pipettiert:

PCR-Puffer 5,0 ul
Primer forward (100 mM) 0,25 pul
Primer reverse (100 mM) 0,25 ul
Template-DNA 100 ng
dNTPs (10 mM) 1,0 pl
Polymerase 0,5 ul
H,O ad 50 pl

Der PCR-Ansatz wurde fiir jedes Amplifikat spezifisch optimiert und die Temperaturen dem
jeweiligen Primerdesign angepasst und fiir jede PCR evaluiert. Die PCR erfolgte im

Thermocycler ,,Mastercycler (Eppendorf) nach folgendem Grundprogramm:

95 °C 2 min
95 °C 20 s
55°C 30s 30 Zyklen
68 °C 2 min
68 °C 5 min
4°C 0
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Der Erfolg der Amplifikation wurde per Agarosegel iiberpriift.

2.3.10. Agarosegelelektrophorese

10 x TBE Puffer
Tris-HCI, pH 8,0 0,89 M
Borsaure 0,89 M
Na,EDTA 0,02 M

GLB (“Gel Loading Buffer”)

Glyzerin 50 %
SDS 1,0 %
EDTA 125 mM
Bromphenolblau 0,05 %
Xylencyanol 0,05 %

Mittels Agarosegelelektrophorese wurden Nukleinsdurefragmente ihrer Lidnge nach
aufgetrennt. Hierbei bildet das 1 %ige Agarosegel eine Matrix, durch welche negativ geladene
Nukleinsduren groflenbedingt unterschiedlich schnell in Richtung der Anode wandern. Der

DNA-Marker ,,HyperLadder™1kb* (Bioline) dient hierbei zur Abschitzung der DNA-GroRe.

Auftrennung von DNA

Die entsprechende Menge Agarose wurde bis zur vollstindigen Auflosung in 1x TBE-Puffer
gekocht und nach Abkiihlen in Gelschlitten gegossen. Die Gelkammern wurden mit 1x TBE
als Elektrophoresepuffer gefiillt und die im Verhiltnis 1:5 mit GLB versetzten DNA-Proben
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 400 mA unter 160 V Spannung durchgefiihrt. Die
Visualisierung erfolgte durch Inkubation in einer Ethidiumbromidlosung (2,5 pg/ml) fiir
15 min und anschlieender Beleuchtung mit UV-Licht. Die Dokumentation wurde mithilfe

des ,,ChemiDoc XRS system‘ und der Software ,,Quantity One 4.6.2 (Biorad) durchgefiihrt.

Auftrennung von RNA

Die Integritit von isolierter Sdugerzell-RNA wurde in einem 1 %igen Agarosegel liberpriift.
Hierfiir wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x MOPS unter Kochen geldst und nach Abkiihlen
7,5 ml Formaldehyd (37 %) hinzugegeben. 1 pg RNA wurde mit GelRed (Biotium) versetzt
und 5 min bei 65 °C im Heizblock inkubiert. Die Elektrophorese im RNase-freien
Gelkammersystem erfolgte mit 1x MOPS als Puffer bei 400 mA unter 80 V Spannung. Die

Visualisierung wurde mithilfe des ,,Amersham Imager* (GE Healthcare) durchgefiihrt.
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10x MOPS

MOPS 0,2M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 19 mM

Es wurde RNase freies Wasser verwendet und der pH mit NaOH auf 7,0 eingestellt.

2.3.11. DNA-Isolierung aus Agarosegelen
Die Reisolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mithilfe des ,,E.Z.N.A. gel extraction
kit (Omega).

2.3.12. Ligation und Entsalzung
Die Ligation von ,sticky-end“-DNA-Fragmenten wurde durch eine T4-DNA-Ligase
katalysiert. Hierfiir wurden reisolierte DNA-Fragmente entsprechend dem Herstellerprotokoll
(Thermo Scientic) mit T4-Ligase und Puffer versetzt und tiber Nacht bei 16 °C oder alternativ
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der hohe Salzgehalt wurde generell vor weiterer
Verwendung durch eine einstiindige Dialyse gegen 10 %iges Glyzerin auf Dialysefiltern

(0,025 wm, Millipore) reduziert.

2.3.13. Transformationsmethoden

2.3.13.1. Bakterien

Herstellung elektrokompetenter E. coli

Das FEinbringen von DNA in Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen wird als
Transformation beschrieben. In dieser Arbeit wurden Bakterien ausschlieflich per
Elektroporation dazu gebracht, Fremd-Plasmid-DNA aufzunehmen. Hierflir miissen diese
jedoch erst in einem Verfahren ,elektrokompetent gemacht werden, indem sie in ihrer
logarithmischen Wachstumsphase vollig salzfrei geerntet werden.

Hierfiir wurden Bakterienzellen in LB-Medium bis zum Erreichen einer optischen Dichte
(ODgoo) von 0,7 bis 1,0 unter Standardbedingungen inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen auf Eis abgekiihlt und per Zentrifugation (6.000 x g, 5 min) sedimentiert. Die Zellen
wurden zweimal mit kaltem 10 % Glyzerin (steril) gewaschen und, nach Verwerfen des
Uberstandes, wurde das Zellpellet in gleichem Verhiltnis mit 10 % Glyzerin aufgenommen.

40 ul Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.
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SOC-Medium

Hefeextrakt 0,5 %

Pepton 2,0 %

Natriumchlorid 10 mM
Glukose 20 mM
Kaliumchlorid 10 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfat 2,5 mM

Auf Eis aufgetaute elektrokompetente E. coli wurden mit 100 ng Plasmid-DNA unter sanftem
Rithren vermischt und fiir 10 min inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde in vorgekiihlte
Elektroporationskiivetten (Biorad) gegeben und mittels ,,GenePulser Xcell™< (Biorad) bei
200 Q, 2,5 kV/ecm und 2,5 pF die Elektroporation durchgefiihrt. Die Zellen wurden
unmittelbar danach in 1 ml SOC-Medium (37 °C) aufgenommen und bis zu 1 h im Schiittler
unter Standardbedingungen inkubiert. Das Ausplattieren auf Agar erfolgte im Anschluss unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Selektionsbedingungen und die Inkubation wurde liber Nacht

bei 37 °C durchgefiihrt.

2.3.13.2. Hefen
TE-Puffer (10x)
Tris-HCI, pH 7,5 100 mM
EDTA 10 mM

Lithiumacetat (10x)

Lithiumacetat 1,0M
Der pH-Wert wurde mit Essigsdure auf 7,5 eingestellt.

PEG-L&sung (50 %)
Polyethylenglykol-4000 50 %

Lithiumacetat-TE-Losung (LiAc-TE)

10x TE-Puftfer 10 %
10x Lithiumacetat 10 %
H,O steril 80 %
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PEG-Losung

10x TE-Puffer 10 %
10x Lithiumacetat 10 %
PEG-Losung (50 %) 80 %

Von einer frischen Ubernachtkultur S. cerevisiae wurde 1 ml zentrifugiert (5 min, 6.000 x g)
und das Pellet mit 500 ul LiAc-TE-Losung gewaschen, um das Restmedium zu entfernen.
Nach Aufnahme des Pellets in 100 pl LiAc-TE-Losung erfolgte die Zugabe eines Gemisches
aus 10 pl Carrier-DNA (hitzeinaktiviertem Heringssperma), 200 pug Plasmid-DNA und 3 pl
10x Lithiumacetat. Im Anschluss wurden 600 pl PEG-Losung hinzu pipettiert und der
Transformationsansatz fiir mindestens 30 min bei 30 °C im Schiittler inkubiert. Nach 15-
miniitigem Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad wurden die Hefen per Zentrifugation (1 min,
15.000 x g) pelletiert. Nach zwei Waschschritten mit je 500 pl 1x TE-Puffer wurden die
Hefen auf entsprechenden d/o-Agarplatten ausplattiert und fiir 3-5 Tage im 30 °C Brutschrank
bebrtitet.

2.3.13.3. Transfektion von Sdugerzellen
Die chemische Transfektion von Siugerzellen erfolgte mithilfe des ,,FuGENE® HD
Transfection Reagent* (Promega). Hierbei wurden zelllinienabhingig die Mengen von DNA,
Zellen, Transfektionsreagenz sowie Zellkulturplatten und Inkubationszeiten im Rahmen der
Herstellerangaben angepasst. Als Transfektionsmedium wurde FKS-freies OptiMEM (Gibco)

verwendet.

2.3.14. Expressionsanalyse in Sdugerzellen

Zwecks Analyse von Expressionsstirken wurde die quantitative PCR (qPCR) verwendet.
Hierbei konnen mithilfe eines dsSDNA-bindenden, fluoreszierenden Farbstoffes die Menge an
erzeugter DNA-Amplicons indirekt nach jedem Amplifikationszyklus ermittelt werden. Im
Unterschied zur herkdmmlichen PCR kann so ein quantitativer Echtzeitnachweis von

vorhandenen DNA-Sequenzen durchgefiihrt werden.
2.3.14.1. cDNA-Synthese

In dieser Arbeit wurde eine zweistufige RT-qPCR (reverse Transkriptase qPCR) angewendet.
Hierbei werden RNA-Transkripte zundchst in ¢cDNA umgeschrieben und danach in der

eigentlichen qPCR analysiert.
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Die Synthese von cDNA wurde mit aus Sdugerzellen isolierter RNA durchgefiihrt. Jeder

Syntheseansatz wurde 5 min bei 70 °C im Heizblock inkubiert und kurz auf Eis gelagert.

RNA 500 ng
Oligo dTig)-Primer 1,0 ul
dNTPs 1,0 ul
H,0 (RNAse frei) ad 18 pl

Die reverse Transkription wurde im Anschluss durch Zugabe folgender Komponenten
initiiert. Das Programm des Thermocyclers wurde folgendermaBlen durchgefiihrt und die

cDNA im Anschluss bei -20 °C gelagert:

RNAse Inhibitor 1,0 pl
5 x RT-Puffer 5,0 ul
Maxima Reverse Transkriptase 1,0 ul

Thermocycler-Programm

40 °C lh
70 °C 15 min
4°C o0

No-RT Kontrollen wurden ohne Reverse Transkriptase analog angesetzt und aufbewahrt.

2.3.14.2. gPCR
Um eine gleichbleibende qPCR-Qualitét zu gewéhrleisten, wurde der ,,5 x Hot-Start-T. an
qPCR EvaGreen®™ Mix“ (Axon) verwendet. Die Forward- bzw. Reverse-Primer Konzentration
wurde je nach Amplifikat spezifisch ermittelt. Die Amplifizierungseffizienz E der Primer (2,0
+ 0,2) wurde durch die Geradensteigung (m) der ermittelten Ct-Werte einer dreifachen

logarithmischen cDNA-Verdiinnungsreihe (10" - 107) ermittelt und basiert auf der Formel

E=10"™,

EvaGreen-Mix 2,0 ul
Primer forward (10 mM) x ul
Primer reverse (10 mM) x ul
cDNA (1:10 verdiinnt) 1,0 ul
H,O steril ad 10 pl
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Die qPCR wurde im ,,CFX Connect™ Real-Time System* (Biorad) mit der Analyse-Software
,»CFX Manager 3.1“ (Biorad) durchgefiihrt und ausgewertet. Das Programm umfasste

folgende Einstellungen:

95 °C 12 min
95 °C 15s
x°C 20s 40 Zyklen
72 °C 20s
65 °C 5s
95 °C 5s

X = primerspezifisch
Die Verunreinigung von RNA-Isolaten mit genomischer DNA wurde iiberpriift, indem ein
RNA-Ansatz ohne Reverse Transkriptase-Behandlung einer qPCR unterzogen wurde.
Die Expressionsstirke von KDEL-Rezeptoren wurde aus drei biologischen (n=3) und dem
Mittelwert ~ mindestens  zweier  technischer  Replikate  (n>2)  errechnet.  Als
Normierungsgrundlage diente jeweils ein Haushaltsgen (B-Aktin oder GAPDH). Diese ACt-
Werte wurden zur Ermittlung des ,.fold changes® durch die Formel E™“' ermittelt. Bei
zelltypiibergreifenden Vergleichen bzw. der Analyse von induzierten KDELR-Expressionen,
erfolgte die Normierung auf den ACt-Wert des jeweils angegebenen Zelltyps (AACt). Der

,fold change* wurde hierbei analog durch E*“ berechnet.
2.4. Proteinbiochemische Methoden
2.4.1. Zellaufschlussmethoden

2.4.1.1.  Aufschluss von Hefezellen
SUMEB-Puffer

SDS 1,0 %
Harnstoff 8,0 M
MOPS, pH 6,8 10 mM
EDTA 10 mM
Bromphenolblau 0,01 %
(NH4)2SO4 0,3M

MOPS wurde steril filtriert und nach dem Autoklavieren dazu gegeben.
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Protease-Inhibitor-Stammlosung

Eine Tablette ,,protease inhibitor cocktail with EDTA® (Roche) wurde in 2 ml sterilem H,O

gelost und bei -20 °C gelagert. Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben.

5 ml Hefesuspension einer frischen Ubernachtkultur wurden zentrifugiert (6.000 x g, 5 min)
und mit H,O gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 ul SUMEB-Puffer mit 5 %
Protease-Inhibitor-Stammldsung aufgenommen und in ein Aufschlussrohrchen mit 0,15 g
Glasperlen (0,8-1 mm) {berfiihrt. Der Zellaufschluss erfolgte im ,,Homogenisator
(Precellys® Evolution) und wurde dreimal fiir 20 s bei 3.000 x g durchgefiihrt, wobei
zwischen jedem Aufschlussschritt eine 30-sekiindige Pause abgewartet wurde.

Nach kurzem Kiihlen auf Eis wurden Zelldebris und Schaum abzentrifugiert (15.000 x g,
1 min) und der Uberstand mit SDS-Probenpuffer versetzt, hitzedenaturiert und zur SDS-
PAGE eingesetzt.

2.4.1.2.  Aufschluss von Séugerzellen

RIPA-Puffer

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

Zunichst wurde bei adhédrenten Zellen das alte Medium entfernt wurde und mit kaltem 1x
PBS gewaschen. Ein an die Zellmenge und Zielprotein angepasstes Volumen des mit
Proteaseinhibitor versetztem RIPA-Lysepuffers (50-100 ul fir 10° Zellen) wurde zu den
Zellen pipettiert und diese mittels Zellschaber abgelost. Die Lyse wurde auf Eis fiir 30 min
unter mehrmaligem vortexen durchgefiihrt. Zelldebris wurden durch Zentrifugation (10 min,
15.000 x g, 4 °C) entfernt und der Uberstand mit SDS-Probenpuffer versetzt. Nach Inkubation
bei 70-100 °C im Heizblock fiir 2-15 min wurden die Proteinproben der SDS-PAGE
zugefiihrt.

2.4.2. TAE-Peptide
In dieser Arbeit wurden kurze Peptid-Sequenzen verwendet, welche als artifizielle Liganden

Interaktionspartner der KDELRs darstellen. Diese wurden synthetisiert und kommerziell in
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lyophilisierter Form von Thermo Fisher Scientific erworben. Hierbei stellt TAE-KDEL die C-
terminale Aminosiuresequenz des ,,Binding Proteins (BiP)“ bzw. ,,Glucose regulated Protein
78 (GRP78) dar, wihrend TAE-AAAA eine nicht KDELR-bindende Aminoséuresequenz
reprasentiert. Die Peptide wurden in 1x PBS geldst und in einer Konzentration von 50 uM

verwendet.

2.4.3. Zelloberflichen-Biotinylierung von Sidugerzellen
Die Menge von KDEL-Rezeptoren an der PM wurde mithilfe der Zelloberflichen-

Biotinylierung quantitativ analysiert. Proteine, welche an der Zelloberfliche lokalisiert sind,
wurden markiert und im Anschluss per SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Hierbei kam
ein chemisch modifiziertes Biotin zum Einsatz, welches liber einen ,,Spacer-arm mit einem
Sulfo-NHS-Esther verbunden ist. Das Sulfo-NHS-Esther erlaubt die Bindung an primére
Amine der Aminosduren ,,R N Q K und bestimmt die Ldslichkeit des Biotins in wéssrigen
Losungen. Der ,,Spacer“-arm wurde in einer LC-Version (,,Long Chain“) und einer SS-

Version (Disulfidbriicke) verwendet.

PBS
Na,HPO4 32M
KH,HPO4 0,5 mM
KCl 1,3 mM
NaCl 135 mM

Der pH wurde eingestellt auf 7.,4.

“Quenching”’-Puffer

Glyzin 194 mM

Tris 25 mM
Waschlésung

RIPA-Puffer

NaCl 300 mM

BSA 0,1 mM

Tween20 0,1 mM

Die Markierung mit Biotin wurde im 6-well Format mit Zellkulturschalten durchgefiihrt.

Hierfiir wurden Zellen so ausgesit, dass sie am Tag der Biotinylierung etwa 80-90 %
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Konfluenz erreichten. Die Zellen wurden auf Eis abgekiihlt und alle weiteren Schritte mit
kalten Puffern im Kiihlraum auf Eis durchgefiihrt. Das Medium wurde abgenommen und die
Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 0,5 mg/ml
Sulfo-NHS-LC/SS-Biotin (in PBS) unter leichtem Schiitteln fiir 30 min. Die Biotinylierung
wurde abgestoppt, indem die Zellen dreimal fiir 15 min mit ,,Quenching*“-Puffer gewaschen
wurden. Die biotinylierten Zellen wurden per Zellschaber aus der Zellkulturschale entfernt,
abzentrifugiert (5 min, 300 x g, 4 °C) und in mit Proteaseinhibitor versetztem RIPA-Puffer
lysiert. Nach Zentrifugation zur Abtrennung der Zelltriimmer (15 min, 18.000x g, 4 °C)
erfolgte die Aufreinigung, welche mit magnetischen ,,Streptavidin-Beads* (EZ-Link, Pierce)
durchgefiihrt wurde. Streptavidin stellt ein Tetramer mit vier hochaffinen Biotin-Bindestellen
da und vermindert durch seine Abwesenheit von Kohlenhydratgruppen unpezifische
Bindungen. Fiir jede Probe im 6-well Format wurden 50 pl ,,Beads® verwendet. Nach
Abnahme der Gesamtproteinprobe ,,Input” wurde die restliche Probe (,,Surface®) liber Nacht
bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Hierbei erfolgte die Zugabe
von 0,1 % Tween20, um unspezifische Bindungen der ,,Beads* an die ReaktionsgefdBwand zu
minimieren.

Die Trennung von ,Beads“ und Zelllysat erfolgte mithilfe eines magnetischen
ReaktionsgefaB3stinders, sodass Protein/“Bead“-Verluste, wie sie bei Zentrifugationen
auftreten, minimiert wurden. Die ,,Beads* wurden 10 x mit Waschpuffer gewaschen und im
Anschluss mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt. Die Elution und Denaturierung
erfolgte im Heizblock, wonach die Probe der SDS-PAGE und Western Blot zugefiihrt wurde.
Die Berechnung der prozentualen Menge von KDELRs auf der Zelloberfliche erfolgte nach
Analyse der aus dem Western Blot ermittelten Signalstirken fiir ,,Input* und ,,Surface. Da
KDELRSs nur in geringen Mengen an der Zelloberfliache lokalisieren, wurde der Proteinanteil
in der biotinylierten Probe in wesentlich hoherer Konzentration aufgetragen. Die Berechnung

ergibt sich also wie folgt:

. .. "Surface" Probe X K trationsfakt
Zelloberflichenlokalisation [%]= —— e _T00¢ 2 ROMZITATONSTEOT X 100

Gesamtprotein "Input"

Der Konzentrationsfaktor definiert sich hierbei aus den verwendeten Lysat- sowie SDS-

Puffervolumina fiir die Gesamtproteinmenge und die Zelloberflachenfraktion.
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2.4.4. Proteinexpression und Aufreinigung von RTA-Varianten
Zur Proteinexpression wurden transformierte E. coli BL21 (DE3) und der mit Isopropyl-8-D-

Thiogalactopyranosid (IPTG) induzierbare, unter der Kontrolle des T7-Promotors stehende
Expressionsvektor pET-24+ verwendet. Die Produktion Poly-His-markierter RTA-Varianten
(Rizin Toxin A) und des eGFP-RTA-Modellliganden erfolgte in 1.000 ml LB-Medium,
welches 1 %ig mit einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C im Schiittler
inkubiert wurde. Nach Erreichen einer ODgy von 1 - 1,2 wurde durch Zugabe von 1 mM

IPTG die Proteinexpression gestartet und fiir 5 h bei 20 °C unter Schiitteln durchgefiihrt.

Bindepuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 20 mM

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Elutionspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 20 mM

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Die Zellernte und alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter Kiihlung auf Eis. Die
Zentrifugation der Zellen erfolgte ebenfalls bei 4 °C (10 min, 6.000 x g). Das Pellet wurde
zweimal mit 25 ml eiskaltem Bindepuffer gewaschen und in einem Endvolumen von 10-12 ml
in Bindepuffer aufgenommen. Bei Bedarf wurde das Zellpellet bei -80 °C eingefroren und am
Folgetag auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 45 ul/ml EDTA-freier Proteaseinhibitor-Losung
wurde der Ultraschall-basierte Zellaufschluss am ,,Soniprep 150 Ultrasonic Desintegrator*
(MSE) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen in einem konischen Glasréhrchen im Eis-
Salz-Wasserbad dauerhaft gekiihlt. Die Ultraschallbehandlung wurde in fiinf Zyklen mit
jeweils 15s Dauer bei 20 Microns und 30s Pause durchgefiihrt. Zur Erhohung der
Aufreinigungsqualitit und Erhalt der Séaulenqualitit wurde der Zelldebris durch
Zentrifugation (10 min, 18.000 x g, 4 °C) und Filtrierung (0,8 pm) entfernt.

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte im ,,AKTA pure protein purification
system* (Cytiva). Die eigentliche Trennung von ungewiinschten Proteinen basiert hierbei auf

einer Ni**-Sepharose Matrix, die Histidine mit hoher Affinitit bindet. Das Zelllysat wurde mit
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einer konstanten FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min durch 5 ml ,,HisTrap™*“-Sdulen (Cytiva)
geleitet. Der verwendete Bindepuffer besitzt hierfiir einen niedrigen Imidazolgehalt von
10 mM, sodass unspezifische Bindungen vermindert werden. Nach Auswaschen der nicht
gebundenen Proteine mit mindestens drei Sdulenvolumen an Bindepuffer, erfolgte die Elution
mit Elutionspuffer, der durch seinen hohen Imidazolgehalt von 500 mM zur Verdriangung der
Proteine von der Ni**-Matrix fithrt. Die aufgereinigte Proteinlésung wurde in 53 ml “HiPrep
26/10 Desalting“-Sdulen (Cytiva) entsalzt und in 1x PBS aufgenommen. Final wurde das so
verdiinnte Eluat in 10.000 MWCO ,,Vivaspin 20“-Sdulen (Sartorius) mittels Zentrifugation

konzentriert.

2.4.5. Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem ,,Pierce™ BCA Protein Assay

Kit* (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben.

2.4.6. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Tris-HCI/SDS

Tris-HCI, pH 8,45 3,0M

SDS 0,3 %

3x SDS-Probenpuffer

10 % SDS 8,0 ml
0,3 M Tris-HCI, pH 6,8 6,0 ml
Glyzerin 5,0 ml
H,0 1,0 ml
Bromphenolblau

Zur Herstellung von reduzierendem Probenpuffer wurden 5 % Mercaptoethanol oder 10 mM

DTT zugegeben.
5x Anodenpuffer
Tris-HCI, pH 8,9 1,0 M
5x Kathodenpuffer
Tris 0,5M
Tricin 0,5M
SDS 0,5%
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Die SDS-PAGE wurde durchgefiihrt mit 10 %igen Tris/Tricin-Gelen. Hierbei besteht ein Gel

aus jeweils einem Trenn- sowie Sammelgel.

Trenngel
Rotiphoresegel 30 (Roth) 5,9 ml
Tris-HCI/SDS 3,1 ml
H,0 dest. 7,8 ml
Glyzerin (79 %) 2,0 ml
TEMED 25 ul
APS (10 %) 80 ul

Sammelgel
Rotiphoresegel 30 (Roth) 1,6 ml
Tris-HCI/SDS 3,1 ml
H,0 dest. 7,8 ml
TEMED 25 ul
APS (10 %) 80 ul

Komponenten des Trenngels wurden gemischt und unmittelbar in die Gelkammer pipettiert.
Zur Erzeugung einer glatten Oberfliche wurde Isopropanol hinzugegeben und nach
Polymerisierung des Trenngels wieder vollstindig abgenommen. AnschlieBend wurde das
Sammelgel gemischt und auf das Trenngel gegossen. Proteinproben wurden mit SDS-
Probenpuffer gemischt und im Heizblock, angepasst an die Proteingro3e sowie die Anzahl der
eventuellen Transmembrandominen, fiir 5-15 min bei 70-100 °C denaturiert. Die
elektrophoretische Auftrennung wurde mit dem ,Mini-Protean II“ System (Biorad)
durchgefiihrt. Hierbei wurde zunéchst eine niedrige Spannung von 80 V angelegt, bis der
Stapeleffekt der Proteine an der Grenzlinie zwischen Tenn- und Sammelgel eingetreten ist
und eine Auftrennung der Proben sichtbar wurde. Die weitere Elektrophorese wurde bei
120 V abgeschlossen. ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo Scientific) fungierte
als Marker (Abbildung 5).
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Gel - Blot

Abbildung 5: Zur GroBenbestimmung verwendeter Proteinmarker ,,PageRuler™ Prestained Protein
Ladder* (Thermo Scientific).

2.4.7. Western Blot-Analyse

Transferpuffer

Tris 3,03 g/l

Glyzin 14,4 g/l

SDS 0,1 %

Methanol 20 %
10x TBS

Tris-HCI, pH 7,5 1,0M

NaCl 1,0M

Waschpuffer
10x TBS 10 %

Tween20 0,05 %

,LBlocking“-Puffer A
Magermilch 5,0 %
In Waschpuffer

,Blocking*“-Puffer B
BSA 3,0 %
In Waschpuffer

Eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF, Roche) diente als Trigermatrix fiir die
aufgetrennten Proteine der SDS-PAGE. Diese wurde mit Methanol benetzt und in
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Transferpuffer inkubiert. SDS-Gele und Filterpapiere (3 mm, Biorad) wurden ebenfalls in
Transferpuffer unter sanftem Taumeln inkubiert. Der Proteintransfer wurde in einer ,,Trans-
Blot® SD Electrophoretic Transfer Cell“ (Biorad) durchgefiihrt. Pro Gel-Aufbau
(Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier) wurde eine Stromstirke von 50 mA verwendet, mit
einer Spannung von maximal 15V fiir 90 min. Unmittelbar im Anschluss erfolgte eine
Lagerung der Membran in ,,Blocking“-Puffer fiir I h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei
4 °C unter sanftem Schiitteln. Antikorper wurden nach Herstellerangaben in Magermilch-
oder BSA-Puffer verdiinnt und fiir 1 h bei 20 °C oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer und eine weitere Inkubation mit entsprechendem
sekunddrem Antikorper, welcher analog in ,Blocking“-Puffer verdiinnt unter Schiitteln
inkubiert wurde.

Nach 1h wurde die Membran dreimal gewaschen und mit ,,SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate* Kits (Thermo Scientific) benetzt. Die Chemolumineszenz

wurde mittels ,,Amersham Imager 600* (GE Healthcare) gemessen und analysiert.

In Tabelle 9 sind alle verwendeten Antikorper aufgefiihrt.

Tabelle 9: Antikdrper mit entsprechender Verdiinnung sowie Herkunft.

Antikorper (Organismus) Verdiinnung Herkunft
Anti-ATP1A1 (Kaninchen) 1:1000 OriGene
Anti-HA (Ratte) 1:1000 Roche
Anti-HA High Affinity (Ratte) 1:500 Roche
Anti-GAPDH (Maus) 1:1000 OriGene
Anti-Kar2p (Kaninchen) 1:10000 R. Scheckman
Anti-Pdil (Maus) 1:1000 abcam
Anti-V5 (Maus) 1:1000 Biorad
Anti-B-Aktin (Maus) 1:1000 abcam
Anti-B-Aktin (Kaninchen) 1:10000 abcam
Anti-Gm130 (Kaninchen) 1:10000 abcam
Anti-CD47 (Maus) 1:500 abcam
Anti-Maus-HRP 1:10000 Sigma
Anti-Kaninchen-HRP 1:10000 Sigma
Anti-Ratte-FITC 1:100 Sigma
Anti-Ratte-HRP 1:1000 Cell Signaling
Anti-Maus-AF488 1:500 abcam
Anti-Maus-AF546 1:500 Invitrogen
Anti-Maus-AF647 1:500 abcam
Anti-Kaninchen-AF488 1:500 abcam
Anti-Kaninchen-AF568 1:500 abcam
Anti-Kaninchen-AF546 1:500 Molecular Probes
Anti-Ratte-AF350 1:500 Invitrogen
Anti-Ratte-AF488 1:500 Invitrogen
Anti-Ratte-AF594 1:500 Invitrogen
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2.4.8. Coomassie-Fiarbung

Nach erfolgter SDS-PAGE konnen in der Gelmatrix fixierte Proteine mithilfe einer
Coomassie-Farbung unspezifisch sichtbar gemacht werden. Hierbei interagiert ,,Coomassie
Brilliant Blue®, ein Triphenylmethan-Farbstoff, mit aromatischen und basischen Seitenketten
der Aminoséuren der Proteine. Ein saurer pH-Wert fiihrt hierbei zu einer aktiven Bindung des
Farbstoffes. Zur Farbung wurden SDS-Gele mit Farbelosung bedeckt und bis zum Autkochen
erhitzt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln, erfolgte

das Abwaschen tiberméfigen Farbstoffes unter mehrmaligem inkubieren in Entfarbelosung.

Férbelosung
Coomassie blau R 0,1 %
Methanol 30 %
Essigséure 7,5 %
Entfarbelsung
Methanol 30 %
Essigséure 7,5 %

2.5. Hefespezifische Methoden

2.5.1. Spektrometrische Zellzahlbestimmung
Zur Bestimmung der Kulturdichte von Hefekulturen wurde die optische Dichte bei 600 nm im
Spektrometer (,,Ultrospec 2100 pro“, Amersham Bioscience) gemessen. Hierbei kamen

Kivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm zum Einsatz.

2.5.2. Optische Zellzahlbestimmung
Alternativ wurde die exakte Zellzahl mittels Zdhlkammer (Neubauer-improved, Kammertiefe:
0,1 mm) bestimmt. 10 pul Hefesuspension wurden auf die Zahlkammer pipettiert und mithilfe

eines Mikroskopes ausgezéhlt. Die Formel zur Berechnung der Zellzahl lautet hierfiir:

Zellzahl  Zellzahl in 80 Kleinquadraten x 4x10° cm™
ml 80 x Verdiinnungsstufe
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2.5.3. FOA-Selektion

5-FOA d/o-Medium
5-Fluororotsdure (FOA) 0,1 %
2x d/o-Agar 50 %

5-FOA-Agar wurde hergestellt, indem eine autoklavierte, zweifach konzentrierte ,,Drop/out®
Agar Losung mit gleicher Menge steril filtrierter Fluororotsdure (0,2 %) versetzt wurde. Der
noch fliissige Agar wurde in Platten gegossen und bei 4 °C gelagert.

Mithilfe des ERDZ2-deletierten Hefestammes YA12 wurde die FOA-Selektion durchgefiihrt.
Der Mangel des essenziellen HDEL-Rezeptors wird in diesem Stamm durch eine Plasmid-
getragene Uberexpression des Guanin Nukleotid-Austauschfaktors Sec12p kompensiert. Als
Selektionsmarker fungiert hierbei URA3. Die FOA-Selektion wurde durchgefiihrt, indem
YA12 (URA3-SEC12) mit der zu priifenden Variante (co)transformiert wurde. Diese befindet
sich auf einem LEUZ2-haltigem Plasmid. Die FOA-Selektion beruht auf dem Prinzip der
katalytischen Umsetzung von 5-FOA zum zytotoxischen 5-Fluoruracil durch das Genprodukt
von URA3. Besitzen Zellen in ihrem Genom oder auf einem Plasmid dieses Gen, kénnen
diese nicht auf 5-FOA haltigem Agar wachsen. Da nun durch den Verlust des URA3-
Plasmides keine Uberexpression von Sec12p stattfindet, kdnnen Hefezellen nur durch eine per
Plasmid eingebrachte funktionelle HDEL-Rezeptorvariante die genomische ERDZ2-Deletion

kompensieren.

2.5.4. Methylenblau-Agardiffusionstest
Der Methylenblau-Agardiffusionstest (MBA) dient als Methode, welche eine Aussage iiber
die Toxinsensitivitdt von Hefen erlaubt. Im Falle des Killertoxin K28 kann mit dem MBA ein
direktes Mall der HDEL-Rezeptoraktivitit/Funktionalitit ermittelt werden. Hierbei werden
Hefen in Agar eingebettet und ein Loch in die Plattenmitte ausgestanzt. In dieses wird Toxin
gefiillt, welches dann in den Agar diffundiert und das Wachstum in einer Hemmzone
inhibiert. Hierbei steht die Toxizitdt in einem logarithmischen Verhidltnis zum
Hemmhofdurchmesser. Das im Agar befindliche Methylenblau dient hierbei der Abgrenzung

von lebenden und toten Zellen.
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Methylenblau-Agar

Losung A
SC-Mix I,1g
Citrat 18 ¢
Ammoniumsulfat 5¢g
Methylenblau Spatelspitze
Der Ansatz wurde in 700 ml destilliertem H,O geldst und der pH-Wert mit K,HPO4 auf 4,7
eingestellt.
Losung B

YNB w/0 amino acids 1,7¢g
Der Ansatz wurde in 100 ml H,O geldst und steril filtriert.

Losung C
Galaktose 30g
Agar l6 g

Der Ansatz wurde in 200 ml H,O gelost.

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

Der Ansatz wurde steril filtriert.

Zur Vorbereitung eines MBA-Tests wurde eine definierte Anzahl an Hefen (ODgpp=0.68 in
1 ml H,0) aus Ubernachtkulturen in 15 ml verfliissigten und auf 56 °C abgekiihlten Agar
gegeben. Mittels Korkbohrer wurde ein Loch in die Mitte der Agarplatte gestanzt und 100 pl
K28-Toxinkonzentrat (in Mcllvaine-Puffer) eingefiillt. Die Platten wurden 5-7 Tage bei 20° C

inkubiert und der Hemmhofdurchmesser dokumentiert.
2.6. Sdugerspezifische Methoden

2.6.1. Bestimmung der Zellzahl
Sdugerzellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm Kammertiefe) gezahlt. Hierfiir

wurden adhdrente Zellen analog zum Passagieren in der Zellkulturflasche mit 1x PBS
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gewaschen und per Trypsin-Verdau oder Zellschaber abgelost sowie in Medium
aufgenommen. Suspensionszellen wurden hingegen direkt auf die Zahlkammer aufgetropft.
10 ul Zellsuspension wurden unter dem Mikroskop ausgezdhlt und mit folgender Gleichung

wurde die Zellzahl ermittelt:

Gesamtzellzahl _ Zellzahl in 4 Quadraten

x Verdiinnungsfaktor x 10*
ml 4

2.6.2. Bestimmung der Zellgrofe
Adhidrente Sdugerzellen wurden durch eine Trypsin-Behandelung abgelost und nach
Herstellerangaben mithilfe des ,,CASY Zellzdhler- und Analysesystem* (Omni Life Science)

auf thre Grofie und Zellzahl untersucht.

2.6.3. Herstellung stabil transfizierter Zellen
Die Herstellung von stabil transfizierten Zellen wurde mit dem Flp-InTM-System der Firma
Thermo Fisher durchgefiihrt. Das Flp-InT™-System basiert auf stabil integrierten FRT-Stellen
im Genom, welche eine gezielte Integration eines gewiinschten Genes durch einen Flp-In™-
Expressionsvektor erlaubt. Hierzu wurde eine Co-Transfektion mit dem Flp-Rekombinase-
Vektor pOG44 durchgefiihrt, welcher die gezielte Integration ermoglicht. In diesem Fall
wurde die Flp-In™ T-REx™ 293 Zelllinie nach Herstellerangaben mit dem gewiinschten Gen
auf einem pcDNA™S5FRT-Plasmid transfiziert, Einzelklone selektiert und auf die Insertion
hin tiberpriift. Das Gen steht folglich unter Kontrolle eines Tetrazyklin-induzierbaren CMV-

Promotors.

2.6.4. Viabilitdtsbestimmung mittels XTT-Assay
Zur Bestimmung der Proliferationsrate bzw. Viabilitdit von Sdugerzellen wurde der
kolorimetrische XTT-Assay angewendet, welcher auf dem MTT-Assay beruht (Mosmann,
1983). Hierbei wird die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase genutzt, um die
Stoffwechselaktivitit von Zellen zu ermitteln und so deren Viabilitdt abzuschétzen. Diese
Dehydrogenase ist nur in metabolisch aktiven Zellen in der Lage, das zugesetzte gelbliche
Tetrazoliumsalz XTT (2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2 H-Tetrazolium-5-
Carboxanilid) in ein orangenes Formazan-Derivat zu reduzieren, welches bei 450 nm
detektiert werden kann. Hierfiir wurde das ,,Cell Proliferation Kit II* (Roche) nach
Herstellerangaben verwendet. Prinzipiell wurden hierfiir Zellen im 24- oder 48- well Format
ausgesit und fiir 24 h in phenolrotfreiem Medium kultiviert. Nach einer 24-stiindigen

Toxinbehandlung erfolgte die Viabilititsbestimmung. Die Zellkulturschalen wurden
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abzentrifugiert (3 min, 300 x g) und 1 x mit PBS gewaschen. 200 ul phenolrotfreies Medium
mit 50 pl XTT-Reagenz im 24-well Format (bzw. 100 pl Medium und 25 pl XTT-Reagenz im
48-well Format) wurden fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde nach kurzer

Zentrifugation der Platten bei 300 x g photometrisch vermessen.

2.6.5. Indirekte Immunfluoreszenz - fixierte Praparate

Ca2+-Ringerlt')sung

NaCl 8,6 ¢g

KCl 03¢g

CaCl, 0,33 ¢g

HEPES, pH 7,35 1.0g

H,O steril ad 1,01
Formaldehydldsung

Formaldehyd 3%

In Ringerldsung bei 60-70 °C geldst und steril filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Permeabilisierungslosung

Triton-X-100 0,1 %

Nach Ansetzen in Ringerldsung wurde die Losung steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

Saugerzellen wurden, sofern nicht anders angegeben, 48 h nach transienter Transfektion oder
24 h nach Induktion der stabil transfizierten Flp-In"™ T-REx"™-Zelllinien pripariert. Hierfiir
wurde zunéchst das Medium entfernt und der Zellrasen mit Ca%—Ringerlésung gewaschen.
Die Fixierung erfolgte fiir 10 min in 3 %iger Formaldehydlosung, worauf zwei Waschschritte
mit Ringerlosung folgten. Die Zellmembran wurde mit 0,1 %iger Triton-X-100 Losung fiir
10 min permeabilisiert, worauthin abermals zweimal mit Ringerlésung gewaschen wurde.
Vor Antikdrperbehandlungen wurden die Proben 1 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei
4 °C mit 2 % BSA in Ringerlosung inkubiert. Nach drei Waschschritten erfolgte die Primér-
und  Sekundér-Antikorperbehandlung  nach  Herstellerangaben.  Zwischen  den
Antikorperbehandlungen sowie vor der Mikroskopie erfolgten 3 zusétzliche Waschschritte,
um ungebundene Antikdrper zu entfernen.

Die Darstellung von Zellkernen, bzw. die Gegenfarbung der Zelloberfldchen, erfolgte nach

Herstellerangaben mit DAPI (Roth) bzw. ConcanavalinA CF405s (Biotium).
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2.6.6. Indirekte Immunfluoreszenz — ,,Live Cell Imaging*
Saugerzellen wurden 24 h vor Versuchsbeginn in phenolrotfreiem Medium so ausgesit, dass
etwa 50 % Konfluenz erreicht wurden. Verwendet wurden 35 mm ,,u-Dishes* (Ibidi) mit
Plastikboden, welche einerseits zur Kultivierung, aber auch zur Mikroskopie geeignet sind.
Die Mikroskopie von lebenden Sdugerzellen wurde im Inkubator-Einsatz bei 37 °C und 5 %

CO; des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (CLSM) durchgefiihrt.

RTA-Clustering

Unmittelbar vor Beginn der Mikroskopie wurden die lichtgeschiitzt und auf Eis

transportierten eGFP-RTA-Modellliganden steril filtriert und 160 pg/ml in 1x PBS eingesetzt.

2.6.7. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie
Hochauflosende mikroskopische Aufnahmen wurden mithilfe des konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops (CLSM 710 META, Carl Zeiss) angefertigt. Hierbei wurden die
Objektive C-Apochromat 63x (1.20 W Korr M27-Objektiv) fiir Sdugerzellen und EC Plan-
Neofluar 100x fiir Hefen verwendet. Bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie wird
punktformig die Oberflidche der zu betrachtenden Probe abgerastert, wodurch ausbleichende
Effekte vermindert werden und eine hohere Auflosung im Vergleich zur konventionellen
Mikrokopie erreicht wird. Die Offnung des ,,Pinholes betrug 73 pm. Die Laserintensitiit im
Falle der eGFP-RTA-Clusterexperimente betrug 1,1 %, wiéhrend diese in anderen
Experimenten an die Signalstirke angepasst wurde, um optimale Kontraste zu erreichen.
eGFP wurde bei 488 nm angeregt (Filter 493-583 nm), mCherry bei 543 nm (Filter 585-
733 nm), DAPI bzw. ConA bei 405 nm (Filter 410-483 nm). Die Fluorophore der sekundéiren
Antikorper (siehe Tabelle 9) wurden mit den vom Hersteller angegebenen Wellenldngen
angeregt und detektiert. Die Analyse und Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte unter

Verwendung der Software Zen2.1 (Zeiss).
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3. Ergebnisse

Zelluldrer Proteintransport ist ein komplexer und hochregulierter Prozess, welcher das
Zusammenspiel vielfdltigster Faktoren beinhaltet und eine wichtige Grundlage fiir die
Funktion und Kompartimentierung eukaryonter Zellen bildet. Hierbei geht ein kontrollierter
Transport einher mit Membranstromen zwischen Organellen, welche im Sinne einer
nachhaltigen Funktionalitit jeder Zelle iiberwacht und reguliert werden miissen. Bis vor
kurzem wurde KDEL-Rezeptoren in diesem Zusammenhang eine eher untergeordnete Rolle
als Retentionsvermittler zugeordnet, was aber nach neuen Erkenntnissen eine Unterschitzung
dieser regulatorisch hochaktiven Proteine darstellt. Die ,klassische* Retentionsfunktion von
ER-residenten Chaperonen wie BiP, PDI oder Calnexin/Calreticulin stellt zwar eine zentrale
Funktion fiir den Erhalt der funktionellen Proteinbiosynthese und -faltung dar, jedoch
fungieren KDELRs im Golgi simultan auch als ,, Traffic*-Sensoren fiir Proteinstrome. Mithilfe
der assoziierten G-Proteine modulieren sie den Transport von Membranen sowohl in antero-
als auch in retrograder Richtung (Pulvirenti et al., 2008; Gianotta et al., 2012; Cancino et al.,
2013). Das KDELR-Homolog in S. cerevisiae, Erd2p, lokalisiert ebenfalls in geringen
Mengen an der Zelloberfldche. Dort wird der Rezeptor bspw. von K28, einem A/B Toxin mit
C-terminaler HDEL-Sequenz, parasitiert, um in toxinsensitiven Zielzellen retrograd durch den
sekretorischen ,,Pathway* transportiert zu werden (Eisfeld et al., 2000; Becker et al., 2016b).
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass auch in Siugerzellen KDELRs an der
Zelloberfliche lokalisieren und dort nach Ligandenbindung einen komplexen
Clusterbildungsprozess in HeLa-Zellen durchlaufen, bevor sie internalisiert werden (Becker et
al., 2016b). Basierend auf diesen Daten wurde ein erstes ,,Trafficking“-Modell dieses
Prozesses erstellt, welches in dieser Arbeit als Grundlage fiir weiterfiihrende Experimente
beziiglich der Funktionen von KDELRs an der Zelloberflache diente. In vorangegangenen
Studien zeigten sich bereits nicht ndher ausgewertete zelltypische Unterschiede beziiglich des
KDELR-spezifischen Clusterverhaltens (Rammo, 2017).

Basierend auf diesen Studien sollte in der vorliegenden Arbeit das Clusterphdnomen an der
Zelloberflidche verschiedener Zelltypen analysiert werden. Hierbei wurde bei der Auswahl der
Zellen wurde auf eine groBe phinotypische Diversitit geachtet (Makrophagen, Epithelzellen
aus unterschiedlichen Geweben, neuronale Vorlduferzellen), um vor allem eventuelle
Unterschiede zwischen einzelnen Zelltypen zu ermitteln und die Bedingungen der
Clusterbildung ndher zu charakterisieren. Die experimentell ermittelten Daten sollten im
Anschluss mithilfe von Monte-Carlo-Simulationen in ein mathematisches Modell integriert

werden, welches die grundsitzlichen Bedingungen fiir eine Clusterentwicklung beschreibt.
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Hierbei war vor allem die Auswirkung von Endozytose- und Recycling-Raten der KDELRs

auf die Clusterbildung von Interesse.

3.1. KDELR-Clustering auf der Oberfliche verschiedener Siugerzelllinien

Auf der Zelloberfliche lokalisierte KDELRs konnen iiber das C-terminale HDEL-
Aminosduremotiv mit dem Liganden im umgebenden Zellkulturmedium interagieren und
darauffolgend KDELR-Clusteransammlungen hervorrufen, welche zu einer verstirkten
lokalen Fluoreszenzintensitdt fiihren und sich so mit der Zeit detektierbar vom Hintergrund
abheben (Becker et al., 2016b). Als Modellligand wurde in diesen Studien eine Variante des
A/B-Toxins Rizin verwendet, welches aus den Samen des Wunderbaums Ricinus communis
stammt und aufgrund seiner toxischen Wirkung der Gruppe der ribosomeninaktivierenden
Proteine (RIP) zugeordnet wird (Olsnes 2004, Audi et al., 2005). Die lektinbindende B-
Untereinheit (RTB) bindet hierbei an die Zelloberfliche und fiihrt zur Endozytose von Rizin,
wihrend die A-Untereinheit (RTA) die katalytisch aktive Doméne dieses Toxins darstellt
(Spooner & Lord, 2015). Um eine gezielte KDELR-Interaktion an der Zelloberfliche zu
begiinstigen, wurde in der vorliegenden Arbeit die etwa 34 kDa grof3e A-Untereinheit (RTA)
verwendet, welche am C-Terminus mit einer KDEL-Rezeptor-spezifischen HDEL-
Aminoséduresequenz versehen wurde (Munro & Pelham, 1987). Die toxische Wirkung von
Rizin beruht auf einer Deadenylierung der 28S-RNA der ribosomalen 60S Untereinheit,
wodurch es zu einem Translationsstopp des entsprechenden Ribosoms kommt. Zur
Minimierung zytotoxischer Effekte wihrend des 180-miniitigen Versuchsaufbaus wurde eine
RTA®7P Variante verwendet, welche eine etwa 50- bis 70-fach geringere Toxizitit aufweist
(Audi et al., 2005, Li et al., 2010; Chaddock & Roberts, 1993). Die Detektion dieses
Liganden erfolgte iber das N-terminal lokalisierte =~ eGFP, wéhrend die
affinitdtschromatographische Aufreinigung nach heterologer Expression in E. coli iiber das C-
terminal angebrachte Poly-Histidin-Tag (His)s ermdglicht wurde (Abbildung 6a). Vor
Verwendung wurde der Ligand auf seine Reinheit mittels SDS-PAGE hin iiberpriift und in
1xPBS umgepuffert.

Die hier verwendeten humanen Makrophagen wurden zuvor aus der Monozytenzelllinie
THP1 differenziert. Die Kultivierung im Vorfeld sowie wéhrend der Experimente erfolgte bei
37 °C und 5 % CO,, sofern nicht explizit anders vermerkt. Unmittelbar vor Versuchsbeginn
wurden die Zellen gewaschen, der Modellligand in einer Endkonzentration von 160 pg/ml im
entsprechenden Medium zugegeben und das Imaging gestartet. Die Dokumentation erfolgte
alle 30 s tliber einen Zeitraum von 180 min. Alle Experimente beziiglich des KDELR-

Clustering an der Zelloberfldche wurden via ,,Live Cell Imaging" am CLSM durchgefiihrt.
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Abbildung 6: KDELR-Clustering an der Oberfliiche unterschiedlicher Zelllinien - ,,lee Cell
Imaging“.
a) Schematische Darstellung des fluoreszierenden Modellliganden basierend auf der a- Untereinheit
des Ricinus communis-Toxins Rizin. In dieser Arbeit wird die 50-fach weniger toxische Variante mit
der Mutation E177D verwendet, mit und ohne KDELR-spezifischem Retentionsmotiv (HDEL). Das
sechsfach Histidin-Tag dient der affinitdtschromatographischen Proteinaufreinigung, wéihrend das N-
terminale eGFP zwecks fluoreszenzmikroskopischer Detektion angefiigt wurde. b) Zelltypspezifisches
KDEL-Rezeptor Clustering an der Oberfliche von humanen und ¢) murinen Saugerzellen. Gezeigt
sind repréasentative Aufnahmen des ,,Live Cell Imaging“ am CLSM (=150 min) mit Clusterbildung
bei der Variante mit HDEL-Motiv an der Oberflache von diversen humanen (HEK293, HelLa, SH-
SY5Y) und murinen (MEF, L929) Zelllinien, jedoch nicht bei Makrophagen beider Spezies (THP1,
IC-21, RAWBIue). Ohne Retentionsmotiv konnte generell kein signifikantes Clustering beobachtet
werden. Der GroBenstandard entspricht 20 um.

[Abbildung (b, c) publiziert in Bauer ef a/., 2020; modifiziert]

IC-21

Abbildung 6 zeigt neben der schematischen Darstellung des Modellliganden (a)
mikroskopische Aufnahmen eines reprasentativen Zeitpunktes wihrend des Clustering-
Experiments (b und c). Nach Zugabe des fluoreszierenden Modellliganden mit HDEL-Motiv
zeigten sich nach kurzer Latenzphase griin fluoreszierende Bereiche an der Zelloberflache,
welche sich vom ebenfalls griin fluoreszierenden Hintergrund durch die lokale Konzentration
des Liganden abzeichneten. Im Verlauf des Experiments nahmen diese Signale in Zahl, Grof3e
und Intensitét zu und traten deutlicher hervor. Dieses KDELR-Clustering konnte in humanen
HEK293-, HeLa- sowie SH-SY5Y-Zellen beobachtet werden, wohingegen humane THP1-
Makrophagen {iiber den gesamten Versuchszeitraum hinweg keine Zunahme der

Fluoreszenzintensitdt an der Zelloberfliche zeigten (Abbildung 6b). Auch die murinen
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Zelllinien MEF und L.929 zeigten in einem sehr dhnlichen Ausmal} die Bindung des KDELR-
Modellliganden mit kontinuierlicher Entwicklung von Clustern (Abbildung 6c). Auch in den
murinen Zelllinien konnte eine kurze Latenzphase ohne sichtbare Clusterbildung beobachtet
werden, wonach sich dann Fluoreszenzsignale vom Hintergrund abhoben und in GroB3e sowie
Intensitit zunahmen. Ubereinstimmend mit THP1-Makrophagen war auch bei den murinen
Makrophagen RAWBIue bzw. IC-21 keine Zunahme der Fluoreszenz an der Zelloberfldche
detektierbar. Ebenso zeigten sich iiber den gesamten Versuchsverlauf keine Cluster an Zellen,
wenn der eGFP-gekoppelte RTA-Modellligand ohne KDELR-spezifisches HDEL-
Retentionsmotiv verwendet wurde, sodass von einer spezifischen KDELR-abhédngigen
Reaktion auszugehen ist.

Somit konnte gezeigt werden, dass KDELR-Clustering nach externer Ligandenapplikation
nicht nur wie bisher verdffentlicht in HeLa-Zellen, sondern auch spezies- und
zelltypiibergreifend auftritt. Die untersuchten Makrophagen hingegen zeigten keine
vergleichbare Reaktion auf den Modellliganden und stellen somit den ersten dokumentierten
Zelltyp ohne KDELR-spezifische Clusterbildung dar. Die visuelle Darstellung der
Fluoreszenzintensititen ldsst zwar eine absolute Aussage iiber das Vorhandensein von
KDELR-Clustern zu, bietet jedoch keine objektive Moglichkeit zur Aufkldrung der
zugrundeliegenden molekularen Dynamik, welche ein Clustering in manchen Zelltypen
erlaubt. Eine detaillierte mathematische Auswertung dieses Prozesses wurde deshalb in enger
Zusammenarbeit mit Dr. M. Reza Shaebani (Arbeitsgruppe Prof. Ludger Santen, theoretische
Physik, Universitit des Saarlandes) im Rahmen des SFB1027 durchgefiihrt. Im ersten Schritt
wurden die Intensitdten lokaler Fluoreszenzsignale tliber die Versuchszeit verglichen und ein
bereits etabliertes Auswertungsmodell angewandt, welches nachfolgend zunichst erliutert
wird (Becker er al., 2016b). Die experimentellen Rohdaten wurden zundchst in bindre
Graustufen umgewandelt und Pixelintensititen von 0 (schwarz) bis 255 (weil}) zugeordnet.
Der Hintergrund um die lokalen Intensititen wurde durch anisotrope Gaul3‘sche
Anndherungen geglittet und das Hintergrundrauschen von den gemessenen Signalen
abgezogen, wodurch die qualitative Entwicklung der Clusterintensitit und -groBBe bestimmt

werden konnte (Abbildung 7; Details in Bauer ef al., 2020).

68



HEK 293 Hela SH-SY5Y

=50 min t=100min =50 min =100 min - =50 min 1:.100 min
K RS ": ) ) O ' ‘
- 4 "a b i .
v, . .
D o - H T
N K o ~ R athey
— <" L L — . — R *
=150 min =180 min N t=150 min 1=180 min =150 min =180 min
AR : -~ v 3 ettt Y I L
TR . ., Wl ¢ - % » . v N ’;{ . ~ . N
- ‘t : il Vo -~ 3 ity g
T -{ : . » . - - N Q. a ) ur .-‘ v __""'
b.‘l-: m . " . ! ‘ T ] ‘ 4 * -‘1 » N » : J b
e Fa R - ~ WY oA .
THP1 L929 MEF
=50 min t=100 min t=50 min _ . =100 min _ =50 min =100 min
- - ' .
AT q ? 7
v . ‘. L}
', - S,
=150 min =180 min 1=150 min - =180 mig N =150 min =180 min -
> B .: L ‘Y . oty .:
.._..' AL !%. ..‘ . N ‘c - E.g
I L T, . -ja" » v,
vie  w, M Vv . " - ) .._' s
» l_* e Rt v
IC21 RAW-Blue
t=50 min t=100 min =50 min =100 min
=150 min t=180 min t=150 min =180 min

Abbildung 7: Clusterentwicklung an zufillig ausgewihlten Regionen der Zelloberfliche
unterschiedlicher Zelllinien.
Gezeigt sind je vier Zeitpunkte (t=50-180 min), welche die Entwicklung der KDELR-Cluster an den
beschriebenen Sdugerzelllinien in GroBe und Intensitét {iber die Versuchszeit hinweg darstellen.
Hierfiir wurden die experimentell erzeugten Bilder in Graustufen umgewandelt und das GFP-bedingte
Hintergrundrauschen entfernt. Der GroBenstandard entspricht 4 pm.

[Abbildung publiziert in Bauer et al., 2020]

In Abbildung 7 sind zufdllige Bereiche der Plasmamembran abgebildet, welche {iiber
unterschiedliche Zeitpunkte (t=50-180 min) die Clusterentwicklung dokumentieren. Bei
clusternden Zelllinien waren anfinglich erste Ansammlungen des Liganden als kleine
schwarze Stellen sichtbar, welche im Verlauf des Experiments an GroBe sowie Intensitdt
zunahmen. Die untersuchten Makrophagenzelllinien zeigten nur vereinzelte, zuféllige Punkte,
die sich nicht iiber das Hintergrundrauschen hinweg in Gréf8e und Form entwickelten. Diese
Umwandlung der experimentell erzeugten Daten stellt die Grundlage fiir die nachfolgende
vergleichende Analyse der Clusterentwicklung (Abbildung 8) dar und wurde fiir die
Erstellung eines Modells (Abbildung 9) verwendet, welches die grundlegende Beziehung

zwischen Clustering und Rezeptorendozytose bzw. -recycling beschreibt.
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Abbildung 8: Clusterentwicklung iiber die Zeit an der Oberfliche verschiedener Zelltypen.
a) Zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzintensitit an der Oberfliche a) humaner und b) muriner
Zelllinien nach Behandlung mit eGFP-gekoppelten KDELR-Liganden (eGFP-RTA*'7P-HDEL).
c) Kombinierte Darstellung des Zusammenhangs zwischen Zellgrofe, Fluoreszenz-Séttigungslevel,
der Dauer der transienten Phase sowie der Zunahmephase. d) GroBenentwicklung der Cluster in
Abhingigkeit vom ,,power-law*“-Exponenten, welcher sich zwischen 0~2 (HeLa) und a~=5 (HEK293)
bewegt, wodurch ein zufilliges oder reguliertes Recycling der KDEL-Rezeptoren an préferierte Orte
der Zelloberflache abgeleitet werden kann.

[Abbildung publiziert in Bauer et al., 2020; modifiziert]
Die im Clusterexperiment ermittelten Signalintensititen von humanen (a) und murinen (b)
Zellen sind in Abbildung 8 graphisch in Abhédngigkeit von der Zeit présentiert. Allgemein
lasst sich die Entwicklung bei allen clusternden Zelllinien in drei Phasen einteilen: Eine Phase
der Latenz ohne sichtbare Signale, welche als ,,transiente Phase* definiert wird, gefolgt von
einer ,,Zunahmephase® der Fluoreszenzsignale, welche sich in einer exponentiellen
Wachstumskurve vom Hintergrund abhebt, bis hin zum ,steady state”, in dem die
Clusterbildung bzw. Fluoreszenzintensitdt in einem dynamischen Equilibrium um einen
Mittelwert schwankt (graue Striche). In den ersten 20-30 min war vor allem bei L.929-, MEF-
und HEK293-Zellen eine Ubergangsphase ohne deutliche Clusterbildung zu beobachten.

HeLa- und SH-SY5Y-Zellen zeigten hingegen einen schnelleren initialen Anstieg, wobei der
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Eintritt in die zweite Phase der exponentiellen Clusterentwicklung etwas versetzt nach 60 min
eintrat. Dies war bei HEK293 und den murinen Zellen in einem flieBenden Verlauf direkt
nach Beendigung der transienten Ubergangsphase zu beobachten. Nach etwa 2h
Inkubationszeit begannen die Zellen in die ,steady state“-Phase einzutreten, welche die
Homdostase zwischen Rezeptorinternalisierung und -transport zur Oberfldche darstellt. Diese
Phase war dadurch gekennzeichnet, dass die Signalintensititen auf der Zelloberfliche um
einen Mittelwert schwankten. Allgemein folgte die Entwicklung bei allen clusterbildenden
Zelltypen einem sehr dhnlichen und charakteristischen Verlauf, wéhrend bei Makrophagen
beider Spezies iiber die gesamte Versuchszeit hinweg keine Clusterbildung beobachtet
werden konnte.

Um erste Einblicke in die molekular-physikalischen Hintergriinde der unterschiedlichen
Clusterdynamiken zu erlangen, wurden die Zelltypen unter Beriicksichtigung weiterer
Faktoren miteinander verglichen (Abbildung 8 c). Hierfiir sollten zundchst einfache Parameter
wie die teils deutlich voneinander abweichende Grof3e der Zelltypen betrachtet werden. Damit
sollte insbesondere geklirt werden, ob unterschiedlich grole Membranflichen und eine damit
einhergehende variable Rezeptorzahl zu einem schnelleren Eintritt in die Wachstumsphase
filhren oder sich sogar auf die Fluoreszenzintensitit der Cluster auswirken konnten. Von
zufillig ausgewdhlten Zellen unterschiedlicher Grofle wurde das Volumen errechnet und in
Bezug zum zeitlichen Verlauf der Clusterphasen und Signalsittigung betrachtet. Es konnte
jedoch keinerlei Korrelation zwischen der Zellgroe und der zeitlichen Entwicklung der
Fluoreszenz nachgewiesen werden (Abbildung 8c). Diese Beobachtung legt die Vermutung
nahe, dass weniger die Ausgangsmembranfliche und somit die Zahl der anfénglichen
KDELRs an der Zelloberfliche, sondern eher andere Parameter wie etwa Endozytose und
Recycling der Rezeptoren einen Einfluss auf die Clusterbildung nehmen. Der Transport von
KDELRs zur Zelloberfliche wurde bisher in HeLa-Zellen untersucht und darauf aufbauend
ein gerichteter Transport von KDELRSs an ,,hot spots* der PM vermutet (Becker ef al., 2016b).
Durch eine nahezu lineare Zunahme der ClustergroBen konnte hierbei ein gerichteter
Transport von KDELRs zur Zelloberfliche vermutet werden, der sich mathematisch durch
eine ,,power law*“-GesetzmiBigkeit beschreiben lassen kann und auch fiir die verwendeten
Zelllinien in der vorliegenden Arbeit ermittelt werden sollte. Die ,,power law-decay*-
Darstellung in Abbildung 8d beschreibt die Anzahl der detektierten Cluster und bringt sie mit
deren Grofe in Zusammenhang, sodass die Fluoreszenzentwicklung als Steigung der Form
A™ dargestellt werden kann. Die GroBenentwicklung der Cluster konnte auch hier durch einen

,power law‘-Exponenten beschrieben werden und ist durch die Formel a=1+1/p definiert. Die
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Wahrscheinlichkeit eines gerichteten KDELR-Transports zur Zelloberfliche wird durch
beschrieben. Findet ein absolut zufdlliger Recyclingprozess der Rezeptoren zur PM statt, sinkt
die Effizienz der Clusterbildung, wobei gezielte Transportvorgidnge an ,,hot spots™ der PM die
Geschwindigkeit erhdhen. Ist der Transport zielgerichtet, kann B einen maximalen Wert von 1
annehmen, sodass es durch eine Verdopplung der ClustergroBle zu einem exponentiellen
Wachstum der Fluoreszenzsignale kommt. Bei einem eher zufdlligen Transport (B<l1) ist a
somit entsprechend hdher. In dieser Arbeit wurde zundchst die Kontinuitit der
Clusterentwicklung in HeLa betrachtet, wobei ein ,,power law*-Exponent von 0~2 beobachtet
werden konnte. Die Clusterentwicklung von humanen SH-SYS5Y und murinen MEF-Zellen
findet in einem &hnlichen Rahmen statt. 1.929-Zellen zeigen nicht nur insgesamt kleinere
Cluster, sondern auch eine etwas geringere Geschwindigkeit in der Groenentwicklung der
Fluoreszenzsignale (0>2). Zusitzlich konnte mit HEK293 (a=5) ein Zelltyp dokumentiert
werden, welcher einen ungerichteten Transport von KDELRs zur Zelloberfliche durchfiihrt
und insgesamt verhéltnisméBig kleine Cluster aufzeigt. Somit kann hiervon abgeleitet werden,
dass die unterschiedlichen Zelltypen charakteristische Differenzen im gerichteten KDELR-
Transport aufweisen, wobei hier vor allem Varianzen in der Anzahl oder Gréfe von ,hot
spot“-Mikrodomdnen der PM mit ankommenden Rezeptoren vermutet werden konnen.

Zusammenfassend kann aufgrund dieser Analysen gefolgert werden, dass KDELR-Cluster
einer definierten Entwicklung folgen. Nach der transienten Ubergangsphase, in der erste
Cluster durch die Schwelle des GFP-Hintergrundrauschens nicht detektierbar sind, treten die
Fluoreszenzsignale in eine Zunahmephase ein bis sie eine maximale Signalintensitit
erreichen. Diese Zunahme ist exponentiell und stellt ein charakteristisches Merkmal zwischen
verschiedenen Zelllinien dar, woraus ein gezielter Transport von KDELRs zu bestimmten
Dominen der Zelloberfliche abgeleitet werden konnte. Zwischen den verschiedenen
Zelltypen traten hierbei allerdings deutliche Unterschiede auf, sodass zelltypspezifische

Transportvorgidnge von KDELRs an der Zelloberfliche vermutet werden konnen.

3.1.1. Erstellung eines ,,Receptor Cycling”-Modells
Basierend auf den bisherigen Ergebnissen sollte ein Modell erstellt werden, welches die
Rahmenbedingungen der Clusterbildung hinsichtlich Endo- und Exozytoseraten von KDELRs
in Zusammenhang bringt. Hierbei sollten einerseits die Grundvoraussetzungen fiir
detektierbares  Clustern  definiert, aber auch  Unterschiede  zwischen  den
Rezeptortransportraten von Makrophagen und anderen Zelltypen offengelegt werden. Um

eine aussagekriftige Darstellung der KDELR-Transportvorginge zu modellieren, sollten
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experimentell ermittelte Daten in Kombination mit mathematischen Berechnungen, basierend

auf Monte-Carlo-Simulationen, zur Anwendung kommen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau und Grundlagen zum ,,Receptor Cycling“-Modell.
a) Gezeigt ist der schematische Aufbau des verwendeten Membran-Modells, welches den
Zusammenhang von Endozytose und Recycling von KDEL-Rezeptoren (schwarz, rot, griin) der
Zelloberflache beschreibt. Griine Bereiche stellen ankommende Vesikel da, wahrend rote Bereiche zu
endozytierende Flidchen darstellen. b) Darstellung der Zeit t; und c) des relativen Rezeptor-
Sattigungslevel f; in Bezug zur Endozytose-(k.nqo) Und Exozytoserate (k.y,). Die schraffierten Bereiche
stellen Verhéltnisse dar, welche durch die experimentell ermittelten Werte in Bezug zu t, ermittelt
werden konnten bzw. welche fiir eine relative Rezeptormenge f, ™"=0,5 angenommen werden. d)
Kombinierte Darstellung von t; und f;, wobei der doppelt schraffierte Bereich die wahrscheinlichen
Recyclingverhéltnisse bestimmt, welche in clusternden Zellen beobachtet werden konnten. Der
schwarze Punkt dient als Referenzpunkt fiir eine Endozytoserate Kenao=1%10"*s und einer
Exozytoserate von Ke,=0,5*10"/s, welche das KDELR-Clustering ermoglichen wiirden. ¢) Analoge
Darstellung zu d), jedoch mit verdnderter Skalierung und zusétzlichem Bezug auf Kepdgo/Kexo-
Verhiltnisse, welche die Grenze (£;=0,02) des detektierbaren Clustering darstellen. Unterhalb dieses
Bereiches kann Clustering bis hin zum Eintritt in den ,,steady state* auftreten, jedoch nicht detektiert
werden. Der schwarze Stern ist ein Beispiel fiir eine erhohte Endozytoserate (Kend0:5*10'4/s) und
verringerte Exozytoserate (K.,=0,1*10/s) der KDELRs, wie sie in Makrophagen stattfinden konnte.
[Abbildung publiziert in Bauer et al., 2020; modifiziert]

Abbildung 9a zeigt eine schematische Darstellung des Modells, welches die Grundlage fiir die
nachfolgenden Simulationen und Berechnungen ist. Die Oberfliche einer Zelle wird

vereinfacht als flache Membran mit einer Seitenldnge L=10 um dargestellt und in ein
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Gitterraster mit je 5 nm Seitenldnge unterteilt, was in etwa der GroBBenordnung von KDEL-
Rezeptoren in der Membran entspricht (Brauer et al., 2019). Jede Gitterfliche kann nun
zufdllig von einem KDELR besetzt sein oder leer vorliegen. Da die Clathrin-vermittelte
Endozytose bei der Internalisierung von KDEL-Rezeptoren die wohl wichtigste Rolle
einnimmt, werden Endozytosebereiche in der GroBBenordnung von Clathrinvesikeln definiert,
wodurch alle KDELRs in diesen Bereichen eliminiert werden (Jia et al., 2021; Agrawal ef al.,
2010). Ebenso ist die Grofle der ankommenden Vesikel in diesem Rahmen definiert, wobei
die Menge an KDELRs zufillig zwischen 0 und der maximalen Kapazitit des Vesikels
angenommen wird.

Zunichst werden nachfolgend Parameter hergeleitet und definiert, welche der Erstellung
mathematischer Grundlagen dieses Modells dienen. Die Zeit ¢, zum Erreichen dieses ,,steady
state® ist direkt abhingig von Endozytoseraten (xendo) und Recycling- bzw. Exozytoseraten
(Kexo), Was mathematisch mit #=1/(kengot%exo) In Zusammenhang gebracht werden kann
(mathematische Details siehe Bauer et al., 2020). Aufgrund von Fluktuationen der

Signalintensititen kdnnen ebenso der Eintritt als auch das Maximum der Signale als t;" und

"% durch KengoKexo=1/£,m10m)

ausgedriickt werden. In Abbildung 9b ist im schraffierten
Bereich dieser Zusammenhang visuell dargestellt; er zeigt den experimentell ermittelten
Zeitbereich in Kombination mit moglichen Endozytose- bzw. Exozytoseraten der KDELRSs.
Der ,steady state” wird in diesem Modell zudem durch das Sattigungslevel f; definiert,
welches sich direkt durch die Fluoreszenzsignale in den Experimenten ableitet. Dieses erlaubt
eine indirekte Beschreibung der KDELRSs der Zelloberfliche und kann naturgemif nur Werte
zwischen 0 und 1 annehmen (£;€[0,1]), wobei 0 eine KDELR-freie Membran beschreibt und 1
die maximale Anzahl der dort lokalisierten KDELRs. Durch eine gesteigerte Endozytoserate
bzw. eine verringerte Exozytoserate wird somit die maximal erreichbare Sattigung der
KDELRs auf der PM bestimmt, was durch fi=kexo/(Kendotkexo) beschrieben werden kann. Geht
man davon aus, dass sich f; zwischen ™ und £i™* bewegt, konnen die Grenzen der
experimentell erreichten Werte nun wie folgt definiert werden: icendOZ(—l+1/fsmin(max))xexo. Da
die absolute Anzahl der Rezeptoren auf der Zelloberfliche zu keinem Zeitpunkt bekannt ist,
lassen sich auch keine exakten Werte fir ™" und £;™ bestimmen. Jedoch kann aus den
experimentell ermittelten Daten fiir HeLa-Zellen das Verhéltnis zwischen minimalem und
maximalem Sittigungslevel auf £™/£,™"~1,85 festgelegt werden, wodurch sich auch ohne
exakte Rezeptorzahlen abschétzen lédsst, inwiefern sich eine Verdnderung der Endozytose-
oder Exozytoserate auf die AuBengrenzen des schraffierten Bereichs (in Abbildung 9c)

auswirkt. In diesem Modell wird davon ausgegangen, dass maximal die Hilfte aller
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Oberflichen-KDELRs auch tatsichlich im ,,steady state an der PM prisent sind (f;"**=0,5).
Dadurch lisst sich ™ als ~0,27 festlegen und definiert so den schraffierten Bereich. Hierbei
ist allerdings zu beachten, dass eine Anderung von £™ Auswirkungen auf die AuBengrenzen
des schraffierten Bereichs hat. In dem hier spiter ausgearbeiteten Aspekt spielt dies aber nur
eine untergeordnete Rolle und kann daher zunidchst vernachldssigt werden. Durch die
mathematischen Beziehungen zwischen den hier hergeleiteten Parametern konnen diese, wie
in Abbildung 9d, kombiniert dargestellt werden. Es ergibt sich ein doppelt schraffierter
Bereich, welcher die Endozytose- und Recycling-Raten der hier untersuchten clusternden
Zellen widerspiegelt. Als Nachstes sollte anhand dieses Modells eine Verdnderung der
Rezeptortransportraten als mogliche Ursache fiir den ausbleibenden Cluster-Phénotyp in
Makrophagen betrachtet werden. Zunédchst muss hierfiir festgehalten werden, dass
Fluoreszenzsignale zur Detektion in ihrer Intensitét stirker als das eGFP-Hintergrundrauschen
sein miissen. Dieses Modell definiert diesen Schwellenwert durch £,=0,02. Folglich kann von
diesem Modell auch abgeleitet werden, ob biologisch sinnvolle Transportraten existieren,
ohne dass sich dies in diesem experimentellen Setup als Clustering darstellt. Um die Grenzen
dieses Systems besser abschdtzen zu konnen, wurde zunichst ein willkiirlicher Startpunkt aus
dem doppelt schraffierten Bereich in Abbildung 9d gewihlt. Ausgehend von einer
Endozytoserate von xengo=1 und einer Exozytoserate von xey,=0,5 miisste bei gleichbleibender
Recyclingrate xengo 25-fach ansteigen bzw. bei gleichbleibender Endozytoserate xey, 25-fach
schwicher ausfallen, um die Rezeptorsittigung unterhalb von £=0,02 zu erreichen. Diese
mathematisch korrekte Darstellung hilft beim Verstindnis des Modells, sie ist physiologisch
allerdings eher weniger sinnvoll, da lediglich maximale Grenzen der Verhéltnisse dargestellt
werden. Abbildung 9e zeigt daher, dass auch realistischere Verhiltnisse zu einem nicht
nachweisbar clusternden Phénotyp fiihren wiirden, indem man die maximal errechneten
Grenzwerte entlang der roten Linie in einen physiologisch sinnvolleren Bereich verschiebt.
Etwa eine erhohte Endozytoserate (kengo=5) 1in Kombination mit verringertem
Rezeptorrecycling (kexo=0,5) wiirde ebenfalls zu einem nicht detektierbaren KDELR-
Clustering fiihren (schwarzer Stern), welches sogar in eine ,steady state“-Phase eintreten
kann. Zu beachten ist hierbei, dass die gestrichelten Linien durch die abgewandelte
Skalierung im Vergleich zu den vorherigen Abbildungen 9b, c und d leicht verzerrt dargestellt
werden. Hierdurch wird jedoch sichtbar, dass eine Verdnderung der in c) getroffenen
Annahme von f{"=0,5 die hier ermittelten Raten von xengo und kex, zwar beeinflussen
wiirden, dies aber qualitativ nur vernachldssigbare Auswirkungen auf das hier vorgestellte

Modell hitte.
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Mit dieser Arbeit wurde somit ein grundlegendes Modell erstellt, welches die Beziehung
zwischen Endo- und Exozytose der KDELRs in Verbindung zum Clustering stellt. Es sind
zwar keine exakten Aussagen in Form von absoluten Zahlen iiber Transportvorginge
moglich, jedoch lassen sich bedingt durch die Ableitung relativer Verhiltnisse des
Rezeptorrecyclings aus experimentellen Daten die Rahmenbedingungen fiir das Clustering
definieren. Hieraus lésst sich die Abwesenheit von Clustern auf der Zelloberfliche in diesem
experimentellen Setup dadurch erkléren, dass die Rezeptortransportraten in einem bestimmten
Verhiltnis stehen miissen, um iiberhaupt erst detektiert werden zu kénnen bzw. zu einem
nachhaltigen Clustering bis hin zum ,,steady state* fithren zu konnen.

Eine Voraussetzung, um KDELR-abhingige Cluster an der Zelloberfliche zu bilden, liegt
einerseits in der ausreichenden Expression von KDELRs, aber auch in deren Lokalisation an
der Zelloberfldche. Falls die Zahl der KDELRs in Makrophagen deutlich geringer ausfallen
sollte als in anderen Zelllinien, konnte dies einen ersten Hinweis auf die molekularen
Grundlagen einer ausbleibenden Clusterbildung liefern. Zudem wurde bisher noch nicht die
Frage geklirt, ob einzelne KDELR-Subtypen fiir das Clustering verantwortlich sind oder eine
Kombination verschiedener KDELRs auf der Zelloberfliche dazu beitrdgt. Um
auszuschlieBen, dass die hier betrachteten Makrophagen {iiber eine deutlich geringere
KDELR-Expression als die clusterbildenden Zellen verfiigen, wurden zunéchst
Expressionsanalysen der drei KDELR-Subtypen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
Expressionslevel der einzelnen KDELRs in allen verwendeten Zelllinien mittels einer
zweistufigen RT-qPCR bestimmt. Eine Expressionsanalyse humaner KDEL-Rezeptoren
wurde bereits in vorherigen Studien durchgefiihrt, sodass teilweise etablierte Primerpaare fiir
humane KDELRs und die Haushaltsgene GAPDH sowie B-Aktin iibernommen werden
konnten (Blum, 2018). qPCR-Primer fiir murine Zelllinien mussten allerdings fiir die
vorliegende Arbeit zunichst von Grund auf neu hergestellt und validiert werden (Details siehe
Beschreibung ab 2.3.15.2). Zur Untersuchung der KDELR-Expressionen innerhalb der hier
verwendeten Saugerzelllinien wurde RNA von Triplikaten zu je 1x10° Zellen isoliert, in
cDNA transkribiert und via qPCR die Expression in Form von ACt-Werten ermittelt
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Relative KDELR-Genexpression in humanen und murinen Siugerzelllinien .
Gezeigt ist die Expression von KDELR1-3 in den a) humanen Zelllinien HeLa, HEK293, SH-SY5Y

und THP1-Makrophagen bzw. in den b) murinen Zelllinien MEF, 1929, RAWBIue und IC-21. Vor
Ermittlung der relativen Expression wurden die ACt-Werte auf das Referenzgen der Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung von n>2
technischen Replikaten und n=3 biologischen Replikaten.

In Abbildung 10 sind die relativen Expressionsverhiltnisse der drei KDELR-Gene in
humanen (a) und murinen (b) Zelllinien nach Normierung auf ein Haushaltsgen (GAPDH)
dargestellt. Hier wurde eine vergleichende Betrachtung der gPCR-Ergebnisse gewihlt, bei der
die Expression der Rezeptoren auf KDELR1 normiert wurde. Bei vergleichender Betrachtung
der relativen Expression der verschiedenen Zelllinien zeigten sich zwei Expressionsmuster:
Eine etwa gleichstarke Expression von KDELR1 und KDELR2 in HEK293 und den
untersuchten Makrophagen THP1, RAWBIue und IC-21 sowie eine verstirkte Expression von
KDELR?2 in HeLa, MEF und L929 in 1,5- bis 2,25-facher Menge im Vergleich zu KDELRI.
Ubereinstimmend mit bisherigen Studien wurde KDELR3 in den humanen Zelllinien generell
in einem duflerst geringen Ausmaf} exprimiert (Raykhel ef al., 2007; Trychta et al., 2018). Die
murine Zelllinie MEF zeigte hingegen eine leicht erhohte KDELR3-Expression, wobei in
L929 relativ gesehen mehr KDELR-Transkripte nachweisbar waren. Das Verhiltnis von
KDELR3 zu KDELRI betrug hier nahezu 0,5. Es zeigte sich jedoch zwischen Makrophagen
beider Spezies und den iibrigen Zelllinien keine offensichtliche Korrelation beziiglich der
relativen Expression der KDELR-Subtypen und der Clusterbildung. Nicht clusternde Zellen
zeigten insgesamt etwa die gleiche Menge an KDELR1 und KDELR2, jedoch war dieses
Verhiltnis ebenfalls in SH-SYS5Y zu beobachten sowie tendenziell auch in HEK293-Zellen.
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Aus den relativen Verhiltnissen der KDELR-Subtypen konnte folglich kein offensichtlicher
Zusammenhang zwischen der An- oder Abwesenheit von Clustern auf der Zelloberfldche
abgeleitet werden. Somit scheint nicht etwa ein bestimmter KDELR-Subtyp hauptséchlich fiir
das Clusteringphdnomen verantwortlich zu sein. In einer weiterfiihrenden Analyse sollte
deshalb betrachtet werden, inwiefern sich die Rezeptormengen zwischen den Zelllinien
unterscheiden. Um zu ermitteln, ob Makrophagen bspw. insgesamt tiber weniger KDELRSs
verfligen als andere Zelltypen, wurden die relativen ACt-Werte auf eine reprisentativ

clusternde Zelllinie (HeLa bzw. L.929) normiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Vergleichende KDELR-Genexpressionslevel in humanen und murinen
Sédugerzelllinien
Gezeigt sind AACt-Werte von KDELR-Genexpressionsanalysen a) humaner bzw. b) muriner
Sdugerzellen. Die Werte von KDELR1-3 sind jeweils normiert auf HeLa bzw. L929.

[Abbildung publiziert in Bauer et al., 2020 modifiziert]

Aus Abbildung 11 geht hervor, dass auf absoluter transkriptioneller Ebene erhebliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen auftreten. Clusternde Zelllinien wie
HEK293 oder SH-SY5Y und nicht clusternde THP1-abstammende Makrophagen zeigten
etwa eine zwei- bis dreifache KDELRI1-Menge im Vergleich zu HeLa. Die Menge an
KDELR2 war hingegen bei allen untersuchten Zelltypen vergleichbar, mit Ausnahme von
SH-SYS5Y. Die relative Menge des generell nur sehr schwach exprimierten KDELR3 (siehe
Abbildung 10) unterscheidet sich ebenfalls in dhnlichem MaBle zwischen HelLa und SH-
SY5Y, wobei hier aber auch bis zu doppelt so viele Transkripte in HEK293 nachgewiesen
werden konnten. Einzig die Anzahl an KDELR3-Transkripten in den THP1-abstammenden
Makrophagen lag unterhalb anderer Zelllinien. In murinen MEF-Zellen betrug die KDELR1-
und KDELR2-Menge etwa das 1,5-fache, wihrend von KDELR3 nur halb so viele
Transkripte nachgewiesen werden konnten. Die nicht clusternden IC-21 zeigten ebenso eine

etwa 1,5-fache Anzahl an KDELRI sowie vergleichbare Level an KDELR2. Auch in
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RAWBIlue-Makrophagen waren weniger KDELR1-Transkipte und, mit nur etwa 50 % der
Expressionsstiarke eine deutlich verringerte Menge an KDELR2 nachzuweisen. Beide
murinen Makrophagenzelllinien zeigten nur eine marginale Anzahl an Transkripten fiir

KDELR3, was eine Korrelation mit der ausbleibenden Clusterentwicklung darstellt.

3.1.2. KDELR-Clustering in Makrophagen

Aufgrund der durchgefiihrten Expressionsanalyse konnte ausgeschlossen werden, dass Zellen
ohne Cluster iiber bedeutend weniger KDELRs verfiigen. Diese Analyse schlieB3t somit aus,
dass ein niedriges intrazellulires KDELR-Level die alleinige Ursache fiir nicht clusternde
Makrophagen darstellt. Die intrazelluldre Verteilung der KDELRs, insbesondere an der PM
oder in peripheren Zellbereichen, konnte sich jedoch ausschlaggebend auf die Clusterbildung
auswirken. Daher wire es im ndchsten Schritt sinnvoll, die wildtypische Lokalisation in
Makrophagen niher zu untersuchen, wobei die bis dato kommerziell erhéltlichen Antikorper
hierfiir nicht spezifisch genug sind. Auch eine Transfektion und anschlieBende Expression
von antigen- bzw. fluoreszenzmarkierten KDELRs erwies sich als sehr ineffizient und nicht
auswertbar (Daten nicht gezeigt). Daher sollten die im Modell (Abbildung 9) diskutierten
Transportraten der KDELRs in einem weiteren experimentellen Ansatz weiter untersucht
werden. Bisherige Clusterexperimente wurden bei einer fiir Sdugerzellen iiblichen Temperatur
von 37 °C durchgefiihrt. Die Geschwindigkeit von chemischen Reaktionen und biologischen
Prozessen ist allerdings stark von der Temperatur abhédngig, sodass auch eine verlangsamte
Clusterbildung bei einer erniedrigten Temperatur vermutet werden konnte. Um die potenziell
hohe Internalisierungsgeschwindigkeit von KDELRs in Makrophagen zu verringern, wurde
deshalb die Versuchstemperatur in einem ,,Live Cell Imaging“-Setup auf den niedrigsten
kontrollierbaren Wert eingestellt (20 °C).

Zur Durchfiihrung dieses Experiments wurden RAWBIlue-Makrophagen 24h vor
Versuchsbeginn ausgesit und bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Vor Versuchsbeginn wurde
das Medium entfernt und 20 °C temperiertes Medium mit eGFP-RTA®'7"°-HDEL appliziert
(Abbildung 12a). Parallel hierzu wurde eine Probe unter Standardbedingungen (37 °C) als
Negativkontrolle mitgefiihrt (Abbildung 12b). Die Dokumentation am CLSM erfolgte iiber
einen Zeitraum von 90 min. Durch den Abschluss der Clustering-Experimente mit
erfolgreicher Erstellung eines ,,Receptor Cycling“-Modells wurde die Kooperation mit der
AG Santen im Rahmen des SFB1027 beendet und nachfolgende Clusterexperimente ohne

eine mathematische Auswertung analysiert.
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Abbildung 12: Einfluss der Temperatur auf die KDELR-Clusterentwicklung in RAWBIlue-
Makrophagen.

Dargestellt sind am CLSM erstellte ,,.Live Cell Imaging“-Aufnahmen der Clusterentwicklung auf der
Oberflache von RAWBIlue-Makrophagen bei a) 20 °C und b) 37 °C zu repriasentativen Zeitpunkten.
Aufgrund der geringen Clusteranzahl sind in den Bildern teilweise unterschiedliche Zellen gezeigt und
die Cluster mit weillen Pfeilen markiert.

Nach 25-miniitiger Inkubation konnten erste, noch schwache, einzelne Fluoreszenzsignale an
der Zelloberfliche von mehreren Makrophagen detektiert werden (Abbildung 12a, weille
Pfeile). Diese wurden iiber die Zeit (bis 90 min) nur in einem duferst geringen Ausmal in
ihrer Intensitit stirker und verdnderten ihre GroBe nur marginal. Aufgrund der geringen
Anzahl der Cluster sind in den Bildern teilweise unterschiedliche Zellen gezeigt. Ein analoger
Versuchsaufbau mit auf 37 °C temperiertem Medium (Abbildung 12b) zeigte zu keinem
Zeitpunkt Fluoreszenzsignale an den Zelloberfldchen, sodass unspezifische Interaktionen des

Liganden ausgeschlossen werden konnten.
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Folglich flihrte eine Verringerung der Temperatur zu einer nachweisbaren Clusterbildung
nach 20-miniitiger Verzogerung, wonach sich kleine Cluster bildeten und iiber 90 min lang
konstant zu dokumentieren waren. Folglich sind Makrophagen generell dazu in der Lage,
KDELR-spezifische Cluster an ihrer Zelloberfliche zu bilden, wobei diese nur in einem
geringen Malle detektierbar sind.

Die Bildung von KDELR-spezifischen Clustern an der Zelloberfliche stellt also einen
komplexen Mechanismus dar, welcher ein Zusammenspiel aus verschiedenen Faktoren
vereint. Da bisher davon ausgegangen wird, dass eine Ligandenbindung die Clusterbildung
und nachfolgende Endozytose der Rezeptoren ausldst, konnte auch die initiale Interaktion
zwischen Liganden und den Rezeptoren fiir die Geschwindigkeit oder auch Effizienz des
Clusteringprozesses ausschlaggebend sein. Es ist schon lange bekannt, dass die Riickfithrung
ER-residenter Proteine durch KDELRs auf einem pH-abhidngigem Mechanismus basiert
(Wilson et al., 1993). Neuere Studien konnten im Laufe dieser Arbeit zusitzlich auch die
strukturellen molekularen Zusammenhénge mithilfe einer Kristallstruktur von KDELR2 aus
G. gallus aufdecken, wodurch neue Erkenntnisse liber die Rezeptor/Liganden-Interaktion
gewonnen werden konnten. Der im Golgi vorliegende leicht saure pH erlaubt durch die
Protonierung von His'? eine duBerst stabile Verankerung des Retentionsmotives im Rezeptor.
Dies geht simultan mit einer Konformationsinderung des Rezeptors einher, welche nach
erfolgtem Riicktransport ins ER durch den pH Anstieg wieder in den urspriinglichen Zustand
zuriickkehren kann und der Ligand freigesetzt wird (Brduer et al., 2019; Wu ef al., 2020). In
diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, inwiefern eine Anderung des pH die
Bindung von Liganden auf der Zelloberfldche beeinflusst. Anhand der Intensitit bzw. Grofle
der Cluster sollten so Riickschliisse auf deren zeitliche Entwicklung nédher analysiert werden.
Ebenso sollte untersucht werden, ob KDELRs an der Zelloberfliche iiber unbekannte
Mechanismen verfiigen, welche auch eine Bindung von Peptiden auBlerhalb physiologisch
vorherrschender pH-Werte zulassen.

In einem ersten Ansatz sollte die pH-Abhéngigkeit der Bindung extrazelluldrer Liganden an
PM-lokalisierte KDELRs in HeLa-Zellen untersucht werden (Abbildung 13). Diese wurden
24 h vor Versuchsbeginn ausgesit und bei 37 °C mit dem Modellliganden behandelt. Eine
Inkubationszeit von nur 15 min sollte gewéhrleisten, dass die Clusterentwicklung gegen Ende
der stationdren Phase nicht zu weit voranschreitet und schwierig zu dokumentierende
Unterschiede tliberdeckt. Hierbei wurde steril filtriertes Medium mit einem zuvor eingestellten
pH von 6,4-8 verwendet. Nach Ende der Inkubationszeit wurden mehrere Waschschritte mit

1xPBS durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Einfluss des pH-Wertes auf die KDELR-Clusterentwicklung in HeLa-Zellen.
Dargestellt sind Aufnahmen der Clusterformation auf der Oberflaiche von Hela-Zellen unter dem
Einfluss verschiedener pH-Werte. Die 15-miniitige Inkubation der Zellen mit dem fluoreszierenden
Modellliganden erfolgte in DMEM mit den angegebenen pH-Werten. Als Ligand wurde a) eGFP-
gekoppeltes RTAF'7P-HDEL bzw. b) die Variante eGFP-RTA®'"’® ohne Retentionsmotiv als
Negativkontrolle verwendet. Die Detektion des Fluoreszenzsignals der Cluster (griin) erfolgte am
CLSM.

Abbildung 13a ist zu entnehmen, dass unter Verwendung von Medium mit den pH-Werten
8,0 und 7.4 keine Cluster innerhalb der Inkubationszeit dokumentiert werden konnten. Erst
nach einer Absenkung des pH auf 6,8 zeigten sich nach 15 min erste Cluster. Eine abermalige
Verringerung des pH auf 6,4 zeigte wiederum deutliche Fluoreszenzsignale entlang der
Zelloberflidche. Diese waren gleichméBig iiber die im Fokus liegende Peripherie der Zellen
verteilt und unterschieden sich in ihrer Grofe deutlich voneinander. Der gleiche
Versuchsautbau wurde mit Liganden ohne Retentionsmotiv durchgefiihrt, um passive

Anlagerungen unter erniedrigten pH Bedingungen auszuschlieBen (Abbildung 13b).
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Es liefl sich also beobachten, dass auch an der Zelloberfliche die Interaktion zwischen
KDELRs und ihren Liganden deutlich vom pH abhingt und bei erhohten pH-Werten keine
Clusterbildung nach Ligandenzugabe detektiert werden konnte. In Einklang mit bisherigen
Studien korreliert die Anzahl und Grof3e der Cluster mit einer Absenkung des pH, was darauf
hinweist, dass der grundlegende Mechanismus der Ligandenbindung auch an der
Zelloberflache analog zu den Vorgingen in intrazelluliren Membranen ablduft. Ein
niedrigerer pH konnte zu einer stirkeren Rezeptor/Liganden-Interaktion und folglich zu

einem effizienteren Clusteringprozess fiihren.

3.1.3. KDELR-Clustering in HAP1-Knockout-Zelllinien
Alle bisherigen Clusterstudien konnten nur in wildtypischen Zelllinien durchgefiihrt werden.
Es stellt sich jedoch vor allem die Frage, ob einzelne KDELR-Subtypen Funktionen an der
Zelloberfldche ausiiben oder ob sie gemeinsam zum Clustering beitragen. Ein ndherer
Einblick in die Rolle von KDELR-Subtypen konnte durch analoge Cluster-Experimente unter
Verwendung von Knockout-Mutanten erlangt werden, wobei sich die Etablierung solcher
Zelllinien aber als &duBerst schwierig herausstellte. Vor allem ein Knockout (KO) von
KDELRI scheint durch dessen essenzielle Funktionen nicht vollstindig von anderen
KDELRs kompensiert werden zu konnen (Blum, 2018). Hierbei konnten lediglich Klone
erzeugt werden, bei denen der KO nur eines der beiden Rezeptor-Allele betrifft, wodurch die
Expression von KDELR1 weiterhin in verminderter Form stattfinden konnte. Durch die
Verwendung einer nahezu haploiden Zelllinie HAP1 ist es der Firma Horizon gelungen, KO-
Zelllinien herzustellen, welche durch die Abwesenheit cines zweiten Allels keine
kompensierenden Expressionen durchfiihren konnen. In vorangegangenen Arbeiten wurde die
KDELR-Expression der wildtypischen HAP1 Zelllinie sowie der KDELR1-KO bereits per
RT-gPCR  wverifiziert und neben einer Transkriptomanalyse erste phénotypische
Charakterisierungen der HAP1 Zelllinie durchgefiihrt (Blum, 2018). In der vorliegenden
Arbeit sollten diese Studien nun auch durch HAP1 KDELR2-KO ergidnzt werden, um nach
einer erfolgreichen grundlegenden Charakterisierung auch erste Clustering-Experimente in
KO-Zelllinien durchzufiihren. Zunéchst sollte der KO von KDELR2 in HAP1-Zellen validiert
werden. Hierfiir wurde in einem RT-qPCR Ansatz die Expression von KDELRI1-3 in den hier
verwendeten HAP1-Zelllinien verglichen. Dies sollte einerseits den KO von KDELR1 bzw.
KDELR?2 verifizieren, andererseits aber auch eine potenzielle Kompensation des jeweiligen
KO durch eine Expressionsidnderung anderer KDELRs offenlegen (Abbildung 14). Die Zellen
wurden fiir diese qPCR-Analyse 24 h im Voraus ausgesét, sodass diese zum Zeitpunkt der

Lyse und RNA-Isolation nahezu konfluent vorlagen.
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Abbildung 14: Relative KDELR-Genexpression in HAP1-Zellen.

Gezeigt sind qPCR-basierte Genexpressionsanalysen von HAP1-Zellen mit KDELR1- bzw. KDELR2-
Knockout oder als wildtypische Zelllinie. Vor Ermittlung der relativen Expression wurden die ACt-
Werte auf das Referenzgen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert. Die
relative Genexpression der KDELRs wurde anschlieBend auf KDELR1 normiert. Die Auswertung
erfolgte unter Verwendung von n>2 technischen Replikaten und n=3 biologischen Replikaten.

Abbildung 14 bestitigt zunidchst sowohl die bisher beschriebenen KDELR 1-3 Expressionen in
wildtypischen HAP1 als auch den KO von KDELR1 (Blum, 2018). HAP1 WT zeigte eine
sehr dhnliche Anzahl an Transkripten von KDELR1 und KDELR2, wéihrend KDELR3 nur in
duBlerst geringen Mengen nachzuweisen war, wodurch im Expressionsverhalten gewisse
Ahnlichkeiten zu den neuronalen Vorlduferzellen SH-SYS5Y und THP1-Makrophagen besteht
(vgl. Abbildung 10). Der KO von KDELR1 reduzierte dessen nachweisbare Transkripte im
Vergleich zu KDELR2 auf etwa 20 %, wihrend die Expression von KDELR3 auf einem
dhnlich geringen Niveau stattfand, wie in wildtypischen HAP1-Zellen. Der KO von KDELR2
fiihrte zu einer nahezu vollstdndigen Reduktion von KDELR2-Transkripten, wobei die Menge
an KDELR3 erstmals im relativen Vergleich minimal anzusteigen schien. Somit konnte auch
hier ein erfolgreicher KO von KDELR?2 bestitigt werden.

Eine Darstellung der relativen Expressionen wie in Abbildung 14 erlaubt eine einfache
Betrachtung der KDELR-Verhéltnisse untereinander, allerdings ist es nicht moglich, eine
Aussage tiber die absolute Menge der KDELRs zu treffen. Beispielsweise wire es moglich,
dass im Falle der KDELR1-KO Zelllinie die Reduktion der KDELR1-Transkripte zu einer
vermehrten KDELR2-Expression fiihrt, was den Mangel an funktionellem KDELRI
kompensieren konnte, aber in dieser Analyse so nicht erfasst werden kann.

Zur genaueren Untersuchung wurde daher eine weitere Analyse durchgefiihrt, in der die
Expression der Rezeptoren durch Darstellung der AACt-Werte innerhalb der Zelllinien direkt
miteinander verglichen werden sollte (Abbildung 15). Die Normierung erfolgte hierbei auf

wildtypische HAP1-Zellen.

84



2,5 -

=
v N
1 1

Relative KDELR Expression
'

(normiert auf HAP1 WT)

o
wn

KDELR1 KDELR2 KDELR3
WHAP1I WT @ HAP1 KDELR1-KO OHAP1 KDELR2KO

Abbildung 15: Vergleichende KDELR-Genexpressionslevel in HAP1-Zellen.
Gezeigt sind AACt-Werte der qPCR-basierten Expressionsanalysen in wildtypischen HAP1 und
KDELR-KO-Zellen. Die Normierung erfolgte auf den Wildtyp.

Aus Abbildung 15 geht hervor, dass ein KO von KDELR1 (HAP1 KDELRI1-KO) im
Vergleich zum WT zwar die RNA-Transkriptmenge von KDELRI1 deutlich reduziert, jedoch
keine simultane Kompensation beziiglich der Expressionsstidrke von KDELR2 oder KDELR3
auftrat. Hier war die Anzahl der Transkripte von KDELR2 und KDELR3 sogar ebenfalls auf
etwa 75 % reduziert. Der KO von KDELR?2 fiihrte zu einem nahezu vollstdndigen Stopp der
KDELR2-Transkription, wobei die Menge an KDELR1 tendenziell vergleichbar mit der des
Wildtypen war. Betrachtet man die Schwankungen innerhalb der Replikate, konnte allerdings
auch eine Expressionsidnderung im Bereich von 0,6-1,4 beobachtet werden. Interessanterweise
stieg die Expression von KDELR3 nach KO von KDELR2 auf nahezu das Doppelte an.
Allerdings muss hier beachtet werden, dass die Gesamttranskriptmenge verglichen mit
KDELRI1 sehr gering ist (vgl. Abbildung 14) und in dieser Darstellung daher Unterschiede
aufgrund der Normierung auf den Wildtyp stérker ausgeprégt sind.

Zusammenfassend lésst sich ein KO der jeweiligen KDELRs in HAP1 Zelllinien bestatigen,
wodurch diese Zellen prinzipiell geeignet sind, die Auswirkungen eines KDELR-KO in einem
Clusteringexperiment zu untersuchen. Hier sollten diese Zelllinien zunéchst in dem etablierten
,Live Cell Imaging“-Setup mit dem RTA-basierten Modellliganden versetzt werden, um sie
hinsichtlich ihres Clusterphdnomens zu untersuchen (Abbildung 16). Analog zu vorherigen
Experimenten wurden Zellen 24 h im Voraus ausgesdt und bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar
vor Versuchsbeginn wurde der fluoreszierende Modellligand mit HDEL-Retentionsmotiv
sowie als Negativkontrolle ohne HDEL-Aminosduremotiv in einer Konzentration von
160 pg/ml in entsprechendem Medium mit pH 6.4 appliziert und die Echtzeitdokumentation

gestartet. Da diese Experimente erst in einem weitaus spateren Stadium dieser Arbeit

85



durchgefiihrt werden konnten, erfolgt nur eine rein visuelle Analyse der Clusterbildung.
Damit einhergehend wurde die Versuchszeit auf 45 min begrenzt.

Zunichst sollte untersucht werden, ob HAP1-Zellen ebenfalls in der Lage sind, Cluster zu
bilden und inwiefern sich diese in einen Kontext zu den bisher untersuchten Zellen einordnen
lassen. Deshalb wurde zunéchst ein Vergleich zwischen der bereits untersuchten HelLa-

Zelllinie und den wildtypischen HAP1-Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 16: KDELR-Clusterentwicklung an der Oberfliiche von wildtypischen Siugerzellen.
Dargestellt sind ,,Live Cell Imaging*“-Aufnahmen der Clusterentwicklung an der Oberfldche von a)
HeLa- und b) HAP1 WT-Zellen im Zeitverlauf. Dargestellt sind der Startpunkt t=0 min, ein friihes
Clusterstadium bei t=10 min und ein fortgeschrittenes Clusterstadium bei t=45 min. Als Ligand
wurden 160 pg/ml eGFP-gekoppeltes RTA®’°-HDEL bzw. die Variante eGFP-RTA®"’® ohne
Retentionsmotiv als Negativkontrolle in Medium mit pH 6,4 verwendet. Die Detektion des
Fluoreszenzsignals der Cluster (griin) erfolgte am CLSM.
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In Abbildung 16a ist die Clusterentwicklung auf der Oberfliche von HeLa-Zellen nach
Applikation von eGFP-RTA®""°.HDEL zu beobachten. Aufgrund des leicht verringerten pH
wurde hier eine effizientere Clusterbildung nach nur 10 min festgestellt. Die Cluster befanden
sich bereits in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und waren teilweise als fokussierte
Einzelcluster zu identifizieren. Uber die Versuchszeit von 45 min hinweg konnte eine stetige
Zunahme der Signalanzahl, -groBe und -intensitét beobachtet werden. Abbildung 16b zeigt die
Clusterentwicklung im HAP1 Wildtyp. Nach 10 min Inkubationszeit konnten auch hier erste
Ansammlungen des Liganden entlang der Zellperipherie beobachtet werden, wobei einzelne
Fluoreszenzsignale bereits groBBere Cluster bildeten. Im Vergleich zu HeLa-Zellen war die
Verteilung der Fluoreszenz etwas diffuser und insgesamt beziiglich Intensitit und GroBe der
Cluster vermindert. Analog zu anderen Zelllinien verdnderten sich die Fluoreszenzsignale
iiber die Zeit, wobei sich die eher zufillige Verteilung im Anfangsstadium des Versuches in
abgrenzbare einzelne Cluster entwickelte. Insgesamt erreichte die Fluoreszenzintensitdt in
HAP1-Zellen innerhalb des 45-miniitigen Versuches nicht das Ausmal, wie es in HeLa-

AE177D ohne

Zellen zu beobachten war. Die Negativkontrolle mit appliziertem eGFP-RT
HDEL-Aminosduremotiv zeigte zu keinem Zeitpunkt des Experiments Fluoreszenzsignale an
HeLa- oder HAP1-Zellen.

Dieses erste Clustering-Experiment zeigte folglich erstmals, dass auch HAP1-Zellen nach
Applikation eines externen KDELR-spezifischen Liganden an der Zelloberfliche Cluster
bilden. Insgesamt lief die Entwicklung der Cluster jedoch etwas langsamer ab als in HeLa-
Zellen, was auf einen leicht ineffizienteren Mechanismus hindeuten konnte. Die prinzipielle

Fahigkeit zur Clusterbildung sollte nachfolgend unter Verwendung der KO-Zelllinien analog
untersucht werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: KDELR-Clusterentwicklung an der Oberfliche von KDELR-Knockout-
Sédugerzellen.

Dargestellt sind am CLSM erstellte ,.Live Cell Imaging“-Aufnahmen der Clusterentwicklung an der
Oberfliche von a) HAP1 KDELRI1-KO. und b) HAP1 KDELR2-KO-Zellen im Zeitverlauf.
Dargestellt sind der Startpunkt t=0 min, ein frithes Clusterstadium bei t=10 min und ein
fortgeschrittenes Clusterstadium bei t=45 min. Als Ligand wurden 160 pg/ml eGFP-gekoppeltes
RTA®"_HDEL bzw. die Variante eGFP-RTA"'”’® ohne Retentionsmotiv als Negativkontrolle in
Medium mit pH 6,4 verwendet.

Aus Abbildung 17 ist zu entnehmen, dass sowohl HAP1 KDELRI1-KO- (a) als auch
KDELR2-KO-Zellen (b) in der Lage sind, nach Ligandenapplikation auf der Zelloberfliache
Cluster zu bilden. Im Fall von KDELR1-KO waren bereits nach 10 min schwache
Fluoreszenzsignale an der Oberfliche sichtbar, welche sich aus einzelnen Punkten
zusammensetzten. Insgesamt war die Verteilung leicht diffus, bzw. waren alle Cluster noch in

einem sehr frilhen Entwicklungsstadium. Zu einem spdteren Zeitpunkt waren die
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Fluoreszenzsignale deutlich fokussiert und viele einzelne Fluoreszenzcluster entlang der
Zellperipherie sichtbar. Die Intensitdt war hier dhnlich zum HAP1 WT (vgl. Abbildung 16).
Der KO von KDELR2 (Abbildung 17b) fiihrte ebenfalls bereits nach 10 min zu ersten
schwachen Fluoreszenzsignalen. Diese waren als definierte kleine Cluster etwas
konzentrierter entlang der Zellperipherie zu beobachten. Analog zu vorherigen HAPI-
Clusterexperimenten nahmen die Fluoreszenzsignale bis zum Versuchsende an Intensitét und
GroBe zu. Verglichen mit KDELR1-KO-Zellen waren die Cluster eher vereinzelt und in der
Intensitit etwas schwicher, dafiir in ihrer Grof8e umfangreicher und somit vergleichbarer mit
wildtypischen HAP1-Zellen. Die Negativkontrolle ohne HDEL-Sequenz zeigte in keinem Fall
eine Clusterbildung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit der Leukdmie-Zelllinie HAP1, welche
urspriinglich aus KBM-7-Zellen stammt, in einem weiteren Zelltyp die KDELR-spezifische
Clusterbildung erfolgreich nachgewiesen werden konnte. Deren Entwicklung nahm sowohl in
ihrer GroBe als auch in ihrer Intensitit tiber die Zeit hinweg zu und folgte so der bisher bei
anderen Zelllinien beobachteten Clusterformation. Ein KO von KDELR1 oder KDELR2
filhrte in diesen rein visuellen Untersuchungen zu keinem eindeutigen Unterschied in der
Clusterbildung. Ohne eine qualitative mathematische Auswertung, wie bereits zuvor
beschrieben, kann zu diesem Zeitpunkt jedoch keine finale Aussage iiber den Einfluss der

einzelnen Rezeptoren diesbeziiglich getroffen werden (Bauer et al., 2020).

3.1.4. Experimente zur Charakterisierung von HAP1-Knockout-Zelllinien

Bisher stellt HAP1 eine nur wenig charakterisierte Zelllinie dar. In vorangegangen Arbeiten
wurden wildtypische und KDELR1-KO-Zellen schon teilweise betrachtet, wobei vor allem
die Auswirkungen von ER-Stress untersucht wurden (Blum, 2018). Da im Laufe dieser Arbeit
ebenfalls ein KDELR2-KO dieser Zelllinie zur Verfligung stand, konnten nun auch weitere
Charakterisierungen durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit konnte bereits in wildtypischen,
aber auch in den beiden KO-Zelllinien KDELR-Clustering nachgewiesen werden, was eine
Kompensation der KDELR-Funktion an der Zelloberfliche durch die jeweils anderen
Rezeptoren vermuten ldsst.

Im Laufe dieser Arbeit stellte sich heraus, dass sich wildtypische HAP1-Zellen auch in
weiteren Charakteristika von KDELR-KO-Zellen unterscheiden, sodass eine Einordnung in
einen biologischen Kontext ndher untersucht werden sollte. So konnte wihrend der
Kultivierung von HAP1-Zelllinien beobachtet werden, dass KDELR1-KO-Zellen langsamer
Konfluenz erreichten als wildtypische HAP1 oder KDELR2-KO-Zellen. Die Féhigkeit der

Zellteilung oder Gewebebildung konnte folglich durch den KO von KDELRI1 beeintriachtigt
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sein. Auch erschienen die KDELR1-KO-Zellen ein etwas kleineres Volumen einzunehmen als
wildtypische oder KDELR2-KO-Zellen. Da die Morphologie von HAP1-Zellen &uBerst
vielfdltig ausgeprdgt ist, erschwert dies eine genaue GroBenbestimmung. Ein Ablosen der
Zellen flihrt dazu, dass diese die physikalisch stabilste Form einer Kugel annehmen, wodurch
sich sowohl die GroB3e der Zelltypen qualitativ besser miteinander vergleichen ldsst, aber auch
eine quantitative Analyse mittels ,,Casy Cell Counter and Analyzer* ermoglicht.

Die Deletion eines KDELR zeigte sich bereits in Vorarbeiten als Eingriff in weite Teile des
Transkriptoms, wodurch auch ein Einfluss auf die Zellteilung nicht ausgeschlossen werden
kann (Blum et al., 2019). Mithilfe eines Proliferationsassay konnten die Folgen des KDELR-
Verlustes in Bezug auf Zellteilungsraten analysiert werden (Abbildung 18). Hierbei werden
gleiche Mengen von Zellen unter Standardbedingungen kultiviert und zu mehreren
Zeitpunkten die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase betrachtet, wodurch indirekt

die Viabilitét der Zellen abgeleitet werden kann.
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Abbildung 18: Charakteristiken verschiedener HAP1-Zelllinien.

a) Gezeigt ist ein Groflenvergleich von abgeldsten HAP1-Zellen, normalisiert auf den Wildtyp. Die
Analyse erfolgte mittels ,,CASY Cell Counter and Analyzer” und beschreibt den Durchmesser von
abgeldsten Zellen (n=6). b) XTT-basiertes Proliferationsassay von HAP1-Zellen (n=3). Diese wurden
ausgesdt und nach 24 h, 48 h sowie 72 h wurde die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase
iiberpriift. Die Normierung erfolgte auf den 24 h-Wert. c¢) Viabilititsanalyse von HAP1-Zelllinien
unter ER-Stressbedingungen. ER-Stress wurde 24 h nach Aussaat der Zellen mittels einer
Thapsigarginbehandlung (0,5-1 pM TG) induziert und weitere 24 h spéter ein Proliferationsassay
durchgefiihrt (n=3). Die Normierung erfolgte auf ungestresste Zellen (100%).
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Die Grofle von HAP1-Zellen wurde im abgeldsten Zustand mittels ,,CASY Cell Counter and
Analyzer ermittelt und auf die wildtypischen Zellen normiert (100 %, Abbildung 18a).
Tendenziell schienen KDELR-KO-Zellen ein geringeres Volumen einzunehmen, wobei vor
allem KDELRI1-KO-Zellen nur etwa 90 % der Gréfe von wildtypischen HAPI1-Zellen
zeigten, wiahrend KDELR2-KO-Zellen mit 96 % ndher am Wildtyp waren. In Abbildung 18b
wurde die Proliferation von HAPI1-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten anhand der
mitochondrialen Dehydrogenaseaktivitit in einem XTT-Assay bestimmt (Details siche
Beschreibung in 2.6.4).

Als Ausgangswert und Normierungszeitpunkt wurde eine Messung 24 h nach Aussaat
herangezogen. Bei der nichsten Probenentnahme (48 h) lag die Dehydrogenaseaktivitit von
wildtypischen und KDELR2-KO-Zellen in einem etwa vierfach hoheren Bereich und
verdoppelte sich erneut am Ende des Experiments (72 h). Der KO von KDELRI1 fiihrte
hingegen zu verringerten Proliferationsraten. Nach 48 h war die 3,75-fache
Dehydrogenaseaktivitidt zwar noch vergleichbar mit wildtypischen Zellen, stieg jedoch auch
im Verlauf von 72 h nur noch geringfiigig tiber diesen Wert. Durch die essenzielle Rolle von
KDELRs bei der Retention von ER-Chaperonen stellt insbesondere die Untersuchung von
ER-Stresszustdnden einen sehr interessanten Aspekt dar. Der Verlust von KDELR1 oder
KDELR2 konnte folglich diese dynamische Anpassung beeinflussen, wodurch sich selbst
schwache Stresszustinde auf die Proliferation der Zellen auswirken konnten. In einem
analogen Versuchsansatz sollte daher die Proliferationsrate der HAP1-Zellen unter ER-Stress
untersucht werden. Als Stressfaktor wurde in diesem Versuch Thapsigargin verwendet, ein
Inhibitor der ,,sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase” (SERCA). ER-Stress
wurde 24 h nach der Aussaat durch 0,5 - 1 uM Thapsigargin (TG) induziert und die
ermittelten Proliferationswerte auf eine mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelte
Negativkontrolle normiert (Abbildung 18c). Wildtypische HAP1-Zellen zeigten durch eine
Thapsigarginbehandlung keine Anzeichen von Stress. Durch den KO von KDELRI
verringerte sich die Dehydrogenaseaktivitit hingegen um etwa 10 % (0,5 uM TG) oder
nahezu 20 % (1 uM TG). Ein KO von KDELR?2 zeigte ebenfalls niedrigere Zellviabilitit,
wobei verglichen zur DMSO-behandelten Negativkontrolle nur etwa 50% der
Dehydrogenaseaktivitét erreicht werden konnten.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass ein KO von KDELR1 oder KDELR?2
Auswirkungen auf zelluldre Prozesse hat. Dieser beeinflusst erheblich die Zellteilungsrate
sowie im geringeren MalB sogar die GroBe von HAPI-Zellen. Unter Stressbedingungen

scheint der KO von KDELR1 durch die Anwesenheit von KDELR2 und KDELR3
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kompensiert werden zu konnen. Ein KDELR2-KO wirkt sich nur geringfligig auf die
Zellteilungsrate aus, fithrt aber zu einer verminderten Stresstoleranz unter Ca®’-Depletion.
KDELR2 scheint somit fiir HAP1-Zellen unter Stressbedingungen eine vermehrt wichtige
Rolle zu spielen, wihrend KDELR1 insbesondere unter Normalbedingungen eine bedeutende

Funktion einnimmt.

3.1.5. KDELR-Expression unter Stressbedingungen
Es sollte daher als nidchstes auch auf transkriptioneller Ebene die Auswirkung von
induziertem ER-Stress in HAP1-Zellen untersucht werden. Hierbei war zu kldaren, ob HAP1-
Zellen ebenfalls mit einer Anderung der KDELR-Transkriptionsrate reagieren und inwiefern
eine eventuell verdnderte Expression der KDELR-Subtypen in KO-Zellen mit den bisher
beobachteten Ergebnissen in Korrelation gebracht werden kann (Abbildung 19). Hierfiir
wurden die Zellen 24 h im Voraus ausgesdt. ER-Stress wurde analog zu vorherigen
Experimenten durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin mit einer Konzentration von 100 nM
ausgelost, wihrend die Negativkontrolle entsprechend mit DMSO behandelt wurde. Nach 5-
stiindiger Inkubation erfolgte die RNA-Isolation, um kurzfristige Anderungen des

Expressionsverhaltens analysieren zu konnen.
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Abbildung 19: Relative KDELR-Genexpression in HeLa- und HAP1-Zellen unter ER-Stress.
Gezeigt sind qPCR-basierte Expressionsanalysen von a) HeLa- und b) HAP1-Zellen 5h nach
Induktion von ER-Stress durch 100 nM Thapsigargin. Vor Ermittlung der relativen Expression wurden
die ACt-Werte auf das Referenzgen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
normiert. Die relative Expression der KDELRs wurde anschlieBend auf KDELR-Expressionswerte in
DMSO-Negativkontrollen normiert. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung von n>2 technischen
Replikaten und n=3 biologischen Replikaten.

Da HeLa eine der am besten untersuchten Zelllinien darstellt und in der Mehrzahl der bisher
verdffentlichten KDELR-Studien betrachtet wurde, erfolgte zunéchst in dieser Zelllinie eine
RT-qPCR basierte Expressionsanalyse unter Normal- sowie unter Stressbedingungen
(Abbildung 19a). Hierbei zeigte sich nach eine Thapsigarginbehandlung eine deutliche
Steigerung aller KDELR-Transkripte. Die Expression von KDELR1 und KDELR3 stieg auf
das etwa 1,5-fache an, wihrend sich die Expression von KDELR2 sogar verdoppelte.
Nachfolgend wurde auch in HAP1-Zellen die KDELR Expression unter Stressbedingungen
betrachtet (Abbildung 19b). Wildtypische HAP1-Zellen zeigten nach
Thapsigarginbehandlung eine leicht erhohte KDELR2-Expression, wobei diese schwicher
ausfiel als in HeLa-Zellen. KDELR3 schien hingegen nur tendenziell verstirkt exprimiert zu
werden, wihrend die Transkriptmenge von KDELRI1 eventuell sogar leicht abzunehmen
schien. KDELR1-KO-Zellen zeigten iibereinstimmend zu wildtypischen HAP1 eine 1,25-fach
erhohte Expression von KDELR2 (Abbildung 19b, Mitte). Die Expression von KDELR3

schien hingegen nicht von der Stressbehandlung beeinflusst zu werden. Auch von KDELRI

konnten in leichten Tendenzen durch die Thapsigarginbehandlung vermehrt Transkripte
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nachgewiesen werden, wobei die ACt-Werte eher hoch waren. KDELR2-KO-Zellen
(Abbildung 19c, rechts) zeigten ebenso wie wildtypische HAP1-Zellen eine tendenziell leicht
verringerte KDELR1 Expression. KDELR3 konnte tendenziell stirker exprimiert werden,
wobei die Proben untereinander starke Abweichungen beziiglich der Transkriptzahl zeigten.
Die relative Expression von KDELR2 schien nach ER-Stress auf das mehr als Zweifache
anzusteigen, wobei die Gesamtzahl an Transkripten durch den KO gering war und die
Darstellung deshalb durch die Normierung hier unverhdltnisméBig stark verzerrt wirkte (vgl.
Abbildung 15).

Insgesamt scheinen sich sowohl HeLa- als auch die hier untersuchten HAP1-Zellen durch
eine verstirkte KDELR-Expression an Stressbedingungen anzupassen. Wéhrend in HelLa
vermehrt Transkripte von allen drei KDELRs nachgewiesen werden konnten, scheinen HAP1-
Zellen nur mit einem leichten Anstieg von KDELR?2 auf Thapsigargin-induzierten ER-Stress
zu reagieren. Expressionsdnderungen von KDELR1 und KDELR3 waren sowohl im Wildtyp
als auch in den KO-Zelllinien nicht eindeutig.

Die Beteiligung von KDELRs an der ER-Stressantwort scheint in verschiedenen Zelllinien
und Spezies eine stark konservierte Funktion darzustellen (Wang et al., 2011; Trychta et al.,
2018; Samy et al., 2020). Hierbei werden die drei KDELRs auf der transkriptionellen Ebene
in unterschiedlichem Ausmall in die Stressantwort eingebunden, sodass eine funktionelle
Spezifitit der Rezeptoren impliziert wird. In S. cerevisiae existiert hingegen nur ein einziges
Rezeptor-Homolog, womit sich die Frage stellt, inwiefern die Expression des HDEL-
Rezeptors Erd2p in Hefe ebenfalls einen Teil der Stressantwort darstellt. Analog zu
vorherigen Experimenten sollte deshalb eine Hefekultur unter ER-Stress gesetzt und auf eine
Expressionsanpassung von Erd2p hin untersucht werden (Abbildung 20). Als ER-Stressfaktor
fungiert Dithiothreitol (DTT), welches durch Reduktion von Disulfidbriicken zur
Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im ER beitriigt. Eine Ubernachtkultur wurde in
Triplikate aufgesplittet und auf eine Zelldichte von ODgp=1 eingestellt. Die RNA wurde 5 h
nach Induktion von ER-Stress (3 mM DTT) oder Normalbedingungen (0 mM DTT) isoliert

und mittels zweistufiger RT-qPCR die Expression analysiert.
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Abbildung 20: Relative Genexpression des HDEL-Rezeptors Erd2p in S. cerevisiae unter ER-
Stress.

a) Gezeigt sind qPCR-basierte Expressionsanalysen in S. cerevisiae nach Induktion von ER-Stress mit
3 mM Dithiothreitol (DTT). Zur Ermittlung der relativen Expression wurden die ACt-Werte auf die
Transkriptmenge der Phosphoglyceratkinase (PGK) normiert. Die relative Expression von Erd2p nach
5h wurde anschlieBend auf den jeweiligen 0 h Wert normiert. Die Auswertung erfolgte unter
Verwendung von n>2 technischen Replikaten und n=3 biologischen Replikaten. b) Wachstumskurve
der in (a) verwendeten Hefekulturen, basierend auf spektralphotometrischen Messungen der optischen
Dichte bei 600 nm Wellenldnge (ODyg).

Abbildung 20a zeigt die Genexpressionsdnderungen des HDEL-Rezeptors unter ungestressten
(schwarz) und gestressten Bedingungen (grau). Im Verlauf der flinfstiindigen Inkubation
dnderte sich die Expressionsrate in ungestressten Zellen (1,25-fach) als auch in gestressten
Zellen, wobei nach Induktion von ER-Stress nahezu doppelt so viele Erd2p-Transkripte
nachweisbar waren. Die verdnderte Expression in ungestressten Hefen konnte auf die
fortgeschrittene Wachstumsphase zuriickzufiihren sein, weshalb parallel die Zelldichte in
Form einer spektralphotometrischen ODgo-Messung dokumentiert wurde (Abbildung 20b).
Hierbei zeigte sich, dass ungestresste Hefen nach 5 h eine hohe Zellzahl erreichten (ODg0=7)
und somit nahe einer stationdren Wachstumsphase lagen. DTT-behandelte Hefen erreichten in
der gleichen Zeit nur eine ODgp=3 und zeigten somit eine Beeinflussung der Zellteilung
durch ER-Stress.

Eine Regulierung der KDELR-Genexpression als Folge von ER-Stress stellt somit einen
konservierten zelluliren Mechanismus dar, der sowohl in Hefe- als auch in Sédugerzellen
stattfindet. Die Beteiligung der drei Subtypen an der Stressantwort ist jedoch divers, was auf
eine Adaption der KDELRs beziiglich des Gewebe- oder Zelltyps hindeuten konnte. Es ist
allerdings noch unklar, inwiefern sich diese dynamische Expression auch auf die
intrazelluldre Verteilung der Rezeptoren auswirkt. Es konnten bspw. Mechanismen etabliert
worden sein, die KDELRs weiter im sekretorischen ,,Pathway* verteilen, um dort eine ER-
Stress-bedingte Sekretion von ER-residenten Proteinen zu verhindern und diese zuriick in den

Golgi zu transportieren. Ebenso konnte eine vermehrte Lokalisierung von KDELRs an der
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Zelloberfliche zur vermehrten Internalisierung sezernierter Liganden fiihren, weshalb
nachfolgend in dieser Arbeit auch Untersuchungen zur Oberflichendynamik von KDELRs

unter Stressbedingungen durchgefiihrt werden sollten.

3.2. KDELR-Dynamik an der Zelloberfliche
Eine ndhere Betrachtung der Funktionen und Transportvorginge in Bereichen der
Zellperipherie und PM stellt folglich einen weiteren wichtigen Aspekt dieser Arbeit dar.
Hierzu sollten neue KDELR-Varianten etabliert werden, welche eine IF-basierte Darstellung
von oberflichenlokalisierten KDELRs erlauben. Nach der Verifizierung dieser Varianten
sollten Experimente beziiglich deren Dynamik durchgefiihrt werden. Der kleine extrazellular
exponierte Bereich der Rezeptoren sowie deren hohe Sequenzihnlichkeit untereinander
erschweren eine spezifische Antikorpererkennung (Briuer et al., 2019; Lewis & Pelham
1992; Hsu et al., 1992; Capitani & Sallese, 2009). Bisherige KDELR-Varianten sind daher
hiufig mit zytosolischen Antigen-Tags versehen, sodass hier eine extrazelluldre Markierung
mit Antikdrpern nicht moglich ist und die Integritit der Zelloberfldche durch eine Perforation
zuerst zerstort werden muss. Jedoch werden so zwangslidufig ebenfalls intrazelluldre
Rezeptoren von Antikdrpern gebunden. Auch eine Markierung mit fluoreszierenden Proteinen
wie GFP oder mCherry ist fiir ein solches System eher ungeeignet, da durch deren GréB3e eine
Auswirkung auf die Oberflachenlokalisation nicht auszuschlieBen ist. Zudem werden hier
ebenfalls auch simultan intrazelluldre Rezeptoren detektiert. Zusammen mit Michaela Grof3
wurden im Rahmen ihrer Masterarbeit N-terminal markierte Rezeptorvarianten hergestellt
(Masterarbeit Grof3, 2022). Diese sollten die Bindung eines extern applizierten Antikorpers
erlauben, gleichzeitig aber die Integritdt der Bindetasche funktionell nicht beeintrichtigen.
Als Antigen wurden Teile des Hémagglutinins (Position 98-106) verwendet, welches
aufgrund seiner geringen Grofe die native KDELR-Funktion mdglichst wenig beeintrachtigen
sollte. N-terminal verfligen KDEL-Rezeptoren zudem {iber zwei nur teilweise exponiert an
der Membran vorliegende Aminosduren. Damit eine flexible und vor allem zugéngliche
Bindestelle fiir Antikorper gewéhrleistet ist, wurde ein zusdtzlicher GGGC-Linker zwischen
Antigen und der ersten Transmembrandoméne verwendet (Abbildung 21a). Damit negative
Aspekte einer transienten Transfektion, wie bspw. eine unkontrollierte Expression sowie
schwankende Transfektionsraten, vermieden werden, wurden HA-Linker-KDELR -Konstrukte
stabil ins Genom der Flp-In™ T-REx™ HEK?293-Zelllinie (Thermo Fisher Scientific)
integriert und im Anschluss deren Expression und Oberflichenlokalisation verifiziert.

Zunichst wurden die HA-Linker-KDELR-Konstrukte auf ihre Expression und Funktion in
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Hefe iiberpriift, da hier bereits etablierte Systeme zur Funktionsanalyse von Sauger-KDELRs

existieren.
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Abbildung 21: Funktion und Expression der HA-Linker-KDELR-Varianten.

a) Schematisches Modell der KDELR-Varianten mit extrazelluldr lokalisiertem HA-Linker-Konstrukt
am N-Terminus. b) Funktionalitétsiiberpriifung von HA-Linker-KDELR-Varianten in YA12 mittels
FOA-Selektion sowie Hemmhofradien der Sensitivitétsanalyse im Agardiffusionstest gegeniiber K28§-
Toxin. ¢) Western Blot-Analyse der Expression von HA-Linker-KDELR-Varianten in S. cerevisiae
YAI12 nach SDS-PAGE. Als Ladekontrolle wurde die Phosphoglyceratkinase (PGK) verwendet,
wihrend die Visualisierung der Rezeptoren mit Anti-HA-Antikdrpern durchgefiihrt wurde. Medium
mit Glukose stellt die nicht induzierten Bedingungen (-) dar, wéhrend galaktosehaltiges Medium (+)
zwecks Induktion der 24-stiindigen Expression verwendet wurde. d) Expressionsanalyse von stabil
transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen und 24 h Inkubation in unbehandeltem Sdugerzellmedium
DMEM (-) oder unter induzierenden Bedingungen (+) mit 1 pg/ml Tetrazyklin. Zur Darstellung der
Ladekontrolle wurde ein Anti--Aktin-Antikdrper verwendet.

-Anti HA

‘. I - -Anti B-Aktin
P

| om—
-

Abbildung 21b zeigt die Verifizierung der Funktionalitdt von HA-Linker-KDELR-Varianten
in S. cerevisiae mittels FOA-Selektion. Diese wurde im ERD2-deletierten Hefestamm YA12
durchgefiihrt, wobei nur YAIl2-Transformanten mit funktioneller Rezeptorvariante ein
Wachstum auf FOA-haltigem Agar zeigten. Alle HA-Linker-KDELR-Varianten zeigten ein
zum wildtypischen HDEL-Rezeptor vergleichbares Wachstum, wodurch auf die prinzipielle

Funktionalitit der Konstrukte geschlossen werden kann.
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Eine genauere Analyse der Funktionalitit auf Ebene der PM wurde anschlieBend in einem
Agardiffusionstest iiberpriift. Durch eine Behandlung mit K28-Toxin und die damit
einhergehende zytotoxische Wirkung auf Hefen ldsst sich die Funktionalitit der zu
iiberpriifenden Rezeptoren ableiten. Alle drei HA-Linker-KDELR-Varianten zeigten iiber
4-9mm grofe Hemmbhofradien und sind folglich in ihrer Funktionalitit mit dem
wildtypischen Erd2p (4 mm Radius) vergleichbar bzw. fiilhrten sogar zu einem
toxinsensitiveren Phanotyp. Die Expression der Varianten wurde anschliefend mittels SDS-
PAGE und Western Blot iiberpriift, wobei die grundlegende Detektierbarkeit des N-
terminalen HA-Antigens mittels Antikorper verifiziert werden sollte (Abbildung 21c¢). Hierfiir
erfolgte die Zelllyse unter nicht induzierenden Bedingungen (-) sowie nach Galaktose-
induzierter Expression (+), wobei ein gegen die Phosphoglyceratkinase (PGK) gerichteter
Antikorper zur Detektion der Ladekontrolle verwendet wurde. Die Expression und der
immunologische Nachweis konnten fiir alle Rezeptorvarianten mit der erwarteten Gréfle von
etwa 24 kDa bestétigt werden. Nach erfolgter stabiler Integration der Konstrukte in Flp-In™
T-REx™ HEK293-Zellen wurde auch hier ein Expressionsnachweis durchgefiihrt.
Unbehandeltes Medium stellte nicht induzierte Bedingungen dar (-), wihrend Tetrazyklin
(1 pg/ml) zwecks Induktion (+) verwendet wurde (Abbildung 21d). Auch hier war eine
deutliche Expression der Konstrukte nachweisbar, sodass nachfolgend die Lokalisation der

Rezeptorvarianten nidher untersucht werden konnte.

In den drei hergestellten Saugerzelllinien wurde die Induktion tiber 24 h durchgefiihrt und die
Zellen im Anschluss fixiert sowie permeabilisiert. AbschlieBend wurden die Zellen mit
entsprechenden Antikorpern behandelt und zwecks Visualisierung des Zellkerns mit DAPI

gegengefirbt. Eine Analyse der Fluoreszenzsignale erfolgte am CLSM (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Expression von HA-Linker-KDELR-Varianten in stabil transfizierten Flp-In™
T-REX™ 293-Zellen.

Dargestellt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit der jeweils angegebenen HA-getaggten KDELR-Variante. Die Induktion erfolgte durch
Behandlung mit 1 pg/ml Tetrazyklin iiber 24 h. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (griin) und des cis-Golgi (rot) erfolgte iiber indirekte
Immunfluoreszenz (IF) mittels Anti-HA- bzw. Anti-GM130-Antikérpern mit entsprechenden
sekunddren fluorophor-gekoppelten Antikorpern (AF647 bzw. AF488). Eine Gegenfiarbung des
Zellkerns (blau) wurde mit DAPI durchgefiihrt. Uberlagernde Fluoreszenzsignale (gelb) des cis-Golgi
Markers und der KDELRSs sind beispielhaft mit weiBlen Pfeilen markiert.

Die Expression wurde mittels Anti-HA-Antikorpern detektiert und auf Colokalisation mit
dem cis-Golgi-Marker GM 130 iiberpriift, wobei sich {iberlappende Signale zeigten (Abb. 22,
weille Pfeile). Falsch positive Signale des Anti-HA-Antikorpers konnten durch parallele
Betrachtung der nicht induzierten Zellen ausgeschlossen werden. Die Lokalisation der
KDELRs war nicht auf den cis-Golgi beschrinkt, sondern zeigte auch perinukleare Signale,
welche auf das ER-Netzwerk hindeuten konnten. Insgesamt spiegelten die N-terminal
markierten Varianten die bekannte Lokalisation unter Uberexpressionsbedingungen von
KDELRs wider und wichen nicht von bisher beschriebenen KDELR-Varianten ab. Die
Oberflachenlokalisation war wie zu erwarten durch die Perforation der Plasmamembran und

die starken intrazelluldren Signale hier nicht nachweisbar.

Die PM-Lokalisation von C-terminal V5-markierten KDELR-Varianten wurde in dieser
Arbeit zundchst auch in den hier verwendeten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen via
Zelloberfldchenbiotinylierung mit anschlieBender SDS-PAGE und Western-Analyse tiberpriift
(Abbildung 23a).
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a) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von KDEL-Rezeptoren auf der Zelloberflache von Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen nach 24-stiindiger Uberexpression mittels Zelloberflichenbiotinylierung und
anschliefender Western-Analyse der C-terminal markierten KDELR-V5 Varianten (n=3).

b) Dargestellt sind am CLSM erstellte Aufhahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-
Zellen mit HA-Linker-KDELR1-Variante nach 24 h Expression. Im Anschluss wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (griin) erfolgte iiber indirekte
Immunfluoreszenz (IF) mittels Anti-HA-Antikorper und sekundidre AF488-gekoppelte Antikorper.
Eine Gegenfarbung der Zelloberfliche (rot) wurde mit Concanavalin A (ConA) durchgefiihrt.
Uberlagernde Fluoreszenzsignale (gelb) sind mit weilen Pfeilen markiert.

Nur eine duBerst geringe Zahl der KDELRs lokalisierte unter Uberexpressionsbedingungen an
der PM, wobei insbesondere KDELR2-V5 und KDELR3-V5 mit durchschnittlich nur 1,5 %
der gesamten Rezeptormenge dort nachweisbar waren. Zudem wurden starke Schwankungen
innerhalb der Proben beobachtet. KDELR1-V5 hingegen stellte mit ~ 6 % die am héaufigsten
an der Zelloberfliche lokalisierte Variante dar. Die hier in nachfolgenden Experimenten
durchgefiihrten Zelloberflichenbiotinylierungen erweisen sich aufgrund der geringen Menge
an PM-lokalisierten KDELRs als schwierig auszuwerten bzw. fiihrten die schwachen
Chemilumineszenzsignale zu starken Schwankungen bei der Auswertung (Daten nicht
gezeigt). Aufgrund dieser Einschédtzung wurde im spéteren Verlauf dieser Arbeit iiberpriift, ob
eine Nachweisbarkeit der Oberflichenlokalisation per Immunfluoreszenz (IF) von HA-
Linker-KDELR1 durchfiihrbar ist (Abbildung 23b). 24 h nach Induktion von HA-Linker-
KDELRI1-Varianten in stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen wurden diese fixiert
und ohne Permeabilisierung mit Anti-HA-Antikdrpern behandelt. Eine Markierung der
Zelloberfldche wurde mittels fluorophor-gekoppeltem Concanavalin A (ConA) durchgefiihrt.
Es konnten einzelne KDELR-Fluoreszenzsignale an der Oberfliche nachgewiesen werden,
welche groftenteils mit ConA-Signalen colokalisierten (weille Pfeile).

Aufgrund der unterschiedlich ausgeprigten Prdsenz von Fluoreszenzsignalen auf den
Oberflachen verschiedener Zellen kann von einem abweichenden Ausmall der PM-

Lokalisation oder Detektion der KDELR-Variante ausgegangen werden. Insgesamt scheint
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eine extrazelluldire Markierung von KDELRs deren direkte immunologische Detektion mit
Antikorpern zu erlauben, ohne simultan unverhéltnismiBig intrazelluldire KDELR-Signale zu

detektieren.

3.2.1. Einfluss von ER-Stress auf die Zelloberflachenlokalisation von KDELRSs
Zunéchst sollte mit diesen Varianten der Einfluss von ER-Stress auf die KDELR-Lokalisation

an der Zelloberfldche untersucht werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: KDELR-Dynamik auf der Oberfliiche von Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen unter
ER-Stressbedingungen.
Dargestellt sind am CLSM durchgefiihrte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-
Zellen mit den Varianten a) HA-Linker-KDELRI1, b) HA-Linker-KDELR2 und c¢) HA-Linker-
KDELR3 nach 24 h Induktion. ER-Stress wurde durch eine Behandlung mit Thapsigargin (50 nM,
TG) iiber 2 h bzw. 6 h hervorgerufen. Die Visualisierung der KDELRs (griin) auf der Zelloberflache
erfolgte nach Fixierung der Zellen iiber indirekte IF mittels Anti-HA-Antikorper.
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Abbildung 24 zeigt die Dynamik von PM-lokalisierten HA-Linker-KDELR-Varianten unter
ungestressten Bedingungen (DMSQO, ,,induziert™) sowie unter Thapsigargin-induziertem ER-
Stress (2 - 6 h, TG). Um falsch positive Antikorpersignale auszuschlieen, wurden auch nicht
induzierte Zellen analog fixiert und mit HA-Antikérpern inkubiert. KDELR1 (Abbildung 24a)
zeigte im ungestressten Zustand vereinzelte Fluoreszenzsignale, welche gleichmafBig iiber die
Zellen verteilt waren, wobei einzelne Signale intensiver erschienen und so auf unterschiedlich
starke Rezeptorkonzentrationen an verschiedenen Bereichen von Zellen hindeuten. Unter ER-
Stress konnten Signale eher in groferen punktuellen Konzentrationen beobachtet werden,
wobei hier die Intensitit und auch das Ausmall der gebundenen Antikérper mit der
Stressdauer anstiegen. KDELR2 (Abbildung 24b) und KDELR3 (Abbildung 24c) zeigten
unter ungestressten Bedingungen (DMSO, ,,induziert®) oftmals bereits fokussiertere Signale
als KDELR1. Diese nahmen in Grof3e und Intensitit jedoch zu, sobald die Zellen kurzfristig
(2 h) oder langere Zeit Stress (6 h) ausgesetzt waren. Insgesamt fiel der Unterschied in der
KDELR-Verteilung geringer aus, jedoch konnte tendenziell eine subtile Zunahme der

Fluoreszenz beobachtet werden.

3.2.2. Internalisierung von KDELRs nach Ligandenzugabe

Nachdem mit diesen KDELR-Varianten erste Einblicke in die Transportdynamik unter ER-
Stressbedingungen zur Zelloberfliche gewonnen werden konnten, sollte nun zusitzlich die
Internalisierung der Rezeptoren betrachtet werden. Bislang wurde die durch Bindung von
extrazelluliren KDELR-Liganden initiierte Internalisierung lediglich indirekten betrachtet.
Mit den extrazellular markierten Varianten und einer IF-basierten Detektion sollte nun aber
auch die Liganden-induzierte Dynamik an den KDELRs direkt abgebildet werden kdnnen
(Abbildung 25).

Um Einfliisse auf die Bindung von Antikdrpern zu minimieren, wurde hier nicht der mehr als
60 kDa grofle RTA-Modellligand verwendet, sondern ein kurzes Peptidfragment, welches auf
den terminalen sieben Aminosduren des haufigsten Bindepartners der KDELRs, BiP, basiert
(Brauer et al., 2019; Wu et al., 2020; Gerondopoulos et al., 2021). Zur Untersuchung der
Internalisierung wurden Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen 24 h im Voraus ausgesét und bei 37 °C
fiir 30 min mit einem KDELR-spezifischen (TAE-KDEL) bzw. einem nicht bindenden Peptid
(TAE-AAAA) inkubiert. Nach Fixierung der Zellen wurde die Oberflachenlokalisation der
KDELRs mittels Ani-HA-Antikérpern untersucht.
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Abbildung 25: KDELR-Dynamik auf der Oberfliche von Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen nach
Zugabe extrazellulirer Liganden.

Dargestellt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den Varianten a) HA-Linker-KDELR1, b) HA-Linker-KDELR?2 und c¢) HA-Linker-KDELR3 nach
24 h Induktion mit 1pg/ml Tetrazyklin (induziert) bzw. unter nicht induzierenden Bedingungen. Je
50 uM Peptid mit Bindemotiv (TAE-KDEL) wie auch die Negativkontrolle (TAE-AAAA) wurden in
DMEM (pH 6,5) appliziert und fiir einen Zeitraum von 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen fixiert und die Visualisierung der KDELRs (griin) auf der Zelloberflache erfolgte iiber indirekte
IF mittels Anti-HA-Antikorpern.
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Abbildung 25 zeigt die Dynamik von PM-lokalisierten HA-Linker-KDELR-Varianten unter
Einfluss eines spezifischen Liganden mit KDEL-Motiv. KDELR1 (Abbildung 25a), KDELR2
(Abbildung 25b) und KDELR3 (Abbildung 25c) zeigten unter unbehandelten Bedingungen
(,,induziert) unterschiedlich stark konzentrierte Fluoreszenzsignale auf der Zelloberflache.
Nach einer 30-miniitigen Behandlung mit TAE-KDEL-Peptid konnte eine starke Abnahme
der KDELR-Signale beobachtet werden, wéhrend eine Behandlung mit TAE-AAAA keine
Auswirkungen hatte. Insgesamt schien die Behandlung mit KDELR-spezifischem Liganden
zu einer Abnahme grof3er und intensiver Fluoreszenzansammlung zu fiihren, allerdings war es
dennoch generell moglich, KDELR-Signale an der Zelloberfliche zu beobachten. Diese
waren tendenziell klein und schwach, wobei auch vereinzelt noch intensivere Fluoreszenz
beobachtet werden konnte, welche auf lokale Rezeptoransammlungen hindeuten. Eine
unspezifische Bindung von Antikdrpern konnte in nicht induzierten Proben nahezu
ausgeschlossen werden.

Mithilfe der in dieser Arbeit prasentierten N-terminal markierten KDELR-Varianten konnten
nicht nur funktionelle Rezeptoren, sondern auch stabil transfizierte Zelllinien hergestellt
werden. Diese erlaubten eine Markierung von Zelloberflichen-KDELRSs, ohne gleichzeitig die
intrazelluldiren Rezeptoren abzubilden. Es konnte eine direkte IF-basierte Detektion an der
PM durchgefiihrt und Hinweise auf eine stressinduzierte Verschiebung der Lokalisation von
Rezeptoren hin zur Zelloberflache gefunden werden. Ebenso gelang ein erster Einblick in die
Dynamik der Rezeptoren, bei der Teile der Zelloberflichenfraktion durch eine
Ligandenbindung bereits innerhalb von maximal 30 min internalisiert wurden. Mit diesem
System konnte also eine Grundlage fiir weiterfiihrende Dynamikstudien mit extern markierten

KDELRSs etabliert werden.

Neben der Zelloberflichendynamik von KDELRs lag in dieser Arbeit der Fokus auf der
Detektion potenzieller Interaktionspartner und insbesondere deren Beteiligung am Transport
der KDELRs zur Zelloberfldche. Mithilfe von [F-basierten Aufnahmen am hochauflésenden
CLSM sollten zum Abschluss dieser Arbeit grundlegende Colokalisationsstudien mit
potenziellen KDELR-Interaktoren durchgefiihrt werden, wobei der Fokus auf dem Transport
der Rezeptoren in die Zellperipherie bzw. zur PM lag. KDELRs binden ihre Liganden im
Lumen des ER (bzw. Extrazellularraum), wéhrend die Transportmaschinerie auf zytosolischer
Seite mit den dort exponierten Rezeptorbereichen interagiert. Um nun potenzielle
Interaktionen von Rezeptoren und transportrelevanten Proteinen nachzuweisen, miissen die
IF-basierten Fluoreszenzsignale eine enge raumliche Nihe aufweisen. Folglich ist es sinnvoll,

Rezeptorvarianten zu nutzen, die auch auf zytosolischer Seite Antigenmarkierungen
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aufweisen. In vorausgegangen Studien erwies sich eine HA-Markierung im ersten
zytoplasmatischen Loop von KDELRI1 als sehr geeignet fiir IF-basierte Aufnahmen
(hergestellt im Rahmen einer Dissertation; Blum, 2018). In der vorliegenden Arbeit sollten
ebenfalls KDELR2 und KDELR3 mit einem HA-Antigen-Tag versehen und analog zu
vorherigen Varianten zunéchst auf korrekte Expression und Funktion in Hefe {iiberpriift
werden. Im Anschluss sollten diese Varianten stabil in das Genom von Flp-In™ T-REx™
293-Zellen integriert und zunéchst auf ihre korrekte Lokalisation hin tiberpriift werden, bevor
sie flir umfangreiche Colokalisationsstudien verwendet wurden (Abbildung 26). Die hier
dargestellten Varianten und nachfolgenden Experimente wurden zum Teil in Zusammenarbeit

mit Galina Breitmeier im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt (Breitmeier, 2020).
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Abbildung 26: Funktion und Expression von KDELR-HA*-Varianten.

a) Schematisches Modell der KDELR-Varianten mit Insertion eines HA-Tags zwischen D87 und G88
im ersten zytoplasmatischen Loop. b) Western-Analyse der Expression von KDELR-*"HA*-Varianten
in S. cerevisiae YA12 nach SDS-PAGE. Als Ladekontrolle wurde PGK verwendet, wihrend die
Visualisierung der Rezeptoren mit Anti-HA-Antikdrpern durchgefiihrt wurde. Medium mit Glukose
stellt die nicht induzierten Bedingungen (-) dar, wiahrend galaktosehaltiges Medium (+) zur 24-
stiindigen Expression verwendet wurde. ¢) Funktionalititsiiberpriifung von KDELR-*"HA®-Varianten
in YA12 mittels FOA-Selektion sowie Sensitivititsanalyse im Agardiffusionstest gegeniiber K28-
Toxin. d) Vergleich der Lokalisation von KDELRI-"HA™ (griin) mit der bereits etablierten
KDELRI1-V5-Variante (rot). HeLa-Zellen wurden mit beiden Rezeptorvarianten cotransformiert und
die Expression fiir 24 h unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte eine
Fixierung und Permeabilisierung sowie die Behandlung der Zellen mit Anti-V5- bzw. Anti-HA-
Antikorpern mit entsprechenden sekundéren, fluorophorgekoppelten Antikdrpern (AF647 bzw.
AF488).

Abbildung 26a zeigt das schematische Modell der KDELR-Varianten. Das in dieser Arbeit
bereits vorgestellte HA-Antigen-Tag wurde im ersten zytoplasmatischen Loop zwischen die
Aminosdureposition D87 und GS88 integriert. Die Expression und Detektierbarkeit der
Varianten bei etwa 24 kDa wurde zunidchst in S. cerevisiae unter nicht induzierenden
(Glukose, -) und induzierenden Bedingungen (Galaktose, +) erfolgreich verifiziert
(Abbildung 26b). Abbildung 26¢ zeigt die Funktionalititsiiberpriifung der KDELR-*"HA®-
Konstrukte in S. cerevisiae mittels FOA-Selektion und Uberpriifung der Sensitivitit

gegeniiber K28 im MBA-Diffusionstest. Grundsitzlich waren die zytoplasmatisch HA-
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markierten Varianten in der Lage, die Deletion des HDEL-Rezeptors in Hefe zu
kompensieren. Die Funktionalitit konnte ebenfalls im MBA-Test bestétigt werden, wobei die
getesteten Sdugervarianten dhnlich grole Hemmhofe erzeugten wie der wildtypische HDEL-
Rezeptor. Eine erste Uberpriifung der Lokalisation von KDELR1-*"HA®* wurde durch eine
transiente Cotransfektion dieser Variante mit einer bereits etablierten C-terminal VS5-
markierten Variante durchgefiihrt (Abbildung 26d). Es zeigte sich eine nahezu vollstindige
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale von KDELR1-V5 (rot) mit denen von KDELR1-*"HA®
(grin).

Nach erfolgter stabiler Integration der Konstrukte in Flp-In™ T-REx™ HEK293-Zellen

wurde die intrazelluldre Lokalisation in Séugerzellen iiberpriift (Abbildung 27).

Anti Anti merge
HA METEE Hellfeld

GM130 DAPI

KDELR2-97HA® KDELR1-9"HA®

KDELR3-*'HA

induziert Nicht induziert

Abbildung 27: Expression von KDELR-*HA®-Varianten in stabil transfizierten Flp-In™ T-
REX™ 293-Zellen.

Dargestellt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit der jeweils angegebenen HA-getaggten KDELR-Variante. Die Induktion erfolgte durch
Behandlung mit 1 pg/ml Tetrazyklin iiber 24 h. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (griin) und des cis-Golgi (rot) erfolgte iiber indirekte
IF mittels Anti-HA- bzw. Anti-GM130 Antikérpern. Eine Gegenférbung des Zellkerns (blau) wurde
mit DAPI durchgefiihrt. Uberlagernde Fluoreszenzsignale (gelb) des cis-Golgi Markers und der
KDELRSs sind beispielhaft mit weiflen Pfeilen markiert.

KDELR-*HA®-Varianten wurden per Anti-HA-Antikorper (griin) detektiert und deren
Lokalisation mit dem cis-Golgi-Marker GM130 (rot) verglichen, wobei sich Bereiche mit
stark {ibereinstimmenden Signalen zeigten (weille Pfeile). Die Lokalisation war folglich
groBtenteils im Golgi, jedoch konnte in verschiedenen Zellen auch eine eher schwichere
perinukleédre Verteilung detektiert werden.

Insgesamt zeigten auch die zytoplasmatisch markierten KDELR-Varianten die zu erwartende

Lokalisation und waren folglich fiir weiterfiihrende Colokalisationsstudien geeignet.
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3.3. Einblicke in das KDELR-Interaktom: Rab-Proteine als Transportregulatoren
Um erste Einblicke in die Rolle der am KDELR-Transport beteiligten Proteine zu erhalten,
wurde zur Identifikation potenzieller Interaktionspartner ein bisher nicht verdffentlichtes
KDELR-Interaktom herangezogen (Becker, personliche Mitteilung). Dieses ldsst vermuten,
dass mehrere transportassoziierte Proteine auch abseits der KDELR-Hauptlokalisation im
ER/Golgi-Bereich mit den Rezeptoren interagieren kdnnten. Insbesondere zeigten sich hierbei
eine Vielzahl von Rab-Proteinen als hochinteressante Kandidaten, da sie als ,Master
Regulatoren des intrazelluldren Proteintransports an allen relevanten Vorgidngen, von der
Vesikelbildung hin zur -verschmelzung, aktiv beteiligt sind (Zerial & McBride 2001).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen zundchst den ,,Status quo* der
Lokalisation, wobei durch Uberexpression von HA-markierten Rezeptoren und Rab-Proteinen
eine Abschitzung der potenziellen Interaktion erfolgen sollte. Fluorophorgekoppelte
Varianten der monomeren Rab-Proteine wurden bereits vielfach fiir Interaktions- und
Lokalisationsstudien verwendet, weshalb auch in dieser Arbeit kommerziell erhiltliche eGFP-

gekoppelte Varianten eingesetzt wurden.

3.3.1. Colokalisation von Rab-Proteinen und KDELR-*"HA*-Varianten

Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen wurden 24 h nach Aussaat transient mit der jeweiligen eGFP-
Rab-Variante transfiziert und 24 h danach zusitzlich die jeweiligen KDELR-*"HA®-
Varianten induziert. Die visuelle Darstellung der Rezeptoren erfolgte nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen mittels Anti-HA- und AF647-gekoppeltem sekundidrem
Antikorper (rot), wihrend Rab-Proteine iiber das gekoppelte eGFP (griin) detektiert wurden.
In Abbildung 28 sind Beispiele der durchgefiihrten Colokalisationsstudie zwischen HA-
markierten KDELR-Varianten (rot) und den eGFP-markierten Rab-Proteinen Rabla, Rab3a
und Rab4a (griin) gezeigt. Hierbei sollten mithilfe von Rabla ER-Golgi-Transportvorgéinge
visualisiert werden (Mizuno-Yamasaki et al., 2012; Zerial & McBride 2001), wahrend ein
potenzieller Nachweis von KDELRs in ,secretory granules“ des Golgis durch eine
Colokalisation mit Rab3a gezeigt werden konnte (Wandinger-Ness & Zerial, 2014). Rab4a
reguliert Transportvorgdnge, die unter der Beteiligung von Clathrin-behiillten Vesikeln
ablaufen, sodass eine Lokalisation in frilhen endosomalen Kompartimenten wie dem
Recycling-Endosom angenommen wird, was im Kontext eines KDELR-Transports zur
Zelloberfldche einen interessanten Aspekt darstellt (Van Der Sluijs et al., 1991; Wandinger-
Ness & Zerial, 2014).
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Abbildung 28: Lokalisation von Rabla, Rab3a, Rab4a und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-""HA*-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (rot) erfolgte iiber
indirekte IF mittels Anti-HA-Antikorper und sekunddrem AF647-gekoppelten Antikorper, wahrend
Rab-Proteine (griin) direkt liber das gekoppelte eGFP detektiert wurden. Zellgrenzen werden durch
gestrichelte Linien dargestellt, im Text beschriebene Colokalisationen sind mit weillen Pfeilen
hervorgehoben.

Rabla-Signale waren konzentriert in der Néhe des Zellkerns oder in perinukledren Bereichen
zu sehen. Die Lokalisation aller KDELRSs stimmte zum Grof3teil damit tiberein, so dass deren
hauptséchliche Golgi/ER-Lokalisation bestdtigt werden konnte. Rab3a zeigte sich hingegen
weniger fokussiert und implizierte vesikuldre Strukturen, welche iiber die gesamte Fliche der
Zellen verteilt waren. Insbesondere im Fall von KDELR2 und KDELR3 koénnte die
gemeinsame Uberexpression zu einer weniger strukturierten KDELR-Lokalisation im Golgi
filhren. Rab4a zeigte aufgrund seiner starken endosomalen Assoziation punktuelle Signale,
welche iiber die gesamte Zelle verteilt sichtbar waren. Zusédtzlich konnten Signale detektiert
werden, die eher der Lokalisation in Golgi und ER entsprechen konnten. Die Expression von
Rab4a fiihrte zu einer breiteren Verteilung der KDELRs, sodass deren Golgi-Lokalisation

weniger fokussiert beobachtet werden konnte. Insbesondere vereinzelte gelbe Signale
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deuteten auf Transportvorginge von KDELR1 und KDELR3 im peripheren spéiten bzw.

frithen Endosom in der Nihe der Plasmamembran hin (weille Pfeile).

Rab5b ist am Transport Clathrin-behiillter Vesikel beteiligt und durch Fusionsvorginge von
Membranen im friihen Endosom lokalisiert, weshalb eine Untersuchung beziiglich der
Colokalisation mit KDELRs Aufschluss iiber postendozytire Vorgénge liefern konnte (Agola
et al., 2011; Chavrier et al., 1990). Hinweise auf einen Golgi-PM-Transport von KDELRs
konnten durch die Colokalisation zu Rab6a erlangt werden. Dieses koordiniert universell mit
dem Golgi assoziierte Transportvorginge, wobei sowohl die Regulierung von intra-Golgi
Transportvorgéngen, aber auch die Beteiligung am direkten Golgi-PM-Transport oder ins
endosomale Kompartiment beschrieben ist. Zusétzlich zirkuliert Rab6a auch zwischen den
Membranen von ER und Golgi (White et al., 1999; Pfeffer, 2011). AbschlieBend sollten durch
Coexpression der KDELRs mit Rab8a Transportvorgdnge zur Plasmamembran untersucht
werden, wobei insbesondere Teile des Recycling-Endosoms und des Golgis Ausgangspunkte
fiir Rab8a-assoziierte Transportvesikel darstellen (Huber et al., 1993; Wandinger-Ness &
Zerial, 2014). Abbildung 29 =zeigt diese Colokalisationsstudien mit eGFP-markierten
Varianten von Rab5b, Rab6a, Rab8a (griin).
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Abbildung 29: Lokalisation von RabSb, Rab6a, Rab8a und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-*"HA®-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (rot) erfolgte tiber
indirekte IF mittels Anti-HA-Antikorper und sekunddrem AF647-gekoppelten Antikorper, wahrend
Rab-Proteine (griin) direkt liber das gekoppelte eGFP detektiert wurden. Zellgrenzen werden durch
gestrichelte Linien dargestellt, im Text beschriebene Colokalisationen sind mit weillen Pfeilen
hervorgehoben.

Rab5b zeigte eine stark konzentrierte Lokalisation im perinukledren Bereich, welche die
Organellen des frithen sekretorischen ,,Pathways® darstellen konnten. Eher diffuse bzw.
starker verteilte Signale in der Zellperipherie stimmten mit der RabSb-Assoziation von
Transportvorgédngen in endosomalen Bereichen bzw. im Clathrin-Vesikel-Transport iiberein.
Die Lokalisation der KDELRs schien stark auf Golgi-Membranen beschrinkt zu sein. Hier
zeigten Rab5b und KDELRs im Detail leicht unterschiedliche Lokalisationen, was auf eine
Aufteilung der Signale von Rab5a zum trans-Golgi oder frithen endosomalen Bereichen und
der KDELRs zum cis-Golgi hindeutet. Rab6a zeigte eine deutlichere Fokussierung auf Golgi-
Bereiche mit starker Colokalisation im Falle von KDELR2 und KDELR3, wihrend KDELR 1
tendenziell weniger stark ausgeprigte Ubereinstimmungen zeigte. Vereinzelte positive
Signale konnten bei Betrachtung von KDELR3 in peripheren Zellbereichen auf

Transportvesikel in endosomalen Bereichen hinweisen (weile Pfeile). Rab8a zeigte eine
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weniger strukturierte Verteilung, wobei nahezu flichendeckende Fluoreszenzsignale in den
peripheren Zellbereichen die Beteiligung an Recycling- und Transportvorgéngen zur PM hin
suggerierten. Die Colokalisation mit KDELRs beschréinkte sich groBtenteils auf Signale des
Golgi, wobei vereinzelte positive Signale von KDELR1 und KDELR3 auf Transportvorginge
fernab des TGN hindeuten konnten (weil3e Pfeile).

Im néchsten Abschnitt werden potenzielle KDELR-Transportvorginge untersucht, welche mit
Rab10 in Verbindung stehen. Rab10 lokalisiert im TGN und reguliert Membranstréme von
dort zur PM (Chen & Lippincott-Schwartz, 2013). Vom Golgi ausgehend kénnen jedoch auch
unter Beteiligung von Rabl4 und Rabl8 Proteine in das endosomale Kompartiment
transportiert werden, weshalb diese ebenso mit KDELRs coexprimiert und beziiglich einer
potenziellen Colokalisation untersucht wurden (Junutula et al., 2004; Mizuno-Yamasaki et
al., 2012; Zerial & McBride 2001). In Abbildung 30 sind Aufnahmen dieser Untersuchung
gezeigt, wobei HA-markierte KDELRSs rot und eGFP-markierte Varianten Rab10, Rab14 und
Rab18 jeweils griin dargestellt sind.
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Abbildung 30: Lokalisation von Rab10, Rab14, Rab18 und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-""HA*-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (rot) erfolgte tiber
indirekte IF mittels Anti-HA-Antikorper und sekunddrem AF647-gekoppelten Antikorper, wahrend
Rab-Proteine (griin) direkt liber das gekoppelte eGFP detektiert wurden. Zellgrenzen werden durch
gestrichelte Linien dargestellt, im Text beschriebene Colokalisationen sind mit weillen Pfeilen
hervorgehoben.

Rab10 zeigte in verschiedenen Zellen eine unterschiedlich stark ausgepriagte charakteristische
Lokalisation, wobei stets vermehrt Signale in der Ndhe des Nukleus sowie auch punktuelle
Signale tliber die gesamte Zelle verteilt detektierbar waren. Diese peripheren Signale wiesen
Ubereinstimmungen mit KDELR1 und KDELR2 (weiBe Pfeile) auf. KDELR3 war etwas
konzentrierter in den Golgi-Bereichen lokalisiert, jedoch auch mit weiteren vereinzelt
positiven Colokalisationen in der Peripherie. Eine &hnliche Konzentration der
Fluoreszenzsignale in Golgi-Bereichen zeigte sich auch im Falle von Rabl4, wobei hier
deutlich weniger punktuelle Signale in der Peripherie sichtbar waren. Die Lokalisation mit
KDELRs beschrinkte sich auch vermehrt auf den Bereich des Golgi, wobei KDELR2
abermals einzelne positive Signale in der Peripherie aufwies (weile Pfeile). Die Coexpression
von Rab18 und KDELRs zeigte weniger iibereinstimmende Signale in den Membranen des

Golgi, sodass hier teilweise eher zwischen Rabl8-positiven und KDELR-positiven
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Membranabschnitten unterschieden werden konnte. Die Lokalisation von Rabl8 in der
Zellperipherie wurde durch zahlreiche punktuelle Signale dokumentiert (weifle Pfeile), wobei

eine bedeutende Ubereinstimmung insbesondere mit KDELR2 und KDELR3 sichtbar war.

Im ndchsten Abschnitt fokussierte sich die Untersuchung auf Rab-Proteine des endosomalen
Kompartiments. Rab21 ist an endozytidren Vorgingen beteiligt und hauptsiachlich im frithen
Endosom lokalisiert, wihrend Rab22a und Rab31a Transportvorgénge von dort aus hin zum
Golgi regulieren (Wandinger-Ness & Zerial, 2014; Mizuno-Yamasaki et al., 2012; Zerial &
McBride 2001). In Abbildung 31 sind Beispiele der Colokalisation zwischen HA-markierten
KDELR-Varianten (rot) und eGFP-markierten Rab-Proteinen Rab21, Rab22a und Rab31a
(griin) gezeigt.

KDELR1 KDELR2 KDELR3

eGFP-Rab21

eGFP-Rab22a

eGFP-Rab31

Abbildung 31: Lokalisation von Rab21, Rab22a, Rab31 und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-
REX™ 293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-*"HA*-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (rot) erfolgte tiber
indirekte IF mittels Anti-HA-Antikdrper und sekunddrem AF647-gekoppelten Antikorper, wihrend
Rab-Proteine (griin) direkt iiber das gekoppelte eGFP detektiert wurden. Zellgrenzen werden durch
gestrichelte Linien dargestellt, im Text beschriebene Colokalisationen sind mit weiflen Pfeilen
hervorgehoben.
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Rab21-Signale waren hauptsidchlich als lokale Ansammlungen in der Zellperipherie
erkennbar, was auf eine Verankerung in endosomalen Membranen hindeutet. Die Lokalisation
der KDELRs schien unter Coexpression mit Rab22 weniger konzentriert, sondern eher
punktuell iiber die gesamte Zelle verteilt zu sein. Einige Signale in der Zellperipherie wiesen
auf Colokalisationen im endosomalen Bereich hin, insbesondere bei KDELR2 und KDELR3
(weille Pfeile). Rab22a und KDELRs zeigten durch die gemeinsame Lokalisation im Golgi
eine Uberlagerung der Signale in der Nihe des Nukleus. Wihrend im Falle von KDELR1 eine
Trennung zwischen dem eher cis-Golgi lokalisierten Rezeptor und dem trans-Golgi
fokussierten Rab22a erkennbar war, wurde dies bei KDELR2 und KDELR3 nicht in dem
Malle beobachtet. In der Zellperipherie waren fiir beide Rezeptoren zusétzlich einzelne
punktuelle Colokalisationssignale detektierbar (weille Pfeile). Fiir Rab31 sind Beispiele der
leicht variablen Lokalisation dieses Proteins gezeigt. Diese konnte je nach Zelle eher hin zum
Golgi oder eher in die Zellperipherie verschoben sein. KDELR1 und KDELR3 zeigten
tendenziell eine stirkere Uberlagerung der Signale zum Golgi hin, wiihrend KDELR2 eher
punktuell einzelne Colokalisationssignale in der Zellperipherie aufwies. Insgesamt waren
auch hier bei allen KDELRs einzelne Signale in der Zellperipherie abseits des Golgi

dokumentierbar (weille Pfeile).

Abbildung 32 zeigt Colokalisationsstudien mit HA-markierten KDELR-Varianten und die
eGFP-markierten Varianten Rab32 sowie Rab35. Rab32 ist in den Membranen von
Mitochondrien und Melanosomen lokalisiert, wobei zusdtzlich die Beteiligung bei
autophagozytiren Vorgingen und den damit einhergehenden Membranstromen berichtet wird
(Bultema et al., 2012). Rab35 hingegen beschrinkt sich in seiner Lokalisation auf die duflerste
Zellperipherie, wo es direkt in die PM integriert wird und dort Internalisierungs- und
Recyclingvorginge zwischen frithem Endosom und PM reguliert (Wandinger-Ness & Zerial,

2014).
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Abbildung 32: Lokalisation von Rab32, Rab35 und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-REx™
293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Authahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-*"HA®-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Visualisierung der KDELRs (rot) erfolgte iiber
indirekte IF mittels Anti-HA-Antikérper und sekunddrem AF647-gekoppeltem Antikorper, wahrend
Rab-Proteine (griin) direkt iiber das gekoppelte eGFP detektiert wurden. Zellgrenzen werden durch
gestrichelte Linien dargestellt.

Rab32 zeigte lokal starke punktuelle Ansammlungen und war zudem als Ring um den
Nukleus sowie im Golgi erkennbar, was als Folge der starken Uberexpression auf eine
Ansammlung in Membranen des frithen sekretorischen ,,Pathways* zurilickgefiihrt werden
konnte. KDELRs waren tendenziell als lokale Uberlagerung im Golgi und ER detektierbar.
Rab35 lokalisierte in der Plasmamembran, was besonders deutlich an Zell/Zell-Kontakten
beobachtet werden konnte. Es konnte keine eindeutige Colokalisation mit KDELRs

festgestellt werden, wobei minimale Uberlagerungen im Golgi vermutet werden konnten.

3.3.2. Colokalisation von Rab-Proteinen und KDELR-mCherry-Varianten
Die kommerziell erhéltlichen Varianten von Rab7 und Rabl11 verfiigen neben eGFP iiber ein
zusitzliches HA-Antigen-Tag, weshalb die bisher verwendeten KDELR-HA-Varianten nicht
mehr verwendet werden konnten. Um dennoch eine Detektion der KDELRs zu ermdglichen,
wurde eine bereits etablierte Flp-In™ T-REx™ 293-Zelllinie mit einer C-terminal markierten
KDELR1-mCherry-Variante verwendet (Rammo, 2017). Diese wurde in der hier
vorliegenden Arbeit noch um eine stabil transfizierte Flp-In™ T-REx™ 293 KDELR2-
mCherry-Zelllinie ergénzt, wobei eine KDELR3-Variante aus Zeitgriinden nicht mehr

hergestellt werden konnte.
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Durch die Regulierung von Transportvorgidngen zwischen frithem und spitem Endosom bis
hin zum Golgi und Lysosom war Rab7a hauptsiachlich in diesen Organellen nachweisbar.
Zusitzlich wurde die Beteiligung von Rab7a bei der Ausbildung von Autophagosomen
nachgewiesen (Pfeffer, 2009; Wandinger-Ness & Zerial, 2014; Zerial & McBride 2001;
Hyttinen et al., 2013). Rabl1a hingegen ist bei endozytiren Vorgingen und dem direkten
Transport aus dem Recycling-Endosom zuriick zur PM beteiligt. Ebenso scheinen auch
Rabl1a-regulierte Transportwege zwischen dem TGN und endosomalen Kompartimenten zu
existieren (Ullrich et al., 1996; Trischler et al., 1999). In Abbildung 33 sind C-terminal mit
mCherry markierte Varianten von KDELR1 und KDELR?2 (rot) sowie eGFP-HA-markierte
Rab7a- bzw. Rabl1a-Varianten (griin) dargestellt.

KDELR1- KDELR2-
mCherry mCherry

eGFP-HA-Rab7a

eGFP-HA-Rab11la

Abbildung 33: Lokalisation von Rab7a, Rablla und KDELR-Varianten in Flp-In™ T-REx™
293-Zellen.

Gezeigt sind am CLSM erstellte Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen
mit den jeweiligen KDELR-mCherry-Varianten. Die Expression der KDELRs wurde 24 h nach
transienter Transfektion der angegebenen eGFP-HA-Rab-Varianten iiber 24 h induziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. KDELRs (rot) und Rab-Proteine (griin) konnten direkt
iiber das gekoppelte mCherry bzw. eGFP detektiert werden. Zellgrenzen werden durch gestrichelte
Linien dargestellt, im Text beschriebene Colokalisationen sind mit weilen Pfeilen hervorgehoben.

Rab7a zeigte eine nahezu gleichméfige Verteilung in der gesamten Zelle, wobei neben dem
endosomalen Netzwerk sowie dem Golgi auch Signale in Bereichen des Nukleus sichtbar
waren. Insbesondere im Golgi war eine starke Uberlagerung von KDELR-Signalen und
Rab7a feststellbar. Rabl1a zeigte einerseits punktuelle Signale entlang der Plasmamembran,
aber auch eine perinukledre Ansammlung, welche mit der Lokalisation von KDELR1 und

KDELR? teilweise libereinstimmte. Hierbei ldsst sich eine Trennung zwischen dem eher im
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trans-Golgi-lokalisierten Rabl1a und den eher im cis-Golgi lokalisierten Rezeptoren ableiten.
KDELRI1 und KDELR2 zeigten vereinzelte schwach positive Signale in der Néhe der
Plasmamembran.

In diesen grundlegenden Colokalisationsexperimenten sollten durch die gleichzeitige
Uberexpression eGFP-gekoppelter Rab-Proteine und verschiedener KDELR-Varianten erste
Hinweise auf eine mogliche Interaktion dieser Proteine untersucht werden. Hierbei zeigte sich
die vielfdltige Spezialisierung der Rab-Proteine an Transportvorgéingen zwischen allen
Zellorganellen. Neben der obligatorischen Lokalisation der KDELRs in Membranen des
Golgi, konnten einige potenzielle Transportereignisse bzw. Colokalisationen in Organellen
des spiten Sekretionsweg beobachtet werden. Somit konnten die hier neu hergestellten
Varianten erfolgreich in einem Versuchsansatz eingesetzt werden, welcher die grundsétzliche
Beteiligung von KDELRSs in Transportvorgingen abseits des Golgi bestétigt.

Die bisherigen Colokalisationsstudien basieren auf der statischen Uberexpression von
KDELRs und Rab-Proteinen. Um nun einen ersten Einblick in dynamische Interaktionen zu
erhalten, sollten die in dieser Arbeit bereits vorgestellten KDELR-spezifischen Peptide
extrazelluldr appliziert werden. Hierdurch sollten KDELRs an der Zelloberflache aktiviert und
internalisiert werden, wodurch sich intrazellulire Colokalisationsdnderungen mit Rab-
Proteinen ergeben konnten. Hierzu wurden stabil transfizierte Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen,
welche die KDELRI-mCherry Variante Tetrazyklin-abhdngig exprimierten, analog zu
vorherigen Experimenten mit eGFP-Rab-Proteinen transfiziert, iiber 30 min mit TAE-KDEL-
bzw. TAE-AAAA-Peptiden inkubiert und wéhrenddessen in einem ,,Live Cell Imaging®-
Ansatz beobachtet. Diese Experimente wurden mit insgesamt zehn verschiedenen Rab-
Proteinen durchgefiihrt, welche einen funktionellen Bezug zum Transport zur Zelloberfldche
oder in endosomale Kompartimente haben. Beispiele fiir beobachtete Peptid-induzierte
Verdnderungen der Rab-KDELR-Colokalisation werden hier nachfolgend gezeigt. Zunéachst
sollte durch Coexpression von Rab5b untersucht werden, inwiefern es zu Anderungen der
Colokalisation zwischen KDELR1 und der im endosomalen Kompartiment agierenden Rab-

Proteine kommt.

Abbildung 34 zeigt die Colokalisationsstudien zu KDELR1-mCherry und eGFP-gekoppeltem
Rab5b wihrend der 30-miniitigen Inkubation mit a) TAE-KDEL bzw. b) TAE-AAAA Peptid.
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Abbildung 34: Colokalisation von Rab5b und KDELR1-mCherry in Flp-In™ T-REx™ 293-
Zellen nach Peptidbehandlung.

Gezeigt sind am CLSM erstellte ,,Live Cell Imaging““-Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen mit einer KDELR 1-mCherry-Variante. Die Expression wurde 24 h nach transienter
Transfektion von eGFP-Rab5b fiir weitere 24 h induziert. Gezeigt sind Aufnahmen der Fluoreszenz
unmittelbar nach Applikation der Peptide sowie nach 30 min. KDELRs (rot) und Rab-Proteine (griin)
konnten direkt iiber das gekoppelte mCherry bzw. eGFP detektiert werden. Zellgrenzen sind weif3
gestrichelt dargestellt und potenzielle Colokalisationsdnderungen mit weiflen Pfeilen hervorgehoben.
a) Aufnahmen unter Verwendung von 50 uM TAE-KDEL. b) Negativkontrolle unter Verwendung von
50 uM TAE-AAAA.

Eine deutliche Colokalisation zwischen Rab5b und KDELR1 war zu Versuchsbeginn wie
bereits zuvor dokumentiert im Golgi detektierbar. Durch die TAE-KDEL Ligandenzugabe
zeigten sich nach 30 min zusétzlich einzelne Fluoreszenzsignale in peripheren Zellbereichen
(Abbildung 34a, weile Pfeile). Die Zugabe von TAE-AAAA als Negativkontrolle zeigte
keine Anderungen der intrazelluliren Colokalisation mit Rab5b (Abbildung 34b).

Durch Coexpression von KDELR I-mCherry und Rab6a wurde als nichstes der Einfluss einer

externen Ligandenapplikation auf direkte Transportvorgdnge zwischen PM und Golgi

untersucht (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Colokalisation von Rab6a und KDELR1-mCherry in Flp-In™ T-REx™ 293-
Zellen nach Peptidbehandlung.

Gezeigt sind am CLSM erstellte ,,Live Cell Imaging““-Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen mit einer KDELR1-mCherry-Variante. Die Expression wurde 24 h nach transienter
Transfektion von eGFP-Rab6a fiir weitere 24 h induziert. Gezeigt sind Aufnahmen der Fluoreszenz
unmittelbar nach Applikation der Peptide sowie nach 30 min. KDELRs (rot) und Rab-Proteine (griin)
konnten direkt iiber das gekoppelte mCherry bzw. eGFP detektiert werden. Zellgrenzen sind weif3
gestrichelt dargestellt und potenzielle Colokalisationsdnderungen mit weillen Pfeilen hervorgehoben.
a) Aufnahmen unter Verwendung von 50 uM TAE-KDEL. b) Negativkontrolle unter Verwendung von
50 uM TAE-AAAA.

Rab6a und KDELRI zeigten, wie in vorherigen Untersuchungen, hauptsdchlich in Golgi-
Membranen eine deutliche Signaliiberlagerung. Durch die Zugabe von TAE-KDEL-Peptid
konnte eine Verschiebung sowie Zunahme der Colokalisation beobachtet werden, wobei die
Strukturen leicht tubuldren Charakter hatten bzw. punktueller hervortraten (Abbildung 35a).
Nach einer Behandlung mit dem als Negativkontrolle fungierenden TAE-AAAA konnte dies
nicht beobachtet werden (Abbildung 35b).

Mittels ndherer Untersuchung der Dynamik von Rab10 und KDELRI sollte nachfolgend

analysiert werden, inwiefern sich eine Ligandenzugabe potenziell auf den Transport vom

TGN zur PM auswirkt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Colokalisation von Rab10 und KDELR1-mCherry in Flp-In™ T-REx™ 293-
Zellen nach Peptidbehandlung.

Gezeigt sind am CLSM erstellte ,,Live Cell Imaging““-Aufnahmen von stabil transfizierten Flp-In™ T-
REx™ 293-Zellen mit einer KDELR1-mCherry-Variante. Die Expression wurde 24 h nach transienter
Transfektion von eGFP-Rab5b fiir weitere 24 h induziert. Gezeigt sind Aufnahmen der Fluoreszenz
unmittelbar nach Applikation der Peptide sowie nach 30 min. KDELRs (rot) und Rab-Proteine (griin)
konnten direkt liber das gekoppelte mCherry bzw. eGFP detektiert werden. Zellgrenzen sind weil3
gestrichelt dargestellt und potenzielle Colokalisationsdnderungen mit weilen Pfeilen hervorgehoben.
a) Aufnahmen unter Verwendung von 50 uM TAE-KDEL. b) Negativkontrolle unter Verwendung von
50 uM TAE-AAAA.

Rab10 und KDELRI1 =zeigten wie bereits beobachtet zu Versuchsbeginn eine starke
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale in perinuklediren Bereichen, welche dem Golgi
zuzuordnen sind. Hierbei war eine tendenzielle Trennung des eher im TGN lokalisierten
Rab10 von dem im cis-Golgi vorkommenden KDELR1 sichtbar (Abbildung 36a). Nach
externer Applikation des KDELR-Peptides war diese Trennung weniger erkennbar, was auf
eine vermehrte TGN-Lokalisation des KDELR1 hindeutet. TAE-AAAA konnte diesen Effekt

nicht hervorrufen (Abbildung 36b).

Die Coexpression von fluorophorgekoppelten Rab-Proteinen und KDELR1 konnte in diesen
Experimenten erfolgreich fiir Studien genutzt werden, welche die Dynamik der Colokalisation
beider Proteine nach der externen Applikation KDELR-spezifischer Liganden nédher
charakterisiert. Hierbei konnte anhand der verdnderten intrazelluldren Fluoreszenzsignale

gezeigt werden, dass bereits innerhalb von 30 min Restrukturierungen des Golgi und
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Transportvorgidnge von KDELR1 im Endosom stattfinden. Dass nur einige der untersuchten
Rabs eine verdnderte Colokalisation mit KDELR1 aufzeigten, erscheint als deutlicher
Hinweis fiir spezifische Transportvorgdnge. Deren Initiierung beruhte auf einem externen
Stimulus, wéhrend KDELR-unspezifische Liganden wie TAE-AAAA =zu keiner
vergleichbaren Reaktion fiihrten.
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4. Diskussion

Der eukaryonte Sekretionsweg wird aus mehreren eng miteinander verkniipften Organellen
gebildet. Jedem dieser Zellkompartimente konnen dabei charakteristische Eigenschaften
zugeordnet werden, welche es erlauben, ausgehend von Nukleinsduresequenzen
hochkomplexe dreidimensionale Proteinstrukturen zu formen und einem bestimmten Ort
zuzuweisen. Die reifenden Proteine werden in diesem Prozess von Organell zu Organell
transportiert bis sie ihren definierten Zielort erreichen. Ein gerichteter Transport wird
organisiert durch ein komplexes Zusammenspiel aus einer Vielzahl von Proteinen und besteht
aus multiplen Teilschritten, welche gewdéhrleisten, dass Proteine in bestimmte Organellen
hinein oder auch aus der Zelle hinaus transportiert werden.

Im ER existiert eine Klasse von 16slichen Proteinen mit der C-terminalen Retentionssequenz
KDEL, welche als Erkennungsmerkmal fiir eine rezeptorbasierte Riickfiihrung dieser Proteine
dient (Pelham, 1988; Dean & Pelham, 1990). KDEL-Rezeptoren konnen diese Proteine
erkennen und deren Riickfiihrung in das ER initiieren (Semenza et al., 1990; Lewis &
Pelham, 1990; Lewis & Pelham, 1992a). Lange Zeit wurden KDELRs in ihrer Funktion auf
diesen Retentionsmechanismus beschridnkt, jedoch zeigen neuere Studien auch die
Beteiligung an regulativen Vorgédngen und zudem zusétzliche Funktionen der Rezeptoren an
der Zelloberflaiche. KDEL-Rezeptoren sind dort in der Lage, extrazellulidre Proteine zu binden
und zu internalisieren, woraufhin sie den sekretorischen ,,Pathway* retrograd durchwandern
und bis ins ER transportiert werden, in dessen Lumen die Liganden dann entlassen werden.
Dieses Prinzip konnte schon frith in S. cerevisiae gezeigt werden, wo u.a. das durch
Killerhefen sezernierte Toxin K28 mithilfe seiner C-terminalen HDEL-Sequenz an den
hefeeigenen Rezeptor Erd2p auf Ebene der PM bindet und so den retrograden Transportweg
parasitiert (Becker et al., 2016a). Wahrend die Zelloberflichenlokalisation der Rezeptoren
anfanglich kontrovers diskutiert wurde, ist auch in Séugerzellen mittlerweile die
Internalisierung und Aufnahme von neuroprotektiven Proteinen wie MANF oder CDNF durch
Zelloberflachen-stindige KDELRs nachgewiesen, sodass deren physiologische Rolle in
peripheren Zellbereichen immer mehr an Bedeutung gewinnt (Henderson et al., 2013; Maciel
etal., 2021).

Weiterhin konnte der Transport von KDELR-Liganden zwischen den Hauptlokalisationsorten
im cis-Golgi und ER ndher aufgeschliisselt werden, wobei die Transportwege,
Interaktionspartner und molekularen Hintergriinde des Transports von und zur Zelloberflache
noch weitestgehend unbekannt sind (Wilson et al., 1993; Newstead & Barr, 2020; Gomez-

Navarro & Miller, 2016). Jedoch konnte unter anderem bereits gezeigt werden, dass die
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Zelloberflachenlokalisation von PDIA1, PDIA3 und PDIA6 mit KDELRI1 assoziiert ist
(Bartels et al., 2019). Neueste Studien fanden erstmals Hinweise auf die Beteiligung von
Clathrin-vermittelter Endozytose bei der Internalisierung von KDELRs und auch die
Interaktion mit Rab-Proteinen wéhrend des postendozytiren Transports bzw. bei
Recyclingvorgingen konnte aufgedeckt werden (Jia et al., 2021). Interessanterweise kommt
es nach Interaktion mit externen Liganden zu einer Clusterbildung der Rezeptoren, bevor
diese internalisiert werden (Becker et al., 2016b). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
Dynamiken der KDELRs wihrend des Transports von und zur Zelloberfliche ndher zu
untersuchen. Hierbei lag insbesondere der Clustering-Prozess auf der Oberfliche von

unterschiedlichen Zelltypen im experimentellen Fokus.

Clusterentwicklung und ,,Receptor Cycling*“-Modell
Das in dieser Arbeit erstellte ,,Receptor Cycling“-Modell basiert in seinen experimentellen

Grundziigen und wesentlichen mathematischen Herleitungen auf einem bereits publizierten
Modell (Becker ef al., 2016b). In dieser Studie wird die Clusterentwicklung iiber verschiedene
Phasen in HeLa-Zellen beschrieben und es konnten erste Hinweise auf einen gezielten
KDELR-Transport an Mikrodoménen der Plasmamembran anhand der Clusterentwicklung
abgeleitet werden. Nicht nur konnten diese bereits ermittelten Daten in der vorliegenden
Arbeit reproduziert, sondern zusétzlich die Clusterentwicklung in verschiedenen Zelllinien
unterschiedlicher Spezies nachgewiesen und untersucht werden. In Verbindung mit Monte-
Carlo-Simulationen konnten zudem erstmals mogliche Endozytose- und Transportraten der
KDELRs zur Zelloberfliche mit der Clusterentwicklung in Zusammenhang gebracht werden.
Monte-Carlo-Simulationen stellen einen Losungsansatz fiir komplexe Systeme dar und
ermOglichen es, ausgehend von einem kleinen Datensatz, durch wiederholte Simulationen
zufdlliger Abldufe eine realistische Anndherung des Ergebnisszenarios abzubilden.
Insbesondere bei der Dynamik von Recyclingvorgingen und Clusterbildung an zelluldren
Membranen wird dieses Verfahren verwendet, um so dynamische stochastische Prozesse zu
simulieren (Berger ef al., 2016; Truong Quang et al., 2013).

Durch die Analyse der experimentell ermittelten Daten konnte die Clusterentwicklung in
verschiedene Phasen eingeteilt werden, welche in einem breiten Spektrum von Zelltypen
dokumentiert wurden: Die Clusterentwicklung beginnt mit einer transienten Phase ohne
sichtbare Signalveranderungen iiber den eGFP-Hintergrund hinaus. Es folgt eine
Wachstumsphase des Signals bis hin zum ,,steady state”, welcher durch ein dynamisches
Equilibrium der Fluoreszenzstirke um einen Mittelpunkt charakterisiert ist. Die molekularen

Vorginge wihrend der Latenzphase konnen in der vorliegenden Arbeit nicht nédher
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erschlossen werden. Erst ab einer definierten Signalintensitét, die direkt aus der Anzahl der
Rezeptor/Liganden-Komplexe resultiert, kann das lokal erhohte eGFP-Fluoreszenzsignal {iber
den Hintergrund hinweg detektiert werden. Alle Vorgénge bis zu diesem Zeitpunkt sind also
in diesem experimentellen Setup nicht nachvollziehbar. Hierbei wird jedoch von einer
Initiationsphase der Clusterbildung ausgegangen, wéhrend der sich einzelne Rezeptoren nach
Ligandenbindung zu Clustern zusammenlagern und so in ihrer GroBle und
Fluoreszenzintensitit zunehmen. Uber die Ligandeninteraktion, Rezeptorlokalisation oder
Dynamiken der Rezeptor/Liganden-Komplexe auf der Zelloberfliche kann zu diesem
Zeitpunkt nur spekuliert werden. Eine anfanglich niedrige Rezeptoranzahl bindet Liganden
und die Zahl der Rezeptoren steigt mutmaBlich iiber die Zeit an. Dies ermdglicht ein
Wachstum der Cluster, bis diese als detektierbare Signale sichtbar werden. Es stellt sich nun
die Frage, ob eine Interaktion der Rezeptoren mit einer Signaltransduktion und Anderung der
Transportrate, also einer Autoamplifikation, einhergeht. Die Ligandenbindung an der
Zelloberflache fithrt vermutlich zur Konformationsinderung des Rezeptors, wodurch der
Gaq-SFK-Signalweg aktiviert werden und einen verstirkten anterograden Transport auslosen
konnte (Pulvirenti et al., 2008; Giannotta et al., 2012). Die Initiierung dieses
Transportprozesses ist zwar unmittelbar, jedoch fiihrt die Signaliibertragung und Anpassung
der Membranstrome zu einer Verzogerung des Rezeptortransports zur PM. Dies kdnnte
folglich eine Erklarung fiir die anfangliche Latenzzeit der Signalentwicklung darstellen. In der
Wachstumsphase der Clusterentwicklung ist eine Steigerung der Signalintensitdt erkennbar,
welche in Abhéngigkeit des Zelltyps entweder eine leicht exponentielle oder aber auch lineare
Charakteristik zeigt. Im Falle einer Autoamplifikation des Transports wire eher mit einer
exponentiellen Charakteristik des ansteigenden Signals zu rechnen, da mit der zunehmenden
Rezeptorzahl in Verbindung mit einem Ligandeniiberschuss auch eine dauerhafte Zunahme
der entsprechenden Signalwege einhergehen sollte. Dieser Verlauf konnte so auch bei HelLa
oder den murinen Zelllinien nachgewiesen werden. Dieser beobachtete Anstieg verlduft
jedoch nur anndhernd exponentiell oder ist im Falle von HEK293 teilweise sogar linear. Es
kann daher vermutet werden, dass entweder eine parallele Feinregulierung des retrograden
Transports stattfindet oder dass der Transport zur PM nicht linear zur Rezeptorzahl mit
einhergehender Ligandenbindung autoamplifiziert wird. Denkbar wire hier eine Balancierung
des Membranstroms durch simultan vermehrte Gas-PKA-Signalaktivierung (Cancino et al.,
2014). Auch wire eine ACBD3-basierte Inhibition einer iibermidfigen KDELR-PKA-
Aktivierung moglich, wobei viele molekulare Details hierbei noch ungeklédrt wéren (Yue et

al., 2021; Jia et al., 2023). Alternativ konnte der Transport von KDELRs nicht aktiv
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amplifiziert werden, sondern einen konstanten Transportprozess darstellen, wenngleich auch
auf einem niedrigschwelligen Niveau. Der Transport von KDELRs zur Zelloberfldche wiirde
so den Geschwindigkeitsfaktor der moglichen Clusterentwicklung definieren, sodass ein
linearer Anstieg bis hin zur maximalen Signalintensitdt erkldarbar wire, wie er etwa bei
HEK?293-Zellen beobachtet wird. Dieser lineare Intensitdtsverlauf wére dann auch in der
Latenzphase existent, aber aufgrund des hohen eGFP-Hintergrundes hier nicht detektierbar.
Prinzipiell spielen hierbei auch viele weitere Faktoren eine Rolle, welche etwa eine laterale
Diffusion der Rezeptoren auf der Zelloberfliche beinhalten, aber im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht werden konnten. Der Signalanstieg aller clusternden Zellen beginnt erst in
der ,steady state“-Phase deutlich in seiner Intensitit zu schwanken. Daraus lédsst sich
schlussfolgern, dass die Mehrheit der Cluster erst eine gewisse Mindestgrof3e erreichen muss,
bevor diese internalisiert werden. Durch die mathematische Herleitung der Beziehung
zwischen Rezeptorendozytose und -exozytose wiren auch geringe relative Transportraten zur
Zelloberflache moglich, um ein nachhaltiges Equilibrium dieser Phase zu ermdglichen, sofern
diese innerhalb der im Modell aufgefiihrten Bereiche liegen.

Da KDELRs in der Zellperipherie im Vergleich zur Golgi-Lokalisation eher unterreprisentiert
sind, stellt sich die Frage, inwiefern und unter welchen Bedingungen die Rezeptor-Paraloge
zur Zelloberfldche transportiert werden. Ob alle drei KDELRs generell auf der Zelloberfldche
lokalisieren, ob dies einen gezielten Prozess darstellt und welche Funktionen die Rezeptoren
an der Zelloberfldche ausiiben, all dies ist bislang nur unzureichend untersucht. Wéhrend
unter Normalbedingungen im cis-Golgi etwa flinfmal so viele KDELRs nachweisbar sind wie
im ER, nimmt die Konzentration der Rezeptoren zum trans-Golgi und dariiber hinaus in
anterograder Richtung drastisch ab (Orci et al., 1997). Bislang existieren keine Hinweise
darauf, dass sich die intrazelluldre Lokalisation der KDELR-Subtypen unterscheidet, sodass
alle drei Paraloge hauptsachlich im Bereich von Golgi und ER agieren. Die Riickfithrung ER-
residenter Proteine impliziert jedoch eine gewisse ligandenabhédngige Autoregulierung der
KDELR-Lokalisation, weshalb unklar ist, wieso KDELRs auch auBlerhalb des ER-Golgi-
Bereichs nachgewiesen werden konnen und inwiefern sie dort Funktionen ausfiihren. Ebenso
ist bisher unbekannt, inwiefern der Transport in die Zellperipherie einem regulierten
Mechanismus unterliegt. Das Ausmal} eines gerichteten KDELR-Transports zu bestimmten
,hot spots* der PM wirkt sich jedoch nachweislich auf die Entwicklungsgeschwindigkeit, die
Zahl sowie finale GroBe der Cluster aus. In dieser Arbeit konnten hierbei distinkte
Unterschiede zwischen verschiedenen Zelllinien festgestellt werden, wobei die Bandbreite

von vermehrt zufdlligem (HEK293) bis hin zu stark gezieltem Transport (HeLa, SH-SY5Y)

127



reicht. Es konnte spekuliert werden, dass die KDELR-Verteilung zur Zellperipherie hin eher
aufgrund zufilliger Transportereignisse stattfindet bzw. KDELRs aufgrund ihrer temporiren
Assoziation mit anderen Proteinen bspw. zur Zelloberfliche transportiert werden (Bartels et
al., 2019). Zwar sind mit Gas und Goao zwei KDELR-assoziierte G-Proteine in Verbindung
mit anterograden Transportwegen bekannt, jedoch ist unsicher, inwiefern dies die Rezeptoren
selbst gezielt zur Zelloberflache transportiert (Giannotta et al., 2012; Solis et al., 2017). In
dieser Arbeit wurden KDELR-assoziierte Cluster an verschiedensten Saugerzelllinien
unterschiedlicher Spezies dokumentiert, sodass ein gezielter KDELR-Transport an ,,hot spots*
der PM plausibel erscheint. Die beobachteten Unterschiede zwischen den Zelllinien lassen es
sogar zu, eine Spezialisierung der oberflichenlokalisierten KDELRs abzuleiten, wobei das
Ziel ein effizienteres Clustering und eine damit einhergehende Aufnahme von Liganden
darstellt. Dies konnte fiir verschiedene Gewebe eine evolutiondre Anpassung an die
jeweiligen extrazelluldren Bedingungen bzw. Liganden implizieren und die hier
dokumentierten Unterschiede zwischen Zervixepithel (HeLa) und bspw. Nierengewebe
(HEK293) begriinden. Diese aufgefiihrten Argumente beinhalten jedoch bislang keinerlei
Bezug zur Spezifitit des Transports einzelner Rezeptorsubtypen in die Zellperipherie. Es wire
moglich, dass unterschiedliche intrazellulire KDELR-Level sich in ihrem Verhiltnis auch auf
die Zelloberflichenfraktion der Rezeptoren auswirken konnen. Diese zelltypspezifischen
Unterschiede konnten in dieser Arbeit auch beziiglich der relativen und absoluten Menge an
KDELRs durch qPCR-basierte Expressionsanalysen bestétigt werden. Interessanterweise ist
der in der Literatur am héufigsten beschriebene KDELR1 nicht generell am stirksten
exprimiert. Es kann neben der allgemein sehr niedrigen Expression von KDELR3, keine
eindeutige Priferenz fiir KDELRI1 oder KDELR2 in verschiedenen Zelllinien beobachtet
werden. Es existieren mit SH-SYSY und IC-21 Zelltypen, die ein ausgeglichenes KDELR1/2
Verhiltnis aufweisen, wohingegen die Expression von KDELR1 in HEK293- oder THP1-
Zellen Uberwiegt. In vielen anderen Zelllinien wie HeLa oder L1929 dominiert hingegen
KDELR2 deutlich (vergleiche Abbildung 10; Trychta et al., 2018; Raykhel et al., 2007).
KDELRs zeigen also eine dullerst gewebe- bzw. zelltypspezifisch differenzierte Expression
der drei Subtypen, wobei noch unklar ist, weshalb sich die Genexpression so deutlich
unterscheidet.

Ob die Lokalisation der unterschiedlichen Subtypen beim Clustering eine Rolle spielen
konnte, wurde in dieser Arbeit zwar nicht direkt betrachtet, dennoch konnte keine Korrelation
zwischen der Clusterentwicklung und der Expressionsstirke der Rezeptoren in wildtypischen

und Knockout-Zelllinien festgestellt werden. Die intrazelluldre Verteilung und der Transport
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zur PM scheinen also weniger auf bestimmten Rezeptorsubtypen zu basieren, sondern stellen
moglicherweise eine zelltypspezifische Charakteristik dar. Diese Ergebnisse implizieren daher
eher, dass sich unterschiedliche Spezifititen der Subtypen in den jeweiligen Zelltypen bzw.
Geweben manifestiert haben konnten, welche jedoch wunabhédngig von ihrer
Typenzusammensetzung an der PM {iber ein &hnliches Clusterverhalten verfiigen, also
funktionell im Sinne der Ligandenbindung und Internalisierungscharakteristik komplementér
zueinander sind. Dass dies mdglich wire, liegt an der starken strukturellen Ahnlichkeit der
KDELRs zueinander, wobei die Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen humaner
Rezeptoren etwa 73-84 % betrdgt (Lewis & Pelham 1992b; Hsu et al., 1992; Capitani &
Sallese, 2009). Auch iiber Speziesgrenzen hinweg zeigt sich die deutliche funktionelle und
strukturelle Ahnlichkeit der Rezeptoren (Semenza et al., 1990; Trychta et al., 2018). Hierbei
sind die Rezeptoren derart fdhig, sich in ihrer Funktion zu komplementieren, dass sogar
Sduger-KDELRs in Hefe funktionell sind und das hefeeigene Erd2p vollstindig ersetzen
konnen (Becker et al., 2016a). Es zeigten sich gewisse Tendenzen der Rezeptoren beziiglich
ihrer Priaferenz zu den C-terminalen Bindemotiven ihrer Interaktionspartner, jedoch sollte dies
unter wildtypischen Bedingungen eher eine untergeordnete Rolle spielen. Generell fiihren
[KH]-X-EL-Aminosduremotive zu einer stirkeren ER-Lokalisation als andere Varianten
(Raykhel et al., 2007; Trychta et al., 2018). Im Detail scheinen sich fiir jeden
Rezeptorsubtypen Tendenzen zu favorisierten Retentionsmotiven gebildet zu haben, wobei
vereinfacht gesagt KDELR1 und KDELR3 iiber eine breitere Flexibilitit zu XXEL-dhnlichen
Motiven verfiigen, wihrend KDELR?2 etwas spezialisierter HXEL-Motiv-tragende Proteine
im ER zuriickhdlt (Raykhel et al., 2007). Diese Studien wurden mit einer artifiziellen
Uberexpression an Reporterproteinen  durchgefiihrt, sodass dies zwar prinzipiell
Informationen iiber Bindeaffinititen der Rezeptoren vermittelt, allerdings unter wildtypischen
Bedingungen eine untergeordnete Rolle spielen konnte. So existiert in Sdugern eine
vergleichbare Anzahl an Proteinen mit K-, H- oder RDEL-Motiv, jedoch unterscheidet sich
deren Expressionsstirke absolut. KDEL-Proteine sind in ihrer Zahl etwa fiinfmal haufiger
vorhanden als Proteine mit H- oder RDEL-Motiv, sodass generell KDEL-Proteine dfter mit
den Rezeptoren interagieren sollten als andere (Gerondopoulos et al., 2021). Aus sterischen
Griinden sollte zudem eine direkte Konkurrenz zweier Motive in der Bindetasche der
KDELRs unwahrscheinlich sein. Folglich sollte eher die Zahl der jeweiligen Rezeptortypen
und Liganden iiber die Interaktion mit den Rezeptoren entscheiden, nicht die Kombination aus
Affinitdt und Motiv. KDELRs sollten auch an der Zelloberfliche in der Lage sein, eine

vergleichbar komplementéire Funktion aufzuzeigen, sodass prinzipiell jeder Rezeptortyp an
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der Zelloberflache Liganden binden und eine Clusterbildung initiieren konnte, speziell in dem
hier verwendeten Setup mit einem Uberschuss an Liganden im extrazelluliren Medium. Die
gegenseitige Komplementierung der Funktionen bietet auch einen Erkldrungsansatz, weshalb
in den HAPI-Zelllinien sowohl in KDELRI- als auch in KDELR2-KO-Zellen jeweils
Clustering dokumentiert werden konnte. Wéhrend hier eine detaillierte mathematische
Analyse der Clusterentwicklung, bedingt durch die bereits abgeschlossene Kooperation mit
der AG Santen im Rahmen des SFB1027, nicht durchgefiihrt werden konnte, lédsst sich
dennoch folgende Aussage treffen: Es konnen zwar durch einen KO von KDELRI1 oder
KDELR?2 distinkte Unterschiede vermutet werden, jedoch zeigten HAP1-Zellen in beiden
Fillen eine deutliche Clusterbildung. Folglich erscheint es mdglich, dass verschiedene
Rezeptorsubtypen an der Oberfliche lokalisieren und sich in ihrer Funktion dort gegenseitig
komplementieren konnten. Somit basiert das KDELR-Clustering offenbar nicht auf einer
bestimmten Rezeptorvariante, sondern ist in wildtypischen Zellen entweder aus einer
Mischpopulation von Rezeptoren moglich oder dynamisch von der Expression der jeweiligen
Rezeptoren abhéngig.

Uber KDELR3 kann im Rahmen dieser Studien keine Aussage getroffen werden, da die
entsprechenden KO-Zellen nicht zur Verfligung standen. Es kann daher nicht ginzlich
ausgeschlossen werden, dass das letzte verbleibende Rezeptor-Paralog moglicherweise eine
Rolle im Clusterphdnomen spielen konnte, wobei dies aufgrund der niedrigen Expression eher
ein unrealistisches Szenario darstellt. Nichtsdestotrotz wire es im Bereich des Moglichen,
dass KDELR3 an der Zelloberfliche lokalisiert und von dort aus nach Ligandenbindung
weitere Rezeptoren zur PM rekrutieren konnte. Die Oberflichenlokalisation von KDELR3
scheint jedoch ebenfalls zelltypabhéingig zu sein, sodass es schwierig ist hiervon allgemeine
Mechanismen abzuleiten. In der vorliegenden Arbeit konnte KDELR1 in HEK293-basierten-
Zellen vermehrt an der PM detektiert werden, wéhrend bspw. in MCF7-Zellen KDELR3
dominierte (vergleiche Abbildung 23; Jia et al., 2021). Es zeigte sich in den hier
durchgefiihrten Expressionsstudien, dass die nicht clusternden Makrophagenzelllinien
generell liber eine niedrigere KDELR3-Expression verfligen, sodass eine Beteiligung dieses
Rezeptors an Clusteringprozessen nicht ausgeschlossen werden kann.

Nach Abschluss der initialen Clusterexperimente und ersten Analysen zeigte sich, dass
Makrophagen entweder {liber einen ginzlich differenten, also nicht detektierbaren, KDELR-
Clusteringmechanismus auf der Zelloberflache verfiigen oder dass dies dort iiberhaupt nicht
stattfindet. Zunichst wurde untersucht, ob eine entsprechende abweichende Gesamtzahl der

Rezeptoren als mogliche Erklarung in Betracht gezogen werden konnte. Die Anzahl der
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KDEL-Rezeptoren oder eines einzelnen Subtyps war jedoch in allen Makrophagenzelllinien
nicht in einem solchen Ausmal} verringert, dass dies eine Erkldrung fiir ein ausbleibendes
Clustering darstellen wiirde. Folglich bestiinde die Moglichkeit, dass ein Clustering in
Makrophagen stattfindet, es jedoch im Rahmen des eingesetzten experimentellen Setups nicht
detektiert werden kann. Hierzu wurden modellbasierte Berechnungen durchgefiihrt, welche
die Moglichkeiten eines nicht detektierbaren Clusterings beriicksichtigen. Durch die
Verwendung eines fluoreszierenden Liganden herrscht ein starkes Signalgrundrauschen im
umgebenden Medium vor. Erst wenn durch die rezeptorabhéngige lokale Konzentration
eGFP-gekoppelter Liganden in eine engere rdumliche Nihe gebracht werden, kann dies
mittels CLSM als stirkeres Signal identifiziert und entsprechend abgebildet werden. In
welchem Ausmall dies stattfinden muss, ist jedoch bislang nicht ndher definiert. In
Kooperation mit der AG Santen war es jedoch mdglich, einen relativen Signalschwellenwert
hierfiir zu ermitteln. Unterhalb dieses Schwellenwertes konnten sich Vorgédnge abspielen, die
nicht visuell darstellbar sind. Zur Vermeidung dieser technischen Limitierung wére es
sinnvoll, statt eines fluoreszierenden Liganden, KDELRs direkt zu markieren und zu
detektieren. Um einen ,,Live Cell Imaging“-Ansatz durchfiihren zu konnen wére jedoch eine
Kopplung an ein fluoreszierendes Protein notwendig, da antikdrperbasierte Methoden in der
Regel eine Fixierung der Zellen voraussetzen. Zwar existieren Maoglichkeiten eines
antikorperbasierten Imaging mit lebenden Zellen, allerdings resultiert dieses Verfahren in der
Regel in unzureichenden Signalqualitdten (Manos et al., 2011). Eine Proteinfusion hingegen
bietet bessere Fluoreszenzsignale, geht dafiir aber immer mit einer Reihe an nicht
abschédtzbaren Nachteilen einher, bedingt durch die GroBle des Fluoreszenzproteins und der
damit verbundenen sterischen Hinderungen. Dies betrifft die Funktionalitdt, Lokalisation und
Konformation der zu untersuchenden Proteine und macht die Analysen deshalb unter
Umstidnden nur bedingt aussagekriftig. In vorangegangenen Arbeiten wurde eine mCherry-
gekoppelte KDELRI1-Variante in analogen Experimenten verwendet, jedoch ohne ein
eindeutiges Clustering des Rezeptors zu beobachten (Rammo, 2017), sodass sich zumindest
eine C-terminale Markierung negativ auf die Clusterentwicklung, mdglicherweise sogar auf
den Rezeptortransport zur Zelloberfldche, auszuwirken scheint. Um die Bedingungen fiir ein
detektierbares Rezeptorclustering zu optimieren, wurde daher ein neuer Versuchsansatz
gewihlt, welcher die im Modell diskutierten Endozytoseraten bei Makrophagen adressiert.
Hierbei wurde sich die Beobachtung von van’t Hoff zu Nutze gemacht, welche den
temperaturbedingten Zusammenhang im Hinblick auf Reaktionsgeschwindigkeiten herleitet.

So fiihrte eine auf 20 °C erniedrigte Temperatur zu einer schwachen, aber detektierbaren
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Clusterbildung bei RAWBIlue-Makrophagen, welche bei 37 °C nicht detektiert werden
konnte. Generell sollten bei einer Verringerung der Temperatur alle aktiven zelluldren
Prozesse in einem &hnlichen Maf3e langsamer ablaufen und so die Endozytoserate, aber auch
der Transport von Rezeptoren zur Zelloberfliche, im gleichen Malle verlangsamt werden.
Dennoch schien sich hier das Verhiltnis zugunsten eines schwachen, aber detektierbaren
Clusterings zu verschieben. Dies konnte darauf hindeuten, dass die endozytdren Prozesse fiir
das KDELR-Clustering mehr Zeit oder mehr Schritte bendtigen als ein Transport der
Rezeptoren zur Zelloberflache. Dies spriache erneut dafiir, dass der KDELR-Transport zur
Zelloberflache weniger komplex orchestriert wird, sondern sich zumindest teilweise ,,passiv*
aus den zelluliren Voraussetzungen (Ligandenanzahl, Transportvorginge o0.4.) ergibt,
wihrend die Internalisierung demgegeniiber aus einer komplexeren Abfolge von
Ligandenbindung, Konformationsénderung, lateraler Diffusion, Oligomerisierung bis hin zur
Clusterbildung, Signaltransduktion und Rekrutierung der Endozytosemaschinerie besteht. So
konnten zumindest im beobachteten Zeitrahmen die Verhéltnisse von Endo- und Exozytose
gerade so verschoben werden, dass die stiarksten Signale in den detektierbaren Bereich fallen
(vergleiche Abbildung 9d und e). Findet die Clusterentwicklung in Makrophagen analog zu
anderen Zelllinien statt, wiirden diese Fluoreszenzsignale den stirksten Signalen in der
,steady state* Phase entsprechen, aber aufgrund der generell niedrigeren Signalintensitit sind
diese hier nur als vereinzelte ,,Signalspitzen* detektierbar. Auch die beobachtete Latenzphase
vor Detektion der ersten Signale spricht fiir eine sich langsam aufbauende Rezeptorpopulation
an der Zelloberfliche und steht damit in der Theorie der Clusterentwicklung anderer
Zelltypen dhnlich gegeniiber.

Nachdem die pH-Abhidngigkeit der KDELR/Liganden-Interaktion schon ldnger bekannt ist,
konnten neuere Studien durch Analysen hochauflésender Rontgenkristallstrukturen von
KDELR? in G. gallus die molekularen Grundlagen nédher aufkliren (Bréduer et al., 2019; Wu
& Rapoport, 2021). Es stellte sich im Laufe der vorliegenden Arbeit folglich die Frage,
inwiefern die Rezeptor/Liganden-Interaktion an der Zelloberfliche ebenfalls pH-abhingig
verlduft. Vor allem die damit einhergehende Konformationsinderung und Initiierung der
Internalisierung der Rezeptoren stellt einen interessanten Aspekt dar. In den hier
durchgefiihrten Experimenten zeigte sich eine klare Abhingigkeit der Clusterbildung vom
pH-Wert, welche bisherige Untersuchungen zur Ligandenbindung im ER/Golgi-Bereich
bestitigt (Wilson ef al., 1993; Wu et al., 2020; Gerondopoulos et al., 2021; Wu et al., 2024).
Es konnte bei Verringerung des pH-Wertes eine schnellere Entwicklung der Cluster gezeigt

werden, sodass ebenfalls auf Ebene der PM von einer effizienteren Bindung der Liganden
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unter diesen Bedingungen ausgegangen werden kann. Auch die steigende Zahl der
unterschiedlich groflen Cluster ldsst auf eine zeitlich frither stattfindende Clusterbildung
schliefen, sodass insgesamt auch an der PM der pH maBgeblich fiir die KDELR/Liganden-
Interaktion zu sein scheint. Bei hoheren pH-Werten ist die Interaktion zwischen Ligand und
Rezeptor in ihrer Affinitdt nicht ausreichend stark, sodass das Retentionsmotiv nicht
ausreichend tief in die Bindetasche geleitet wird. Da bei zu hohen pH-Werten His'? nicht
protoniert  vorliegt, wird das Motiv  durch die fehlenden  Salz- und
Wasserstoffbriickenbindungen nicht fest im Rezeptor verankert, wodurch damit einhergehend
keine andauernde Restrukturierung des Rezeptors erfolgt (Wu et al., 2020; Gerondopoulos et
al., 2021). Unter suboptimalen pH-Werten konnte somit die Bindung nicht stabil genug sein,
sodass es zu einer Dissoziation und einem Wechsel des Rezeptors in den Apo-Zustand kommt
(Wu et al., 2024). Geht man davon aus, dass eine dauerhafte Konformationsidnderung fiir
Clustering notwendig ist, wiirde dies die unterschiedliche Anzahl und Intensitit der Cluster
bei den pH-Werten 6.4-6,8 erkldren. Wihrend die stirker reduzierenden Bedingungen durch
intensivere Bindung des Liganden ein dauerhaft effizientes Clustering erlauben, ist dies bei
hoheren pH-Werten nicht in gleichem Ausmal sichtbar. Bei pH-Werten iiber 7,4 konnte keine
Clusterbildung mehr beobachtet werden. Da im extrazelluliren Medium Liganden im
Uberschuss vorhanden waren, sollte aus stochastischen Griinden bestindig eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir einen Kontakt der Rezeptoren mit den Liganden vorliegen. Dies ldsst
die Vermutung zu, dass eine Clusterbildung nur als Folge der stabilen
Konformationsédnderung initiiert werden konnte. Es ist jedoch fraglich, ob die
Strukturdnderung alleine ausreichend ist, um an der Zelloberfldche eine Oligomerisierung zu
erlauben oder ob zytosolische Transportbestandteile, wie etwa bei der Clathrin-vermittelten
Endozytose, mit den Rezeptoren interagieren und so die Clusterbildung durchfiihren.

Die Oligomerisierung von Zelloberflichenrezeptoren stellt ein vielfach beschriebenes
Phinomen dar. Nach Ligandenbindung di- oder oligomerisieren eine Reihe von Rezeptoren,
wie etwa G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), an der Zelloberfliche und 16sen so
letztendlich eine Signaltransduktion oder Internalisierung aus (Sdnchez & Tampé, 2023). Dies
umfasst bspw. Hormon- oder Wachstumsfaktor-bindende Rezeptoren, wie den ,,epidermal
growth factor receptor (EGFR), aber auch Integrine, Cadherine und Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (Heldin, 1995; Murai, 2024). Die Griinde fiir diesen Prozess sind vielféltig und
konnen bspw. zu einer breiten Diversitit in der Ligandenerkennung fiithren oder die
Interaktion mit weiteren Zelloberflichenproteinen ermdoglichen (Lemmon & Schlessinger,

1994; Murai, 2024). Insbesondere fiir den Aspekt einer Signaltransduktion scheint das
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Clustering eine wichtige Rolle einzunehmen. Es wird beschrieben, dass hierdurch bspw. die
Sensitivitdit und Spezifitit der Signaliibertragung erhoht wird, aber ebenfalls eine
Synchronisation und Forderung der simultanen Internalisierung einer hohen Zahl von
Liganden stattfindet (Bray et al., 1998, Duke & Bray, 1999; Chan et al., 2001; Groff & Smith,
2008; Vanamee & Faustman, 2023). Durch die strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit von
KDELRs zu GPCRs kénnten Ahnlichkeiten im Clusterverhalten vermutet werden. Fiir beide
sind Di- und Oligomerisierungsprozesse beschrieben, wobei sich GPCRs in Clustern von bis
zu 500 Rezeptoren zusammenlagern konnen und so Signaltransduktionen modulieren
(Palczewski, 2010; Milligan et al., 2019; Sanchez & Tampé, 2023). Eine Vielzahl von
Zelloberflachenproteinen kann gezielt in konzentrierten Bereichen der Plasmamembran
nachgewiesen werden, wobei sich insbesondere GPCRs in ,,clathrin-coated pits“ sammeln und
dort ,,hot spots® mit einer ClustergroBe von bis zu mehreren 100 nm ausbilden konnen.
(Lillemeier et al., 2006; Sungkaworn et al., 2017).

Durch die Betrachtung des Clusterings stellt sich unweigerlich die Frage, warum dieses an der
Zelloberfldche beobachtet werden kann, im Golgi aber bislang nicht beschrieben wurde. Im
Golgi wird der COPII-vermittelte Transport nach Ligandenbindung an den Rezeptor initiiert.
Durch die damit einhergehende Konformationsdnderung wird letztendlich TM7 im Zytosol so
bewegt, dass ein im Apo-Zustand verborgenes di-Lysin-Motiv exponiert wird, welches den
retrograden Transport iiber die COPII-Maschinerie ermoglicht (Brauer et al., 2019). Wahrend
im Golgi so bereits einzelne Rezeptor/Liganden-Komplexe erkannt und transportiert werden
konnen, scheint an der Zelloberfldche eine bislang unbekannte Zahl an aktiven Rezeptoren
bendtigt zu werden. Zwar wird beschrieben, dass die Rezeptoren nach Aktivierung und PKA-
abhingiger Phosphorylierung im Golgi Dimere oder Oligomere ausbilden kénnen, jedoch
findet keine umfangreiche Clusterbildung statt (Aoe et al., 1997; Cabrera et al., 2003). Dies
impliziert, dass die Funktionen der KDELRs im Golgi und an der Zelloberfldche grundlegend
verschieden sein konnten: Durch die zwingend notwendige Aufrechterhaltung der
intrazelluldren Homoostase ist es auch nachvollziehbar, dass aus dem ER entkommene
Chaperone effizient zuriickgefiihrt werden miissen. Dieser Mechanismus muss unabhingig
von den physiologischen Zustinden der Zelle dauerhaft aktiv sein und gewéhrleisten, dass
KDELRs nach Ligandenbindung schnell und gezielt in das ER zuriicktransportiert und im
Anschluss unmittelbar zum Golgi retourniert werden. Im ER sind unter Normalbedingungen
die Hauptinteraktionspartner von KDELRs PDI, Calreticulin und BiP in etwa 5-10 uM
Konzentration nachweisbar (Gerondopoulos et al., 2021). Folglich ist es fraglich, ob die

Endozytose einzelner falschlicherweise sezernierter Chaperone von der Zelloberfldche bis hin
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zum ER einen physiologisch sinnvollen Aufwand bedeutet. Ein priendozytires Clustering
wiirde hingegen die Zahl der Liganden erhohen und somit die Effizienz eines einzelnen
Transportvorgangs deutlich verbessern.

Da KDELR-Liganden prinzipiell nur unter nicht nativen Umstinden vermehrt sezerniert
werden, konnte das KDELR-Clustering auch eine Sensortitigkeit darstellen. Eine Reihe von
ER-Stress-Situationen stellen bspw. Bedingungen dar, welche mit der Sezernierung von
16slichen ER-Proteinen oder neuroprotektiven Proteinen wie MANF/CDNF einhergehen
(Yamamoto et al., 2003; Henderson et al., 2013; Dossat et al., 2024; Lohelaid et al., 2024).
Ebenso konnte auch eine Beeintrachtigung der zelluldren Integritit, etwa bei
Gewebsverletzungen, zur Freisetzung von ER-stindigen Proteinen fiihren, welche durch die
kleine Fraktion von KDELRs an der Zelloberfliche detektiert werden. Zellen kdnnte es so
ermoglicht werden, Signalketten zu initiieren, die sie auf Stresssituationen vorbereiten.
Insbesondere fiir stationidre gewebebildende Zelltypen konnte dies einen wichtigen
Mechanismus darstellen. Ein solches System existiert bereits durch MAPK-Signalkaskaden,
welche Proliferation, ,,survival® und Differenzierungen von Zellen regulieren. Hierbei werden
extrazelluldre Signale von einem System aus Oberflichenrezeptoren iiber mehrere Kinasen in
das Zellinnere transduziert und passen Zellen auf diese Weise an ihre extrazelluldre
Umgebung an. Da fiir KDELRs bereits die Fahigkeit zur Modulierung von MAP-Kinase-
Signalwegen (JNKI1, p38) beschrieben wurde, wire eine Verstirkung oder Modifikation
entsprechender Signaltransduktionen von der Zelloberfldche nicht auszuschlieBen (Yamamoto
et al.,2003; Xie et al., 2022).

Im Falle einer Sensorfunktion wére es fiir Zellen allerdings wenig sinnvoll, aufgrund jedes
einzelnen potenziellen KDELR-Liganden umfassende Vorbereitungen auf Stresssituationen
einzuleiten. Ein prdendozytires Clustering von KDELRs wiirde so die Reizschwelle fiir eine
tatsdchliche Signaliibertragung erhdhen und nur bei einer ausreichenden Anzahl von
extrazelluliren Liganden eine entsprechende Information in das Zellinnere transduzieren
(Cebecauer et al., 2010; Bray et al., 1998; Caré & Soula, 2011). Die geringe Anzahl an PM-
lokalisierten KDELRs konnte folglich als eine Art Sensor auf der Zelloberflache fungieren,
welcher im akuten Bedarfsfall unterstiitzende KDELRs an die PM rekrutiert. Dies wére auch
eine Erkldrung, warum sich KDELR-Clustering in verschiedenen Makrophagenzelllinien
evolutiondr nicht als ein allgemein vorhandener Mechanismus etabliert haben konnte:
Makrophagen haben als professionelle phagozytierende Zellen eine Vielzahl an Rezeptoren
an ihrer Oberfliche (TLRs, Scavenger, Dectin, u.a.), um ihre Umgebung permanent zu

analysieren und eventuelle Pathogene friihzeitig zu erkennen und zu eliminieren. Zudem ist
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dieser Zelltyp vermehrt in Umgebungen lokalisiert, die ein erhdhtes Stresspotential
aufweisen. Ein auf KDELR-Clustering basierendes Sensorsystem wire daher fiir diesen
Zelltyp nicht hilfreich, sondern mitunter sogar eher hinderlich fiir dessen eigentliche Funktion

(Murray & Wynn, 2011; Goodridge et al., 2011).

KDELR-Dynamiken unter Stressbedingungen
In dieser Arbeit wurde ein System etabliert, welches eine Darstellung der

oberflachenlokalisierten KDELRs mittels IF erlaubt. Hierzu wurden N-terminal markierte
Varianten stabil in das Genom von Flp-In™ T-REx™ 293-Zellen integriert und deren
Expression, Funktion und Lokalisation sowohl intrazelluldr als auch an der Zelloberfldche
erfolgreich bestdtigt. Mit diesen Varianten sollten ndhere Einblicke in die Dynamiken der
KDELRs gewonnen werden, welche mit dem bisherigen Versuchsautbau in den
Clusterexperimenten nicht untersucht werden konnten. Bislang ist die Frage ungeklért,
inwiefern eine Internalisierung von Liganden mit einer Anpassung der KDELR-Transportrate
zur Zelloberflache einhergeht. Zwar ist eine Beteiligung von KDELRs als stressinduzierte
Komponente der UPR und einer Relokalisation von KDELR1 in das Lysosom oder andere
Organellen beschrieben, jedoch ist unbekannt, ob Stresssituationen auch zu einem KDELR-
Transport zur Zelloberflache fithren (Trychta et al., 2018; Yamamoto et al., 2003; Wang et
al., 2011; Zhu et al., 2022). In einem ersten Ansatz wurde deshalb ER-Stress durch Zugabe
des SERCA-Inhibitors Thapsigargin induziert und die Zelloberflichenlokalisation der drei
KDELRs mit derjenigen in ungestressten Zellen verglichen. Es konnte dabei eine Zunahme
der Konzentration aller Rezeptor-Varianten an der PM beobachtet werden. Daraus lédsst sich
schlussfolgern, dass eine Umverteilung der intrazelluliren KDELRs unabhéngig vom Subtyp
stattfinden konnte. Die Verteilung der hauptsdchlich Golgi-lokalisierten KDELRs hin zur
Zellperipherie konnte einen nicht fest regulierten Prozess darstellen, welcher quasi als
Nebeneffekt aufgrund vermehrter intrazelluldrer Transportereignisse stattfindet. Durch
Thapsigargin wurde in diesem Versuch ein Ca®’-induzierter Ausstrom von 1dslichen ER-
Proteinen bis hin zu deren Sekretion verursacht (Trychta et al., 2018; Dossat et al., 2024).
Spekulativ konnte dies zu einer akuten Ubersittigung des frithen sekretorischen , Pathways*
und der KDELRs durch den massenhaften Transport von Proteinen fithren, wobei die damit
einhergehenden Membranstrome zu einer simultanen passiven Verteilung der Rezeptoren in
periphere Zellbereiche und zu PM fiihren konnten. Zumindest wurde bereits beschrieben, dass
sich unter Stressbedingungen die Verteilung der Rezeptoren stark zum TGN hin verschiebt
(Griffiths et al., 1994). Auch wire eine Interaktion der Rezeptoren mit ihren Liganden

denkbar, wobei wihrend dieser akuten Uberbelastung kein Riicktransport initiiert werden
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kann, sondern ein indirekter Transport der Rezeptoren zur PM durchgefiihrt wird. Dieses
Szenario wiirde also insgesamt eine ,,Autoverteilung* der Rezeptoren suggerieren, wobei die
Rezeptoren teilweise direkt oder indirekt ihren Liganden in die Zellperipherie folgen. Da dies
im Experiment alle KDELR-Subtypen in &hnlichem Mafle betrifft, konnen auch Parallelen zu
den Clustering-Experimenten mit KDELR-KO-Zellen gezogen werden. KDELRSs sind in ihrer
Funktion folglich stark komplementdr und auch ihre intrazelluldre Verteilung wére demnach
primir Liganden-abhingig. Der Uberschuss an KDELR-Liganden scheint in Verbindung mit
dem Retentionskreislauf der Rezeptoren grolen Einfluss auf deren intrazelluldre Verteilung
zu haben, sodass die Rezeptoren nur selten in die Zellperipherie gelangen. Diese peripheren
Rezeptoren konnten also einen sekunddren Startpunkt der Retention darstellen. Insbesondere
die auBBergewdhnlich hohe Bindefdhigkeit der KDELRSs bei niedrigen pH-Werten wiirde diese
vereinzelten Interaktionen sogar optimieren, da auch eine duBlerst effiziente Bindung bis hin
zum ,late“-Endosom bei pH 5 mdoglich wire (Briuer et al., 2019; Casey ef al., 2010; Wu et
al., 2024). Demgegeniiber stehen einige Publikationen, die einen ndheren Einblick in die
Kontrolle der intrazelluldren Lokalisation der Rezeptoren geben. Neben der Liganden-
abhidngigen Verteilung im ER/Golgi-Bereich ist zumindest die Lokalisation von KDELR1 im
cis-Golgi auch durch seine temporire Assoziation mit ACBD3 (,,Acyl-CoA-binding domain-
containing protein 3*) bedingt. Dieses reguliert inhibitorisch die Aktivitit des cAMP/PKA-
Signalwegs und verhindert so, dass ungebundene Rezeptoren in das ER transportiert werden
(Yue et al., 2021; Tan et al., 2023; Jia et al., 2023). Eine Depletion dieses Proteins fiihrt sogar
zu einem vollstdndigen Zusammenbruch des Golgi-Pools an KDELRI (Yue ef al., 2021). Des
Weiteren wurde berichtet, dass durch eine verringerte ACBD3-Aktivitit zusétzlich Rab4a-
assoziierte Transportvorginge von KDELR1 an tubuldren Arfl-abhédngigen Golgi-Ausldufern
in Richtung PM stattfinden kdnnten, welche unabhédngig von den bisher beschriebenen PKA-
oder Src-Signalwegen ablaufen (Tan et al., 2023). Inwiefern dies allerdings spezifisch fiir
KDELRI1 ist oder ob dies gleichermalen fiir alle Paraloge gilt, wurde in diesen Studien nicht
untersucht.

Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass KDELR1-KO-Zellen in ihrer Fahigkeit zur
PDI-Retention beeintriachtigt sind. Zusétzlich stellt ein KO von KDELR1 einen substanziellen
Eingriff in das Transkriptom von HAPI1-Zellen dar, auch jenseits der offensichtlichen
KDELR-assoziierten Funktionen (Blum er al., 2019). KDELR2 und KDELR3 scheinen in
KDELR1-KO-Zellen die Funktion des fehlenden Rezeptors nicht vollstindig kompensieren
zu konnen. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigten KDELR-KO-Zelllinien wihrend ihrer
Kultivierung distinkte Unterschiede zu wildtypischen HAP1-Zellen, weshalb grundlegende
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Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Dies beinhaltete eine Analyse der KDELR-Expression
in allen HAPI-Zelllinien sowie Proliferationsassays unter Normal- und ER-
Stressbedingungen. In wildtypischen HAP1-Zellen konnte ein vergleichbares Level von
KDELR1 und KDELR2 detektiert werden, wihrend KDELR3, wie bei anderen Zelllinien, nur
in sehr geringer Anzahl vorhanden ist. Auch der KO von KDELRI1 und KDELR2 in den
jeweiligen Zelllinien konnte bestitigt werden. Es zeigte sich in vergleichenden Analysen
jedoch keine Anpassung der Expression der verbliebenen Rezeptoren, um den KO zu
kompensieren. Der KO von KDELRI fiihrte im Gegenteil sogar zu weniger KDELR2 und
KDELR3 Transkripten, wéhrend ein KDELR2-KO interessanterweise die Expression von
KDELR3 verstiarkte. Prinzipiell konnten Zellen einzelne KDELR-Typen nutzen, um
funktionell den Verlust anderer KDELRs zu kompensieren. Da keine Anpassung der
Transkription nach erfolgtem KO dahingehend nachgewiesen werden konnte, ldsst dies die
Schlussfolgerung zu, dass trotz der hohen Sequenzihnlichkeiten definierte Unterschiede in
der Funktion einzelner Paraloge existieren miissen. Aufgrund der hier bereits diskutierten
Uberschneidungen beziiglich der Fahigkeit, KDEL-#hnliche Liganden zu binden, sollten die
funktionellen Differenzen der KDELRs eher im Bereich der Signaltransduktion liegen. Fiir
eine erfolgreiche ER-Retention sollte es nicht ausschlaggebend sein, ob KDELRI1 oder
KDELR2 ein Chaperon zuriick in das ER transportiert, jedoch konnten die damit
einhergehenden Signalkaskaden génzlich differentielle Auswirkungen haben. Eine
Regulierung beziiglich des zelltypspezifischen Verhiltnisses zwischen Liganden und

KDELR-Subtypen wiirde so auch die unterschiedlichen KDELR-Expressionsmuster erkléren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in HeLa-Zellen alle dret KDELRs
unter ER-Stressbedingungen vermehrt exprimiert werden, wihrend HAP1-Zellen tendenziell
nur KDELR?2 leicht verstirkt exprimierten. Andere Studien zeigten ebenfalls eine vielfdltige
Reaktion auf ER-Stress: Wihrend CHO-Zellen mit einer verstirkten Expression aller
KDELRs reagieren, versuchen HEK293- oder SH-SY5Y-Zellen solche Bedingungen durch
verstiarkte Expression von KDELR2 und KDELR3 zu kompensieren (Samy et al., 2020;
Trychta et al., 2018). Diese unterschiedliche Anpassung der KDELRs unter ER-
Stressbedingungen wiirde so darauf hinweisen, dass Zellen bestrebt sind, ein bestimmtes
KDELR/Liganden-Verhéltnis aufzubauen. Ebenfalls wire es auch moglich, dass durch die
Expression von bestimmten KDELR-Subtypen vermehrt damit assoziierte Signalwege
aktiviert werden sollen. Dieser Aspekt ist vor allem in Bezug auf KDELR3 interessant, der

durch die geringe Transkriptzahl eher weniger eine riickfiihrende Funktion iibernehmen,
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sondern vorrangig fiir eine Initilerung bestimmter Signalwege verantwortlich sein konnte.
Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass zwischen den Rezeptortypen
beziiglich ihrer Expression kein genereller ,,crosstalk® stattfindet, sondern dass diese eher
durch den Zelltyp definiert ist. Dadurch ergeben sich eine Reihe pathologischer Zustéinde,
welche auf der Fehlregulierung oder Dysfunktion einzelner KDELRSs basieren und nicht durch
andere KDELRs kompensiert werden konnen (Kamimura et al., 2015; Siggs et al., 2015; van
Dijk et al., 2020; Efthymiou et al., 2021).

Dass in HAP1-Zellen die Expression anderer KDELRs nach KO nicht umfassend kompensiert
wird, erlaubt eine genauere Interpretation der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Proliferationsexperimente sowie der Rolle einzelner KDELR-Subtypen unter Normal- und
Stressbedingungen. Ein Verlust von KDELRI fiihrte zu einer deutlichen Einschrinkung der
Zellteilung, wihrend der KO von KDELR2 dhnliche Proliferationsraten wie wildtypische
Zellen aufzeigte. Unter Thapsigargin-induzierten Stressbedingungen hingegen zeigten beide
KO-Zelllinien eine im Vergleich zum Wildtyp verminderte Stresstoleranz, wobei KDELRI -
KO-Zellen insgesamt vitaler waren als KDELR2-KO-Zellen. Fiir HAP1 scheint KDELR1
folglich unter Normalbedingungen entscheidende Funktionen einzunehmen, wéhrend ein KO
von KDELR?2 unter Stressbedingungen schwerwiegendere Folgen hat. Dies steht im Einklang
mit den durchgefiihrten Expressionsanalysen, bei denen HAPI-Zellen durch eine
Thapsigarginbehandlung mit verstirkter KDELR2 Expression reagierten. Dies konnte darauf
hinweisen, dass unter ER-Stressbedingungen entweder die Interaktion von KDELR2 mit
seinen Liganden effizienter ist oder dieser Rezeptor wichtige, bisher unbeschriebene,
stressspezifische Funktionen ausiibt. Es konnte in dieser Arbeit jedoch nicht ermittelt werden,
ob dies in Verbindung mit der Affinitat zu spezifischen KDELR2-Liganden oder KDELR2-
assoziierten Signalketten steht. Zudem ist von diesen Experimenten nur bedingt eine Aussage
fiir andere Zelltypen moglich, da die Expression der KDELRs unter Stressbedingungen
zelltypspezifisch stark variiert.

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit ein Versuch unternommen werden, KDELRs an der
Zelloberfldche zu markieren, um deren Dynamik auch direkt zu untersuchen. Hierfiir wurden
N-terminal HA-markierte KDELR-Varianten iiberexprimiert und deren Lokalisation auf der
Zelloberfldche iberpriift, wobei im Anschluss eine Behandlung mit einem artifiziellen
Liganden erfolgte. Es konnte bei allen Rezeptorvarianten durch die Peptidzugabe nach 30 min
eine Internalisierung eines GroBteils der Zelloberfldchensignale beobachtet werden, wobei
weiterhin schwidchere Signale an der PM sichtbar waren. Diese hier erzeugte

Momentaufnahme konnte einen Zeitpunkt darstellen, in dem weite Teile der
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Zelloberflachenrezeptoren durch die Peptidzugabe internalisiert wurden und nur kleinere
Cluster auf der Zelloberflache zuriickblieben.

Bisher existieren nur wenige Publikationen, welche sich mit der Zelloberflichenlokalisation
von KDELRs und deren Endozytose beschéftigen. Insbesondere iiber die molekularen
Hintergriinde der Internalisierung ist bislang wenig bekannt. Da in Hefe fiir den HDEL-
Rezeptor eine Clathrin-vermittelte Endozytose (CvE) beschrieben wurde, liegt ein analoger
Mechanismus in Sdugerzellen nahe, insbesondere bei Betrachtung der starken Konservierung
der H/KDELRSs beziiglich ihrer Funktion und Struktur. Neuere Studien liefern in der Tat erste
Evidenz fiir eine CVE von KDELRs in Sdugerzellen, wobei Vesikel im Anschluss entlang von
Zytoskelettbestandteilen wie Aktinfilamenten und Mikrotubuli transportiert werden (Becker
et al., 2016b). Auch wurde eine erste Beteiligung von Rab-Proteinen im Laufe dieser Arbeit
beschrieben, welche die CVE und das Recycling von Rezeptoren katalysieren konnten (Jia et
al., 2021). Die Initiierung der CVE wird iiber eine zytosolische Aminosduresequenz vermittelt.
Am héufigsten sind hierbei YXX® und [FY]XNPX[YF] zu finden, welche direkt mit der p2-
Untereinheit von AP2-Adaptern interagieren (Traub, 2009; Ohno et al., 1995). Der C-
Terminus von KDELRs wire aufgrund seiner dominanten Positionsdnderung nach
Ligandenbindung pradestiniert fiir eine solche Erkennungssequenz, jedoch ist dort keines
dieser Motive offensichtlich. Interessanterweise ist jedoch am Ubergang zum zweiten
zytosolischen Loop und am Ende der siebten TMD aller humanen KDELRs ein @hnliches
Motiv zu finden, wobei die Zuginglichkeit fiir zytosolische Proteine relativ ungiinstig sein
sollte. Rein statistisch wiirde die Oligomerisierung aus mehreren aktiven Rezeptoren die
Chance erhohen, dass eine Erkennung dieses nur teilweise exponierten Motivs bspw. durch
den AP2-Komplex stattfindet, wodurch die Clusterbildung erkliart werden konnte. Ebenso ist
nicht auszuschlieBen, dass KDELRs einen dhnlichen Endozytosemechanismus wie klassische
GPCRs durchlaufen. GPCRs werden durch ihre Liganden-induzierte Aktivierung mit
anschliefender Oligomerisierung zytosolisch an Serin- bzw. Threoninresten phosphoryliert
oder ubiquitiniert, wodurch die Aktivierung der damit assoziierten G-Proteine verstarkt
stattfindet (Luttrell, 2006; Kelly et al., 2008). Phosphorylierte oder ubiquitinierte Rezeptoren
konnen von einer Reihe alternativer Adapterproteine, wie bspw. B-Arrestine und Epsin-
basierte Adapter, erkannt und in ,.,clathrin-coated pits* zusammengelagert werden (Miller &
Lefkowitz, 2001).

Ebenso wire ein bisher noch nicht beschriebener Interaktionspartner mdoglich, welcher mit
allen drei KDELRs interagieren kann und so die Clusterbildung und Internalisierung initiiert.

Im Einklang mit dieser Hypothese berichtet eine aktuelle Studie, welche unmittelbar vor
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Abschluss der vorliegenden Arbeit veroffentlicht wurde, dass KDELRs in der Tat vor ihrer
Internalisierung mit anderen Rezeptoren interagieren. Hierin wird eine Oligomerisierung von
KDELRs mit dem ebenfalls zelloberflichenlokalisiertem EGF-Rezeptor sowie die
anschlieBende  Clathrin-abhingige Endozytose dieses Proteinclusters beschrieben.
Interessanterweise wird vermutet, dass die Interaktion {iber den nur nach Ligandenbindung
exponierten C-Terminus der KDELRs stattfindet, wodurch die Rezeptoren indirekt {iber
EGFRs mit der Clathrin-Endozytosemaschinerie kommunizieren konnten (Jia et al., 2024).
EGF-Rezeptoren bilden nach Ligandenbindung Homo- oder Heterodimere und wurden
ebenfalls in Clustern mit GroBen von bis zu 200 nm auf der Zelloberfliche beschrieben
(Jahnke et al., 2024; Zhang & Reinhard, 2019; Gao et al., 2015). Auch die Formation in ,,hot
spots der Plasmamembran konnte beobachtet werden, sodass diese Veroffentlichungen mit

den hier vorgestellten Ergebnissen des KDELR-Clusterings iibereinstimmen konnten (Xu et

al., 2022).

KDELR-Transport und die Beteiligung von Rab-Proteinen
Das abschlieBende Kapitel dieser Arbeit behandelt potenzielle Interaktionspartner der

KDELRs bei intrazelluldren Transportvorgingen. Die Familie der Rab-Proteine und ihre
Effektoren stellen wihrend des gesamten vesikuldren Transports einen der wichtigsten
molekularen Bestandteile dar, indem sie als ,,Master Regulatoren* an allen Schritten von der
Bildung tiber den Transport bis hin zur Verschmelzung der Vesikel beteiligt sind (Zerial &
McBride, 2001). Sie definieren den Herkunfts- wie auch den Zielort von Transportvesikeln,
wodurch sich kontrollierte Transportvorgange, bspw. vom Golgi zur PM oder vom Golgi zum
Endosom, unterscheiden lassen. Rabs eignen sich deshalb als Marker fiir Organellen oder
konnen als Indikatoren fiir potenzielle Transportprozesse herangezogen werden (Soldati &
Schliwa, 2006; Zerial & McBride, 2001).

Der Fokus der abschliefenden Experimente dieser Arbeit lag auf der Detektion von
potenziellen Transportvorgidngen der KDELRs in peripheren Zellbereichen, wie etwa dem
endosomalen Kompartiment. Experimentell wurde hierbei eine IF-basierte Analyse der
Colokalisation von HA-Epitop- oder mCherry-markierten KDELR-Varianten und eGFP-
gekoppelten Rab-Proteinen verwendet. Fiir ausgewéhlte Rezeptor/Rab-Kombinationen wurde
ein ,Live Cell Imaging“-Verfahren angewandt, bei dem die dynamische
Lokalisationsdnderung der Proteine nach Zugabe eines extrazelluldr applizierten KDELR-
Liganden untersucht wurde. In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte eine starke
Colokalisation bei einer Vielzahl von Rab-Proteinen (Rabla, -5b, -6a, -7a, -22a, -31) mit den

drei KDELRs in Golgi-Bereichen detektiert werden, was aus der bereits beschriebenen
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Lokalisation der KDELRs dort resultiert und folglich zu erwarten war. Die im ERGIC-TGN
untersuchten Transportvorginge sind eng mit diesen Rabs assoziiert und fiihren daher
ebenfalls zu starken Ansammlungen dieser Proteine in den Membranen dieser Bereiche.
Mogliche Golgi-PM-Transportvorgdnge konnten durch die Coexpression von Rabl0 in
potenziellen sekretorischen Vesikeln fiir alle KDELRs detektiert werden, wahrend eine
Rabl1la-Colokalisation nur fiir KDELRI1 und KDELR2 beobachtet wurde. Dies kdnnte auf
gezielte Transportvorginge von KDELRs direkt zur PM hinweisen, wobei im Laufe dieser
Arbeit verdffentlichte Studien in der Tat die Beteiligung von Rabl1l beim Recycling von
endozytiertem KDELRI1 bestdtigen (Jia ef al., 2021). In endosomalen Kompartimenten konnte
eine weitere Vielzahl an vesikuldren Colokalisationen von KDELRs und Rab-Proteinen
beobachtet werden, wodurch sich erstmals komplexere Transportwege der drei verschiedenen
KDELRs vermuten lassen. Wihrend fiir alle KDELRs mdogliche exozytire Transportvorginge
iiber Rab3a und Rab4a dokumentiert wurden, scheinen Rab14, -22a und -31 moglicherweise
spezifische Interaktionspartner fiir KDELR2 und KDELR3 zu sein. Hieraus lésst sich eine
erste Spezifitit des KDELR-Transportes ableiten, wobei vor allem KDELR1 weniger an
endosomalen Transportvorgingen beteiligt zu sein scheint.

Autbauend auf diesen Experimenten sollte durch Zugabe eines KDELR-Liganden versucht
werden, dynamische Anderungen der Colokalisation in einem ,,Live Cell Imaging*-Setup zu
dokumentieren, um aktive Transportprozesse abzubilden. Hierbei konnte eine Beteiligung von
Rab5b, -6a und -10 bei Transportvorgdngen nach Internalisierung von KDELR-Liganden von
der Zelloberfliche gezeigt werden. Im Falle von Rab5b konnte eine Reorganisation des cis-
Golgi-Pools an KDELRs hin zum trans-Golgi als Vorbereitung fiir einen verstirkten Golgi-
PM-Transport interpretiert werden. Aber auch direkte Transportvorginge in peripheren
Zellbereichen unter Beteiligung von Rab6a und Rabl0 konnten dargestellt werden, wobei
speziell fir Rabl0 bereits eine Rolle beim postendozytdren Transport von KDELRI
beschrieben wurde (Jia et al., 2021). Ein auf ,,BiolD-proximity labeling™ basierendes
potenzielles Interaktom von KDELRI zeigte zudem, dass zumindest fiir KDELRI1 eine
mogliche Transportinteraktion von Rab6a, aber auch von den ebenfalls beschriebenen Rab10,
-11a und 14, bestitigt werden kann (Yue et al., 2021; Jia et al., 2021). Die hier
durchgefiihrten Colokalisationsstudien geben somit weitere Hinweise auf KDELR-Transporte
in der Zellperipherie, welche in zukiinftigen Studien ndher untersucht werden sollten. Die
Tatsache, dass die Zelloberflichenlokalisation der KDELRs immer mehr in den Fokus
aktueller Publikationen riickt, legt auch eine nihere Aufklidrung der damit einhergehenden

Dynamik, nicht nur auf Ebene der PM, sondern auch innerhalb der Zelle nahe.
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Ausblick

Durch die immer stirker werdende Evidenz fiir die Beteiligung von KDELRSs an der korrekten
Funktion  umfassender  zelluldrer = Vorginge, liegt es nahe  insbesondere
zelloberfldchenlokalisierte Rezeptoren zukiinftig als molekulare Ziele fiir Therapeutika fiir
verschiedenste pathophysiologische Zustinde in Betracht zu ziehen. Vorangehend miissen
zunéchst grundlegende Aspekte der Rolle von KDELRSs an der Zelloberflache weiter erldutert
und die damit in Verbindung stehenden Transportwege néher untersucht werden.

Wihrend in dieser Arbeit weitere Einblicke in die Entwicklung von KDELR-Clustern an der
PM verschiedener Zelltypen gewonnen werden konnten, sind vor allem die molekularen
Grundlagen der Zelloberflachenlokalisation noch unzureichend erforscht. Durch die Analyse
des Clusterings in weiteren Zelltypen sollten Hinweise auf eine gewebespezifische Funktion
des Clusterings bzw. der KDELRs gefunden werden. Besonders der unterschiedlich
ausgeprigte, gezielte Transport von KDELRs zur Zelloberfliche impliziert, dass manche
Zelltypen diesen Vorgang evolutiondr optimiert haben. So konnte bspw. die Untersuchung
weiterer Immunzellen wie Dendritischen Zellen, Granulozyten und Lymphozyten Hinweise
auf eine zelltypspezifische Funktion des Clusterings geben. Auch die Untersuchung weiterer
neuronaler Zellen konnte im Hinblick auf die Internalisierung von neuroprotektiven Proteinen
fiir die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen von Bedeutung sein.

Es ist bekannt, dass KDELRs eine wichtige Rolle im ER und Golgi als Teil der Stressantwort
einnehmen (Wires et al., 2021). Auch die in dieser Arbeit beobachtete verstirkte Lokalisation
der Rezeptoren an der PM nach induziertem ER-Stress scheint eine physiologisch sinnvolle
Funktion zu haben. Jedoch ist ungeklart, inwiefern dies ein Thapsigargin-induziertes Artefakt
ist oder eine allgemeine zellulire Reaktion darstellt. Weitere Experimente mit
unterschiedlichen ER-Stressoren wie Tunicamycin oder Brefeldin A konnten hier ndhere
Einblicke liefern und auch weitere physiologische Rollen der KDELRs aufkldren. Ergebnisse
dieser Arbeit geben Hinweise auf eine zelltypspezifische Regulation der KDELR Expression.
Daher wiren weiterfiihrende Untersuchungen zusidtzlicher Zelltypen beziiglich ihrer
stressinduzierten Expression der KDELRs von besonderem Interesse. Vor allem die verstérkte
Expression von KDELR3 unter Stressbedingungen wirft deutliche Fragen hinsichtlich seiner
Rolle in Normal-, aber auch Stresssituationen auf. Durch die generell nur geringe
Transkriptzahl dieses Rezeptors lassen sich hochspezifische funktionelle Eigenschaften
vermuten. Insbesondere die Untersuchung von Herzgewebe, in welchem die KDELR3-

Expression auBlergewohnlich hoch zu sein scheint, stellt einen interessanten Ansatz dar

(Trychta et al., 2018).
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Die Assoziation der KDELRs mit verschiedenen G-Proteinen impliziert auch die Beteiligung
an Signalkaskaden nach Ligandenbindung an der Zelloberfliche (Giannotta et al., 2012;
Cancino et al., 2014; Soli et al., 2017). Hierbei wire insbesondere eine Untersuchung auf
verdnderte Transportstrome der intrazelluliren Membranen denkbar, welche auch zu einem
verstarkten KDELR-Transport zur Zelloberflache fiihren und so eine Art Autoamplifikation
des Rezeptor-Pools an der Zelloberfliche darstellen konnten. Da basierend auf den
Ergebnissen dieser Arbeit eine Sensorfunktion der KDELRs auf der Zelloberfliche vermutet
werden kann, konnte dies durch eine vergleichende KDELR-Expressionsanalyse vor und nach
Ligandengabe untersucht werden. Sollte etwa die Expression aufgrund der Interaktionen mit
extrazelluldren Liganden verdndert werden, konnte dies eine Stresssensortdtigkeit bestatigen.

Eine Markierung konstitutiv wildtypisch exprimierter KDELRs konnte auf genomischer
Ebene durch CRISPR/Cas-basiertes Einfiigen von Epitopen oder Fluorophoren durchgefiihrt
werden, sodass in zukiinftigen Experimenten FEinfliisse der Lokalisation aufgrund einer
Uberexpression vermieden werden kénnen. Die hier gewonnene Erkenntnis, dass eine
Vielzahl von Rab-Proteinen beim Transport von KDELRs in endosomalen Zellbereichen
beteiligt sein konnte, sollte etwa in ,,Pulldown-Assays* ndher iiberpriift werden, in welchen
die Interaktion von Rabs und damit assoziierten Effektor-Proteinen mit den KDELRs

definierter untersucht werden kann.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden KDELRs und deren Funktionen an der Zelloberflache
untersucht, wobei insbesondere die Dynamiken beziiglich ihrer PM-Lokalisation im Fokus
standen. Erste Vorarbeiten zeigten in HelLa-Zellen eine Clusterbildung von KDELRs als
Reaktion auf die Bindung von extrazelluldren Rezeptor-Liganden (Becker et al., 2016b).
Diese Untersuchungen sollten in der vorliegenden Arbeit auf verschiedene Zelltypen
unterschiedlicher Spezies (human und murin) ausgeweitet werden. Unter Verwendung einer
modifizierten Variante des A/B-Toxins Rizin wurden verschiedene humane und murine
Zelltypen mittels ,,Live Cell Imaging* auf ihre Clusterbildung {iberpriift. Darauf aufbauend
konnte in Kooperation mit der AG Santen mithilfe der experimentell ermittelten Daten und
Monte-Carlo-Simulationen ein Modell erstellt werden, welches den mathematischen
Zusammenhang zwischen den beobachteten Clustersignalen an der Zelloberfliche und
KDELR-Transportraten herstellen konnte. Stehen die Endo- und Exozytoseraten in einem
geeigneten Verhéltnis, kann die KDELR-Clusterentwicklung in drei Phasen durchlaufen
werden: Einer transienten Phase ohne detektierbares Signal, einer Wachstumsphase und einer
,»steady state“-Phase, in der die Clustersignale um einen Mittelwert schwanken.

Durch die Betrachtung der zeitlichen Fluoreszenzentwicklung konnte ebenfalls mathematisch
hergeleitet werden, dass der Transport zur Oberfliche an gezielte Mikrodominen (,,hot
spots®) der PM stattfindet, wobei die Effizienz zelltypabhidngig variierte. Wéahrend HeLa-
Zellen bis zum Cluster-Maximum einen nahezu optimal gerichteten Rezeptortransport zur
Oberflache zeigten, schien dieser in HEK293-Zellen wesentlich zufilliger abzulaufen.
Lediglich Makrophagen beider Spezies zeigten nach Ligandenapplikation kein detektierbares
Clustering. In diesem Zelltyp konnte laut Modell die Endozytoserate zu hoch und/oder die
KDELR-Transportrate zur PM zu niedrig sein, um eine nachhaltige Clusterentwicklung tiber
die transiente Phase hinaus zu gewéhrleisten. Das ,,Cycling*“~-Modell l4sst ebenso vermuten,
dass aufgrund des experimentellen Setups ein Clustering in Makrophagen aufgrund des eGFP-
Hintergrundes nicht detektierbar und/oder die Signalintensitdt der Cluster zu gering sein
konnte. qPCR-basierte Expressionsanalysen wurden durchgefiihrt, um die Menge an KDEL-
Rezeptoren insbesondere in Makrophagen mit clusternden Zelltypen zu vergleichen. Hierbei
konnten unterschiedliche Expressionsmuster der drei KDELR-Subtypen festgestellt werden,
wobei jedoch keine direkte Korrelation zwischen Clustering und relativer Expression
detektiert wurde. Insgesamt verfiigen Makrophagen iiber eine vergleichbare Anzahl KDELRs,
lediglich fir KDELR3 konnte eine schwichere Expression ermittelt werden. Aufgrund der

sehr niedrigen Expression iiber alle Zelltypen hinweg ist ein Zusammenhang mit dem
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Zelloberflachenclustering allerdings eher unwahrscheinlich. Abschlieende Experimente
zeigten jedoch, dass durch eine verringerte Temperatur durchaus Cluster mit niedriger
Intensitdt bei RAWBIlue-Makrophagen nachgewiesen werden konnen. Die verringerte
Temperatur konnte zu einer verminderten Endozytoserate fithren und folglich der im
,Cycling“~-Modell hergeleiteten Bedingungen entsprechen, unter denen eine Clusterbildung
detektierbar ist. Zudem konnte in HeLa-Zellen auch die pH-Abhingigkeit der
Clusterformierung an der Zelloberfldche gezeigt werden.

Durch die kommerziell erhiltlichen HAP1-basierten KDELR-Knockout-Zelllinien entstand
die Moglichkeit, erstmals die Clusterformation in Zellen mit deletiertem KDELR1 bzw. -2 zu
iiberpriifen. Hierbei konnte allerdings nicht eindeutig verifiziert werden, inwiefern ein KO
von KDELR1 oder KDELR?2 die Clusterbildung und -entwicklung beeinflusst. Nachdem eine
Expressionsanalyse der HAP1-Zellen zundchst den KO der jeweiligen Rezeptoren bestitigte
konnte, wurden weitere Experimente beziiglich einer potenziellen Expressionsidnderung der
KDELRSs nach induziertem ER-Stress durchgefiihrt. Durch die Beteiligung von KDELRs an
der allgemeinen Stressantwort sollte die Rolle der Rezeptor-Paraloge unter Normal- und
Stresssituationen néher beleuchtet werden (Yamamoto et al., 2001; Jin ef al., 2017; Trychta et
al., 2018; Trychta et al., 2022; Wires et al., 2021). Der Knockout von KDELR1 schien unter
Normalbedingungen erhebliche Einfliisse auf zellulire Prozesse zu nehmen, was sich in einer
verminderten Zellgrofe und einer erniedrigten Proliferationsrate duflerte. Eine qPCR-basierte
Analyse zeigte zudem, dass Thapsigargin-induzierter ER-Stress mit einer verstdrkten
KDELR2-Expression in HAP1-Zellen einhergeht. KDELR2-KO-Zellen zeigten tatsdchlich
eine verminderte Stressresilienz, was abermals auf die Rolle des Rezeptors unter
Stressbedingungen hindeutet.

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit stabil transfizierte Sdugerzellen etabliert,
welche die Dynamik von KDELRs an der Zelloberfliche unter Stressbedingungen abbilden
konnen. Sequenzen fiir KDELR-Varianten, welche ein Himagglutinin-basiertes Antigen-Tag
im extrazelluldren Loop beinhalten, wurden erfolgreich in das Genom von Flp-In™ T-REx™
293-Zellen integriert und deren Expression, Funktionalitit, Lokalisation und IF-basierte
Detektierbarkeit erfolgreich verifiziert. Im Anschluss konnte eine Zunahme von PM-
lokalisierten KDELRs nach Induktion von ER-Stress gezeigt werden. Ebenso wurden diese
Zelllinien fiir erste Einblicke in die Rezeptordynamik nach Ligandengabe verwendet, wobei
nach 30-miniitiger Behandlung mit einem KDELR-spezifischen Peptid eine Internalisierung

eines Grofteils der Rezeptoren nachgewiesen werden konnte.
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Die zugrundeliegenden Mechanismen des Transports von KDELRs in die Zellperipherie sind
weitestgehend unbekannt. Zwar wurden erste Studien beziiglich der Rezeptorinternalisierung
und des postendozytéren Transports verdffentlicht, jedoch ist dieser Aspekt in der Forschung
bislang unterreprasentiert (Jia et al., 2021). Mithilfe eines bisher unverdffentlichten KDELR-
Interaktoms (Becker, personliche Mitteilung) wurden diverse Rab-Proteine, die ,,Master
Regulatoren™ fiir intrazelluldren Proteintransport, als potenzielle transportspezifische
Interaktionspartner der KDELRSs identifiziert. In dieser Arbeit konnte diese Beobachtung mit
Hilfe von Colokalisationsstudien mit speziell hierfiir hergestellten, stabil transfizierten
Zelllinien nicht nur bestétigt werden, sondern es konnten auch weitere Einblicke in die
hypothetische Beteiligung der Rab-Proteine am Transport aller KDELR-Subtypen fernab von
ER und Golgi gewonnen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen somit die umfassende Bedeutung der KDELRs
auch jenseits ihrer urspriinglichen Beschreibung als Retentionsvermittler zwischen Golgi und
ER. Die komplexen Dynamiken auf der Zelloberfldche lassen noch weitere Funktionen dieser
vielfaltigen Rezeptoren vermuten und bieten auch weiterhin grofes Potential und

vielversprechende Untersuchungsansitze fiir kiinftige Studien.
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