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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Thema meiner Doktorarbeit war die funktionelle Analyse des Wind-Proteins der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster. Wind ist ein im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
lokalisiertes, luminales Protein und wird der Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI)
zugeordnet. Es ist ein wichtiger Schliisselfaktor in der dorso-ventralen Entwicklung in D.
melanogaster. Stein und Mitarbeiter fanden heraus, dass Wind fiir die korrekte Lokalisation
des Proteins Pipe, eines Golgi-Transmembranproteins vom Typ II, notwendig ist (Stein et al.,
2000).

Der Arbeitsgruppe So6ling gelang es in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Strukturchemie
der Universitit Gottingen das Wind-Protein bei einer Auflsung von 1,9 A zu kristallisieren
(Ma et al., 2003).

Die Ergebnisse zeigten, dass Wind als Homodimer kristallisiert. Das Wind-Monomer setzt
sich dabei aus 2 verschiedenen Doménen zusammen: einer N-terminalen Thioredoxin-
Domine mit der charakteristischen Abfolge von B-Faltblittern und a-Helices und einer C-
terminal gelegenen o-helikalen D-Doméne. Beide Doménen werden {iber einen flexiblen
Linker von 11 Aminosduren kovalent miteinander verbunden. Das Dimer wird allein durch
die Thioredoxin-Domidnen gebildet. Durch die Homodimerisierung entsteht ein tiefer,
hydrophiler, negativ geladener Spalt (im folgenden Dimerspalt genannt), der aufgrund seiner
Grosse einen Teil eines Peptids binden konnte.

Mittels Punktmutagenese-Studien am Wind-Protein konnte ich eine mogliche Pipe-
Bindestelle charakterisieren. Diese Charakterisierung erfolgte mit Hilfe eines Pipe-Trans-
lokationsassays. Dazu wurden COS7-Zellen mit entsprechenden Konstrukten transfiziert und
anschliessend durch Immunfluoreszenz-Fiarbung untersucht. Wind-Wildtyp (Wind-WT) ist in
der Lage, die Translokation von Pipe in den Golgi zu katalysieren. Bei Transfektion einiger
Punktmutations-Konstrukte mit Pipe konnte diese Translokation nicht beobachtet werden:
dieses betraf in der Thioredoxin-Domidne ein Cluster von drei oberflachlich gelegenen
Tyrosinen, die innerhalb der PDI-D Subfamilie hoch konserviert sind.

Durch Generierung von Deletionskonstrukten des Wind-Proteins wurde herausgefunden, dass
auch die D-Domiéne an der Interaktion mit Pipe beteiligt ist. So war z.B. WindABC, ein
Konstrukt, bei dem die D-Doméne deletiert war, nicht in der Lage, Pipe zu transportieren.

Die Thioredoxin-Doméne und die D-Domine sind beide wichtig fiir die Translokation von

Pipe in den Golgi. Werden diese Abschnitte jedoch separat in COS7-Zellen exprimiert, so
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konnte kein Transport von Pipe festgestellt werden. Ein Transport wurde erst beobachtet,
wenn die Thioredoxin-Doméne iiber den Linker kovalent mit der D-Doméne verbunden war.
Zusitzlich fand ich heraus, dass die D-Doméne von Wind durch diejenige von ERp28, dem
Wind-Homolog der Maus ersetzt werden konnte. ERp28 hingegen war nicht in der Lage, Pipe
Zu prozessieren.

Weiterhin fanden wir heraus, dass das CTGC-Tetrapeptid in Wind redox-inaktiv ist und Wind

somit als redox-unabhéngiges Chaperon fungieren kann.
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2. Einleitung

2.1. Das Endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein labyrintartiges, membranumschlossenes
Zellkompartiment im Zytosol eukaryotischer Zellen und nimmt eine wichtige Rolle bei der
Synthese von Lipiden und Proteinen ein. Die ER-Membran grenzt das Lumen vom Zytosol ab
und vermittelt den Transport von Molekiilen zwischen diesen zwei Kompartimenten. Das ER
kann morphologisch und funktionell unterteilt werden: zum einen gibt es das glatte ER, in
welchem Lipoproteine produziert werden und Detoxifikations-Vorginge erfolgen, zum
anderen das rauhe ER, welches Ribosomen auf seiner cytosolischen Oberfldche aufweist; hier
werden auch Membranproteine und Sekretionsproteine synthetisiert.

Als Golgi-Apparat (Entdecker C. Golgi, 1844-1926) wird die Gesamtheit aller Diktyosomen
in einer Zelle bezeichnet. Diese bestehen aus einem Stapel von mehreren Membranzisternen,

die mit zahlreichen Vesikeln assoziiert sind. Die ER-zugewandte Seite wird als cis-Seite, die
gegentiiberliegende Seite als trans-Seite bezeichnet. Der Transport vom ER zum Golgi erfolgt
iiber Vesikel, die sich am ER abschniiren und mit dem cis-Golgi fusionieren. Im Golgi-
Apparat werden Oligosaccharidseitenketten von Glykoproteinen modifiziert. Nachdem ein
Protein im Golgi modifiziert wurde, wird es dort sortiert und entsprechend seines

Bestimmungsortes in Vesikel zur Plasmamembran oder zu den Lysosomen weitergeleitet.

2.1.1. Protein-Faltung

Bei der Faltung von sekretorischen Proteinen unterscheidet man zwischen post-
translationaler und co-translationaler Faltung. Im ersten Fall erfolgt die Faltung nach der
Protein-Synthese; im zweiten Fall assoziiert das Protein wéhrend der Synthese mit der ER-
Membran. Proteine, die in das ER transloziert werden, werden co-translational gefaltet. Fiir
die Assoziation mit der Membran braucht das Protein ein Signal, welches vom Trans-
lokationssystem erkannt wird. Dieses Signal ist ein Sequenzmotiv, welches am N-Terminus
lokalisiert ist, nicht zum reifen Protein gehort und meist einen hydrophoben Kern aufweist.
Wihrend der Translokation wird dieses Motiv von einer Signalpeptidase abgespalten. Im
Lumen erfolgt die Proteinfaltung sowie post-translationale Modifikationen wie

Glykosylierung und Disulfid-Briickenbildung.
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Die Protein-Faltung findet durch Interaktionen zwischen hydrophoben Seitenketten eines
Proteins statt. Jede hydrophobe Kette kann mit einer anderen aggregieren. Dieses geschieht
zufdllig und ergibt keine richtige Konformation des Proteins. So findet man im ER eine grosse
Anzahl von Faltungshelfern wie Chaperone und Foldasen vor. Chaperone helfen bei der
korrekten Assemblierung durch Verhinderung einer inkorrekten Konformation oder
Aggregation.

Zu den Foldasen gehoren u.a. Peptidyl-prolyl-Isomerasen (PPlasen, Freskgard et al., 1992)
und Mitglieder der Protein Disulfid-Isomerase Familie (PDI). Beide dienen der
Beschleunigung der geschwindigkeitsbestimmenden Isomerisierung. Als Chaperon findet sich
im ER z.B. BiP, das Immunglobulin Aeavy chain-Bindeprotein (Kassenbrock et al., 1988).
BiP erkennt falsch gefaltete Proteine bzw. Proteinuntereinheiten, die sich noch nicht zu einem
Komplex assembliert haben, und verhindert deren Aggregation und somit die Degradation.
Weiterhin befinden sich die 2 Lektine Calreticulin (Hebert et al., 1996) und Calnexin
(Bergeron et al., 1994) im ER. Ihre Funktion ist es, an Oligosaccharide unzureichend
gefalteter Proteine zu binden und sie im ER zurtickzuhalten.

Zusétzlich verfiigt das ER iiber einen optimalen pH-Wert, sowie eine optimale Umgebung fiir
die oxidative Proteinfaltung. So ist der oxidative Status, der durch das Verhiltnis von
reduziertem Glutathion (GSH) zu oxidiertem Glutathion (GSSG) definiert wird, im ER
erheblich hoher als im Cytoplasma [GSH]:[GSSG] 2:1 (Hwang et al., 1992). Dieses macht
das ER zu einer optimalen Umgebung fiir Redox-Reaktionen, die fiir die oxidative Faltung
von Proteinen notwendig sind.

Trotz Einsatz dieser Faltungshelfer kann es zu einer Akkumulation von falsch gefalteten
Proteinen im ER kommen. In diesem Fall wird ein Prozess ausgelost, der als unfolded protein
response (UPR) bezeichnet wird (Chapman et al., 1998). Dabei wird die Transkription von
Genen, die fiir Chaperone kodieren, hochreguliert. Dieses Phdnomen wurde zuerst am
Influenza Hamagglutinin beobachtet (Kozutsumi et al., 1988). Anhand des Hamagglutinins
konnte gezeigt werden, dass ein mutiertes Hadmagglutinin aufgrund von Fehlfaltung des
Proteins im ER reteniert wird und es hierdurch zu einer Induktion von Genen verschiedener

ER-Proteine kommt, die eine Protein-Faltung erleichtern, z.B. BiP und PDI.

Dariiberhinaus findet eine Qualitidtskontrolle im ER statt. So kdnnen richtig gefaltete Proteine
das ER verlassen, wohingegen falsch gefaltete Proteine im ER zuriickgehalten werden. Sie
werden von Chaperonen gebunden und in die richtige Konformation gefaltet. Gelingt dieses

nicht, so startet ein Abbauweg, der sich ERAD nennt (ER-assoziierte Degradation). Dabei
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werden die nicht- oder falsch gefalteten Proteine zuriick ins Zytosol transloziert, wo sie eine
Reihe von Modifikationen wie Deglykosylierung und Ubiquitinierung erfahren, bevor sie
schliesslich im Proteasom abgebaut werden.

Alle genannten Mechanismen dienen dazu, nicht- oder falsch gefaltete Proteine nicht an ihren

Bestimmungsort gelangen zu lassen.

2.2. Protein Disulfid Isomerasen

2.2.1. Charakteristika der PDI

Protein Disulfid Isomerasen (PDI) gehdren zur Thioredoxin-Superfamilie.
In den frithen 60er Jahren wurde PDI aus Leber isoliert (Goldberger, 1963), ist aber in vielen
Geweben und Organen vorhanden (Bjelland, 1987). Dabei handelt es sich um ein ER-
luminales Protein von ca. 510 Aminosduren mit einer KDEL-Retrieval-Sequenz, einer
Sequenz, die den Riicktransport von Proteinen z.B. vom Golgi ins ER ermdglicht. PDI ist
innerhalb der Spezies hochkonserviert (Hefe, Sduger) und liegt in unterschiedlichen
Oligomerisierungsformen vor, z.B. als Homodimer (Freedman, 1994) oder als Tetramer
(Gilbert, 1998). Die Funktion dieser Proteine besteht darin, die Formation, Reduktion sowie
Isomerisierung von Disulfidbriicken zu katalysieren (Freedman, 1994) und im Falle von PDI
als Chaperon zu dienen (Noiva und Lennarz, 1992). Die Isomeraseaktivitit beruht in diesem
Molekiil in erster Linie auf der Reaktivitit des N-terminalen Cysteins der CGHC-Boxen
(Chivers et al., 1996).
PDI setzt sich aus 2 redox-aktiven (a, a") sowie 2 inaktiven Untereinheiten (b, b") zusammen
(s. Abb. 1). Die a-Dominen weisen hohe Sequenz-Ahnlichkeiten mit Thioredoxin auf.
Sowohl die a- als auch die a’-Domine verfligen iiber eine Kopie des CGHC-Motivs
(schwarzer Balken in der Abb. 1) und sind redox-aktiv. Die b- und b’-Doménen sind redox-
inaktiv.
Sdmtliche a- und b-Dominen setzen sich aus ABC-Boxen zusammen. Diese Boxen sind
Strukturelemente im Thioredoxin (Ferrari et al., 1998). Desweiteren liegt am C-Terminus eine
saure Region vor dem KDEL-Signal (Macer, 1988). Diese Region c¢ hat eine hohe
Calciumbindungs-Affinitét. Sie wird als eine mogliche Peptid-Bindestelle diskutiert (Noiva et
al., 1993).
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. a b b’ o C
PDI — | - | A B C,A B C | | H [Fosos
1 23 57 98 130135 166202 230235 270311 344 368 401 439 471 500
476
Abb. 1: Struktur von PDI. Angegeben sind die verschiedenen Untereinheiten a, a” (jeweils mit einer intakten
Kopie des CGHC-Motivs, ihren Boxen (A, B, C) und der Aminoséuren des Proteins, angefangen mit 1 (Met).
Bild reproduziert mit freundlicher Genehmigung von Dr. D. Ferrari.

Der charakteristische Thioredoxin-Fold (s. Abb. 2) setzt sich aus einer Anordnung von B1-a/1-
B202-B3-03-B4-B5-04 zusammen. Ausser dem 4 sind alle B-Faltblitter parallel angeordnet

und bilden somit einen zentralen Kern.

Abb. 2: Vergleich der 3D-Struktur von Thioredoxin mit dem Thioredoxin-Motiv von PDI-Proteinen. (a)
Struktur von E.coli-Thioredoxin (Katti et al., 1990). (b) a-Doméne eines humanen PDI-Proteins (Kemmink et
al., 1997). Die Cysteine im redox-aktiven-Motiv sind griin dargestellt, Asp-26 (rot) in Thioredoxin und Glu-30 in
PDI (rot). Alpha-Helices waren in violett gezeigt, B-Faltblatter in gelb (Ferrari und Soling, 1999).

PDI ist auch Untereinheit im Enzym Prolyl-4-hydroxylase (P4H), welches an der Synthese
von Kollagenen beteiligt ist (Philajaniemi et al., 1987), sowie im mikrosomalen Triglycerid
Transferprotein (MTP) (Wetterau, 1990). In beiden Féllen verhindert die PDI-Untereinheit die

Aggregation der jeweiligen funktionellen Untereinheiten.

2.2.2. Redox-Isomerase-Funktion von PDI

Fir die Reifung vieler Proteine ist die Bildung von Disulfid-Briicken ein
entscheidender Faktor. Diese Disulfid-Briicken sind wichtig fiir die Stabilitit, die richtige
Struktur und/ oder die Funktion eines Proteins. Die Faltung eines Proteins in seinen nativen
Zustand wird durch das Vorhandensein von fehlgepaarten S-S-Briicken verhindert.

Im Gegensatz zu fritheren Angaben ist die S-S-Bildung nicht von Glutathion abhéngig,
sondern wird durch das Protein Erolp (Frand und Kaiser, 1998) im Zusammenspiel mit PDI

erreicht. Erolp ist ein neues, konserviertes FAD-abhidngiges Enzym, welches zwei Homologe

6
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im Menschen hat (hERO1-o und 8). Es verfiigt iiber 7 Cysteine, die am Elektronen-Transfer
beteiligt sind und hat keine Homologien zu Redoxenzymen.
Erolp wird durch molekularen Sauerstoff oxidiert und gilt als spezifisches Oxidans fiir PDI.

PDI oxidiert dann direkt die S-S-Bildung in dem zu faltenden Protein.

Auch in E.coli ist ein dhnlicher Prozess zu beobachten: die Bildung und Isomerisierung von
Disulfid-Briicken geschieht durch die Dsb-Proteine. Im oxidativen Weg dient DsbA, ein
kleines periplasmatisches Protein von 21 kDa, als ein direkter Katalysator der
Disulfidbriickenbildung in neu synthetisierten periplasmatischen Proteinen. Um als Katalyst
der S-S-Briickenbildung zu agieren, muss DsbA reoxidiert werden. Dieses geschieht durch
das 21 kDa grosse Membranprotein DsbB.

DsbA wird dabei selbst reduziert und iibertrégt seine Elektronen auf DsbB, um wieder seinen
oxidierten Status zu erlangen. Unter aeroben Bedingungen iibertrdgt DsbB seine Elektronen
auf Ubiquinon, welches sie weiter auf Cytrochrom-Oxidasen und schliesslich molekularen
Sauerstoff iibertrdgt (Bader et al., 1998). Unter anaeroben Bedingungen erfolgt die
Elektroneniibertragung auf Menaquinon, welches sie weiter gibt an Elektronenakzeptoren wie
Fumarat-Reduktase oder Nitrat-Reduktase (Bader et al., 1998).

Zwei weitere Proteine DsbC (Missiakes et al., 1994) und DsbG (Andersen et al., 1997) sind
bekannt. Beides sind Disulfid-Isomerasen. Um fehlgepaarte Disulfide zu attakieren, miissen
sie in reduzierter Form vorliegen. Dieses wird durch das Protein DsbD gewdhrleistet, dabei
wird DsbD selbst reduziert. Die Reduktion von DsbD erfolgt durch Thioredoxin, welches

wiederum durch die Thioredoxin-Reduktase in Gegenwart von NADPH reduziert wird.

2.2.3. Mitglieder der PDI-Familie

Mittlerweile wurden eine Vielzahl von Proteinen mit strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeiten entdeckt und der PDI-Familie zugeordnet (PDI-dhnliche Proteine, siche Abb.
3). Dazu gehort neben PDI auch ERp57, welchem die C-terminale saure Region fehlt und statt
des KDEL ein QEDL-Signal aufweist (Bennet et al., 1988). Es ist weniger redox-aktiv als
PDI. ERp57 und PDI sind auf Aminosdurebasis zu 33 % identisch. ERp57 interagiert im
Unterschied zu PDI nicht mit unglykosylierten, sondern mit ungefalteten monoglykosylierten
Glycoproteinen ohne Beteiligung von Disulfiden (Oliver et al., 1997) und mdglicherweise

indirekt durch Interaktionen mit den Lektinen Calnexin (Wada et al., 1991), einem Membran-
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gebundenen 65 kDa grossen Protein, oder Calretikulin, einem 16slichen ER-Protein (Van der
Wal et al.,, 1998). ERp57 selbst hat keine Lektin-Eigenschaften. Von Calnexin und
Calretikulin ist bekannt, dass sie nur mit monoglykosylierten Proteinen interagieren (Helenius
etal., 1997).

Ein weiterer Vertreter der PDI-Familie ist ERp72. Dieses Protein verfiigt im Vergleich zu PDI
iiber 3 aktive Thioredoxin-Boxen, ist weit verbreitet und verfiigt iiber eine Calcium-
Bindungsaffinitit (V. Nguyen et al., 1989).

Bei Erp18 handelt es sich um das kleinste redox-aktive PDI-Protein (Lundstrom-Ljung et al.,
1995).

PDIr (Hayano et al., 1995) wird bevorzugt in Zellen exprimiert, die Proteine sekretieren.
Auffillig ist die Struktur von PDIr: jede der 3 a-Doménen hat ein eigenes Thioredoxin-
dhnliches Tetrapeptid: -CSMC-, -CGHC- und —CPHC-. Es wird spekuliert, dass jede a-
Domine verschiedene Redox-Eigenschaften besitzt, abhéngig vom Substrat (Ferrari et al.,
1999).

Ein dhnliches Protein, ERdj5, mit verschiedenen CXXC-Motiven wurde 2003 beschrieben
(Hosoda et al., 2003; Cunnea et al., 2003): ERdj5 kommt in sekretorischen Zellen vor und
verfiigt iiber Dominen, die Ahnlichkeit mit Dominen in Dnal, PDI und Thioredoxin
aufweisen.

PDIp (Desilva et al., 1996) ist pankreas-spezifisch. Wie ERp57 fehlt in diesem Protein die C-
terminale saure Region. Die Ubereinstimmung in der Aminosiure-Sequenz mit PDI beléuft

sich auf 40 — 45 %.
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Abb.3: Schema PDI-dhnlicher Proteine

Bei manchen Proteinen wurden neben den Thioredoxin-dhnlichen Doménen auch andere
Dominen identifiziert. So z.B. bei ERp28, das erst vor wenigen Jahren entdeckt wurde
(Demmer et al., 1997; Ferrari et al., 1998). Dieses Protein enthilt neben der redox-inaktiven
Thioredoxin-dhnlichen Doméne eine sogenannte D-Domine am C-Terminus. Dieses ist eine
Domine, welche 110 Aminoséuren lang ist und ausschliesslich a -Helices als Strukturelement
aufweist.

Es wurden eine Reihe von homologen Proteinen zu ERp28 gefunden. So wurden sie in die
Klasse der PDI-D-Proteine (s. Abb. 4) eingeordnet, bei welchen man weiter zwischen PDI-D-
a (redox-aktiv) und PDI-D-B (redox-inaktiv) unterteilt. Mitglieder der PDI-D- a Proteine sind
im Durchschnitt 360 Aminoséduren lang. Sie verfiigen iliber zwei redox-aktive Thioredoxin-
Doménen sowie eine D-Doméne. Auffillig ist weiterhin, dass bei vielen Vertretern der PDI-
D-a Unterfamilie ein klassisches C-terminales Retrieval-Signal fehlt.

Im Vergleich dazu sind Mitglieder der PDI-D- Familie um 100 Aminosduren kiirzer. Sie

besitzen nur eine Thioredoxin-Doméne, die inaktiv ist. Bei Xenopus laevis ist bisher nur die
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D-Doméne bekannt.

Uber die Funktion der D-Domine wird noch spekuliert. Es gibt Hinweise darauf, dass die D-
Doméne der Retention im ER dient. So wurde von Monnat et al. (2000) beschrieben, dass das
Homolog von PDI in Dictyostelium (Dd-PDI) trotz fehlender KDEL-Sequenz im ER
verbleibt. Die letzten 57 Aminosduren am C-Terminus waren in der Lage, ein GFP-

Fusionsprodukt im ER zu lokalisieren.

Protein Grosse Doméinen Anzahl der Retrieval- Literatur
- Domiinen sequenz

Struktur a b ath

PDI-Da

M. sativa P5 364 a®-a-D 2 0 2 n.b. Shorrosh et al., (1992)
A. thaliana 361 a°-a-D 2 0 2 nb unverdffentlicht

N. tabacum PDI 359 a°-a-D 2 0 2 nb unverdffentlicht

O. sativa (ESTs) a°-a-D 2 0 2 nb unveroffentlicht

P. balsamifera/ n.v. a®-a-D 2 0 2 n.b. unveroffentlicht

P. tremula (ESTs)

D. discoideum 363 a®-a-D 2 0 2 n.b. Monnat et al., (1997)
Dd-PDI

A. niger TigA 359 a®-a-D 2 0 2 KDEL Jeenes et al., (1997)
N. crassa ER38 369 a®-a-D 2 0 2 KEEL Jeenes et al., (1997)

S. pombe pdi2 359 a°-a-D 2 0 2 unverdffentlicht

S. cerevisiae 277 a-D 1 0 1 HDEL Tachikawa et al., (1997)
mpd2

PDI-DB n.b.

H. sapiens ERp28 261 b-D 0 1 1 KEEL Ferrari et al., (1998)
R. norvegicus 260 b-D 0 1 1 KEEL Demmer et al., (1997)
ERp29

M. musculus 260 b-D 0 1 1 KEEL unverdffentlicht
(ESTs)

D. melanogaster 257 b-D 0 1 1 KEEL Konsolaki et al., (1998)
X. laevis n.v. ?7-D ?7 1 ? KEEL unverdffentlicht

Abb. 4: Vertreter der PDI-D-Proteine mit ihren Charakteristika. N.v. bedeutet nicht veréffentlicht, n.b.

nicht bekannt.
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Ein weiterer Vertreter der PDI-D-Proteine ist das Windbeutel-Protein von Drosophila

melanogaster. Dieses wird im Folgenden nidher beschrieben.

2.3. Funktion von Wind

Die dorso-ventrale Entwicklung (DV-Entwicklung) in D. melanogaster ist abhéngig
von zwei sequentiell wirkenden Signaltransduktions-Kaskaden, welche in der Eihiille und im
Ei ablaufen (Konsolaki und Schiipbach, 1998, s. Abb. 5). Diese ist abhiingig von Zell-Zell-
Interaktionen im Ovar und findet statt durch Aktivierung von Transmembran-Rezeptoren
durch sekretierte Liganden.
Die Ausbildung der DV-Polaritit geschieht wihrend der Oogenese und erfordert eine

Kommunikation zwischen Oozyte und Follikelzellen im Ovar.

Die Oozyte sendet ein Signal zur Dorsalisierung an die Follikelzellen, welches von den
Follikelzellen iiber das EGF-Rezeptor Homolog Torpedo EgfR (D. melanogaster Homolog zu
humanem EGF-R) empfangen wird. Torpedo wird in allen Follikelzellen exprimiert,

aber nur in Zellen aktiviert, die ein Signal von Gurken, einem Homolog zu EGF, erhalten.
Gurken mRNA wird im Bereich zwischen der Oozyte und den Follikelzellen synthetisiert.
Das Produkt Gurken (Neumann-Silberberg et al., 1993) lagert sich um den Oozytenkern
herum an und wird in Follikelzellen sekretiert. Dieses hat 2 Folgen: (1) so wird durch die
Anderung in den Follikelzellen die Ventralisation verhindert und (2) ein zweiter Weg
aktiviert. Dabei werden die Signale von den Follikelzellen zum Embryo weitergeleitet. Unter
Beteiligung von 11 Genen der Dorsalgruppe kommt es zur Ausbildung der dorsoventralen
Achse im Embryo. Das Signal der Follikelzellen fiihrt zur Aktivierung des Toll-Rezeptors im
ventralen Bereiches der Eizelle. Diese Aktivierung wird durch Spitzle vermittelt, dessen
abgespaltene, aktive Form nur auf der ventralen Seite im Embryo vorliegt. Spitzle selbst wird
durch eine proteolytische Kaskade von Serin-Proteasen (Gastrulation defekt GD, snake und
easter) aktiviert.

Drei der Gene der Dorsalgruppe sind in den Follikelzellen vorhanden: Wind, Pipe und Nudel.

Wind wird nur in den Follikelzellen, die iiber der Oozyte liegen, exprimiert.

Bei Wind handelt es sich um ein ER-residentes, PDI-verwandtes Protein (257 Aminoséuren),
welches tliber eine Signalsequenz am N-Terminus verfligt. Wind ist erforderlich fiir die
richtige Lokalisation von Pipe in den Golgi-Apparat (Konsolaki et al., 1998).

Pipe ist ein Homolog zu 2-O-Sulfotransferase (Seergev, 2001) und ein wichtiger Faktor in der

11
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Dorsoventral-Entwicklung (Sen, 1998).

Nudel kodiert fiir ein Protein mit einer extrazelluldren Matrixdoméne und einer Serinprotease
Doméne (Hong und Hashimoto, 1995). Es wird spekuliert, dass Nudel moglicherweise durch
Follikelzellen sekretiert und in den perivitellinen Raum eingelagert wird.

Im Gegensatz zu Wind und Nudel ist Pipe nur in den ventralen Follikelzellen vorhanden, die
Expression in den dorsalen Follikelzellen wird durch EGFR verhindert (Sen, 1998).

Im Golgi-Apparat modifiziert Pipe ein bis jetzt unbekanntes Proteoglycan, das fiir den

weiteren Verlauf der Dorsoventral-Signalkaskade wichtig ist.

In D. melanogaster Wind Mutanten wird Pipe im ER reteniert und nicht in den Golgi-Apparat
transloziert.

In einem heterologen Expressionssystem (COS7-Zellen) zeigt Pipe eine ER-Verteilung. Bei
Co-Expression von Wind wird Pipe in den Golgi transportiert (Sen et al., 1998). Wind ist also

fiir die subzelluldre Verteilung von Pipe erforderlich und konnte als Chaperon dienen.

Drorsal
g shell

{Cantrn e (DT
defeative)

[~Golel

Versiral Pipe ol Wind ER

Abb.5: Dorsoventrale Entwicklung in D. melanogaster. Auszug aus Molecular biological course, Fritz
Aberger, modifiziert, mit freundlicher Genehmigung von Dr. Q. Ma.

1: Der Oozytennukleus wandert zur dorsalen Seite der Oozyte. Gurken mRNA wird synthetisiert, welche im
Bereich zwischen Nukleus und Follikel-Zellen verbleibt.

2: Gurken Signale werden translatiert. Wéhrend der Mid-Oogenese wird Gurken-Protein auf Torpedo-Protein
iibertragen.

3a: Durch das Torpedo-Signal werden die Follikel-Zellen zur Differenzierung einer dorsalen Morphologie
veranlasst.

3b: Synthese von Pipe wird in Follikel-Zellen inhibiert.

4: Gurken-Protein wandert nicht zur Ventralseite.

5: Ventrale Follikelzellen synthetisieren Pipe.

6a: Wind ist indispensabel fiir Pipe, um vom ER zum Golgi zu translozieren.

12
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6b: in ventralen Follikel-Zellen modifiziert Pipe einen bis jetzt unbekannten Faktor X.

7: Durch Interaktion von Nudel und dem Faktor X wird GD-Protein (Gastrulation-defizient) gespalten.

8: das aktivierte GD spaltet das Snake-Protein; Aktiviertes Snake spaltet Easter.

9: aktiviertes Easter spaltet Spatzle, aktiviertes Spitzle bindet an toll-Rezeptor-Protein.

10: Toll-Aktivierung aktiviert Tube und Pelle, welche Cactus phosphorylieren. Cactus wird abgebaut und von
Dorsal freigesetzt.

11: Dorsal gelangt in den Nukleus und fiihrt zur Ventralisation der Zelle.

2.4. Struktur von Wind

Wind kristallisiert als Homodimer (s. Abb. 6). Das Wind Dimer hat eine Grésse von
2x 27 kDa. Der N-terminale Anteil, entsprechend den Strukturmodulen A, B und C, besteht
aus 118 Aminosduren mit einer BoBaBaBBa-Struktur. Alle B-Faltblétter - ausser B4 - sind
parallel angeordnet und bilden einen zentralen Kern, der von den vier a-Helices umgeben
wird. Diese Anordnung ist charakteristisch fiir PDI-Proteine und Thioredoxin-verwandte
Proteine (Katti et al., 1990).

Das C-terminale Ende von 107 Aminosduren, welches die D-Doméne représentiert, besteht
ausschliesslich aus a-Helices, welche anti-parallel angeordnet sind. Der N-terminale ABC-
Teil und die D-Domédne werden {iiber einen 11 Aminosduren langen Linker miteinander
verbunden (AS 140-150).

Die Homodimerisierung wird durch ein head-to-tail-Arrangement der beiden N-Termini (AS
1-118) gebildet (Ma et al., 2003), ohne jegliche Beteiligung der D-Doménen. Das Dimer-
interface ist fast symmetrisch und besteht vorwiegend aus Aminosduren von 1 (AS 24-34),
in und hinter al (AS 37-43) sowie in und hinter a2 (AS 70-75). Fiir die Stabilisierung des
Dimers sind hydrophobe Interaktionen und Wasserstoftbriicken-Bildung beteiligt. Die
gesamte Dimerfliche betrigt ca. 758 A%, welches ca. 6,3 % der Oberfliche des Wind-Proteins
entspricht.

Durch die Homodimerisierung entsteht ein tiefer, negativ geladener, hydrophiler Spalt von ca.
11x11x27 A>. Der Spalt wird von Aminosiuren der B3- und $1-Faltblitter umgeben.

Das CTGC-Motiv von Wind liegt am Eingang zum Spalt so positioniert, dass es mit
Cysteinen eines Substrates in der Spalte reagieren konnte.

Neben der Kristallisation wurde das Vorliegen eines Wind-Dimers auch durch multi-angle
light scattering Messungen und size exclusion Chromatographie, in vitro und in vivo cross
linking sowie native SDS-Gele von gereinigten, rekombinanten Wind, an welches ein Tag von

6 Histidinen am N-Terminus angehéngt war, bestétigt.
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Abb. 6a und b: Struktur des Wind-Monomers und des Homodimers.

Abb 6a zeigt das Wind-Monomer, links die Thioredoxin-Domédne mit der charakteristischen Anordnung
BaBaBaBBa am N-Terminus, rechts die D-Doméne am C-Terminus. Der rote Pfeil zeigt die fiir PDI-DB-Proteine
charakteristische Peptidschleife. Samtliche B-Faltblitter sind in gelb dargestellt, a-Helices in griin. Die 3
Cysteine in Wind sind rot markiert; Tyr55 ist in blau dargestellt. In Abb. 6b ist das Homodimer abgebildet. Das
Wind-Molekiil ist im Vergleich zur Monomer-Darstellung (Abb. 6a) um 90° gedreht. Die Strukturelemente (81,
al und 02), die an der Homodimerisierung beteiligt sind, sind markiert. Prolin106 ist in schwarz dargestellt.
Reproduziert mit freundlicher Genehmigung von Ma et al., 2003.
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3. Ziel der Arbeit

Das Ziel meiner Arbeit war die funktionelle Analyse des Wind-Proteins bei der
Faltung und/ oder des Transports des Proteins Pipe, einem sekretorischen Protein von
Drosophila melanogaster. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist nur bekannt, dass Wind dadurch als
ein Schliisselfaktor in der Dorsoventral-Entwicklung der Fruchtfliege dient, dass es Pipe, ein

weiteres essentielles Protein in der DV-Entwicklung, in den Golgi-Apparat transloziert.

Der Interaktionsmechanismus von Wind mit Pipe ist jedoch noch unklar. Weder von Wind als
PDI-verwandtem Protein noch von PDI selbst oder anderen Mitgliedern der PDI-Familie

wurde bisher eine exakte Substrat-Bindestelle beschrieben.

So stellt sich die Frage, ob Wind als Chaperon fiir Pipe fungiert und wie Wind in der Faltung
bzw. und/ oder dem Transport von Pipe involviert ist. Um diesen Mechanismus aufzukléren,
sollten auf Grundlage der in der Arbeitsgruppe Soling ermittelten 3D-Kristallstruktur (Ma et
al., 2003) Punktmutationen in die Wind-Sequenz eingefiigt werden. Dabei wurde der
Schwerpunkt auf folgende Kriterien gelegt: mutiert wurden innerhalb der PDI-Familie bzw.
der homologen Proteine ERp28/ ERp29 konservierte Aminosduren auf der Oberfldche von
Wind, die moglicherweise fiir Pipe zugidnglich sein konnten. Durch weitere Punktmutationen
sollte ebenso die Beteiligung der verschiedenen Doménen (Thioredoxin- und D-Domine) und
der Linkerregion am Pipe-Transport charakterisiert werden.

Desweiteren sollte der Raum im negativ geladenen Dimerspalt, sowie die Ladung des
Dimerspalts selbst untersucht werden.

Durch diese Punktmutationen sollte eine konkrete Bindestelle fiir Pipe identifiziert werden.
Ebenso sollten Deletionskonstrukte von Wind angefertigt werden, um herauszufinden, welche
Doménen von Wind an der Prozessierung von Pipe beteiligt sind.

Dariiber hinaus sollte durch Deletionskonstrukte von Pipe die an der Interaktion mit Wind

beteiligte Doméne charakterisiert werden.
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4. Material

4.1. Versuchstiere

Kaninchen (Chinchilla Bastard) zur Gewinnung von Antikérpern stammten von
der Firma Charles River.

4.2. Chemikalien

Alle im folgenden aufgefiihrten Chemikalien wurden im hdchstmdglichen
Reinheitsgrad bzw. — wenn verfiigbar — als ,fiir die Molekularbiologie/ Zellkultur
geeignet“ von den Firmen Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

4.3. Zellkulturreagenzien/-zusitze

Zur Herstellung des Zellkulturmediums fiir COS-7-Zellen wurden Antibiotika

Penicillin/ Streptomycin von Cambrex (Endkonzentrationen Penicillin 100 U/ml ;
Streptomycin 0,1 mg/ml) verwendet, ebenso wie Glutamin (Endkonzentration 2 mM)
und Trypsin-ETDA (Endkonzentrationen Trypsin 500 mg/L; EDTA 200 mg/L;).
Natrium-Pyruvat (Endkonzentration 1mM, ) wurde von GibcoBRL bezogen. Das Fetale
Kailberserum (Endkonzentration FKS, 10 %) stammte von der Firma BioChrom.
In einigen Versuchen wurde dem Zellkulturmedium der Proteasome-Inhibitor MG 132
(Carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-Leucinal)von Calbiochem (10 uM) zugegeben.
Zum Einfrieren von Zellen zur Konservierung wurde Dimethylsulfoxid (DMSO, 10 %)
von Sigma verwendet.

Der Transfektions-Mix fiir die Transfektion von Sdugerzellen (pH 7,4) setzte sich wie
folgt zusammen:

KCI1 120mM, KH,PO,4 10 mM, EGTA 2 mM, MgCl, 5 mM, HEPES 25 mM und CacCl,
0,15 mM. Bis auf EGTA und HEPES (Gerbu) stammten alle genannten Substanzen von
Merck. Dem Transfektions-Mix zuzufligende Substanzen ATP (2 mM) und GSH

(5 mM) stammten von Sigma.

4.4. Molekularbiologische Kits und Enzyme

Von der Firma Quiagen stammte der RNeasy-Kit zur RNA-Isolierung sowie der
RT-one Step-Kit.
Als DNA-Polymerasen wurden PanScript-Taq-Polymerase (Pan-Biotech) und Pfu-
Polymerase (Promega) verwendet.
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) stammten von Pan-Biotech, Restriktions-
endonukleasen von MBI Fermentas (St. Leon-Roth) oder von New England Biolabs
(NEB). Weiterhin wurden DNA-modifizierende Enzyme wie T4-DNA-Ligase (MBI)
und Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Roche) und T4-Polynukleotid-Polymerase
(NEB) verwendet.
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Von den Firmen Quiagen oder Macherey & Nagel stammten sdmtliche Kits zur
Plasmid-Préparation (Mini-, Maxi-, endotoxinfreie Maxi-Kits), Plasmid-Extraktion aus
Agarosegelen und zur Aufreinigung von PCR-Produkten.

Als Molekulargewichtsstandards fiir DNA-Agarosegele dienten ein 1 kb-Marker sowie
ein 100 bp-Marker (jeweils MBI Fermentas). Der 6x Probenpuffer fiir DNA-Proben
stammte ebenso von MBI Fermentas.

4.5. Plasmid-Vektoren

Als Vektor fiir die klonierten Konstrukte diente pPEGFP-N1 der Firma Clontech.
Fir Zwischenklonierungen wurde der Phagemid-Vektor pBlueScript II (pBS’) von
Stratgene benutzt. Um Pipe mit einem Myc-Tag zu versehen, wurde ein pCMV-Vektor
von Clontech verwendet.

4.6. Bakterielle Staimme

Stamm Genotyp/ Phenotyp Firma
DH5a F-, supE44, | Gibco-BRL
AlacU169,hsdR17,

recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
A(lacZY A-argF) U169

XL1Blue recAl, endAl, gyrA96, thi , | Stratagene
hsdR17, (rk-, mk+), supE44,
relAl, lac ~, [F’, traD?36,
proAB, laclqZAM15, Tnl0

(tet )]

4.7. Medium fur Bakterienkultur

4.7.1. Herstellung von Bakterienmedium

Zur Anzucht von Bakterien wurde LB-Medium (Luria Bertani) verwendet,
welches folgende Zusammensetzung hat:

LB-Medium: 10 g Bactotrypton (Roth)
5 g Hefeextrakt (Roth)
10 g Natriumchlorid (Merck)
aufgefiillt auf 1 L mit destilliertem Wasser, pH 7,0.

Zur Herstellung von LB-Platten wurden dem LB-Medium pro Liter 15 g Agar-Agar
(Roth) zugesetzt.

Fliissigmedium sowie die Losung zur Herstellung von Platten wurden vor Gebrauch
autoklaviert.
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4.7.2 Additive fir Bakterienmedium

Die Antibiotika Ampicillin (ICN) und Kanamycin (Roth) wurden in Stock-
16sungen von jeweils 50 mg/ ml in Aqua bidest angesetzt und filtriert. In den Versuchen
wurden die Antibiotika mit einer Endkonzentration von 50 ug/ ml eingesetzt.

Fiir Tetracyclin (Sigma) wurde eine 1000-fache Stocklosung in 50 % (v/v) Ethanol
angesetzt, die Endkonzentration betrug 12,5 pg/ ml.

Zu Selektivplatten wurden entsprechende Antibiotika erst zugesetzt, wenn die
autoklavierte Losung auf eine Temperatur unter 50 °C abgekiihlt war.

4.8. Sduger-Zelllinien

Fiir samtliche Zellkulturversuche wurden COS-7-Zellen (SV-40 transformierte
Nierenzellen der Afrikanischen Griinen Meerkatze) der Fa. European Collection of
Animal Cell Cultures verwendet. Die Grosse dieser Zellen liegt bei ca. 12 bis 20 um.
Die Zellen wurden bis zu 20 x passagiert.

4.9. Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Amplifikation bzw. Mutagenese von doppelstringigen
DNA-Fragmenten (ds-DNA) wurden sowohl von MWG als auch von Invitrogen
bezogen.

Die Lyophilisate wurden mit sterilem Wasser zu einer Konzentration von 100 pmol/ pl
gelost.

4.10. Reagenzien fiir die Proteinanalytik

Als Protein-Molekulargewichtsstandards fiir SDS-Polyacrylamid-Gele wurden
der vorgefiarbte Peg-Gold (Peqlab) bzw. der Precision-Plus von BioRad aufgetragen.
Zur Herstellung von denaturierenden Polyacrylamid-Gelen (SDS-PAGE) wurden
Natrium Dodecylsulfat (SDS, Merck), Ammoniumpersulfat (APS) und 1,2-Bis-
(dimethylamino)-Ethan (TEMED) von Sigma, Acrylamid-Bisacrylamid (Verhiltnis
29 : 1, 30 % in Wasser) und Dithiotreitol (DTT) von Roth bezogen.

Der Proteintransfer erfolgte auf Nitrocellulose-Membranen der Firma Schleicher &
Schiill.

Sekunddre Cy-3-gekoppelte Anti-Kaninchen Antikdrper fiir Immunfluoreszenz
stammten von Jackson Immunoresearch, Antikorper zur Identifizierung von Proteinen
auf Nitrocellulose wurden von Dianova erworben (Peroxidase gekoppelt). Der GFP-
Antikdrper aus Kaninchenserum stammte von der Gottinger Firma Sysy.

Der cross-linker Disuccinimidyl Suberat (DSS) stammte von Pierce.

18



Methoden

5. Methoden

5.1. Immunisieren von Kaninchen

Die Immunisierung wurde von Mitarbeitern der tierexperimentellen Abteilung des
Max-Planck-Instituts folgendermassen durchgefiihrt: vor Beginn der Immunisierung wurden
dem Tier 5 - 10 ml Blut zur Gewinnung von Praimmunserum abgenommen. Dieses diente der
Uberpriifung auf Spezifitit der spiter hergestellten Antikorper.

60 — 100 pg Antigen (von Dr. D. Ferrari bakteriell exprimiertes und gereinigtes Wind-
Protein) wurden in 1 ml PBS gelost und mit 1 ml komplettem Freund’schen Adjuvans
gemischt. Die Injektion dieser Losung wurde an den Kaninchen subkutan an 6 Stellen im
Riicken vorgenommen. Nach 14 Tagen erfolgte eine Booster-Injektion wie oben beschrieben,
jedoch mit inkomplettem Freund'schen Adjuvans. Nach weiteren 14 Tagen erfolgte die
Abnahme von 5 ml Blut, von welchem der Antikorper-Titer bestimmt wurde und gleichzeitig
die 2. Booster-Injektion. Nach weiteren 14 Tagen wurde wiederum der Titer bestimmt und
eine 3. Booster-Injektion durchgefiihrt.

Wenn ein zufriedenstellender Titer erreicht worden war, wurden 20 ml Blut abgenommen,
oder die Tiere wurden zur Gewinnung der Gesamtblutmenge betdubt und ausgeblutet. Das
gewonnene Serum wurde fraktioniert und nach Einfrieren in fliissigem Stickstoff bei — 20°C

gelagert.

5.2. Reinigung von Antikorpern

Zur Aufreinigung von IgG-Antikdrpern aus Kaninchen-Serum wurde eine Methode
angewendet, bei welcher E. coli-Proteine kovalent an eine Sdule gebunden und danach E.coli
spezifische Antikorper aus appliziertem Serum entfernt und IgGs aufgereinigt wurden. 1gG-
Fraktionen von Kaninchen binden an Protein A Sepharose iiber die Fc-Region, wohingegen
andere Proteine im Serum nicht binden. Die Bindung der IgGs an Protein Sepharose A wird
bei der Elution mit 0,1 M Glycin, pH 3,0 geldst, sodass gereinigte [gGs erhalten werden.

Im Einzelnen erfolgte die Aufreinigung von Wind-Antikorpern folgendermassen: 1 L
Bakterienkultur (XL1Blue) wurde bis zum Erreichen der stationdren Phase liber Nacht bei
37°C anwachsen gelassen. Nach Ernten der Zellen durch Zentrifugation (4000 g, 20 min, 4°C)

und Entfernen der Medienreste wurden die Zellen in 100 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach
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Zugabe von 2 mg/ ml Lysozym (AppliChem) erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur
fiir 20 min. Zur weiteren Losung sowie Degradation von DNA wurden

0,2 % (w/v) Triton-X-100 und 10 pg/ ml pankreatische DNasel hinzugegeben. Nach
Inkubation dieser Suspension fiir 1 h bei 4°C wurde das bakterielle Lysat bei 8000 g, 20 min,
4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und mit 1 M NaOH auf
einen pH-Wert von 9 eingestellt. Anschliessend erfolgte die Proteinmessung mit der
Bradford-Methode (s. 5.2.1.).

CNBr-Sepharose wurde nach Angaben des Herstellers vorbereitet. 2-3 ml E. coli Lysat
wurden pro 1 ml sedimentierter CNBr gekoppelt. Dieses geschah durch Rotieren bei 4°C iiber
Nacht, um eine adidquate Bindung des Antigens an die CNBr-Sepharose (Amersham
Pharmacia) zu gewéhrleisten. Anschliessend folgte das Blocken des Antigens fiir 2 h mit

0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 und mehrere Waschschritte mit je 5 ml pH 4,0-Puffer und pH 8,0-
Puffer im Wechsel. Nach Zugabe von ca. 200 pg Serum-Protein wurde erneut iiber Nacht zur
Bindung von Antikorpern an E. coli-Antigene bei 4°C inkubiert.

Anschliessend wurde das gebundene Protein auf eine mit PBS &dquilibrierte Sdule gegeben
und mit PBS zur Entfernung unspezifischer Antikdrper mit 20 Séulen-Volumina gewaschen.
Die Elution der Antikoérper erfolgte mit 0,1 M Glycin, pH 3,0 bei 4°C in vorbereitete
Eppendorf-Gefédsse mit vorgelegten 1/10 Vol 1M Tris-HCI, pH 8,3 zur Neutralisation.

Nach Konzentrationsbestimmung wurden die Fraktionen mit der hochsten IgG-Konzentration

vereint, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Verwendete Puffer: Zell-Lysispuffer: 0,1 M Natriumborat, pH 8,0
1 M NaCl

sterilfiltriert, Raumtemperatur

pH 4,0-Puffer: 0,1 M Natriumacetat
0,5 M NaCl
pH 8,0-Puffer: 0,1 M Tris-HC1
0,5 M NaCl
Elutionspufter: 0,1 M Glycin, pH 3,0
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5.2.1. Protein-Quantifizierung nach Bradford (1976)

Protein-Konzentrationen wurden nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976)
bestimmt. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 reagiert mit basischen Aminoséduren.
Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm. Zur Ermittlung der
Protein-Konzentration wird die Extinktionsdnderung bei 595 nm gemessen.

Um den Proteingehalt einer Probe bestimmen zu koénnen, ist es notwendig, mit Hilfe
verschiedener bekannter Proteinmengen eine Eichkurve zu erstellen. Aus dieser Eichkurve
konnen dann die Proteinkonzentrationen abgelesen oder berechnet werden. Als Standard fiir
die Eichung der Absorption wird eine Losung aus Rinderserum-Albumin (BSA) mit einer

Konzentration von 1 mg/ ml verwendet.

Bradford-Losung: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250
50 ml 95 % Ethanol
100 ml 85 % (v/v) Phosphorsiure
ad 1 L mit 4. bidest, Losung filtriert

Der Farbstoff wurde in Ethanol geldst, anschliessend wurden die verbleibenden Komponenten
zugesetzt. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl des Proteins in 1 ml Bradford-Losung

pipettiert.

5.3. Klonierungen

5.3.1. cDNA-Klonierung von ERp28

ERp28-cDNA der Maus wurde unter der Verwendung des RT-PCR-Kits (Quiagen)
amplifiziert (Polymerase Kettenreaktion, Mullis, 1986). Als template diente aus Maus F9-
Zellen extrahierte RNA. Mit Hilfe dieses Konstrukts sollte {iberpriift werden, ob ERp28 als D.
melanogaster Wind-Homolog in der Lage ist, Pipe zu prozessieren.

Die Primer wurden von der Datenbank-Sequenz (Eintrag: ak008991) folgendermassen
definiert: Erp28for 5 acgtacaagcttgccaccatggecgecgecgecgg, ERp28rev
5’acgtacctgcagceagctcctecttctcagecte. Diese Primer enthielten 6 variable, liberhdngende Basen
sowie die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme HindIIl und Xhol zur

Einklonierung in den spéteren Expressionsvektor pEGFP-N1 (Clontech). Desweiteren wurde

21



Methoden

eine Kozak-Sequenz (Kozak et al., 1987a) fiir verstiarkte Expression in Sduger-Zellen
(gccacc) unmittelbar vor das Start-Codon eingesetzt.

Folgender PCR-Mix wurde angesetzt:

10 pl 5x Quiagen OneStep RT-PCR-Puffer (mit 12,5 mM MgCl,)

2 ul ANTP (10 mM)

0,3 ul Primer ERpfor (100 pmol/pl)

0,3 pl Primer ERprev (100 pmol/ul)

0,2 ul RNase-Inhibitor
2 ul Quiagen OneStep-RT-PCR Enzym-Mix

0,2 ul Template-DNA ( 50 ng/ul)

35 ul RNase-freies Wasser

50 ul Gesamtvolumen

Das Temperaturprofil fiir die RT-PCR war folgendes:

Reverse Transkription: 50°C, 30 min

Initiale PCR-Aktivierung:  95°C, 15 min

Denaturierung: 94°C, 1 min
Annealing: 62°C, 1 min 30 Zyklen
Extension: 72°C, 90 sec

Abschliessende Extension: 72°C, 10 min

5.3.2. Reamplifikation von D. melanogaster Wind-DNA

D. melanogaster Windbeutel-cDNA (Datenbank: AF025408) wurde von einem
template von Dr. D. Ferrari mit dem Vorwértsprimer 5 caggaggaattcgaagatgatgcatattttggtg
und dem Riickwirtsprimer 5 acgtacggatccactcacagttcctccttttccgg reamplifiziert. Diese Primer
enthielten variable Uberhiinge mit den Restriktionsstellen fiir EcoRI und BamHI. Uber diese
Restriktionsstellen konnte Wind in den pEGFP-N1 Vektor der Firma Clontech einkloniert
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werden. Die Amplifikationsprimer von Wind wurden so definiert, dass das in der Wind-
Sequenz enthaltene Stop-Codon mit amplifiziert wurde. Durch dieses Stop-Codon konnte
gewihrleistet werden, dass ausschliesslich Wind translatiert wird und so mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen werden konnte. Die Doménenstruktur von Wind ist in Abb. 7

dargestellt.

AS 1-137 AS 138-253 AS 254-257  AS 258-260

N-SS ABC

KEEL C

Abb. 7: Schema des Konstruktes full-length Wind. Die Thioredoxin-Doméne ist griin, die D-Doméne blau
dargestellt. Das Retentions- /Retrievalsignal ist in gelb gezeigt, das Stop-Codon ist in rot dargestellt.
Der N-Terminus verfiigt iiber eine Signalsequenz (ss) .

5.3.3. Generierung von Punktmutationen in Wind

Sédmtliche Wind-Punktmutationen (s. Tabelle 1) zur Identifizierung einer moglichen
Bindungsstelle flir Pipe wurden mit dem site-directed-Quick Change-Mutagenesis-Kit von

Stratagene mit folgendem Programm generiert:

Denaturierung: 94°C, 3 min

Denaturierung: 94°C, 1 min

Annealing: 55°C, 50 sec 20 Zyklen
Extension: 68°C, 12 min

Abkiihlen: 4°C

Die Primer wurden so definiert, dass die gewiinschte Mutation in der Mitte der
durchschnittlich 38 bp langen Primer lag, welche mit C oder G endeten. Die Schmelz-

temperatur dieser Primer lag iiber 78°C und wurde nach folgender Gleichung berechnet:

Tm =815+ 0,41 (%GC-Gehalt) — 675/ N - % mismatch
(N entspricht der Primerlédnge in Basen, minimaler GC-Gehalt sollte bei 40 % liegen)
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Der gesamte PCR-Ansatz wurde mit 1,5 pl Dpnl fiir 1 h bei 37°C verdaut, um parentale,
nicht-mutierte DNA und Tochter-DNA zu trennen, die die gewiinschte Mutation beinhalten

sollte. Der gesamte Dpnl-Ansatz wurde — wie in 5.6.4. - beschrieben transformiert.

Tabelle 1: Auflistung aller Punktmutationen. Triplets verdndert durch Mutagenese sind kursiv

dargestellt.

Mutation Vorwiirts-Primer 5’

T23K ccaccacctgggecgtcaaatgcacgggcetgegtggate
C24S ccaccacctgggecgtcacctctacgggcetgegtggatctag
T25K ctgggccgtcacctgeaagggetgegtggatetgg

G26C ctgggccgtcacctctacgrgetctgtggatctggatg
C27S gtcacctctacgggcetcrgtggatctagatgagetgag
V28Y cctgeacgggctgctargatetggatgagetg

V28D cctgcacgggctgcgargatctggatgagetg

D29N gcacgggctgegtgaatctggatgagetgag

D31C ggctctgtggatctgrgrgagetgagtticgag

D3IN cgggctgcgtggatctaaargagetgagtttcgag

E32K gctgcgtggatctggataagetgagtttcgagaag

R41S cgagaagacggtggaarcatttccctactcegtag

D50N ctactccgtagtgaaatttaaratcgcatatccgtatg

D50A ctactccgtagtgaaatttgcratcgcatatccgtatgggg
D50S ctactccgtagtgaaatttscratcgeatatcegtatgggg
I51S gtagtgaaatttgatagcgcatatccgtatggg

ISIR gtagtgaaatttgatagggcatatccgtatggg

AS52S gtagtgaaatttgatatctcatatccgtatgggg

Y53S cgtagtgaaatttgatatcgcarciccgtatggggaaaage
Y53F gatatcgcatatccgtttggggaaaagcatgaggect
Y55K gtgaaatttgatatcgcatatccgaagggggaaaagcatgaggec
Y5S5F gatatcgcatatccgrrrggggaaaageatgag

Y55S gatatcgcatatcegicrggggaaaageatgag

G56H cgcatatccgtatcacgaaaagceatgaggec

E57Q gatatcgcatatccgtatgggcaaaageatgaggectttaccg
K58S gcatatccgtatggggaaagrcatgaggcectttaccg
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H59Y catatccgtatggggaaaagrargaggectttaccg
H59R gtatggggaaaagegrgaggcectttaccg

E60Q ccgtatggggaaaagcatcaggectttaccgcecttctee
E60A ccgtatggggaaaagcatgcggcctttaccgecttctee
E60D ccgtatggggaaaagcatgargcctttaccgcecttetee
E60Y gtatggggaaaagcattatgectttaccgectte
T63K gaaaagcatgaggcctttaaggccttctccaaatctg
K84D gccaccgtgggtgtcgacgactatggagaactg
K84N caccgtgggtgtcaargactatggagaactg

K84Q caccgtgggtgtccaggactatggagaactg

K8&4S caccgtgggtgtctcggactatggagaactg

D85D gccaccgtgggtgtcaagaactatggagaactggagaacaag
Y86S cgtgggtgtcaaggactcrggagaactggagaac
Y86L cgtgggtgtcaaggacctcggagaactggagaac
Y86Q ccgtgggtgtcaaggaccaaggagaactggagaacaag
Y86F ccgtgggtgtcaaggactirggagaactggagaacaag
G87S gggtgtcaaggactaticagaactggagaacaag
E88Q gggtetcaaggactatggacaactggagaacaag
E88K gtcaaggactatggaaaactggagaacaag

E90R gactatggagaactgaggaacaaggccctggge
E90Q caaggactatggagaactgcagaacaaggtgag
D96N gcaggcecctgggcaaccgttacaaagtce

DI10IN gaccgttacaaagtcaacgacaagaacttc

D102N ccgttacaaagtcgacaacaagaacttcccgag
K103S gttacaaagtcgacgacagcaacttcccgagtatcttc
P106D gtcgacgacaagaacttcgacagtatcttcctgttcaag
D126N cttcctagecacgtcaacgtaacgetggac

Y143S caacacacctctgtccatcggtcgtgatggctgcate
G145P cacacctctgtacatccctecgtgatggetgeatce
G145S caacacacctctgtacatcagregtgatggctgcate
G148P gtacatcggtcgtgatccctgcatcaaagagttc

G145P-G148P

cacctctgtacatcccregtgatecctgeatcaaagag

C149S

gtacatcggtcgtgatggcagcatcaaagagttcaac
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E226Q caaggccggceaaggtcacccaggecaagaaggaggage
K229S ggtcaccgaggccaageaggaggagetgctgagg
E231Q ggtcaccgaggccaagaaggagcagcetgctgaggaaac
N237A gctgctgaggaaactggcecatectggaagtctte

Neben den aufgelisteten Mutationen wurden folgende Doppelmutationen in Wind mit den
einzeln genannten Primern durchgefiihrt: D29N-E90R, E60A-E90R und D31N-R41S.
Desweiteren wurde eine Dreifachmutante D31N-R41S-Y 55K generiert.

5.3.4. Amplifikation von Deletionskonstrukten von Wind

Um zu untersuchen, welche Domiénen oder Teile von Doméinen von Wind zum
Transport von Pipe bendtigt werden, wurden mittels PCR folgende ¢cDNAs amplifiziert,
welche fiir diese Deletionskonstrukte kodieren (s. Abb. 8):

a) WindABCDAKEEL*, einem Konstrukt, welchem das retrieval-Signal KEEL fehlt (A4,
AS 1-256, Primer-rev 5" acgtacggatccactcattccggcgetgtcttggtg),

b) Wind mit einer um 25 AS verkiirzten D-Domidne WindABCDint. KEEL* (A25, AS 1-236)
mit dem Primer-rev 5" acgtacggatccactcacagctcctecttcttgg),

c) ein Kontrukt, welches fiir die Thioredoxin-Domine ABC mit KEEL-Motiv kodierte:
WindABC-KEEL* (A116, AS 1-144) mit dem Primer-rev 5’
acgtacggatccactcacagttcctcettggecactgacaaaagectt bzw.

d) ein Konstrukt mit nur der Thioredoxin-Doméne ohne KEEL-Signal: WindABC* (A120,
AS1-140) mit dem Primer-rev 5 acgtacggatccactcaactgacaaaagccttcaga.

Fir alle genannten Konstrukte wurde wiederum der Vorwirtsprimer, wie in 5.3.2.
beschrieben, verwendet. Alle genannten Riickwértsprimer enthielten wiederum ein Stop-
Codon.

a) AS 1-137 AS 138-253 AS 254-256

b) AS 1-137 AS 138-232  AS 233-236

N-—SS ABC
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c) AS 1-137 AS 138-141 AS 142-144

N SS  ABC KEEL —C

d) AS 1-137 AS 138-140

N-SS| ABC —C

Abb. 8 a-d: Schema der verschiedenen Deletionskonstrukte von Wind.
Farblegende: griin: Thioredoxin-Doméne; blau: D-Domine; gelb: KEEL-Signal; rot: Stop-Codon.
Der N-Terminus verfiigt iiber eine Signalsequenz (ss).

5.3.4.1. Weitere Konstrukte: Generierung eines Fusionskonstruktes von Wind mit ERp28

Ein Fusionskonstrukt,bestehend aus der Thioredoxin-Doméane von Wind (WindABC,
Aminosduren 1-137) und der D-Doméne seines humanen Homologs ERp28 (ERp28-D,
Aminoséduren 149-262), wurde kloniert (s. Abb. 9). Mittels dieses Konstruktes sollte
iiberpriift werden, ob die D-Domine von Wind durch die D-Doméne seines Homologes
ERp28 funktionell zu ersetzen ist. Dieses Konstrukt wurde durch Mutation der Aminosiure
GIn' zu Serin in der ERp28 Sequenz (entspricht BamHI-Restriktionsstelle) auf DNA-Ebene
generiert. Die D-Domine von ERp28 wurde mit folgenden Primern amplifiziert: Primer
ERpD-for 5" acgtacggatccacggggtctacctgggcatg und ERpD-rev 57
acgtacggatccactcacagctcctecttctcagect. So konnte die D-Doméne von ERp28 an die Thio-
redoxin-Domine von Wind iiber die BamHI-Restriktionsstelle ligiert werden. Dabei war auf

die richtige Orientierung des Inserts zu achten.

AS 1-137 AS 138-246 AS 247-250 AS 251-254

Abb. 9: Schema des Fusionskonstruktes bestehend aus der Thioredoxin-Doméne von Wind und der D-
Doméne von ERp28 (WindABC-ERp28D).

Die Thioredoxin-Doméne von Wind ist griin dargestellt, die D-Domine von ERp28 ist in blau gezeigt.

In gelb ist das KEEL-Signal, in rot das Stop-Codon zu sehen.

Am N-Terminus dieses Fusionskonstruktes ist wiederum eine Signalsequenz (ss) vorhanden.
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5.3.4.2. Generierung eines ssD-Konstruktes von Wind

Mit der annealing oligo-Methode (s. 5.3.4.2.1.) wurde ein Konstrukt geschaffen, das
die Signalsequenz von Wind in frame an den N-Terminus der D-Domine von Wind
fusionierte (Abb. 10 b). Dieses Konstrukt (Wind ssD*) sollte der Uberpriifung dienen, ob die
D-Domine allein in der Lage ist, Pipe zu transportieren.

Zuerst wurde die D-Doméne von Wind mit den Primern 5° acgtacccgcgggcecaacacacctctgta
und 5" acgtacggatccactcacagttccttttccgg amplifiziert (AS 138 — 257) und iber die
Schnittstellen Sacll und BamHI in den pEGFP-N1-Vektor kloniert. Um die Signalsequenz
anzufiigen, wurden folgende Primer verwendet: sswind-for mit folgender Basensequenz 5’
tcgatatgatgcatattttggtgactctgctectggtegetatecactcgatacccaccacctgggeceege und sswind-rev 57
ggggcccaggtggtggotatcgagtggatagecgaccaggageagagtcaccaaaatatgcatcata. Diese Primer waren
so konstruiert, dass sie jeweils komplementir zueinander einen Doppelstrang ausbilden
konnten, der liber die vorgegebenen Restriktionsstellen (Xkol und Sacll) zusammengefiigt
werden konnte. Die Xhol-Restriktionsstelle wurde modifiziert, so dass das generierte
Konstrukt nicht mehr durch dieses Enzym geschnitten werden konnte (Pfeile in Abb. 10a
deuten die Restriktion im Enzym an, in rot der komplementére annealing-Primer, in blau die
modifizierte Base in der urspriinglichen Xhol-Sequenz, unterstrichen sind Basen der

Restriktionsstelle).

Schema:

a)
F: c|ftcgatatgatgcatattttggtgactctgetectggtegetatecactegatacccaccacctgggeeeege|gg

R: gagctibtactacgtataaaaccactgagacgaggaccagcgataggtgagctatgggtggtggacccgggﬂlcgcc

b) AS 138-253 AS 254-257 AS 258-260

N-SS

Abb. 10a und b: Schema der gewihlten Primer, um das Konstrukt Wind ssD* zu generieren.

In 10a sind die verwendeten Primer gezeigt. In rot ist die Sequenz dargestellt, mit der die Signalsequenz
eingefiigt wurde. Mit den Pfeilen wird die Stelle der Restriktion in den verwendeten Enzymen Xhol und Sacll
angezeigt. Die kompletten Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

In blau ist wiederum die D-Domine von Wind gezeigt, in gelb das KEEL-Signal, in rot das Stop-Codon.

KEEL C
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5.3.4.2.1 Annealing oligo-Methode

Die Oligonukleotide wurden so definiert, dass ein doppelstrangiges Produkt entstand,
welches in geschnittene Restriktionsstellen eingefiigt werden konnte. Die Oligonukleotide
(100 pmol/pl) wurden je in 50 pl sterilem Wasser geldst. Folgende Reaktion wurde angesetzt:
je 10 ul von jedem Oligonukleotid wurden mit 24 pl 2x annealing-Pufter versetzt (100 mM
Kaliumacetat, 30 mM HEPES-KOH, 2 mM Magnesiumacetat) und wie folgt inkubiert:

4 min 95 °C
10 min 70 °C,
Abkiihlen auf 4 °C

Im Anschluss daran erfolgte die Phosphorylierung:

2 ul von annealed Oligonukleotide
1 ul T4 PNK-Puffer (10x)

1 ul ImM ATP

1 ul T4 PNK (10 U/ pl)

5 ul steriles Wasser

10 pl Gesamtvolumen
Die Phosphorylierung wurde bei 37 °C fiir 30 min durchgefiihrt.
Am Anschluss daran erfolgte die Inaktivierung durch Inkubation von 10 min bei 70 °C.

Der gesamte Ansatz wurde in das erwiinschte Konstrukt einligiert, wie in 5.6 beschrieben.

5.3.4.3. Generierung von am N-Terminus von Wind verldangerten Konstrukten

Weiterhin wurde ein Wind-Konstrukt mit His-fag am N-Terminus kloniert. Der N-
Terminus von Wind liegt im Dimerspalt. Durch das fag konnte somit der Dimerspalt teilweise
ausgefiillt werden. Das Konstrukt sollte der Uberpriifung dienen, ob der durch die
Homodimerisierung entstandene Dimerspalt fiir die Pipe-Prozessierung essentiell ist. Als
template diente ein His-Wind, kloniert in den pQE30-Vektor von Quiagen (template stammte
von Dr. C. Guo). Dieses Konstrukt wurde reamplifiziert (Primer his-for 5°

acgtacccgcggatgagaggatcgeatcaccatcaccatcacggatce sowie Primer his-rev 5
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acgtacaccggtactcacagttcctecttttccgg) und liber Sacll und Agel Restriktionsstellen in den
pEGFP-N1-Vektor ligiert.

Wiederum {liber die annealing oligo-Methode wurde die Signalsequenz von Wind an dieses
Konstrukt N-terminal angehdngt. Als Primer wurden verwendet:

5’ tcgatatgatgcatattttggtgactetgetectggtegetatccactegatacccaccacetgggecccge und riickwirts

5’ ggggcccaggtggtgggtatcgagtggatagegaccaggageagagtcaccaaaatatgeatcata.

In diesem Konstrukt wurde die Sacl/l-Schnittstelle im nachhinein wegmutiert, da das aus
Klonierungsgriinden eingefiigte Prolin an dieser Stelle der Sequenz nicht vorteilhaft ist. Als
Mutationsprimer kamen 5" for cccaccacctgggecgageggatgagaggatcge und  rev 57
gegatcctctcatcegetcggeccaggtggtege zum Einsatz.

Weiterhin wurden zwei verkiirzte Konstrukte kloniert: zum einen wurde nur die BamHI-
Schnittstelle aufrechterhalten (a), zum anderen wurden neben der BamHI-Restriktionsstelle
noch 2 Histidine eingesetzt (b).

Folgende Primer wurden verwendet: for 5” acgtactcgctattaccatggtgatge und riickwérts 5°
acgtacggatcccggeccaggtggtgggtat bzw. 5™ acgtacggatccgtgatgeggeccaggtggtgggtat.

So lagen His-Wind-Konstrukte a) + 2 (GS), b) + 4 (HHGS) und c¢) + 14
(ERMRGSHHHHHHGS) vor (s. Abb. 11):

a) AS 1-137 AS 138-253  AS254-257 AS 258-260

N — SS| BamHI ABC KEEL C

b) AS 1-137 AS 138-253  AS254-257 AS 258-260

N SS ' H | H BamHI ABC KEEL C
c) AS 1-137 AS 138-253  AS 254257 258-260

N— SS- 6H | BamHI ABC KEEL C

Abb. 11: Schema der Windkonstrukte mit Verliingerungen am N-Terminus.

Die Farbwahl der verschiedenen Doménen dieser Konstrukte entspricht den bereits erwdhnten Konstrukten.

In allen Konstrukten ist eine BamHI-Schnittstelle (rosa) eingefiigt. Das Konstrukt +4 verfiigt tiber 2 Histidine
(b), das Konstrukt +14 iiber 6 Histidine (jeweils griin dargestellt, Abb. 11c). +14 weist zusétzlich 6 Aminosauren
auf (braun), die sich aus der Klonierung im pQE30-Vektor ergeben haben.

30



Methoden

5.3.5. Klonierung von Pipe

Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Klonierung von full length D. melanogaster
Pipe (Datenbank: AF102136) wurde Pipe zunichst in verschiedenen Fragmenten amplifiziert
(s. Abb. 12). Ausgehend von einem Klon (RE11403, ResGen) und den Primern 5 pipe-for
acgtacctcgaggcecaccatgaaactgegegatgtggaaa und 5'pipe-rev acgtacgaattcaattgccaatcaggecggg
konnten 2 Teilbereiche der Pipe-Sequenz kloniert werden: Fragment 1 entsprechend den
ersten 299 bp des 5" Endes von Pipe sowie ein EcoRI-BamHI-Bereich am 3" Ende (Fragment
4, 908-1209 bp). Beide Fragmente wurden je in den pBS Bluescript (Stratagene) einkloniert
(Fragment 1 iiber BstXI und Xbal, Fragment 2 iiber Xbal und HindlIIl).
Ein weiterer Teil der Pipe-Sequenz konnte von genomischer DNA (OregonR-Fliegen,
erhalten von Dr. M. Takamori) amplifiziert werden (Fragment 2, 544 bp lang, 300-843 bp in
der Sequenz). Um dieses mit dem ersten Fragment zu vereinen, war eine iiberlappende-PCR

notwendig. Dazu wurde folgender Ansatz pipettiert:

PCR-1: PCR-2:

Primer pipe-for 1l Primer pipe-Fragment 2 I ul

Primer p 315-tiberlappend 1 pl Primer p 315-tiberlappend 1 pl

DNA (Fragment 1) 1 ul (20 ng) DNA (Fragment 2) 1 ul (20 ng)
10 x Taq-Puffer 5l 10 x Taqg-Puffer 5ul

20 mM dNTPs 1 ul 20 mM dNTPs 1 ul
Tag-Polymerase 1 ul Tag-Polymerase I ul
Wasser 40 pl Wasser 40 pl

Gesamtvolumen je 50 pl
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In einer dritten PCR-Reaktion wurden beide Fragmente mit den iiberlappenden Bereichen neu

amplifiziert:

PCR-3:

Primer pipe-for (100 pmol/ul) 1 ul
Primer pipe-Fragment 2 (100 pmol/ul) 1 ul
Primer p 315-iliberlappend (100 pmol/ul)  1pl

10 x Taq-Puffer 5ul
DNA Fragment 1 (20 ng) 1 ul
DNA Fragment 2 (20 ng) I ul
20 mM dNTPs 1 pl
Taq-Polymerase (5U/ pl) 1 ul
Wasser 38 ul

50 ul Gesamtvolumen

Fiir alle 3 Reaktionen wurden 30 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

Denaturierung 94 °C, 4 min
Denaturierung 94 °C, 1 min
Annealing 53 °C, 40 sec
Extension 72 °C, 30 sec
Extension 72 °C, 10 min

Das auf diese Weise erhaltene PCR-Produkt, bestehend aus den Pipe-Fragmenten 1 und 2,
wurde ebenso in den Bluescript-Vektor einkloniert (BstXl/ HindlII)

Der pipe-Fragment 2-Primer enthielt folgende Sequenz: 5” aagggtgtgcattcgtagtcgtgaccgeag
aagaataagc. Der tiberlappende Primer p315 wurde folgendermassen definiert: Primer
iiberlappend 5 * gttcagatcccgcacgttaagagaggacatctggecagtgctcttcag.

Die noch vorhandene Liicke in der Sequenz von 844-907 bp wurde mit Hilfe der annealing
oligo-Methode aufgefiillt. Die fehlenden 64 bp wurden als Megaprimer bei MWG chemisch
so synthetisiert, dass sie iiber die vorhandene Bsml-Schnittstelle und eine extra zu

Klonierungszwecken eingefiihrte MIul-Schnittstelle liberlappend eingefiigt werden konnten:
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5" for-oligo cacccttcaacacagtgggtgccctcgagegagecaagtttgecgtagaacaacagta und 5 'rev-oligo
cgegtactgttgttctacggcaaacttggetcgetcgagggcacceactgtgttgaagggtgtg.

Die Mlul-site wurde anschliessend entsprechend des Mutagenese-Protokolls zuriickmutiert
(5.3.3.). Uber die Restriktionsstellen Knpl und BamHI wurde Pipe in den pEGFP-N1-Vektor
von Clontech ligiert. Somit ergab sich ein Translokations-kompetentes, full-length Protein,

welches an den N-Terminus von GFP fusioniert war.

Fragment 1: 300 bp Fragment 2: 450 bp

Xhol XbaI@ Xbal Bsml
¢ i/ Fragment 4: 300 bp

Xhol Bsml Mlul EcoRI BamHI

\

Restriktion mit Bsm/ und Mlul, um Fragment 3 als
synthetische Oligos einzufiigen und anschliessender
Mutation der zu Klonierungszwecken eingebrachten M/ul-
Schnittstelle (V303L).

Abb. 12: Schema der Klonierungsschritte zur Gewinnung von full-length Pipe.
Erlauterung siehe Text.

5.3.5.1. Generierung eines Pipe-Myc Konstruktes

Eine cDNA, die fiir Pipe mit einem C-terminalen Myc-Tag codierte, wurde wie folgt
amplifiziert: als Primer wurden hierfiir verwendet: Primer Pipe-myc-for 5’
atagtagaattcgccaccatgaaactgegcgatgtg sowie Primer Pipe-myc-rev 5°
ttaaataagcttattgccaatcaggecgggeag. Diese wiesen Schnittstellen fiir EcoRI und BamHI auf.
Das amplifizierte PCR-Produkt wurde in die multiple cloning site des Vektors pCMV von
Clontech tiber die Restriktionsstellen EcoRI und HindlII einkloniert.

Dieses Konstrukt sollte der Uberpriifung dienen, ob die Oligomerisierung von Pipe GFP-
abhingig ist.
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5.3.5.2. Generierung eines Konstruktes der loslichen Doméne von Pipe sowie

Deletionskonstrukte der 16slichen Doméne

Es wurden mehrere Fusionskonstrukte von Pipe mit GFP hergestellt, um zu
untersuchen, auf welche Weise Pipe in Abwesenheit von Wind im ER reteniert wird. So z.B
ein Konstrukt, welches fiir die 16sliche, intraluminale Sequenz von Pipe ohne die Trans-
membrandomine codiert (Abb. 13a). Folgende Primer wurden hierzu verwendet: Primer Pipe-
for 5" acgtacggatcccacaccaacaaactgaacagtcg und Pipe-rev 5°
acgtacaccggtacattgccaatcaggecggg. Dieses amplifizierte Konstrukt wurde in das mit BamHI
und Agel geschnittene Plasmid His-Wind + 2 im pEGFP-N1-Vektor iiber die Restriktions-
stellen BamHI und Agel so einkloniert, dass das exprimierte Protein iiber eine N-terminale
Signalsequenz verfligte (a).

Mit diesem Konstrukt sollte festgestellt werden, ob Pipe in Abwesenheit von Wind im ER
aggregiert.

Dartiber hinaus wurde die 16sliche Doméne von Pipe vom C-Terminus her unter Verwendung
folgender Primer verkiirzt (Abb. 13 b, c¢): b) TM202 AS (A 201 AS) der Primer 5" rev
acgtacggatccacatcgcggaccacatttaggta sowie fiir ¢) TM252 AS (A151 AS) der Primer 5 rev

acgtacggatccacctcctgatcgecattaagg.

a)
AS 39 -403

N—SS Pipe 16sliche Doméne - C
b)

AS 1-38 39 -202
N -C
c)

AS 1-38 39 -252
N-— - C

Abb. 13: Schema des Konstrukts der léslichen Doméne allein (a) sowie der verkiirzten loslichen Domiine
von Pipe (b, ¢). In rosa ist die Transmembran-Doméne, in violett die 16sliche Doméne dargestellt.
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5.3.5.3. Generierung von Transmembran-Konstrukten von Pipe

Ausgehend vom Pipe-WT wurden Transmembran-Konstrukte amplifiziert (Abb. 14).
Mit diesen Konstrukten sollte die Lokalisation von Pipe iiberpriift werden. Fiir sémtliche
PCR-Reaktionen wurde der Primer Pipe-for 5" acgtacgaattcgccaccatgaaactgecgegatgtggaaa
verwendet. Um die ersten 50 Aminoséduren (A353 AS) der Transmembranregion von Pipe zu
amplifizieren (TM50), wurde der Primer Pipe-50-rev definiert: 5
acgtacggatccaccatctccttgaggcgactgt. Entsprechend wurde fiir die ersten 95 Aminosduren
(A308 AS) der Transmembranregion der Primer 5" acgtacggatccacctggccagtgctcttcag
verwendet (TM95).

a)
AS 1-38 39-50
b)
AS 1-38 39-95
N- | ™ e

Abb. 14: Schema der verschiedenen Transmembrankonstrukte von Pipe. In rosa ist die Transmembran-
Region, in violett sind Teile der 16slichen Doméne dargestellt.

5.3.5.4. Mutation im pEGFP-Vektor

Um Spontanassoziationen von GFP-Molekiilen zu reduzieren, wurde im pEGFP-
Vektor die Mutation A206K eingefiligt (Zacharias et al., 2002). Dazu wurde folgender
pEGFP-Mutationsprimer definiert: 5” for cactacctgagcacccagtccaagctgagcaaagaccccaacgag.

Der Riickwértsprimer ist entsprechend komplementér zum genannten Primer.

5.4. Untersuchung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse von Plasmid-DNA-Préparationen und DNA-Produkten aus PCR- oder
Verdau-Reaktionen wurden 1 bis 2 %ige Agarosegele eingesetzt. Die Wahl der Agarose-

Konzentration war dabei abhéngig von der DNA-Grosse (DNA-Fragmente mit einer Grosse
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unter 0,5 kb wurden auf 2 %-igen Gelen aufgetrennt). Die entsprechende Menge Agarose
wurde in einem Becherglas in 100 ml 1x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA) suspendiert und
durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. Nach Abkiihlen auf ca. 60 °C wurde die Losung
in einen Geltrdger mit 2 Kdmmen gegossen (Grdsse ca. 10 x 10 cm) und ausgehértet.

Nach Einsetzen des Geltriigers in eine horizontale Gelkammer, Uberschichten des Gels mit

1 x TBE-Puffer und Herausziehen der Kémme wurden die DNA-Proben mit 6 x Probenpuffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert.

Zur Grossenbestimmung wurden 4 pl DNA-Marker mit geeignetem Grossenbereich
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde 1 h bei 85 V durchgefiihrt. Anschliessend wurde das
Gel fiir 15 min in einem Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ ml, Sigma) zum Anfirben der DNA-
Banden inkubiert und die DNA-Banden anschliessend auf einem UV-Durchlichttisch
(Biometra) bei einer Wellenldnge von 302 nm sichtbar gemacht. Die Gel-Dokumentation

erfolgte mittels einer Computer-gesteuerten CCD-Kamera.
10 x TBE-Puffer: 500 mM Tris
10 mM EDTA

500 mM H3BO3, pH 8,1

5.5. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Aufreinigung wurden die gewlinschten DNA-Banden unter UV-Licht mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten, in ein steriles Eppendorf-Gefass gegeben und nach Angaben
des Herstellers mit dem NucleoSpin Extraktions-Kit (Macherey und Nagel) gereinigt.

Die Quantifizierung der DNA erfolgte photometrisch mit dem GeneQuant II-Photometer von

Pharmacia. Dabei entspricht eine OD 549 von 1.0 einer Konzentration von 50 pg/ ml ds-DNA.

5.6. Restriktionsanalyse, Dephosphorylierung und Ligation

Restriktionsanalysen wurden so durchgefiihrt, dass das Gesamtvolumen der
zugegebenen Restriktionsenzyme nicht mehr als 10 % betrug, da es anderenfalls zu einer
Hemmung des Verdaus durch den Glycerin-Anteil der Enzympridparation kommt.
Restriktionsansitze wurden entweder durch Gelelektrophorese (s. 5.5) oder mit dem PCR-
Purifikations-Kit von Macherey & Nagel gereinigt.

Um mogliche unerwiinschte Religationen von Plasmid-DNA zu verhindern, wurde das
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5’-Ende der DNA mit Alkalischer Phosphatase (Roche, 1 U/ pg DNA) aus Krabben

fiir 30 min bei 37°C dephosphoryliert. Anschliessend erfolgte die Inaktivierung der
Phosphatase durch Inkubation bei 65°C fiir 10 min und die Aufreinigung der DNA mit dem
Macherey & Nagel-Kit.

Zur Ligation von sticky end-DNA in den pEGFP-N1-Vektor wurde die T4-DNA-Ligase
verwendet. Die Ligationsreaktion wurde 2-6 h bei Raumtemperatur bei einem molaren Ver-
héltnis von Insert : Vektor von 1 : 1 bis 5 : 1 durchgefiihrt. Die durchschnittliche Vektor-
menge betrug dabei 50 ng.

Der Ansatz wurde wie folgt pipettiert:

ca. 50 — 500 ng Insert
50 ng Vektor
1 ul Ligasepuffer (10x, mit ATP)
0,5—-1U T4-DNA-Ligase (30 Weiss-Units/ pul)

ad 10 pl mit 4. bidest

5.7. Transformation von E. coli

5.7.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Bakterien wurde von einem  ge-
frorenen Stamm XL1Blue etwas Material in einer LB-Ubernachtkultur (100 ml, 37°C,
200 rpm) mit 12,5 pg/ ml Tetracyclin vermehrt. 10 ml davon wurden in 1 L frisches LB-
Medium iberfiihrt. Die Kultur wurde unter weiterem Schiitteln bei 37°C bis zu einer OD g0
von 0,5 — 0,7 wachsen gelassen. Nach kurzem Abkiihlen der Bakterienkultur auf Eis wurden
die Zellen durch Zentrifugation (4000 g, 4°C, 20 min) geerntet.
Nach Entfernung des Medien-Uberstandes wurden die Bakterien in 1 L eiskaltem, sterilem
HEPES-Puffer resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 4000 g (20 min, 4 °C),
und das Sediment wurde in 500 ml HEPES-Puffer suspendiert. Die Zentrifugation wurde
wiederholt und die sedimentierten Bakterien in 2 ml 10 % (v/v) Glycerol-Losung

aufgenommen.
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Gebrauchsfertige Aliquots (50 — 200 pl) wurden in sterile Eppendorf-Gefasse pipettiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80°C gelagert.

Verwendete Puffer:

HEPES-Puffer: 1 mM HEPES, pH 7,0, autoklaviert

10 % Glycerol: 10 % (v/v) Glycerol in 4. bidest, autoklaviert

5.7.2. Herstellung chemisch-kompetenter £. coli-Zellen

Zur Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli-Bakterien war ebenso eine
Ubernachtkultur (DH5a-Zellen oder XL1Blue) notwendig. Es wurden von dieser
Ubernachtkultur 4 ml in 400 ml frisches LB-Medium inokuliert und bis zum Erreichen einer
OD ¢pp von 0,4 unter Schiitteln bei 37°C wachsen gelassen. Die Zellen wurden kurz auf Eis
abgekiihlt und durch Zentrifugation geerntet (4000 g, 4°C, 20 min). Anschliessend wurden die
Zellen in 50 ml eiskaltem, sterilem CaCl,-Puffer resuspendiert.

Dieser Zentrifugations- und Resuspendierungsvorgang wurde wiederholt, bevor eine
Inkubation fiir 30 min auf Eis erfolgte. Anschliessend wurde erneut zentrifugiert, und die
Zellen wurden je nach Pelletgrosse in 3 — 5 ml des CaCl, —Puffers resuspendiert, zu 50 —

200 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
—80°C.

CaCl, —Puffer:

60 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerol
10 mM PIPES

ad 1 L, pH 7,0, autoklaviert
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5.7.3. Transformation durch Elektroporation

Zur Transformation von DNA wurden elektrokompetente XL1Blue-Zellen auf Eis
aufgetaut. Plasmide (50-100 ng) wurden hinzupipettiert und in vorgekiihlte 0,2 cm Elektro-
porationskiivetten (BioRad) gegeben. Die Elektroporation erfolgte mit den Parametern 25 pF,
2,5 kV, 200 Q. Nach Anlegen des Pulses konnte eine Zeitkonstante von 4 — 4,5 ms gemessen
werden. Es wurde sofort 500 pl LB-Medium hinzugegeben und die Suspension in ein steriles
Eppendorf-Gefidss pipettiert. Die Produktion selektiver Markerproteine in den Zellen erfolgte
fiir 1 h bei 37°C und 450 rpm auf einem Thermoschiittler (Eppendorf). Die anschliessend

ausgestrichenen Selektivplatten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.7.4. Transformation durch Hitzeschock

Nach Auftauen der Aliquots von chemisch kompetenten Bakterien (XL1Blue oder
DH50) wurden ca. 50 ng Plasmid, in Fillen von Ligationsreaktionen der gesamte
Ligationsansatz hinzupipettiert. Es erfolgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Der
Hitzeschock wurde fiir DHS5a-Zellen bei 42°C fiir 45 sec bzw. bei XL1Blue-Zellen 90 sec im
Wasserbad durchgefiihrt.

Nach raschem Abkiihlen auf Eis (2 min) wurden die Zellen mit 500 pul LB-Medium versetzt
und fiir 1 h bei 37 °C unter 450 rpm inkubiert. Anschliessend erfolgte das Ausplattieren auf
Selektivplatten und die Inkubation {iber Nacht bei 37°C .

5.8. DNA-Priparationen

Unter Verwendung der Kits von Macherey & Nagel wurde DNA in Mini-, Maxi-
sowie endotoxinfreiem Maxi-Massstab hergestellt. Sdmtliche DNA-Praparationen, die in
Transfektionsexperimenten zum Einsatz kamen, wurden endotoxinfrei hergestellt, um eine
Schadigung der Zellen durch Endotoxine zu verhindern.

Das Prinzip einer endotoxinfreien Priparation umfasst eine alkalische SDS-Lyse. Sowohl
chromosomale als auch Plasmid-DNA wurden unter alkalischen Bedingungen denaturiert.
Zum denaturierten Lysat wurde Kaliumacetat zum Prizipitieren von chromosomaler DNA
und anderen Zellbestandteilen hinzugegeben. Gleichzeitig wurde das Lysat durch das
Kaliumacetat neutralisiert. Die Plasmid-DNA blieb dabei in Losung und konnte so in nativer,

supercoiled Form erhalten werden. Nach Equilibrieren einer Sidule mit einem Puffer wurde
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DNA an eine Anionen-Austausch-Matrix gebunden. Nach mehrmaligem Waschen wurde die

DNA mit Wasser eluiert. Im Einzelnen erfolgte die Priaparation nach Herstellervorschrift.

5.8.1. Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeiten im Max-Planck-Institut in der Ab-
teilung Entwicklungsbiologie durch Herrn G. Dowe auf AbiPrism 377 Sequenzierern oder
von der Fa. Seqlab, Gottingen durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Primer verwendet:

pEGFP-N1-for 5’caacgggactttccaaaatg und pEGFP-N1-rev 5" gctgaacttgtggccgttt.

Folgende Ansidtze waren erforderlich: 300 ng DNA 600 ng DNA
0,3 pmol Primer 20 pmol Primer
in 10 pl Wasser in 7 pl Wasser

fiir hausinterne Proben fiir Seqlab, Gottingen

5.9. Protein-Gelelektrophorese

5.9.1. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Die  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)  ermdglicht  eine
Auftrennung von Proteinen gemiss ihrer Grdsse in einem elektrischen Feld in einer
vernetzten Polymermatrix.

Als Polymer dient Polyacrylamid, das cross-/inking Reagenz ist Bis-Acrylamid.

Ein solches Gel beinhaltet ein oberes Sammelgel, welches niedrigen pH-Wert und geringen
Gehalt an cross-linker aufweist und ein gleichméssiges Einlaufen der Proben in das Gel
ermdglicht. Im unteren Gel (Trenngel) mit hoherem pH-Wert werden die Proben geméss ihrer
Grosse aufgetrennt. Unter den gewdhlten Bedingungen wandern die Proteine im elektrischen
Feld von der Kathode zur Anode.

Zur Denaturierung von Proteinen und Anfiligen negativer Ladung, welche proportional zur
Grosse ist, wurde den Proteinen 10 % iges SDS hinzugefiigt. Durch Zusatz von DTT konnten
vorhandene Disulfidbriicken reduziert werden.

Mini-Gele (7 x 10 cm) wurden in folgender Zusammensetzung hergestellt:
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Komponente 5 % Sammelgel | 7,5 % Trenngel | 10 % Trenngel | 12,5 % Trenngel
Losung A --- 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml

Loésung B 625 ul -—- -

Losung C 375 wl 1,5 ml 2,0 ml 2,5 ml

Wasser 1,28 ml 3,0 ml 2,5ml 2,0ml

TEMED 3ul 3ul 3ul 3ul

40 % APS 22,5 ul 22,5 ul 22,5 ul 22,5 ul

10 % SDS 25 ul 60 pl 60 pl 60 pl

Losung A:

1,5 M Tris/HCI, pH 8,9

Losung B: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Losung C: 29,2 % (w/v) Acrylamid

0,8 % (w/v) Bis-Acrylamid

APS:

SDS:

40 % (w/v) Ammoniumpersulfat

10 % (w/v) Natrium Dodecylsulfat

Probenpuffer nach Laemmli: 62,5 mM Tris/HCL, pH 6,8
3 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Glycerol

10 % (w/v) 2-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

1x Laufpuffer: 25 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS
192 mM Glycin, pH 8,7

Fiir das Trenngel wurden die genannten Losungen gemischt und nach Zusatz von 40 % APS

(Merck) und TEMED (1,2-Bis-(dimethylamino)-Ethan,

Sigma) unverziiglich

in die

Gelapparatur gegossen (bis 2 cm unter dem oberen Rand). Die Glasplatten wurden zuvor mit

70 % Ethanol gereinigt. Um eine Austrocknung des Gels zu vermeiden, wurde das Trenngel
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sofort mit etwas Wasser-gesittigtem Isopropanol {iiberschichtet. Nach abgeschlossener
Polymerisation und Entfernen des Isopropanols wurde das Sammelgel dariiber gegossen und
ein Plastikkamm eingesetzt. In die Taschen dieses Kammes koénnen 10 Proben pro Gel mit bis
zu 30 pl Volumen aufgetragen werden. In die Gelapparatur wurde 1 x Laufpuffer gegossen.
Die Proben wurden schliesslich mit dem gleichen Volumen 2 x Probenpuffer und 1/5
Volumen DTT versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert, nach Entfernen des Kammes in die
Taschen pipettiert und bei einer Spannung von 20 mA pro Gel fiir 1 h aufgetrennt, bis die

Front des Ladepuffers den unteren Rand des Gels erreicht hat.

5.10. Anfiarben von Proteinen in Polyvacrylamid-Gelen

5.10.1 Coomassie-brilliant-Blau-Farbung

Proteingele wurden nach beendeter Elektrophorese in Coomassie-Farbelosung fiir 1 h
gefarbt. Anschliessend erfolgte die Entfarbung des Gels und in einer weiteren Losung das
Rehydrieren. Fiir Protokollzwecke wurden die Gele unter Vakuum getrocknet.

Folgende Losungen wurden verwendet:

Coomassie:

Coomassie Brilliant Blau R250 0,2 % (W/v)

Ethanol 42,5 % (v/v)
Methanol 5% (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)

ad 1 L mit 4. bidest

Entfirbelosung I:

Ethanol 45 % (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)

ad 1 L mit 4. bidest

42



Methoden

Entfirbelosung I1:

Essigsdure 7% (v/v)in 1 L A. bidest

5.11. Western Blot nach Towbin (1979)

5.11.1. Western Blot auf Nitrocellulose-Membranen

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel auf in Blotpuffer praequilibrierte
Whatmann-Papiere (Schleicher & Schiill, GB00S) in einer Blot-Apparatur (Phase, Liibeck)
gelegt. Darauf wurde die ebenso préiequilibrierte Nitrocellulose-Membran gelegt. Es folgte
eine weitere Lage Whatmann-Papier. Mit dieser semi-dry-Methode wurden mittels Spannung

von 100 mA/ Stunde Proteine aus dem Gel auf die Membran Richtung Anode transferiert.

1 L. Blot-Puffer:

20 % (v/v) Methanol
25 mM Tris/HCL, pH 8,3
192 mM Glycin

adlL

5.11.2. Proteinidentifizierung auf Nitrocellulose-Membranen mit AntikOrpern

Transferierte Proteine wurden auf einer Nitrocellulose-Membran (Schleicher &
Schiill) durch kurzzeitige Anfiarbung mit Ponceau S-Losung (Fluka) nachgewiesen. Das
Ponceau Rot wurde durch mehrmaliges Waschen mit 1 x PBS entfernt. Im Anschluss daran
erfolgte das Blocken fiir 2 h bei Raumtemperatur in 5 %-iger Milchpulver-PBS-Losung bzw.
tibernacht in 0,5 % Milchpulver-PBS. Der Primérantikdrper wurde 1 : 1000 in 10 ml
Inkubationspuffer (0,5 % Milchpulver-PBS) verdiinnt und die Membran damit 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min in 0,5 % Milchpulver-PBS wurde der
Sekundérantikorper in einer Verdiinnung von 1 : 20000 — 1 : 40000 verwendet (1h, RT). Der
zweite Antikorper ist Peroxidase-gekoppelt (horse radish peroxidase). Anschliessend

erfolgten mindestens 4 Waschschritte von 20 min in 1 x PBS mit 0,05 % Tween 20 (Sigma).
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5.11.3.Detektion durch Chemilumineszenz

Zur Detektion der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen wurde die
Chemilumineszenz-Methode angewendet. Dabei kam der Kit Western Lightning
Chemiluminescence der Firma PerkinElmer zum Einsatz. Dieser Kit basiert auf einer
verstiarkten Version der Chemilumineszenz-Reaktion, in welcher das Enzym horse radish
peroxidase die Oxidation von Luminol katalysiert, welches mit einer Lichtemission bei 428
nm einhergeht, die mit einer CCD-Kamera aufgenommen wurde. Dazu wurden die zwei
Losungen (Oxidizing solution und enhanced Luminol) im Verhéltnis 1 : 1 gemischt, und der
Blot wurde damit mehrfach benetzt. Signale wurden im FujiFilm-LAS 1000 CCD-Reader mit

entsprechender ImageReader Software detektiert.

5.12. Sterilisation von Material und LOsungen

Hitzebestindige Losungen, wie 1 x PBS sowie Glas- und Kunststoffmaterial, wurden
vor Verwendung durch Autoklavieren (25 min, 121°C) sterilisiert.

Teilweise wurden von den Firmen sterile Einweg-Artikel bezogen.

5.13. Zellkultur-Techniken

5.13.1. Auftauen von gefrorenen Zellen

Bei -196°C in fliissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden ca. 2 min bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut und in ein bereits mit vorgewdrmtem Medium (s. 5.13.2) gefiilltes
Zentrifugationsrohrchen pipettiert. Das Abzentrifugieren bei 1000 rpm fiir 2 min diente der
Entfernung von DMSO, welches beim Einfrieren zugesetzt wurde. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert und zum Anwachsen

auf 10 cm Plastikschalen ausgesit.

5.13.2. Kultur von Siugetier-Zellen

Zur Kultur von COS 7-Zellen wurde Dulbecco’s MEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium mit zusdztlich 4,5 g/ L Glucose) verwendet. Zugesetzt wurden 10 % fetales

Kailberserum (FKS), 2 mM Glutamin, Penicillin/Streptomycin (Penicillin 100 U/ml;
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Streptomycin 0,1 mg/ml) sowie Natrium-Pyruvat (ImM).

Die Inkubation von COS 7-Zellen erfolgte bei 37°C, 10 % CO,-Atmosphire und

95 % Luftfeuchte. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 % wurden die Zellen 1 : 4 geteilt.
Dazu wurde von der bewachsenen Platte das Medium entfernt und die Zellen mit einem
Gemisch aus 0,05 % (w/v) Trypsin, 0,02 % (w/v) EDTA 5 min bei 37°C inkubiert. Nach
mehrfachem Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen von der Platte und voneinander geldst
und in ein bereits mit Medium gefiilltes Rohrchen gegeben. Durch Zugabe des Mediums
wurde der tryptische Verdau gestoppt. Nach Abzentrifugieren und Waschen mit 1 x PBS
konnten die Zellen entweder fiir weitere Versuche geerntet oder auf Kulturschalen mit neuem

Medium verteilt werden.

5.13.3. Transfektion von COS 7-Zellen durch Elektroporation

COS 7-Zellen wuchsen bis 90 % Konfluenz auf den Kulturschalen. Fiir Inter-
aktionsstudien wie cross-linking-Versuche wurden je drei 15 cm Platten trypsinisiert, in 1 x
PBS gewaschen und in 350 pl Cytomix resuspendiert. Die Transfektion dieser Zellen geschah
mit 20 pg DNA durch Elektroporation in BioRad-Kiivetten (2mm) im GenePulser
Elektroporator (BioRad) bei 50 pF, 200 Q und 0,7 kV bei einer Zeitkonstante von 1,4 —

1,8 ms. Die Zellen wurden anschliessend auf eine 15 cm Platte pipettiert und 17 h bei 37°C
und 10 % CO, wachsen gelassen.

Fiir Immunfluoreszenz-Versuche wurde eine analoge Transfektion durchgefiihrt, jedoch mit

5 ug DNA in 200 pl Cytomix. Nach der Elektroporation mit den gleichen Parametern wurden
lediglich 100 pl aus der Kiivette auf ein Deckgldschen in einer 6-well-Platte mit 2 ml Medium

pipettiert. So wurde eine optimale Zelldichte bei Inkubationszeiten fiir 17 h gewihrleistet.

5.14. Immunfluoreszenz

Uber Nacht mit Zellen bewachsene Deckglischen wurden zur Entfernung von
Medium in 1 x PBS gewaschen und 15 min in 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA, Sigma) bei
37 °C fixiert. Deckglédschen mit Zellen, die Fusionskonstrukte wie Pipe-GFP exprimierten,
wurden nach der Fixierung in 1 x PBS gewaschen und mit Fluorescence Mounting Medium
(Dako) auf Objekttrigern eingebettet.

Fir ohne GFP-Anteil exprimierte Proteine erfolgte erst ein Waschschritt in 50 mM

Ammoniumchlorid (NH4Cl) und anschliessend eine Inkubation von 10 min bei 37°C zum

45



Methoden

Abblocken freier Aldehydgruppen. Nach 2-maligem Waschen in 1 x PBS wurden die
Zellmembranen durch 0,1 % (w/v) Saponin-PBS fiir 10 min bei 37°C permeabilisiert. Im
Anschluss an weitere 10 min Inkubation in 3 % (w/v) BSA in Saponin-PBS erfolgte die
Inkubation mit dem 1. Antikorper (Anti-Wind) in einer Verdiinnung von 1 : 150 in
BSA/Saponin-PBS fiir 1 h bei 37°C in einer feuchten Kammer. Der 1. Antikorper wurde duch
folgende Waschschritte entfernt: 5 min 1 x PBS, zweimal 5 min Saponin und kurzes
Eintauchen in die BSA/Saponin-PBS. Als 2. Antikdrper wurde ein Cy3-konjugierter ,,Ziege
anti-Kaninchen“ Antikdrper in der Verdiinnung 1 : 1000 eingesetzt. Die Inkubation erfolgte
analog zur Inkubation mit dem 1. Antikorper. Nach Entfernen des 2. Antikorpers durch
zweimaliges Waschen der Deckgldschen in Saponin-PBS sowie mit 1 x PBS konnten sie mit
dem Fluoreszenz Mounting Medium (Dako) eingebettet werden. Zur Immobilisierung wurden
die Deckgldschen mit Nagellack versiegelt.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfiarbung wurde am Zeiss Axiovert 200 Mikroskop mit
entsprechenden Filtern durchgefiihrt. Die Anregungsfilter fiir Cy3 und GFP waren 565/30 nm
bzw. 480/40 nm, die Emissionsfilter 645/75 nm bzw. 527/30 nm.

5.15. Protein-Protein-Interaktionen

5.15.1. Oligomerisierungs-Experimente

5.15.1.1. cross-linking von Wind-Wt bzw. Wind-Mutanten mit Disuccinimidyl Suberat (DSS)

Wie in 5.13.3 beschrieben, wurden transfizierte Zellen geerntet. Nach Resuspendieren
der Zellen in KHM-base-Puffer erfolgte ein Zentrifugationsschritt (1 min, 13000 rpm, RT).
Das Zellpellet wurde danach in 1 ml KHM-Puffer + Proteaseinhibitor (Complete tablet,
Roche, 18,5 mg EDTA, hemmt Serin-, Cystein und Metalloproteinasen) geldst und erneut
zentrifugiert. Durch 3-maliges Passsagieren durch Kaniilen mit abnehmenden Durchmesser
(20 G, 23 G, 27 G) wurde das Zellpellet zerstort und somit ein Zell-Lysat hergestellt.

In Eppendorf-Getfisse wurden fiir jede Probe 250 pul dieses Zell-Lysats pipettiert.

DMSO wurde in den Deckel pipettiert zu je 40 pl, 37,5 pul, 35 pl und 20 pl. Dann wurde der
cross-linker Disuccinimidyl Suberat (DSS, 100 mM in DMSO) zu einer Endkonzentration
von 0; 0,25; 0,5 und 2 mM in den Deckel hinzupipettiert. Nach Deckelschliessung wurde
sofort gemischt. Das cross-linking wurde fiir 30 min bei RT durchgefiihrt und durch Zugabe
von 20mM Stop-Mix (Glycin) und Inkubation fiir 15 min auf Eis beendet. Anschliessend
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wurden die Proben abzentrifugiert (13000 rpm). Das erhaltene Pellet wurde in ca. 40 ul 1 x
PBS resuspendiert, mit 100 pl Laemmli-Puffer + 20 ul DTT versetzt und bei 95 °C 5 min
denaturiert.

Der Uberstand wurde anschliessend einer TCA-Fillung (Endkonzentration 8 % TCA)
unterzogen, zentrifugiert und das Sediment einmalig mit Aceton gewaschen. Das nun
erhaltenen Pellet wurde ebenso in PBS geldst und mit Laemmli-Puffer und DTT versetzt wie
oben beschrieben.

Alle Proben wurden je nach Grosse der Proteine auf 12,5-, 10- oder 7,5- %igen Gelen
aufgetrennt.

Ebenso wurden Cross-linking Versuche mit Pipe-GFP durchgefiihrt.

Verwendete Puffer beim cross-linking:

200 mM Magnesium-Acetat, 50 ml

KHM-base, 400 ml 20 mM Hepes, 110 mM Kalium-Acetat, pH 7,2
KHM, 100 ml KHM-base + 2mM Magnesium-Acetat, pH 7,2
100 mM DSS, 200 pl in DMSO

Stop-Mix, 5 ml 200 mM Glycin

1 M Glycin, 20 ml In KHM-base, pH 7,2

DMSO Raumtemperatur

30 % (w/v) TCA eiskalt

Aceton eiskalt
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6. Ergebnisse

Wind ist ein wichtiger Faktor in der Dorso-Ventral-Entwicklung in D. melanogaster,
der fiir die Golgi-Lokalisation von Pipe, einer mutmasslichen 2-O-Sulfotransferase notwendig
ist.

Im Rahmen dieser Arbeit werde ich zeigen, dass Wind direkt mit Pipe interagiert. Durch
Expression verschiedener Mutanten von Wind im Translokationsassay mit Pipe wurde eine
Peptid-Bindestelle identifiziert: sie liegt in der Thioredoxin-Doméne von Wind. Mutationen in
der D-Doméne zeigen soweit keinen Hinweis auf eine weitere Bindestelle. Beide Doménen
(Thioredoxin- und D-Doméne) sind aber fiir den Transport von Pipe in den Golgi erforderlich.
Beide Doménen sind jedoch nicht in der Lage, Pipe zu prozessieren, wenn sie separat in
COS7-Zellen exprimiert werden. Eine Pipe-Prozessierung in den Golgi findet erst statt, wenn
die D-Doméne kovalent an die Thioredoxin-Domine iiber einen Linker gebunden ist.

Weiterhin werde ich zeigen, dass Wind nur als Dimer Pipe prozessieren kann. Dieses konnte
bedeuten, dass der Transport von Pipe in den Golgi von der Anwesenheit beider Thioredoxin-

Dominen abhingig ist, unter Beteiligung von einer oder beiden D-Doménen.

6.1. Direkte Interaktion von Wind mit Pipe

6.1.1. Deletions-Mutagenese von Wind

Von Wind wurden folgende Deletionskonstrukte amplifiziert und im Pipe-Trans-
lokationsassay im Vergleich zu full-length Wind (Wind-WT) untersucht (Abb.15, la-c):
WindABCDAKEEL*  (Abb.15, 2a-c), Wind mit verkiirzter D-Domidne ABCint. KEEL*
(Abb.15, 3a-c), WindABC-KEEL* (Abb.15, 4a-c), WindABC* (Abb.15, 5a-c). Desweiteren
wurde ein Fusionskonstrukt bestehend aus der Thioredoxin-Doméne von Wind und der D-
Domine von ERp28 WindABC-ERp28D (Abb.15, 6a-c) generiert. Dariiberhinaus wurde
untersucht, ob die D-Doméne (ssD*) von Wind allein in der Lage ist, Pipe zu translozieren
(Abb.15, 7a-c). Die Fluoreszenz der transfizierten Zellen aller Versuche wurde mit den
gleichen Messparametern (Belichtungsdauer, Objektiv) bestimmt. Wenn nicht anders
geschildert, wurden Translokationsversuche von Pipe mit Wind Deletions- oder

Punktmutanten dreimalig durchgefiihrt.

48



Ergebnisse

In allen durchgefiihrten Immunfluoreszenzversuchen ist zu erkennen, dass sowohl Wind-WT
als auch die untersuchten Wind-Mutanten mit Wind-spezifischen Antikoérpern nachgewiesen
werden konnen und immer im ER lokalisiert sind. Pipe ist direkt im GFP-Kanal zu sehen, da
hier stets ein Pipe-GFP-Fusionskonstrukt im Translokationsassay zur Anwendung kommt.
Aus den Ergebnissen der Deletionsversuche von Wind kann man erkennen, dass das KEEL-
Signal am C-Terminus von Wind fiir die Retention des Proteins im ER nicht erforderlich ist.
Dieses lasst sich daraus schliessen, dass im Konstrukt WindABCDAKEEL* eine
vergleichbare Verteilung im ER zum Wind Wildtyp vorherrscht (Abb.15, 2a und b). Ebenso
hat die Deletion der KEEL-Sequenz keinen Effekt auf die Pipe-Translokation. Pipe wird bei
Co-Transfektion mit Wind ABCDAKEEL ebenso in den Golgi transportiert (Abb.15, 2c¢).

Erst bei der teilweisen Deletion der D-Domine von Wind im Konstrukt Wind ABCint. KEEL*
wird die Translokation von Pipe verhindert (Abb.15, 3¢). Dieses bedeutet, dass die D-Doméne
fiir den Transport von Pipe erforderlich ist.

Dieses wird auch bei der Co-Expression von sowohl WindABC-KEEL* als auch WindABC*
mit Pipe deutlich. Durch das Fehlen der D-Domine in diesen Konstrukten sind die Proteine
nicht mehr in der Lage, Pipe in den Golgi zu translozieren (Abb.15, 4c und 5c¢).

Gleichzeitig kann festgestellt werden, dass auch das Fehlen der KEEL-Sequenz scheinbar
keine andere Wind-Verteilung im ER bewirkt (Abb.15, 4a,b, 5a, b).

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte ebenso untersucht werden, ob die D-Domédne von Wind
durch die seines Sdauger-Homologs ERp28 ersetzbar ist.

Die Transfektion mit dem zu diesem Zweck amplifizierten Fusionskonstrukt WindABC-
ERp28D* zeigt, dass die D-Doméne von ERp28 durchaus die Funktion der D-Doméne von
Wind erfiillen kann. Bei Co-Transfektion dieses Fusionskonstrukts mit Pipe zeigt sich eine
Golgi-Verteilung vergleichbar zu Transfektionsexperimenten mit Wind-Wildtyp (Abb.15, 6c).
Die D-Domine von Wind allein ist jedoch nicht in der Lage, Pipe in den Golgi zu
translozieren (Abb.15, 7c).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass eine Prozessierung von Pipe nur stattfinden kann,
wenn das Wind-Protein iiber seine eigene komplette D-Doméne oder die des Sauger-

Homologs ERp28 verfiigt.
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Einzelexpression Co-Expression Einzelexpression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP Pipe-GFP

Abb. 15: Effekte verschiedener Wind-Mutationen auf die Prozessierung von Pipe in COS7-Zellen.

In der ersten Spalte (Abb.15, la-c) ist die Transfektion von Wind-WT dargestellt: 1a zeigt die Einzelexpression
von Wind, nachgewiesen mit Wind-spezifischen Antikdrpern, 1b und lc zeigen die Co-Transfektion von Wind
und Pipe. Wind ist jeweils im ER lokalisiert (Abb.15, 1a, 1b). 1c zeigt die typische Golgi-Verteilung von Pipe-
GFP bei Co-Expression mit Wind-WT, im Vergleich zur Einzelexpression von Pipe-GFP (1d). In (2) ist die
Transfektion der Mutante Wind ABCDAKEEL* dargestellt: 2a zeigt die separate Expression von Wind
ABCDAKEEL*. Die Bilder 2b und 2c zeigen die Co-Transfektion dieser Mutante mit Pipe im Cy3- bzw. im
GFP-Kanal. Pipe wird trotz Fehlen des KEEL-Signals in den Golgi transloziert (Abb.15, 2¢), wobei Wind im ER
lokalisiert bleibt (Abb.15, 2a, 2b).

Unter 3 ist die Transfektion von WindABCint. KEEL* dargestellt. In 3a ist die Einzelexpression dieser Mutante
mit der ER-Verteilung zu sehen. In 3b und 3c ist die Co-Transfektion dieser Mutante mit Pipe gezeigt. Im
Unterschied zum Wind-WT wird mit der Mutante WindABCint.KEEL* Pipe nicht mehr in den Golgi
transloziert (3c).

In den Abbildungsreihen 4a-c und 5a-c sind die Ergebnisse der Einzel- bzw. Co-Expression von WindABC-
KEEL* und WindABC* mit Pipe dargestellt. 4a und 5a zeigen wiederum die Einzelexpression dieser Mutanten
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mit der ER-Lokalisation. 4b und 5b zeigen die Wind-Expression im ER. In beiden Mutanten erfolgt bei Co-
Transfektion mit Pipe keine Golgi-Translokation. Pipe bleibt im ER lokalisiert (4c, 5c).

In 6a-c sind Experimente mit dem Fusionskonstrukt bestehend aus WindABC und der D-Doméne von ERp28
dargestellt. Es verhilt sich wie Wind-WT (6a und b) und ist im ER lokalisiert. Trotz des Austausches der D-
Doméne von Wind gegen die des ERp28 wird von Pipe in den Golgi transloziert (6c¢).

In 7a-c ist die Expression der D-Doméne (ssD*) von Wind dargestellt. Die D-Doméne von Wind allein ist nicht
in der Lage, die Pipe-Translokation in den Golgi zu katalysieren (7c).

6.1.2. Identifizierung einer Substrat-Bindestelle in der Thioredoxin-Doméne von Wind

Ausgehend von der Kiristallstruktur von Wind wurden oberfldchlich gelegene
Aminosduren ausgewdhlt, mutiert und die Fahigkeit der resultierenden Mutanten untersucht,
Pipe zu prozessieren. Dabei wurden die Mutationen so gewéhlt, dass sie die Dimerisierung
nicht messbar beeinflussten (s. 6.2 Oligomerisierungsexperimente). In der Thioredoxin-
Domine wurden 10 solcher Mutationen gefunden, die den Transport von Pipe zum Golgi
verhindern. Dazu gehéren Wind V28D, V28Y, D50ON, D50A, Y53S, Y55K, E60Q, K84D,
Y86Q und P106D (s. Abb.16). Bis auf Wind K84D sind alle Aminosduren in Wind-
homologen Proteinen (ERp28, ERp29) konserviert.
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Thioredoxin-Doméne D-Doméne

Abb. 16: Struktur des Wind-Dimers.

Dargestellt sind in rot solche Punktmutationen in Wind, die die Pipe-Prozessierung verhindern. In blau sind
Wind-Mutanten dargestellt, die keinen Effekt auf den Pipe-Transport haben. V28 ist in dieser Abbildung hinter
Y53 verborgen und somit nicht rot dargestellt.

In Transfektions-Versuchen mit anschliessender Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt sich
folgende Lokalisation der Proteine Wind und Pipe (Abb. 17): die Wind-Mutanten Y55K,
Y86Q und P106D aber nicht E60Q zeigen in der separaten Transfektion eine dem Wind-WT
vergleichbare Expression und Lokalisation (1la, 3a, 4a). Alle verhindern die Translokation
von Pipe in den Golgi bei Co-Expression dieser Wind-Mutanten mit Pipe (Abb.17, 1c-4c).
Bei der Wind-Mutante Y55K zeichnet sich eine Verringerung der Proteinmenge sowohl von
Wind Y55K als auch von Pipe bei Co-Transfektion ab (1b, 1c). Daraus kann man schliessen,
dass Wind Y55K eine sehr stabile Bindung mit Pipe eingeht. Diese Bindung ist so stabil, dass
die Proteine nach ihrer Interaktion nicht getrennt, sondern gemeinsam abgebaut werden.
Etwas anders verhilt es sich bei der Co-Transfektion von Wind Y86Q mit Pipe: hier ergibt
sich keine Verringerung der Proteinmenge von Wind Y86Q (3b), jedoch nimmt die Pipe-
Expression ab (3c). Auch hier kommt es zu einer starken Bindung von Wind Y86Q an Pipe.
Die Mutante Wind E60Q wird insgesamt schwécher exprimiert, unabhingig davon, ob eine
Einzel- oder Co-Transfektion vorliegt (2a, 2b). Dieses wurde in allen drei durchgefiihrten
Experimenten beobachtet. Beziiglich der Pipe-Expression in der Co-Transfektion ist im

Vergleich zu Pipe-WT keine Anderung zu beobachten (2c).
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Die Mutante Wind P106D verhilt sich in Einzel- wie auch Co-Expression wie Wind-WT. Es

kommt zu keiner Anderung im Expressionsniveau (4a-c).

Einzelexpression Co-Expression
Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

lc

Abb. 17: Effekte von Wind Punktmutationen auf den Transport von Pipe zum Golgi in COS7-Zellen.
Dargestellt sind die Wind Mutanten Y55K (la-c), E60Q (2a-c), Y86Q (3a-c) und P106D (4a-c). In allen Co-
Transfektionen dieser Mutanten mit Pipe bleibt die Translokation von Pipe in den Golgi aus (1c-4c). Bei der
Mutante Wind Y55K fillt auf, dass die detektierbare Menge an Wind und Pipe bei der Co-Transfektion beider
Proteine abnimmt (1b, 1c¢).

Die Wind Mutante E60Q zeigt in Einzel- wie auch Co-Transfektion eine insgesamt schwéchere Expression (2a,
2b) und keine typische ER-Verteilung (2¢). So ist z.B. die Kernmembran im Vergleich zu anderen Wind-
Mutanten nicht so deutlich zu erkennen. Auch bei der Co-Transfektion von Y86Q mit Pipe ist zu erkennen, dass
die nachweisbare Pipemenge abnimmt (3c¢).

4a-c zeigen die Expression von Wind P106 dhnlich zu Wind-WT.

Bei einigen Wind-Mutationen (D50N, Y53S und K84D) wurde sogar festgestellt, dass nicht
nur der Pipe-Transport verhindert wurde, sondern dass in co-transfizierten Zellen die
nachweisbaren Mengen sowohl von Wind als auch von Pipe im Vergleich zum Wind-WT
abnehmen (s. Abb.18a). Bei im ER retinierten Proteinen, die nicht weiter transportiert und als
falsch gefaltet erkannt werden, kommt es zu ER-assoziierter Degradation (ERAD) dieser
Proteine (s. Einleitung). Dieser Prozess ist Proteasom-abhdngig. Die Beteiligung von ERAD
an den beobachteten Effekten der Mutanten D5SON, Y53S und K84D konnte durch Einsatz des
Proteasom-Inhibitors MG 132 bestitigt werden.
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Zu diesem Zweck wurden transfizierte Zellen 13 h inkubiert, anschliessend mit dem
Proteasom-Inhibitor MG132 (10 uM) fiir 4 h behandelt und im Fluoreszenzmikroskop auf
ihre Expression iiberpriift (s. Abb. 18a). Als Kontrollen dienten transfizierte Zellen, die nicht
mit dem Inhibitor behandelt wurden.

Es ist kein Unterschied in der nachweisbaren Proteinmenge zu sehen, wenn die Wind-
Mutanten in der Einzelexpression mit oder ohne Proteasominhibitor MG 132 fiir 4 h inkubiert
wurden. Dies deutet darauf hin, dass die Protein-Expression und die Stabilitidt dieser
Punktmutanten im ER &hnlich sind. So ist die nachweisbare Menge der Mutante Wind D50N
ohne Proteasominhibitor-Behandlung (Abb. 18a,1a) vergleichbar mit der bei der Inkubation
mit MG 132 gefundenen Proteinmenge (Abb. 18a, 1b). Bei Co-Expression von Wind D50N
mit Pipe ist eine Abnahme von D50N im Cy3-Kanal zu erkennen (lIc), welche durch
Inkubation mit MG 132 verhindert wird (1d). In der Abbildung 18, 2a-d ist als Vergleich dazu
die Pipe-Expression dargestellt, 2a zeigt Pipe ohne Inhibitor-Behandlung. Bei Einzel-
expression von Pipe fiihrt MG 132 zu einem reduzierten Abbau (2b). Bei Co-Transfektion
von Wind D50N mit Pipe zeigt sich ohne MG 132-Inkubation eine Abnahme der Wind-
Mutante (2¢) verglichen mit der Einzelexpression ohne Inhibitor (2a). Die Hemmung des
Wind D50N-Abbaus wird im Falle der Co-Expression durch MG 132 besonders deutlich (2d).
Diese Ergebnisse zeigen, dass unter diesen Bedingungen Wind D50N zusammen mit Pipe
degradiert wird.

In der Abbildung 18a, 3a-d ist die Mutante Wind Y53S dargestellt. Bei Einzelexpression von
Wind Y53S mit oder ohne MG 132-Behandlung ist kein Unterschied zu erkennen (3a u. 3b).
Bei Co-Transfektion mit Pipe ist aber eine deutliche Abnahme von Y53S im Cy3-Kanal zu
beobachten (3c), die unter MG 132-Behandlung ausbleibt (3d). Auch in diesem Versuch
kommt es zu einem reduzierten Abbau von Pipe bei MG 132-Behandlung (4b) im Vergleich
zu mit Pipe transfizierten Zellen ohne MG 132-Inkubation (4a). Bei Co-Expression mit Wind
Y53S wird ebenso eine verstirkte Abnahme von Pipe (ohne MG 132) im GFP-Kanal
beobachtet (4c), welches durch MG 132 deutlich gehemmt wird. Auch in diesem Versuch ist

eine Co-Degradation von Wind und Pipe zu beobachten.
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Die gleichen beschriebenen Effekte treffen auch flir die Mutante Wind K84D zu (Abb. 18a,
Sa-d und 6a-d). Bei Einzelexpression hat MG 132 keinen Einfluss auf die nachweisbare
Proteinmenge an Wind K84D (Abb. 18a, 5a-b). Bei Co-Transfektion von Wind K84D mit
Pipe kommt es zu einer starken Abnahme von Wind K84D (5c), die unter MG 132 verhindert
wird (5d). Auch bei der Mutante Wind K84D ist eine Co-Degradation von Wind mit Pipe zu
erkennen (Abb. 18a, 6a-d).

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen darauf schliessen, dass die Wind-Mutanten D50N,
Y53S und K84D aufgrund der Degradation bei Co-Expression dieser Mutanten mit Pipe eine
starke Interaktion mit Pipe zeigen. Im Vergleich dazu ist bei Wind-WT kein Unterschied in
der Proteinmenge zu sehen, wenn Zellen in Einzel- bzw. Co-Expression mit und ohne
Inhibitor inkubiert werden (Abb. 18b, la-d). Bei der Co-Transfektion von Wind-WT mit Pipe
ist bei behandelten Zellen eine geringere Verteilung von Pipe im Golgi zu sehen (Abb. 18b,

11).

Einzelexpression Co-Expression
Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP
- MG 132 + MG 132 - MG 132 + MG 132

D50ON

Pipe-GFP

Y53S

Pipe-GFP

K84D

Pipe-GFP

Abb. 18a: Spezifische Punktmutationen in Wind hemmen nicht nur die Translokation von Pipe, sondern
beeinflussen auch den Abbau von Wind-Mutanten und Pipe.
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Einzelexpression Co-Expression Co-Expression
Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP
- MG 132 +MG 132 -MG132 +MG132 -MG 132 + MG 132

Wind-WT

Abb. 18b: Einfluss von MG 132 auf die Expression von Wind-WT.

Abb. 18a, laund 1b zeigen die Mutante Wind D50N in der Einzelexpression mit und ohne MG 132.

Pipe im ER. In 1 c ist die Co-Transfektion mit Pipe ohne MG 132 zu sehen, in 1d die Co-Transfektion nach 4h
MG 132-Inkubation (10 uM) der Zellen. Die Menge an Wind D50N nimmt bei Co-Transfektion mit Pipe ab
(1c). In co-transfizierten Zellen ist unter MG 132 ein Anstieg von Wind D50N zu beobachten (1d). In 2a und 2b
ist die alleinige Expression von Pipe ohne und mit MG 132 dargestellt. Abb. 18a, 2b zeigt bei Pipe mit MG 132-
Inkubation einen reduzierten Abbau im Vergleich zu unbehandelten Zellen (2a). Bei Co-Transfektion mit Wind
D50N nimmt die Menge an Pipe ohne Inhibitor weniger stark ab als bei alleiniger Expression ohne MG 132 (2¢).
Unter MG 132-Einfluss ist der Abbau von Pipe bei Co-Transfektion mit Wind D50N deutlich vermindert (2d).

In 3a-d ist die Mutante Wind YS53S dargestellt. Einzeln exprimiert zeigt sich bei dieser Mutante eine
vergleichbare ER-Expression in Anwesenheit (3b) oder Abwesenheit (3a) von MG 132. Nach der Co-
Transfektion mit Pipe zeigt sich ohne Inhibitor-Behandlung eine Abnahme der Wind Y53S-Expression (3c). Bei
Inkubation mit MG 132 zeigt sich eine vermehrte Expression von Wind Y53S in co-transfizierten Zellen (3d).

In 4a-d sind analog zu 2a-d die mit Pipe-GFP separat und co-transfizierten Zellen im GFP-Kanal zu sehen. Es
zeigt sich eine erhdhte Menge an Pipe bei Inhibitor-behandelten Zellen in der Einzeltransfektion (4b) im Ver-
gleich zu unbehandelten, mit Pipe transfizierten Zellen (4a). Nach MG 132-Behandlung ist der Abbau von Pipe
in co-transfizierten Zellen deutlich gehemmt (4d). Dabei kommt es wiederum zu einer starken Abnahme der
Pipe-Menge nach der Co-Transfektion mit Wind Y53S (4c¢).

Wind K84D wird bei alleiniger Expression mit oder ohne Inhibitor vergleichbar im ER exprimiert (5a, 5b). In
co-transfizierten COS7-Zellen zeigt sich eine Abnahme von Wind K84D (5¢) ohne MG 132. Bei Inkubation mit
Inhibitor kommt es in co-transfizierten Zellen zu einem starken Anstieg von Wind K84D (5d).

In 6¢ und 6d sind analog zu 2c¢ und 2d die co-transfizierten Zellen im GFP-Kanal zu sehen (Pipe-GFP). Es zeigt
sich unter MG 132 ein reduzierter Abbau in der Einzeltransfektion (6b) im Vergleich zu unbehandelten, allein
transfizierten Pipe-Zellen (6a). In co-transfizierten nicht behandelten Zellen nimmt die Pipe-Menge verglichen
mit nicht behandelten Zellen bei Einzeltransfektion deutlich ab (6c)

Nach MG 132-Behandlung zeigt sich ein reduzierter Abbau von Pipe in co-transfizierten Zellen (6d).

In Abb. 18b, la-f ist als Vergleich Wind-WT mit und ohne Behandlung von MG 132 gezeigt. Bei Einzel- und
auch Co-Expression mit Pipe ist die Menge an detektierbaren Wind-Proteins gleich (7a-d). Bei Co-Expression
mit Pipe zeigt sich bei MG 132-Behandlung eine geringere Golgi-Verteilung von Pipe (7f) als in unbehandelten
Zellen (7¢).

Die Co-Degradation von Wind in diesen Mutanten zusammen mit Pipe sollte auch
biochemisch nachgewiesen werden. Dazu wurden COS7-Zellen wie beschrieben mit den
Wind-Mutanten D5ON, Y53S und K84D und mit Pipe co-transfiziert. Bei der Hélfte der Co-
Transfektionen wurden nach 13 h Inkubation 10 uM Proteasom-Inhibitor MG 132 zugesetzt
und 4 weitere Stunden inkubiert. Die andere Hélfte wurde nicht mit MG 132 behandelt und

17 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Trypsinisierung geerntet, in

180 ul PBS suspendiert, mit 2-fach Probenpuffer und DTT versetzt und ihre Proteinmenge
mit GFP-Antikorpern in Western Blots nachgewiesen. Es zeigt sich eine fast doppelt so
grosse Menge an Pipe-Protein in den durchgefiihrten Transfektionsversuchen nach

Behandlung mit MG 132 im Vergleich zu nicht behandelten Zellen (s. Abb. 18c). Bei Wind
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kam es nur zu einem sehr geringen Anstieg der Proteinmenge nach MG 132-Behandlung

(Daten nicht gezeigt).
MG 132 Marker
-+ -+ -+
T— S c— S q— — - 79 kDa
D50N Y53S K84D

Abb. 18c: Einfluss von MG 132 auf die Proteinmenge von D5S0N, Y53S und K84D.

In allen Mutanten, bei denen in der Immunfluoreszenz eine Co-Degradation von Wind mit Pipe beobachtet
wurde, ist bei Behandlung mit MG 132 auch ein Anstieg der Menge nachweisbaren Proteins auf dem Western
Blot zu verzeichnen. Der hier gezeigte Blot stellt den Nachweis von Pipe mit GFP-Antikdrpern auf einem 7 %-
igen SDS-Gel dar. Als Proteinmarker dient Rinderalbumin (79 kDa).

Weitere Mutationen von D50 im Wind-Protein zu Alanin und Serin (D50A, D50S) wurden
durchgefiihrt. Bei Einzel- wie auch bei Co-Transfektion von Wind D50A oder D50S mit Pipe-
GFP ist eine zum Wildtyp vergleichbare Menge der Mutanten sichtbar (s.. Abb. 19, 1a-b, 2a-
2b). Die Mutante Wind D50S ist in der Lage eine teilweise Translokation von Pipe in den
Golgi zu katalysieren (2c), wiahrend Wind D50A keine messbare Aktivitdt zeigt (1c).

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 19: Weitere Mutationen von D50 haben teilweise Einfluss auf die Translokation von Pipe.

In la-c ist die Expression von Wind D50A, in 2a-c die Expression von Wind D50S dargestellt. Wahrend Wind
D50S die Translokation von Pipe teilweise katalysiert (2¢), ist Wind D50A nicht in der Lage, Pipe zu
prozessieren. Pipe bleibt ausschliesslich im ER lokalisiert (1c). Die hier gezeigten Experimente wurde nur
einmal durchgefiihrt.
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Bei nédherer Betrachtung der bereits dargestellten Punktmutationen in Wind (D50N, D50A,
Y53S, Y55K, E60Q, K84D, Y86Q und P106D) fillt auf, dass von acht durchgefiihrten
Mutationen, die einen Effekt auf die Pipe-Prozessierung zeigen, drei Tyrosine (Y53S, Y55K
und Y86Q) beteiligt sind. Diese drei Tyrosine bilden ein Cluster auf der Oberflache des
Wind-Proteins. Um herauszufinden, ob die fehlende Aktivitit dieser Mutanten auf den
hydrophoben oder polaren Charakter der Tyrosine zuriickzufiihren ist, wurden diese drei
Tyrosine zu Phenylalanin mutiert. Die Mutanten von Wind Y53F, Y55F und Y86F haben
jedoch keinen negativen Effekt hinsichtlich der Translokation von Pipe in den Golgi (s. Abb.
20).

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 20: Der Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin in den Positionen 53, 55 und 86 des Wind-
Proteins hat keinen negativen Effekt auf die Wind-katalysierte Translokation von Pipe.

In allen durchgefiihrten Co-Transfektionen dieser Wind-Mutanten mit Pipe kommt es zu einer Golgi-
Lokalisation von Pipe (1c-3c). Zu 1 c ist zu sagen, dass es sich nicht um eine vollstindige Translokation von
Pipe in den Golgi handelt. Ein Teil des Pipe-Proteins liegt im Bereich punktueller Strukturen, moglicherweise
exit-sites im ER.

Im Gegensatz dazu konnen Wind Y86L und Y55S nur eingeschriankt den Transport von Pipe
in den Golgi katalysieren (s. Abb. 21, 2c, 3c ). Wind Y86S katalysiert dagegen die
Translokation von Pipe in den Golgi wie Wind-WT (s. Abb. 21, 4c).
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Daraus ldsst sich schliessen, dass die Pipe-Translokation nicht auf dem polaren Charakter von
Tyrosin sondern auf dessen Hydrophobizitit beruht und dass das Tyrosinpaar Y53 und Y55

eine gemeinsame Oberfliche darstellt, die fiir die Pipe-Prozessierung erforderlich ist.

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

lc

Abb. 21: Wind Y86L und Wind Y55S zeigen eine eingeschriinkte, Wind Y86S eine normale Aktivitit
hinsichtlich der Translokation von Pipe in den Golgi.

In la-c ist als Vergleich Wind-WT dargestellt. 1c zeigt die typische Golgi-Verteilung bei Co-Expression von
Wind-WT mit Pipe.

In 2a-c, 3a-c und 4a-c sind die Mutationen Wind Y86L, Y55S und Y86S gezeigt. In 2b und 3b kommt es bei Co-
Expression mit Pipe zu einer anderen Verteilung in der Zelle verglichen mit Wind-WT (2b, 3b). Es ist eine nur
schwache Golgi-Lokalisation zu erkennen, welche mit Pfeilen dargestellt ist (2c, 3c¢).

Die Mutante Wind Y86S transloziert Pipe in den Golgi in &hnlicher Weise wie Wind-WT (4c).

Die Experimente mit den Mutanten Wind Y86L und Wind Y86S wurden einmal, mit der Mutante Y55S zweimal
durchgefiihrt.
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Weiterhin wurden einige Aminosduren aus der Umgebung des Tyrosin-Clusters untersucht.
So wurden Wind I51 und A52 so mutiert, dass sie eine mogliche hydrophobe Bindung
beeintrichtigen sollten. Die Mutanten Wind I51R, I51S und A52S weisen normale Aktivitét
beziiglich des Pipe-Transports auf. Dies ldsst vermuten, dass diese Aminosduren in Wind
nicht an der Interaktion mit Pipe beteiligt sind. In Abb. 22 ist reprdsentativ flir die genannten

Mutationen Wind [52S und sein Effekt auf die Translokation von Pipe dargestellt.

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 22: Aminosiduren um das Tyrosin-Cluster sind nicht an der Interaktion von Pipe beteiligt.
In 1a und 1a sind die Einzel- bzw. Co-Expressionen von Wind 1528 dargestellt. Nach Co-Expression von Wind
I52S mit Pipe kommt es zur Translokation von Pipe in den Golgi (1c¢).
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6.1.2.1. Die PDI-DB-Schleife ist nicht an der Interaktion mit Pipe beteiligt

Tyr86 ist auf einer Schleife in der Wind-Struktur lokalisiert, ebenso wie K84. Diese
Schleife (Wind K84, D85, Y86, G87, E&8, L.89) liegt zwischen B3 und a3 (s. spétere Abb. 29)
und hat oftmals Insertionen in Thioredoxin-verwandten Proteinen und konnte eine Substrat-
Bindestelle darstellen (Guddat et al., 1998). Im Gegensatz zu K84D kdénnen bei Mutationen
von Wind K84 zu S, N, Q keine negativen Effekte beziiglich der Pipe-Prozessierung
festgestellt werden (s. Abb. 23). Auch andere Mutationen von Wind in dieser Schleife (D85N,
G878, E88K, E88Q) zeigten keine Verdnderung der Pipe-Prozessierung.

Der Austausch von Y86 zu Glu oder Leu zeigen zwar keine Prozessierung von Pipe, jedoch
haben Mutationen von Y86 zu Serin oder Phenylalanin keinen Effekt auf die Pipe-Pro-
zessierung.

Beziiglich der Pipe-Prozessierung spielen Interaktion mit spezifischen Aminosduren dieser
PDI-DB-Schleife offensichtlich keine grosse Rolle. In Abb. 23 ist reprisentativ fiir die
Mutationen von Wind K84 zu S, N, Q die Translokation von Wind K84S gezeigt.

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 23: Aminosiuren in der PDI-DB3-Schleife von Wind sind nicht an der Interaktion von Pipe beteiligt.
In Abb. 23, la und 1b sind die Expressionen in Einzel- bzw. Co-Transfektionen von Wind K84S mit Pipe
dargestellt. Bei Co-Transfektion von Wind K84S mit Pipe kann eine Golgi-Verteilung von Pipe beobachtet
werden (1c).
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6.1.2.2. Weder der geladene Dimerspalt noch der Raum in ihm ist essentiell an der Interaktion
mit Pipe beteiligt

In weiteren Mutationsstudien sollte die mdgliche Beteiligung des geladenen
Dimerspalts, der bei der Homodimerisierung von Wind entsteht, an der Substratbindung
charakterisiert werden. In diesem Spalt liegen saure Aminosiuren wie D29, D31, E60, E88
und E90, eine weitere am Eingang zum Spalt: ndmlich E32. Daher wurden Mutanten
generiert, bei denen entweder eine oder zwei saure Aminosduren (E9OR-D29N, E9OR-E60A)
ausgetauscht wurden. Nur Wind E60Q zeigte eine komplette Blockade des Pipe-Transports,
wie bereits in Abb. 17, 2a-c beschrieben. Alle anderen Wind-Mutationen katalysierten die
Translokation von Pipe wie Wind-WT. Darauthin wurde der Effekt von E60Q weiter
untersucht. Es wurden weitere Mutationen von Wind E60 zu A, Y und D generiert. Das
Ersetzen von E60 durch die kleinere, hydrophobe Aminosdure Alanin oder die polare,
grossere Aminosdure Tyrosin hat keinen Einfluss auf die Prozessierung von Pipe. Daher kann
man den Schluss ziehen, dass die Aminosdure E60 moglicherweise nicht direkt an der

Interaktion mit Pipe beteiligt ist.

Die Mutante Wind D31N ist in der Lage, in co-transfizierten Zellen Pipe in den Golgi zu
translozieren, obwohl sie hauptsichlich als Monomer vorliegt (Ma et al.,, 2003; s. 6.2.
Oligomerisierungsexperimente). Daher stellte sich die Frage, ob die noch vorhandene
Féhigkeit dieser Mutante, Pipe zu prozessieren, davon abhingt, dass noch eine kleine Menge
des Dimers ausgebildet wird. Um diese Frage zu kléren, wurde eine Doppel-Mutante von
Wind mit D31IN generiert. Dazu wurde Wind R41 ausgewéhlt. Diese Aminosdure tragt
entscheidend zur Dimer-Stabilitét iiber hydrophobe Interaktionen entlang seiner Seitenketten
bei. R41 wurde zu Serin mutiert. Wihrend R41S allein die Translokation von Pipe in den
Golgi katalysiert (Abb. 24, 3c) ist die Doppel-Mutante Wind D31N-R41S dazu nicht in der
Lage (s. Abb. 24, 1c). Im Vergleich dazu ist die Einzelmutante Wind D31N in Abb. 24, 2a-c
dargestellt, die ebenso Pipe in den Golgi prozessiert (2c¢).
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Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 24: Die Doppel-Mutante Wind D31N-R41S kann die Pipe-Translokation in den Golgi nicht
katalysieren.

In 1a und 1b sind die Einzel- und Co-Transfektion der Mutante Wind D31N-R41S gezeigt. Bei Co-Expression
mit Pipe ist die Doppel-Mutante nicht in der Lage, Pipe in den Golgi zu translozieren (1c). In 2a-c ist als
Vergleich die Mutante Wind D31N allein gezeigt. Wind D31N allein ist in der Lage Pipe in den Golgi zu
prozessieren (2c). In 3a-c ist die Mutante Wind R41S gezeigt, die die Translokation von Pipe in den Golgi
katalysiert (3c).

Um herauszufinden, ob der negativ geladene Dimerspalt bzw. der vom Dimerspalt umgebene
Raum an der Prozessierung von Pipe beteiligt ist, wurden Punktmutationen in Wind generiert,
bei denen die im Spalt gelegenen Aminosiuren entweder durch eine entgegengesetzte Ladung
oder durch Aminoséuren vollig verschiedenen Charakters ersetzt wurden (C24S, T25K, C278S,
K58S, H59Y, HS59R, T63K, E88K). Alle genannten Wind-Mutanten konnen die Pipe-
Translokation dhnlich in den Golgi wie Wind-WT katalysieren. Ergénzend zu der Mutante
Wind E60Y bedeutet dieses, dass keine spezifischen Interaktionen mit den Seitenketten der
im Spalt befindlichen Aminoséiure fiir die Prozessierung von Pipe erforderlich sind. Daraus ist
aber nicht auszuschliessen, dass der Dimerspalt fiir die Prozessierung von Pipe frei zuginglich
sein muss. Um diese Frage zu klaren, wurden Wind-Mutanten iiber PCR generiert, die zu-
sdtzliche Aminosduren am N-Terminus von Wind aufweisen. In Wind-WT faltet sich der N-
Terminus liber den Dimerspalt bis zur Mitte dieses Spalts. Durch am N-Terminus eingefiigte
Aminosduren sollte der Spalt aufgefiillt werden und so Pipe keinen Zugang mehr gegeben
werden. Der Wind N-Terminus wurde um +2 (GS), +4 (HHGS) und +14 Aminosduren
(ERMRGSHHHHHHGS) verldngert. Von dem Konstrukt +14 war zu erwarten, dass es sich
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aufgrund seiner Lange sogar so weit erstreckt, dass die Oberflaiche von Wind im Tyr-Cluster
nicht mehr zugénglich sein wiirde. Die Konstrukte +2 und +4 sollten nur den Spalt ausfiillen
und nicht auf die Oberfliche herausragen. In Pipe-Translokationsstudien zeigt sich mit den
Konstrukten +2 und +4 eine Golgi-Verteilung von Pipe. Bei Verwendung des Konstruktes
+14 konnte die Translokation von Pipe in den Golgi nicht mehr katalysiert werden (s. Abb.
25, 3c¢).

Dieses bedeutet zum einen, dass der Raum im Dimerspalt nicht an der Prozessierung von Pipe
beteiligt ist, zum anderen, dass das Tyrosin-Cluster zuginglich sein muss, wenn Pipe

transportiert werden soll.

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 25: Effekte der N-terminalen Verlingerung von Wind auf die Translokation von Pipe in COS7-
Zellen.

In Abb. 25 wird die Transfektion von COS7-Zellen mit den am N-Terminus um +2 (la-c), +4 (2a-c) oder +14
(3a-c) Aminosduren verlidngerten Wind-Konstrukten gezeigt. Werden COS7-Zellen mit den um +2 oder + 4
Aminoséuren verlangerten Konstrukten mit Pipe co-transfiziert, zeigt sich eine Golgi-Lokalisation von Pipe (lc,
2¢).

Nach Verldngerung um +14 Aminosduren kann Wind +14 die Translokation von Pipe in den Golgi in co-
transfizierten Zellen nicht mehr katalysieren (3c).
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6.1.2.3. Interaktion von Wind mit Pipe findet ohne Beteiligung des flexiblen Linkers statt

Die Windstruktur beinhaltet einen flexiblen Linker, iiber welchen die Thioredoxin-
Domine kovalent an die D-Doméne gebunden ist. In dieser Linker-Sequenz gibt es vier
konservierte Aminosduren in Wind: Tyr 143, Gly 145, Gly 148 und Cys 149 (s. spétere Abb.
29). Um zu untersuchen, ob die Flexibilitdt des Linkers fiir die Pipe-Prozessierung notwendig
ist, wurden entweder ein oder sogar beide Glycine jeweils durch die grossere Aminosiure
Prolin ausgetauscht (Wind G145P, G148P, G145P-G148P). Fiir Y143 und C149 erfolgten
Mutationen zu Serin (Y 143S, C149S).

Keine dieser Mutationen hatte einen Einfluss auf die Pipe-Prozessierung (s. Abb. 26). Dieses
bedeutet, dass die Linker-Flexibilitit fiir die Prozessierung von Pipe nicht erforderlich ist.

Beispielhaft ist in Abb. 26 die Expression der Doppelmutante Wind G145P-G148P gezeigt.

Einzelexpression Co-Expression
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Abb. 26: Der flexible Linker zwischen der Thioredoxin- und der D-Doméine von Wind ist nicht an der
Pipe-Prozessierung beteiligt.

In la und 1b ist die Einzel- bzw. Co-Transfektion der Doppelmutante Wind G145P-G148P dargestellt. Diese
Doppelmutante transloziert Pipe zum Golgi dhnlich wie Wind-WT. (1c¢).

6.1.2.4. Das CTGC-Motiv in Wind ist nicht an der Pipe-Interaktion beteiligt

Wind besitzt ein CXXC-Tetrapeptid, welches teilweise oberfldchlich zugénglich ist
und am N-Terminus vor B1 im Dimerspalt liegt, ca. 10 A entfernt von Tyrosin 55. Dieses
Tetrapeptid ist nicht in anderen PDI-DB-Homologen vorhanden. Die Isomerase-Aktivitit von
PDI-Proteinen ist abhdngig von der Anwesenheit des redox-aktiven Tetrapeptids. In Wind
besteht dieses Motiv aus den Aminosduren CTGC. Durch Mutationen der beiden Cysteine zu
jeweils Serin sollte untersucht werden, ob Wind redox-aktiv ist. In unserem Pipe-
Translokationsassay zeigt sich, dass das CTGC-Motiv in Wind nicht fiir den Pipe-Transport
essentiell ist, da Pipe bei Co-Expression mit Wind-STGS in den Golgi transportiert wird (s.
Abb. 27). Es fehlt ihm die katalytische Redox- und Isomerase-Aktivitét.
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Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 27: Das CTGC-Motiv in Wind ist nicht fiir die Translokation von Pipe erforderlich.
In Abb. 27, la-c ist die Expression der Doppelmutante Wind-STGS dargestellt. Die Co-Expression von Wind-
STGS mit Pipe katalysiert die Translokation von Pipe in den Golgi wie Wind-WT (1c¢).

6.1.2.5 Untersuchung der D-Domine von Wind beziiglich seiner Bindung an Pipe

Von den Ergebnissen der Deletionskonstrukte ist bekannt, dass die D-Doméne von
Wind allein (Konstrukt ssD*) Pipe nicht transportieren kann (s. Abb. 15, 7a-c). Jedoch kann
die D-Doméne von Wind durch die seines Saduger-Homologs ERp28 ersetzt werden
(Konstrukt WindABC-ErpD*), wie bereits in Abb. 15, 6a-c gezeigt. Dieses Fusionsprotein
katalysiert die Translokation von Pipe in den Golgi wie Wind-WT (s. Abb.28). Dies bedeutet,
dass die D-Doméne von Wind auch am Transport von Pipe beteiligt ist. Darauthin wurden
Punktmutationen (Wind E226Q, K229S, E231Q und N237A) in der D-Doméne von Wind
durchgefiihrt.
Alle diese Mutanten katalysierten die Pipe-Translokation in den Golgi in normaler Weise, wie

es beispielhaft fiir Wind E231Q in Abb. 28 gezeigt wird.

Einzelexpression Co-Expression
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Abb. 28: Die Mutationen konservierter Aminosiuren in der D-Doméine von Wind haben keinen Effekt auf
die Prozessierung von Pipe in den Golgi.

Reprisentativ ist in Abb. 28, 1a und 1b die Einzel- und Co-Expression mit Pipe am Beispiel der Mutante Wind
E231Q dargestellt. Bei Co-Transfektion mit Pipe ist Wind E231Q in der Lage, Pipe in den Golgi zu translozieren

(1c).
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Abb. 29: Sequenzvergleich von Wind mit den a- und b-Doménen von humaner PDI und den Homologen
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ERp28 (Maus) und Erp29 (Ratte).
Dargestellt sind sdmtliche Punktmutationen in Wind, die durchgefiihrt wurden.

Die Proteinsequenz von Wind ist im Vergleich zu ERp29 (Ratte), ERp28 (Maus) und den a und b-Doménen von
humaner PDI dargestellt. Die Strukturelemente (o-Helix und B-Faltblatt) sind unterhalb gezeigt, die zum
jeweiligen Strukturmerkmal gehdrenden Aminosiuren sind gelb markiert. Ubereinstimmende Aminosiuren sind
rot dargestellt, dhnliche in blau. Die teilweise zu ERp29, ERp28 konservierte Insertion in Wind liegt zwischen
33 und 03 (PDI-DB-Schleife). Mutationen in Wind, die rot dargestellt sind, verhindern die Translokation von

Pipe in den Golgi. In schwarz dargestellte Mutationen zeigten keinen negativen Effekt auf die Pipe-

Prozessierung.
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6.1.3. Untersuchung der Pipe-Retention

Beziiglich Pipe sollte herausgefunden werden, auf welche Weise Pipe in Abwesenheit
von Wind im ER reteniert wird. Daher wurden verschiedene Pipe-Deletionskonstrukte
generiert, die an GFP fusioniert werden.

Wird nur die Transmembrandoméne von Pipe (TMS50, AS 1-50) exprimiert, kommt es zu
einer Golgi-Verteilung von Pipe (s. Abb. 30, 1a). Wird die Transmembrandomine mit einem
Teil der loslichen Domidne von Pipe exprimiert (TM95, AS 1-95) so kommt es zu einer
Lokalisation von Pipe sowohl im Golgi als auch im ER (1b). Bei kiirzeren Deletionen (AS 1-

202, AS 1-252) ist nur noch eine ER-Lokalisation von Pipe zu beobachten (Abb. 30, 1c-d).

Einzelexpression mit Pipe-GFP

Abb. 30: Transfektion von COS7-Zellen mit verkiirzten Pipe-GFP-Fragmenten.

COS7-Zellen wurden transfiziert mit den vom C-Terminus verkiirzten GFP-Fusionskonstrukten, welche die
Aminosduren 1-50 umfasst (1a), die Aminosduren 1-95 (1b), weiterhin AS 1-202 (1¢) und AS 1-252 (1d). In 1a
ist eine deutliche Golgi-Lokalisation von Pipe TM50 zu erkennen. Beim Konstrukt Pipe TM95 ist bereits eine
gemischte Lokalisation in Golgi und ER zu sehen (1b). Wenn geringere Deletionen durchgefiihrt werden, kommt
es zu einer ausschliesslichen ER-Lokalisation (1¢, 1d).

Desweiteren sollte untersucht werden, ob die 16sliche Domédne von Pipe von Wind
transportiert werden kann. Dazu wurde das Konstrukt ssPipe-GFP mit einer Signalsequenz am
N-Terminus mit Wind co-transfiziert. Es konnte keine Translokation von ssPipe-GFP in

diesem Versuch festgestellt werden (s. Abb. 31, 1c¢).

Einzelexpression Co-Expression

Wind (Cy3) Wind (Cy3) Pipe-GFP

Abb. 31: Die losliche Doméne von Pipe kann nicht durch Wind-WT transloziert werden, sondern
verbleibt im ER.

In la-c ist die Expression von der 16slichen Doméne von Pipe dargestellt. Die 16sliche Doméne von Pipe kann
durch Wind nicht in den Golgi transloziert werden (1c¢).
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6.2. Oligomerisierungsexperimente

6.2.1. Oligomerisierungsexperimente von Wind

Es wurde bereits gezeigt, dass die Mutante Wind D31N, obwohl hauptséichlich als
Monomer vorliegend, immer noch in der Lage ist, Pipe zu prozessieren (Ma et al., 2003, Abb.
24, 2a-c).

Daher stellte sich die Frage, ob die noch vorhandene Fahigkeit dieser Mutante, Pipe zu
prozessieren, davon abhéngig ist, dass noch ein kleiner Anteil an Dimer ausgebildet wird.

Zu diesem Zweck wurden in vitro cross-linking Versuche durchgefiihrt.

Es stellt sich heraus, dass Wind D31N nach separater Expression (20 pg DNA) in COS7-
Zellen und anschliessendem cross-linking mit DSS als Dimer vorliegt (Abb. 32, Bild 4).

Das gereinigte, rekombinante Protein dagegen lag hauptsédchlich als Monomer vor, war nicht
stabil und bildete Aggregate.

Daher war es notwendig, Mutanten zu generieren, die auch bei Expression in Zellen als
Monomer vorliegen.

Dieses wurde mit den Mutanten Wind V28D und Wind V28Y erreicht.

Beide verhindern vollstindig die Dimerisierung von Wind sowohl in vitro als auch in vivo
und die Translokation von Pipe in unserem Assay (Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte eine
signifikante Tendenz zur Aggregation bei diesen Mutanten festgestellt werden. Diese
Aggregation konnte bewirkt haben, dass das Protein vom Substrat weg sequestriert wird.
Deshalb wurden weitere Mutanten generiert.

Wir entschieden uns fir Wind R41, welches zwischen ol und B2 in der Wind-Struktur
lokalisiert ist. Diese Aminosdure triagt entscheidend zur Dimer-Stabilitdt {iber hydrophobe
Interaktionen entlang seiner Seitenketten bei. R41 wurde zu Serin mutiert.

Die Ergebnisse der cross-linking Experimente sind in Abb. 32 dargestellt. Wind R41S zeigt
ein Dimer (Abb. 32, Bild 2), vergleichbar mit dem Wind-WT (Abb. 32, Bild 1). Von der
Doppelmutante Wind D31N-R41S war bekannt, dass sie Pipe nicht mehr in den Golgi
translozieren kann. Es zeigte sich, dass sie als Monomer vorliegt (Abb. 32, Bild 3). Im
Unterschied zu V28D und V28Y zeigen sich deutlich weniger Aggregate.

Um auszuschliessen, dass die durchgefiihrten Mutationen in Wind, die die Translokation von
Pipe in den Golgi bei Co-Expression unterbinden, Einfluss auf die Struktur des Wind-Proteins
haben, wurden diese Mutationen ebenso auf ihren Oligomerisierungszustand hin {iberpriift.

In Abb. 32, Bild 5 wird deutlich, dass auch Wind Y53S als Dimer vorliegt.

Ebenso als Dimer liegen Wind Y86Q (6), YS5K (7) und P106D (8) vor. Alle genannten
Mutationen in Wind bilden ein Dimer aus, dieses ist jedoch unerwarteterweise nur ein
geringer Anteil im Vergleich zum Monomer Wind. Von ERp28 z.B. ist bekannt, dass es fast
zu 100 % als Dimer vorliegt (Experimente von Dr. D. Ferrari).

In Abb. 32, Bild 9 ist beispielhaft fiir weitere durchgefiihrte Mutationen von D50 die Mutante
Wind D50S gezeigt, welche ebenso als Dimer vorliegt. Wind D50S katalysierte teilweise den
Transport von Pipe in den Golgi (Abb. 19, 2¢). Wind D50A konnte diese Translokation nicht
katalysieren, liegt jedoch auch als Dimer vor.

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass ein Wind-Dimer vorliegen muss, um die
Prozessierung von Pipe gewéhrleisten zu konnen.
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Wind WT  Wind R41S
1 v 7 Marker
~328 L3EE
- L e 47KDa

— e ﬂww - 24 kDa

Wind D31N-R41S
Pellet Uberstand

- 47 kDa
- 24 kDa
Wind D31N Wind Y53S
! - 47 kDa
) - 24 kDa
Wind Y86Q
-47 kDa
- 24 kDa
Wind Y55K
7 Ao
- -47 kDa
— o> wp o - 24 kDa
Wind P106D
g Inpy™
- 47 kDa
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Wind D50S
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Abb. 32: Proteinnachweis auf Western Blots nach cross-linking verschiedener Wind-Mutanten, die die
Pipe-Translokation in den Golgi in transfizierten COS7-Zellen verhindern.
Bild (1) zeigt Wind-WT nach cross-linking mit DSS. In der jeweils linken Spur ist die Kontrolle zu sehen, ohne
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Zugabe von cross-linker. Spuren 2-4 zeigen Proben, die jeweils mit cross-linker behandelt (0,25 mM, 0,5 mM
und 2 mM) sind. Wind-Protein wurde mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen und liegt zum Teil als Dimer
bei ca. 48 kDa vor. Als Grossenstandard dient fiir 24 kDa das Protein (-Laktoglobulin, fiir 47 kDa dient
Ovalbumin.

In Bild (2) ist die Mutante Wind R41S nach cross-linking dargestellt, welche ebenso teilweise als Dimer sichtbar
wird.

Bild (3) zeigt die Doppelmutante D31N-R41S. Aufgetragen sind auf diesem Blot die cross-linking-Lysate des
Pellets (links) und des Uberstandes (rechts). In beiden Proben ist nur das Monomer bei ca. 24 kDa zu sehen. In
dieser Doppelmutante kommt es nicht zur Ausbildung des Dimers.

Bild (4) zeigt die Mutante Wind D3 1N, Bild (5) Wind Y53S. Beide liegen teilweise als Dimer vor.

Bild (6) zeigt die Mutante Wind Y86Q, welche nach cross-linking ebenso zum Teil als Dimer nachgewiesen
wurde.

Bilder (7), (8) und (9) zeigen Wind Y55K, Wind P106D und Wind D50S nach cross-linking teilweise als Dimer
von erwarteter Grosse von 24 kDa.

Samtliche hier gezeigten Proben sind auf 12 %-SDS-Gelen aufgetrennt und mit Anti-Wind Priméarantikdrper
nachgewiesen.
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6.2.2. Oligomerisierung von Pipe

Ebenso wurde Pipe auf seinen Oligomerisierungszustand hin liberpriift. Pipe bildet ein
Oligomer nach cross-linking mit DSS (Abb. 33, 1). Um auszuschliessen, dass dieser
Oligomerisierungszustand von Pipe nicht durch das Fusionsprotein GFP verursacht wird,
wurde ein anderes Konstrukt generiert, welches ein Myc-tag am C-Terminus von Pipe
aufwies. Dieses Konstrukt konnte jedoch keinen Aufschluss dariiber geben, ob Pipe an sich
aggregiert oder aufgrund des GFP-Fusionsproteins als Oligomer vorliegt. Dieses konnte daran
gelegen heben, dass die zur Verfiigung stehenden Myc-Antikdrper nicht spezifisch genug
waren (Daten nicht gezeigt). Zudem wurde mit einer 3-fach hoheren DNA-Konzentration
transfiziert, um iiberhaupt Protein nachweisen zu konnen.

Daher wurde eine andere Methode angewendet: das Konstukt Pipe-GFP wurde im GFP-
Bereich mutiert (A206K). Durch diese Mutation im GFP-Bereich kann die Moglichkeit von
Spontanassoziationen von GFP-Molekiilen verhindert werden (Zacharias et al., 2002).
Cross-linking Experimente mit dieser GFP-Mutation in Pipe zeigen eine dhnliche Aggre-
gation der Pipe-Mutante (Abb. 33-2) wie Pipe-WT (Abb. 33-1). Daraus ldsst sich schliessen,
dass die Aggregation von Pipe nicht durch das GFP verursacht wird, sondern Pipe selbst als
ein Oligomer vorliegt.

Pipe-GFP WT Pipe-GFP Mutation

Marker
1 fim [T % el
- 122 kDa
- w— 79 kDa

Abb. 33: Oligomersierung von Pipe. Unter 1 ist der cross-linking-Versuch mit WT Pipe-GFP gezeigt, unter 2
der gleiche Versuch mit der eingefiigten Mutation im GFP (A206K).

In der jeweils linken Spur ist Pipe-GFP bzw. Pipe-GFP-Mutation als Kontrolle ohne cross-linker aufgetragen. In
den Spuren 2-4 wurden fiir beide Versuche folgende Konzentrationen an cross-linker DSS eingesetzt: 0,25 mM,
0,5 mM und 2 mM. Sémtliche Proben sind auf 7 %-igen SDS-Gelen aufgetrennt. Als Referenzproteine dienten
Rinderalbumin (79 kDa) und B-Galaktosidase (122 kDa).
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7. Diskussion

Bis vor kurzem gab es keine exakte Beschreibung von Substrat-Bindestellen in PDI
und PDI-verwandten Proteinen. Dieses ist teilweise auf die Multidoménenstruktur dieser
Proteine zuriickzufithren (Ferrari und So6ling, 1999). In einigen Arbeiten wurde postuliert,
dass mehrere Doménen von PDI an der Substratbindung beteiligt sein konnten (Klappa et al.,
1998). Weiterhin besteht die Schwierigkeit in der Trennung von Redox-Aktivitit und
Chaperon-Aktivitit (Freedman et al., 2002).

Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte eine Bindestelle des Wind-
Proteins, einem PDI-DB-Protein, fiir sein Substrat Pipe identifiziert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass Wind sowohl die Thioredoxin- als auch die D-Doméne benétigt,
um Pipe zu binden und in den Golgi zu translozieren.

In der Thioredoxin-Domdne von Wind wurde mittels Punktmutationen eine Bindestelle fiir
Pipe identifiziert (s. S. 55). Diese besteht aus einer hydrophilen Tasche um die Aminosiure
D50 und beinhaltet ein oberfldchlich gelegenes Cluster von zwei Tyrosinen (Y53, Y55),
welches vor der a-Helix 2 lokalisiert ist. Ein drittes Tyrosin (Y86) liegt in der Schleife
zwischen B3 und a3. Dieses Tyrosin ist aber, wie andere Aminosduren der Schleife, nicht
essentiell flir die Interaktion mit Pipe (s. S. 61). In anderen Thioredoxin-Proteinen kommen in
dieser Schleife Insertionen vor. Fiir E. coli DsbA z.B. wird postuliert, dass diese Insertion fiir
die Substraterkennung oder -bindung notwendig ist (Guddat et al., 1998). So konnte die PDI-
DB-Schleife zwar fiir die Substratspezifitdt, aber nicht fiir die Substratbindung erforderlich
sein.

Die Wichtigkeit dieser Tyrosine bei der Interaktion mit Pipe wird durch Versuche mit den
verlangerten Wind-Konstrukten bestétigt (s. S. 64). Die um +2 und +4 Aminosiuren ver-
langerten Konstrukte, die den Dimerspalt auffiillen sollten, zeigten keinen Einfluss auf die
Pipe-Prozessierung. Durch das um +14 Aminosiuren verldngerte His-Konstrukt war der Pipe-
Transport dagegen unterbunden. Der lidngere tag streckt sich bei diesem Konstrukt aus dem
Spalt hinaus und verhindert die Zuginglichkeit fiir Pipe im Bereich des Tyrosin-Clusters,
welches sich in einer fehlenden Translokation von Pipe dussert. Beziiglich der Tyrosine
handelt es sich eher um einen hydrophoben Effekt als um eine Folge ihres polaren Charakters,
wie durch Mutation der Tyrosine zu Phenylalanin erkennbar wurde (s. S. 58).

Dieses Tyrosin-Cluster stellt eine wesentliche Bindestelle fiir Pipe dar. Der flexible Linker,

die Ladung im Dimerspalt sowie der Raum im Dimerspalt sind nicht an der Interaktion mit

73



Diskussion

Pipe beteiligt. Weiterhin ist das CTGC-Motiv in Wind in Bezug auf Pipe-Translokation und
Redox-Funktion inaktiv (s. S. 66).

Wind Y53 und Wind Y55 gehen eine stabilere Bindung mit Pipe ein als Wind-WT. Diese
Assoziation ist scheinbar so stabil, dass sowohl Chaperon als auch Substrat einer gleich-
zeitigen Degradation unterliegen (MG 132-Experimente). Dieser starke Bindungseffekt wird
auch in einem anderen, von Dr. D. Ferrari durchgefiihrten Experiment deutlich: synthetische
Peptide, die das gesamte Protein Pipe umfassen, wurden in dot blots hinsichtlich der Bindung
mit Wind-WT und der Mutante Wind Y55K getestet. Auf diesem Blot sind 177 verschiedene
synthetische Peptide von Pipe mit einer Lange von je 13 Aminosduren vom Hersteller (Jerini)
aufgetragen, welche den luminalen Bereich von Pipe abdecken. Jedes folgende Peptid war um
2 Aminosduren zum vorhergehenden versetzt. Diese Membran wurde fiir 12 h entweder mit
5,6 uM Wind-His oder 1,7 uM Wind-His Y55K inkubiert. Nach dieser Vorinkubation
erfolgten die Inkubationen mit dem Anti-Wind Primérantikérper und dem Sekundérantikdrper
wie im Western Blot. Die Bindungsmuster von Peptid-gebundenem Wind-WT und der
Mutante Wind Y55K waren sehr dhnlich. Die Mutante Y55K hat jedoch wesentlich starker
gebunden und zeigte noch zusitzliche Bindungsstellen (s. Abb. 34). Dieses konnte bedeuten,
dass Pipe iiber eine Vielzahl von Bindestellen fir Wind verfligt. Da es bisher keine
Kristallstruktur von Pipe gibt, kann man ohne zusétzliche Versuche keine Aussage dariiber
treffen, ob die Aminosduren dieser moglichen Bindestellen an der Oberfldche des Proteins

lokalisiert und an der Interaktion mit Wind beteiligt sind.

HRE
vesew [T [
DI
[3le O
o -
Y55K WT

Abb. 34: Wind Y55K bindet an synthetische Pipe-Peptide mit verschiedener Stirke.
Links ist ein Blot mit Wind Y55K, rechts mit Wind-WT dargestellt. In Késtchen sind die Interaktionen
dargestellt, die sowohl in Wind Y55K als auch Wind-WT auftreten.

Ausgehend von diesem Blot wurden die Peptide analysiert, an die Wind binden konnte.

Auftillig ist, dass diese Peptide hinsichtlich ihrer Sequenz sehr unterschiedlich sind (Abb.
35).

74



Diskussion

Peptidsequence Pipe Aminosduren

1. VRRNFTNEIEFYQFCRQRLHKQY Val359-Tyr381
2. NTTLSVLEKYVPRFFEGVRDIYATS Asn311-Ser335
3. MELLRRLSERNNFQF Met129-Phel43
4 . FNRVPKVGSQTFMELLRRLSERN Phell7-Asnl39
5. VEGIGDHRRQSLFFCGHDYECTPFN Val261-Asn285
6. YVRAPWYFVERKAAFPDLPLP Tyr213-Pro233
7. SVFIKHVCFTNFTKFNLPRPIYLNVVR Serl75-Arg201
8. QFCRQRLHKQYLAAHLPQRIITD Gln371-Asp393
9. PFNTVGALERAKF Pro283-Phe295
10. DINTLHGTYQYLKSTGQMSSLNV Asp79-Leud99

11. NNTRKAQMELVFFNRVPKVGSQT Asnl05-Thrl27

Abb. 35: Die Bindung von Wind YS5K an die synthetischen Peptide von Pipe in Abhéngigkeit ihrer
Bindungsaffinitiit.

Peptide, die an das C-terminale Wind (Wind-His) binden, sind fett gedruckt.

In gelb ist die Ubereinstimmung dieser Peptide dargestellt. Die Peptide sind in der Reihnenfolge ihrer
Bindungsstérke fiir Wind Y55K angeordnet.

Dabei konnte lediglich ein Bereich von 2 aufeinanderfolgenden Aminosduren (Phenylalanin
und Tyrosin) {ibereinstimmend festgestellt werden, der an der Bindung zu Wind beteiligt sein
konnte. Vier von den fiinf Wind Y55K sehr stark bindenden Peptidsequenzen sind unter den
ersten sechs am stérksten bindenden Peptiden. Fiir PDIp wurde gezeigt, dass es an Peptide,

die ein einzelnes Tyr oder Trp aufweisen, binden kann (Ruddock et al., 2000).

Desweiteren wurde die Mutante Wind Y53S kristallisiert (Sevvana et al., Manuskript in Vor-
bereitung). Die Struktur dieser Mutante ist mit der von Wind-WT praktisch identisch, welches
die Aussage unterstiitzt, dass Pipe stabil und spezifisch an Wind Y53S bindet und nicht

aufgrund einer mutationsbedingten gednderten Struktur von Wind.

Eine mdgliche Peptid-Bindestelle wurde kiirzlich in der b’-Doméne des humanen PDI-
Proteins beschrieben (Pirneskoski et al., 2004). In dieser Arbeit wird eine hydrophobe Tasche
beschrieben, die die Aminosiduren Leu242, Leu244, Phe258 und Ile272 umfasst. Mutationen
dieser Aminosduren fiilhren zum Bindungsverlust fiir das synthetische Substrat A-Somato-
statin. Den grossten Effekt dabei hat der Austausch 1272W. Nach Durchfiihren eines
Sequenzvergleichs mit dem humanen Protein PDI entsprechen die Aminoséuren L242 und
L244 den Aminosduren Lys48 und Asp50 im Wind-Protein. Wie ich gezeigt habe, fiihrten
Mutationen von D50 zu A und N zu einem Verlust der Substrat-Bindung in Wind, welches
sich in der unterbundenen Translokation von Pipe in den Golgi dussert.

Die Aminosduren Phe258 und I1e272 in der PDI-Sequenz entsprechen den Positionen Phe62
und Thr80 im Wind-Protein. Da beide nicht an der Oberflache des Wind-Proteins liegen, ist

es dusserst unwahrscheinlich, dass sie an der Interaktion mit Pipe beteiligt sind.

75



Diskussion

Fiir PDIp wurde gezeigt, dass die Substratbindung iiber eine einzelne Aminosdure, namlich

Tyr oder Trp stattfinden kann (Klappa et al., 2001).

Ergidnzend zu der Thioredoxin-Domine gibt es eine zweite Bindestelle fiir Pipe in der D-
Doméne (Ergebnisse von Dr. D. Ferrari, Manuskript eingereicht, s. Abb. 36 a u. b). Dabei
handelt es sich um die Aminosduren E212, R215, R218, L.219 und L232. Dies bestitigt die
Ergebnisse meiner Deletionsversuche der D-Doméne im Wind-Protein. Die D-Domiéne von
Wind allein kann Pipe nicht in den Golgi translozieren, ist aber durchaus essentiell filir die
Prozessierung von Pipe. Bisher gibt es nur wenige Erkenntnisse iiber die Funktion der D-
Domine. So wurde von Monnat et al. (2000) beschrieben, dass die D-Domine in
Dictyostelium discoideum der KDEL-unabhéngigen Retention im ER dient. Weiterhin kann
man feststellen, dass aufgrund der Tatsache, dass die Doméne von Wind durch die seines
Siuger-Homologs ersetzt werden kann, funktionelle Ubereinstimmungen zwischen diesen
Proteinen bestehen. Die Bindung von Pepiden scheint ein gemeinsames Merkmal bei
Mitgliedern der PDI-D-Familie zu sein.

Fiir Wind gibt es Hinweise, dass die D-Domiéne in Wind an dessen Retention im ER beteiligt
ist (Experimente Dr. C. Guo). Es lésst sich nachweisen, dass Wind mit einer durch Mutation
erzeugten N-Glykosylierungsstelle in der D-Doméne ER-typisch glykosiliert wird ohne dass

es nachfolgend zu einer Golgi-typischen Modifikation des Glykananteils kommt.

Leu219
Arg218

Arg215
Leu232

D-Domane Thioredoxin-Domane

Abb. 36 a u. b: Struktur des Wind-Dimers mit durchgefiihrten Punktmutationen.

Abb. 36a zeigt in rot alle Punktmutationen, die einen negativen Effekt auf die Pipe-Prozessierung haben.

In griin sind durchgefiihrte Punktmutationen in Wind dargestellt, die die Translokation von Pipe nicht
katalysieren.

In gelb sind die Mutanten Wind D31 und L219, die allein keinen Effekt auf die Pipe-Prozessierung haben,
zusehen.
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In Abb. 36b ist die Bindungsstelle in der D-Doméne von Wind separat dargestellt. Das Wind-Molekiil ist um
180° gedreht. Farbcode wie in Abb. 36a.

Wind muss fiir eine Interaktion mit Pipe als Dimer vorliegen. Dieses wurde in Cross-linking
Experimenten mit den Mutanten Wind D50S, Y53S, Y55K, Y86Q und P106D, D31N-R41S
nachgewiesen (s. S. 69). So zeigte sich, dass die Doppelmutante Wind D31N-R41S die Trans-
lokation von Pipe in den Golgi nicht katalysiert. In Cross-linking-Experimenten mit DSS liegt
die Doppelmutante ausschliesslich als Monomer vor.

Es wurde eine weitere Mutante generiert, in der in die monomerische Mutante Wind
D31N-R41S die Mutation Wind Y55K eingefiigt wurde (Wind D31N-R41S-Y55K). Mit
dieser Dreifachmutante sollte herausgefunden werden, ob sie ebenso eine stabile Bindung mit
Pipe eingeht, wie die Einzelmutante Wind Y55K. Sowohl Wind D31N-R41S als auch Wind
YS55K waren nicht in der Lage, Pipe in den Golgi zu prozessieren. Bei der Dreifachmutante
kam es hauptsédchlich zu einer ER-Verteilung bei Co-Expression mit Pipe und zu einem sehr
geringen Teil im Golgi. Das Expressionsniveau dieser Mutante war jedoch vergleichbar mit
dem der Doppelmutante. Im Unterschied zu Wind Y55K war keine Abnahme der Menge von
Wind-Protein erkennbar. Dieses deutet darauf hin, dass Wind D31N-R41S-Y55K nicht stabil
an Pipe bindet, welches bedeuten kann, dass das Monomer nicht wesentlich an Pipe binden

kann.

Die Mutante Wind D50N verhinderte zwar den Transport von Pipe in den Golgi, konnte aber
nicht in die Auswertung aufgenommen werden, da es bei dieser Mutante nur partiell zur

Abspaltung der Signalsequenz kam (s. Abb. 37).

- 47 kDa

=== - 24 kDa

Abb. 37: Oligomerisierungszustand von Wind DSO0N.

In Abb. 36 ist die Mutante Wind D50N nach cross-linking dargestellt. Spur 1 zeigt Wind D50N ohne cross-
linking als Monomer. Es kommt zu einer schwachen Ausbildung des Dimers (Spuren 2-4), bei Behandlung mit
dem Cross-linker DSS (0,25 mM, 0,5 mM und 2 mM).

Auffillig ist hierbei, dass Wind D50N neben dem Monomer bei 24 kDa eine zusitzliche Bande aufweist.

Beziiglich Pipe konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein Pipe-GFP an sich

oligomerisiert und dass dieses nicht aufgrund der Fusion mit GFP stattfindet.
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Es konnte bisher jedoch keine Interaktion von Wind mit Pipe auf Proteinebene (Western Blot)
nachgewiesen werden. Dieses war auch nicht durch Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer-
Messungen (FRET) mdglich. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass es sich bei der Interaktion
von Wind mit Pipe um eine sehr schnelle Interaktionskinetik mit hoher ,,off-rate“ handelt.
Daher sollen FRET-Versuche mit der Windmutante Y55K durchgefiihrt werden, die eine
stabile Bindung mit Pipe eingeht.

Desweiteren sind Transfektionsversuche mit den Konstrukten WindABC-KEEL und
WindABC zu wiederholen, um herauszufinden, ob es sich tatsichlich in beiden Féllen um
eine dhnliche ER-Verteilung dieser Wind-Konstrukte handelt oder ob Wind sekretiert wird.
Dieses konnte mit dem Translations-Hemmer Cycloheximid untersucht werden. Nach
Transfektion der Zellen mit den Konstrukten Wind ABC-KEEL und WindABC und deren
Expression konnten die Zellen mit Cycloheximid behandelt und das zeitabhéngige
Verschwinden der Proteine aus dem ER in der Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht
werden. Dieser Versuch konnte ebenso mit einer grosseren Zellmenge durchgefiihrt werden.

Dabei wiirde das Inkubationsmedium auf Sekretion der mutierten Proteine untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen iiber die Funktion von ERp28 und anderen PDI-

Proteinen Aufschluss geben.
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cDNA
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Protein Disulfid Isomerase
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Disulfid-Bindung
Polymerase aus T. aquaticus
1,2-Bis-(dimethylamino)-Ethan
Trichloressigsdure
Hydroxymethyl-Aminomethan
Unit (Einheit)

unfolded protein response
ultraviolettes Licht

Volt

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
Wildtyp

85



Abkiirzungsverzeichnis

Aminoséuren, geordnet nach ihrer alphabetischen Abkiirzung:

Buchstabencode i Abkiirzung Aminoséure
Ala A Alanin

Cys C Cystein

Asp D Asparaginsdure
Glu E Glutaminséure
Phe F Phenylalanin
Gly H Glycin

His H Histidin

Ile I Isoleucin
Lys K Lysin

Leu L Leucin

Met M Methionin
Asn N Asparagin
Pro P Prolin

Gln Q Glutamin
Arg R Arginin

Ser S Serin

Thr T Threonin
Val \% Valin

Trp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin

86




Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:
Staatsangehorigkeit:

Familienstand:

Kathrin Barnewitz
29. Januar 1974
deutsch

ledig

Schulbildung:

Schulabschluss:

Berufsausbildung:

Hochschulausbildung:

08/80

08/86-06/90

08/90-05/95

05/93

08/93-06/96

seit 10/96

11/98
11/00
02/01-11/01

01/02

seit 02/02

Einschulung in die Adolf-Reichwein-Schule,
Gottingen

Besuch des Gymnasiums Liebigstrasse in
Holzminden

Besuch des Otto-Hahn-Gymnasiums in
Gottingen

Abitur

Ausbildung zur Biologielaborantin im
Tierdrztlichen Institut der Uni Gottingen

immatrikuliert fiir den Diplomstudiengang
Biologie an der Georg-August-Universitit

zu Gottingen

Diplomvorpriifung

Diplomhauptpriifung

Diplomarbeit in der Abteilung Toxikologie des
Universititsklinikums Gottingen zum Thema
,Regulation der Uridindiphosphat-Glucuronosyl-
transferase UGT2B1 mRNA-Expression in
Hepatozyten der Ratte*

beschéftigt in der Abteilung Toxikologie zur
Weiterfithrung des Projekts

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Max-Planck-
Institut f. Biophysikalische Chemie in Gottingen



	Inhaltsverzeichnis
	1. Zusammenfassung
	2. Einleitung
	2.1. Das Endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat
	2.1.1. Protein-Faltung
	2.2. Protein Disulfid Isomerasen
	2.2.1. Charakteristika der PDI
	2.2.2. Redox-Isomerase-Funktion von PDI
	2.2.3. Mitglieder der PDI-Familie
	2.3. Funktion von Wind
	2.4. Struktur von Wind
	3. Ziel der Arbeit
	4. Material
	4.1. Versuchstiere
	4.2. Chemikalien
	4.3. Zellkulturreagenzien/-zusätze
	4.4. Molekularbiologische Kits und Enzyme
	4.5. Plasmid-Vektoren
	4.6. Bakterielle Stämme
	4.7. Medium für Bakterienkultur
	4.7.1. Herstellung von Bakterienmedium
	4.7.2 Additive für Bakterienmedium
	4.8. Säuger-Zelllinien
	4.9. Oligonukleotide
	4.10. Reagenzien für die Proteinanalytik
	5. Methoden
	5.1. Immunisieren von Kaninchen
	5.2. Reinigung von Antikörpern
	5.2.1. Protein-Quantifizierung nach Bradford (1976)
	5.3. Klonierungen
	5.3.1. cDNA-Klonierung von ERp28
	5.3.2. Reamplifikation von D. melanogaster Wind-DNA
	5.3.3. Generierung von Punktmutationen in Wind
	5.3.4. Amplifikation von Deletionskonstrukten von Wind
	5.3.4.1. Weitere Konstrukte: Generierung eines Fusionskonstruktes von Wind mit ERp28
	5.3.4.2. Generierung eines ssD-Konstruktes von Wind
	5.3.4.2.1 Annealing oligo-Methode
	5.3.4.3. Generierung von am N-Terminus von Wind verlängerten Konstrukten
	5.3.5. Klonierung von Pipe
	5.3.5.1. Generierung eines Pipe-Myc Konstruktes
	5.3.5.2. Generierung eines Konstruktes der löslichen Domäne von Pipe sowie
	5.3.5.3. Generierung von Transmembran-Konstrukten von Pipe
	5.3.5.4. Mutation im pEGFP-Vektor
	5.4. Untersuchung von DNA durch Agarosegelelektrophorese
	5.5. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und DNA-Konzentrationsbestimmung
	5.6. Restriktionsanalyse, Dephosphorylierung und Ligation
	5.7. Transformation von E. coli
	5.7.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen
	5.7.2. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen
	5.7.3. Transformation durch Elektroporation
	5.7.4. Transformation durch Hitzeschock
	5.8. DNA-Präparationen
	5.8.1. Sequenzierung von DNA
	5.9. Protein-Gelelektrophorese
	5.9.1. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)
	5.10. Anfärben von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen
	5.10.1 Coomassie-brilliant-Blau-Färbung
	5.11. Western Blot nach Towbin (1979)
	5.11.1. Western Blot auf Nitrocellulose-Membranen
	5.11.2. Proteinidentifizierung auf Nitrocellulose-Membranen mit Antikörpern
	5.11.3.Detektion durch Chemilumineszenz
	5.12. Sterilisation von Material und Lösungen
	5.13. Zellkultur-Techniken
	5.13.1. Auftauen von gefrorenen Zellen
	5.13.2. Kultur von Säugetier-Zellen
	5.13.3. Transfektion von COS 7-Zellen durch Elektroporation
	5.14. Immunfluoreszenz
	5.15. Protein-Protein-Interaktionen
	5.15.1. Oligomerisierungs-Experimente
	5.15.1.1. cross-linking von Wind-Wt bzw. Wind-Mutanten mit Disuccinimidyl Suberat (DSS)
	6. Ergebnisse
	6.1. Direkte Interaktion von Wind mit Pipe
	6.1.1. Deletions-Mutagenese von Wind
	6.1.2. Identifizierung einer Substrat-Bindestelle in der Thioredoxin-Domäne von Wind
	6.1.2.1. Die PDI-Dß-Schleife ist nicht an der Interaktion mit Pipe beteiligt
	6.1.2.2. Weder der geladene Dimerspalt noch der Raum in ihm ist essentiell an der Interaktion
	6.1.2.3. Interaktion von Wind mit Pipe findet ohne Beteiligung des flexiblen Linkers statt
	6.1.2.4. Das CTGC-Motiv in Wind ist nicht an der Pipe-Interaktion beteiligt
	6.1.2.5 Untersuchung der D-Domäne von Wind bezüglich seiner Bindung an Pipe
	6.1.3. Untersuchung der Pipe-Retention
	6.2. Oligomerisierungsexperimente
	6.2.1. Oligomerisierungsexperimente von Wind
	6.2.2. Oligomerisierung von Pipe
	7. Diskussion
	8. Literatur
	9. Abkürzungsverzeichnis

