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Einleitung

1 Einleitung

1.1 ADAMSs (A Disintegrin And Metalloproteases)

ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteases) sind Zink-abhangige Metalloproteasen,
welche zur Gruppe der Metzinkine gehoren. Diese lassen sich durch ein Zink-lon als
Ko-Faktor im katalytischen Zentrum klassifizieren. Zudem weisen die Metzinkine das
HEXXHXXGXXH-Motiv im katalytischen Zentrum auf und besitzen einen
konservierten Methionin-Rest, welcher als ,Met-turn“ bezeichnet wird (Bode et al.,
1993; Hooper, 1994; Black & White, 1998). Dieser Methionin-Rest tragt zur
Positionierung des katalytischen Zentrums bei und gewahrleistet somit den Erhalt der
katalytischen Furche (Edwards et al., 2008). Die Metzinkine werden wiederum je
nach Sequenzahnlichkeiten und strukturellen Eigenschaften in vier Untergruppen
eingeteilt (Edwards et al., 2008). Bei einer dieser Unterfamilien handelt es sich um
die Adamalysine, welche sich wiederum in die Gruppen der snake venom
Metalloproteasen (SVMPs) und die ADAMs aufteilen (Bode et al., 1993) (Abbildung

1),

Metzinkine
(mit Motiv: HEXXHXXGXXH.......M)

%\

Matri tall t
‘ a rxm(i:M:::m i ] [ Serralysine } [Adamalysine ] [ Astacine ]

™

l snake venom Metalloproteasen | [

(SVMPs)

ADAM10
[andereADAMs] [ ADAMI7 }

Abbildung 1: Die Familie der Metzinkine mit ADAM17.

Die Metzinkine, zu welchen auch die ADAMs gehéren, sind Zink-abhangige Metalloproteasen, welche
sich durch das HEXXHXXGXXH-Motiv im katalytischen Zentrum, sowie einen konservierten Methion-

Rest klassifizieren lassen.
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ADAMs sind glykosylierte Typ-1-Transmembranproteine, welche durchschnittlich
eine Grolke von 250 Aminosauren aufweisen. Im humanen Genom sind bisher 21
Gene identifiziert worden, welche fur Mitglieder der ADAM-Familie kodieren. Von
diesen Genen weisen 13 das HEXXHXXGXXH-Motiv auf und sind proteolytisch aktiv
(Edwards et al., 2008; Murphy, 2009). Die inaktiven ADAMs, ohne Zinkbindemotiv,
sind durch ihre adhasiven Eigenschaften an Reaktionen der interzellularen

Kommunikation beteiligt (Gooz, 2010).

1.2 ADAM17

1.2.1 Struktureller Aufbau

ADAM17 besitzt in seiner reifen Form N-terminal die katalytische Domane, gefolgt
von einer Disintegrin-ahnlichen Domane, einer membranproximalen Domane (MPD)
und der darauf folgenden stalk-Region. Da es sich um ein Transmembranprotein
Typ-1 handelt, weist es zudem eine Transmembranregion auf, und schliel3t C-
terminal mit der zytoplasmatischen Region ab (Edwards et al., 2008; Takeda, 2009;

Lorenzen et al., 2012).

Bei den klassischen ADAMSs, zu denen alle aufler ADAM10 und ADAM17gehdren,
befindet sich anstelle der MPD eine EGF-ahnliche Domane und eine cysteinreiche
Domane (Edwards et al., 2008). Aufgrund dieses strukturellen Unterschieds bilden
ADAM10 und ADAM17 eine eigene Untergruppe innerhalb der Familie der ADAMs
(Abbildung 2). In dem Zymogen befindet sich zunachst N-terminal von der
katalytischen Domane eine Prodomane. Die Prodomane inhibiert ADAM17
intramolekular indem es mit dem Zinkion im aktiven Zentrum interagiert, sodass die
Protease zunachst proteolytische inaktiv vorliegt (Gonzales et al., 2004; Moss et al.,
2007; Gonzales et al., 2008). Wahrend des Transports zur Zelloberflache wird die
Prodomane durch Proteinkonvertasen, wie Furin, im Golgi-Apparat prozessiert,
sodass das aktive Zentrum von ADAM17 nicht langer inhibiert wird (Schiondorff et
al., 2000; Endres et al.,, 2003; Seals & Courtneidge, 2003). Nach Entfernen der
inhibitorischen Prodomane ist das katalytische Zentrum aktiv und kann letztendlich
die Substrate von ADAM17 auf der Zelloberflache proteolytisch prozessieren
(Gonzales et al., 2004; Moss et al., 2007; Gonzales et al., 2008). Die Disintegrin-

7
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ahnliche Domane schlieldt sich C-terminal an die katalytische Domane an. Sie ist
daran beteiligt benachbarte Domanen korrekt zum Substrat auszurichten, also sie in
eine bestimmte Orientierung zueinander zu bringen (Janes et al., 2005; Takeda,
2009). Zudem interagiert sie mit a5p1-Integrinen und nimmt somit Einfluss auf
Zelladhasion und Zellmigration (Bax et al., 2004; Trad et al., 2013). Die MPD ist
zusammen mit der stalk-Region an  der  Substraterkennung  und
Substratprozessierung beteiligt. Jedoch scheint die MPD nicht bedeutsam fur die
Prozessierung aller Substrate von ADAM17 zu sein. So konnte eine Interaktion mit
dem IL-6R oder IL-1R; gezeigt werden, jedoch nicht mit pro-TNF-a oder TNF-R;
(Reddy et al., 2000; Lorenzen et al., 2012). Von besonderer Bedeutung ist ein
Segment innerhalb der stalk-Region namens CANDIS (Conserved ADAM Seventeen
Dynamic Interaction Sequence). Dieses ist hoch konserviert und spielt bei der
Interaktion mit der Zellmembran, sowie mit Substraten und der Dimerisierung von
ADAM17 Proteasen eine wichtige Rolle (Dusterhoft et al., 2014). Neben der
Substraterkennung und der Interaktion mit der Zellmembran, spielt das CANDIS-
Motiv, zusammen mit der MPD, aul3erdem eine Rolle bei der Multimerisierung von
ADAM17 (Reddy et al., 2000; Lorenzen et al., 2011; Lorenzen et al., 2012). An die
stalk-Region schlief3t sich die Transmembranregion an. Fir diese wird angenommen,
dass sie eine Rolle bei der korrekten Ausrichtung der extrazellularen Domanen
zueinander spielt (X. Li et al., 2007). Eine Deletion der Transmembrandoméane
zusammen mit der zytoplasmatischen Region fuhrt zu I6slichem inaktivem ADAM17,
welches nicht mehr in der Lage ist seine membranstandigen Substrate zu
prozessieren (Itai et al., 2001). Wird hingegen nur die zytoplasmatische Region
deletiert, so ist ADAM17 voll funktional und kann seine membrangebundenen
Substrate prozessieren (Reddy et al., 2000; X. Li et al., 2007). Die zytoplasmatische
Region liegt am C-terminalen Ende von ADAM17. Sie interagiert mit intrazellularen
Proteinen und es wird angenommen, dass diese ADAM17 modifizieren kdnnen
(Edwards et al., 2008). So weist die zytoplasmatische Region putative
Phosphorylierungsstellen auf (Gechtman et al., 1999), welchen eine Rolle bei der
Regulation, wie dem Transport zur Zelloberflache und der Aktivierung, zugeschrieben
werden (Edwards et al., 2008).

Es wird vermutet, dass die extrazellularen Domanen von ADAM17 C-formig
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ausgerichtet sind. Dadurch liegen die einzelnen Ektodomanen raumlich nah
beieinander und beeinflussen sich somit gegenseitig (Mancia & Shapiro, 2005;
Takeda et al., 2006; Igarashi et al., 2007; Liu et al., 2009).

Disintegrin-dhnliche Doméane

katalytische Domane
mit Propeptid
bei anderen ADAMS:
cysteinreiche Domadne & membranproximale Domane
EGF-dhnliche Domane (ADAM10/17)

stalk-Region mit CANDIS

! Transmembranregion 1 ]

zytoplasmatische Region

Abbildung 2: Schematische Darstellung von ADAM17.

Das Typ-1-Transmembranprotein ADAM17 besteht aus einer zytoplasmatischen Region am C-
Terminus, gefolgt von der Transmembranregion, einer stalk-Region mit dem CANDIS-Motiv, der
membranproximalen Domane (MPD), der Disintegrin-ahnlichen Domane und der katalytischen
Doméne mit der Prodomane am N-terminalen Ende. Die MPD ist bei allen anderen ADAMs, auler
ADAM10 und ADAM17, durch eine cysteinreiche- und eine EGF-ahnliche Domane ersetzt.

1.2.2 Physiologische Bedeutung

ADAM17 ist eine der am meist erforschten ADAMs und der Protease konnte somit
eine Vielzahl bedeutender Rollen in physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen zugeordnet werden. Im Jahr 1997 wurde ADAM17 erstmals beschrieben
und zunachst TACE (Tumor Necrosis Factor-a-Converting Enzyme) genannt, da
TNF-a als erstes Substrat von ADAM17 entdeckt wurde (Black et al., 1997; Moss,
Jin, Becherer, et al., 1997; Moss, Jin, Milla, et al., 1997). Inzwischen sind Uber 80
Substrate bekannt, wobei es sich hauptsachlich um Zytokine wie TNF-a (Moss et al
1997) oder Wachstumsfaktoren wie TGF-a (Peschon et al, 1998), und
Zytokinrezeptoren, wie den IL-6R (Althoff et al., 2000), sowie Adhasionsmolekdle,
wie L-Selektin (Peschon et al., 1998), handelt. Durch das breite Spektrum an
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Substraten, sowie der Tatsache, dass es ubiquitar exprimiert wird, spielt die Protease
eine grof3e Rolle bei vielen biologischen Prozessen. So beeinflusst ADAM17 die
Immunantwort und Entzindungsreaktionen und spielt zudem eine Rolle bei
entwicklungsbiologischen und regenerativen Prozessen. Jedoch ist die Protease
auch an pathophysiologischen Prozessen beteiligt, wie unkontrollierten

Entzindungen und Tumorentwicklung (Horiuchi et al., 2007; Scheller et al., 2011).

Ein prominentes Substrat von ADAM17 ist der Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R). Der IL-
6R wird von Hepatozyten und einigen Leukozyten, wie Neutrophilen und T-Zellen
exprimiert (Garbers & Scheller, 2013; Garbers, Aparicio-Siegmund et al., 2015;
Garbers, Hermanns et al., 2015). Als membranstandiger Rezeptor bindet er sein
Substrat IL-6 und es kommt durch Interaktion mit dem Transmembranprotein gp130
(Glykoprotein 130) zum IL-6-classic-signaling. Dieser Signalweg hat Auswirkungen
auf regenerative und protektive Prozesse der Zelle. ADAM17 ist in der Lage den IL-
6R proteolytisch zu prozessieren und ihn in eine I6sliche Form zu Uberfuhren: den
sIL-6R (soluble IL-6R). In diesem Zustand kann der Rezeptor agonistisch auf Zellen
wirken, welche keinen IL-6R, jedoch gp130 exprimieren, wobei gp130 ubiquitar
exprimiert wird. Dieser Prozess wird als trans-signaling bezeichnet und spielt eine
Rolle bei proinflammatorischen Prozessen der Zelle (Rose-John & Heinrich, 1994; M.
Peters et al., 1998; Scheller et al., 2011). An diesem Beispiel wird deutlich, dass die
proteolytische Prozessierung durch ADAM17 ein bedeutender Prozess ist um
I6sliche Proteine zu generieren, welche immense Auswirkungen auf Signalkaskaden
und physiologische Prozesse der Zelle haben. Die proteolytische Prozessierung von
Substraten durch ADAM17 lasst sich somit in eine Reihe von posttranlationalen
Modifikationen, wie Glykosylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung
einreihen. Im Gegensatz zu allen anderen, handelt es sich dabei jedoch um eine

irreversible Modifikation.

Die Relevanz dieser Protease fur den Organismus wird zudem deutlich, wenn man
Mause betrachtet, welche eine inaktive Variante von ADAM17 exprimieren. Es
kommt in diesem Fall zu perinataler Letalitdt bzw. zum Absterben kurz nach der
Geburt (Peschon et al., 1998). Bei Menschen wurde ein Patient mit homozygoter
Deletion des ADAM17-Gens beschrieben, welche zwar nicht zum Tod, jedoch zu

schwerwiegenden Haut- und Darmerkrankungen fuhrte (Blaydon et al., 2011).
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Aufgrund der hohen physiologischen Bedeutung ist eine strikie Regulation der

Protease zwangslaufig erforderlich.

1.2.3 Aktivitat und Regulation

Aufgrund der Tatsache, dass ADAM17 bei einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologicher Prozesse involviert ist, ist eine genaue Regulation der
Proteaseaktivitat unerlasslich. Bei der Aktivitat von ADAM17 muss zwischen
konstitutiver und stimulierter proteolytischer Aktivitat unterschieden werden (Sommer
et al., 2016; Grotzinger et al., 2017; Reiss & Bhakdi, 2017). Bei beiden handelt es
sich um shedding, jedoch muss letzteres induziert werden. Es wurde beschrieben,
dass die katalytische Doméane von ADAM17 immer proteolytisch aktiv ist und somit
konstitutiv jederzeit I6sliche Substrate prozessieren kann. So wurde gezeigt, dass ein
I6sliches, fluorogenes Substrat auch unter unstimulierten Bedingungen prozessiert
wird (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017). Fir das Prozessieren
membranstandiger Substrate ist die katalytische Domane im inaktiven Zustand nicht
richtig positioniert. HierfUr ist eine Stimulation der Protease notwendig. Unter
physiologischen Bedingungen kann ADAM17 bei bakteriellen Infektionen durch
Lipopolysaccharide (LPS), welche Bestandteil der Bakterienmembran sind, stimuliert
werden und spielt somit eine Rolle bei der Immunabwehr (Gooz, 2010). Ein weiterer
physiologischer Stimulator von ADAM17 ist Thrombin wahrend der Zellregeneration.
Thrombin wird bei Verletzungen und Entzindungen als Enzym der Koagulation
gebildet. (Arora et al.,, 2008). Als besonders starker, jedoch unphysiologischer,
Stimulator fur die shedding-Aktivitdt ist Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
beschrieben. In ruhenden, d. h. nicht-aktivierten, Zellen befinden sich die negativ
geladenen Phosphatidylserine (PS) der Lipiddoppelschicht hauptsachlich auf der
inneren Seite der Plasmamembran. Wird die Zelle aktiviert (z. B. durch PMA), kommt
es zur Externalisierung von PS und somit zu einer Anreicherung von negativer
Ladung auf der auReren Seite der Zellmembran. Die negativen Ladungen des PS
interagieren mit dem positiv geladenen RKGK-Motiv der flexiblen, offenen MPD von
ADAM17. Dies fuhrt die MPD17 dicht an die Zellmembran. Durch die postulierte C-
formige Anordnung der Ektodomanen wird das katalytische Zentrum von ADAM17

nah an die Zellmembran gefuhrt und kann somit seine membranstandigen Substrate
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prozessieren (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017) (Abbildung 3).

unstimulierte Zelle stimulierte Zelle

C fluorogenes
Substrat
i IL-6R

ADAM17

PS Umlagerung

‘ ADAM17 Schnittstelle

8 Phosphatidylserin (PS)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der proteolytischen Aktivitit von ADAM17 in

stimulierten und unstimulierten Zellen.

In unstimulierten Zellen ist die katalytische Doméne von ADAM17 konstitutiv proteolytisch aktiv und
kann ein l6sliches fluorogenes Substrat spalten. In diesem Zustand kénnen die membranstandigen
Substrate von ADAM17 nicht prozessiert werden, da die ADAM17-Schnittstelle bei allen Substraten
nah an der Zellmembran lokalisiert ist. Aufgrund der gro3en Distanz zueinander kann die katalytische
Domane von ADAM17 die Schnittstelle seiner Substrate nicht erreichen und somit nicht prozessieren.

Dementsprechend ist die Protease inaktiv und es erfolgt kein shedding.

Werden die Zellen stimuliert (z. B. durch PMA), lagern sich die negativ geladenen Phosphatidylserin-
Molekdle (PS) von der intrazelluldren Seite auf die extrazelluldre Seite der Zellmembran um. Dadurch
kann das positiv geladene RKGK-Motiv der flexiblen, offenen MPD17 mit den PS-Molekilen
interagieren. Es kommt infolgedessen zu einer Anndherung der MPD17 an die Zellmembran.
Hierdurch wird der gesamte extrazelluldre Bereich von ADAM17 naher an die Zellmembran gefihrt
und die katalytische Domane kann die Schnittstelle seiner membranstandigen Substrate erreichen und

diese proteolytisch prozessieren (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017).

12
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Zudem wird ein Teil an ADAM17 intrazellular im Bereich des rauen ERs gelagert.
Nach PMA-Stimulation erfolgt zunachst eine schnelle Steigerung von ADAM17 auf
der Zelloberflache, gefolgt von einer Abnahme aufgrund von Internalisierung und
lysosomaler Degradation (Doedens & Black, 2000, Lorenzen et al., 2016). Ein
weiterer Inaktivierungsmechanismus von ADAM17 ist die Uberflihrung der offenen
Form der MPD in die geschlossene. Dies wird durch Proteindisulfidisomerasen
(PDls) katalysiert).

1.2.1 Inaktivierung von ADAM17 durch PDIs

Es wurde gezeigt, dass extrazellulare PDIs ADAM17, durch die Isomerisierung
zweier Disulfidbrucken, inaktivieren (Sommer et al., 2016; Grotzinger et al., 2017).
Die betroffenen Cystein-Reste befinden sich innerhalb der MPD17 an den Positionen
600, 630, 635 und 640. Zunachst liegt die MPD17 in einem flexiblen, offenen
Zustand vor. Dabei sind Disulfidbriicken zwischen den Cystein-Resten C600 — C630
und C635 — C640 ausgebildet (Dusterhoft et al., 2013). Durch die lineare Anordnung
der Cysteinbricken innerhalb der MPD17 liegt der N-terminale Bereich flexibel vor.
Hier befindet sich das Aminosaure-Motiv RKGK (Arginin — Lysin — Glycin — Lysin),
welches als Phosphatidylserin-Bindungsmotiv beschrieben wurde (Sommer et al.,
2016; Grotzinger et al.,, 2017). Bei Arginin und Lysin handelt es sich um
Aminosauren, welche unter physiologischen Bedingungen positiv geladen sind.
Kommt es bei der Stimulation von ADAM17 (Kapitel 1.2.3) zur Umlagerung des PS
auf die auRere Seite der Zellmembran, interagiert das positiv geladenen RKGK-Motiv
mit dem negativ geladenen PS, wodurch es zur proteolytischen Prozessierung der
membranstandigen Substrate kommt (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017).
Reduzierte PDIs katalysieren eine Isomerisierung der linear angeordneten
Disulfidbricken, wodurch eine Uuberlagernde Anordnung der Disulfidbricken
zwischen C600 — C635 und C630 — C640 erfolgt (Abbildung 4). Durch diese
Anderung kommt es zu einer kompakten Struktur mit einem rigiden, geschlossenen
Zustand der MPD17 (Dusterhoft et al., 2013). Infolgedessen liegt das PS-Bindemotiv
(RKGK) in einer geordneten Struktur vor und kann nach Stimulation nicht mehr mit
dem PS in der Zellmembran interagieren (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi,
2017). Dies fuhrt dazu, dass ADAM17 keine membranstandigen Substrate mehr
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prozessieren kann, da das katalytische Zentrum nicht in die Nahe der Zellmembran
gebracht wird, in dessen Nahe sich die Schnittstellen der moglichen Substrate
befinden (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017). Die PDIAG ist, wie die PDIA1

und PDIA3, demnach in der Lage die Protease zu inaktivieren (Krossa et al., 2018).

C600-C630 C635-C640
| 1 [ ]
590 600 610 620 630 640 650
FCEREQQLES-CACNETDNSC-KVCCRDLLSGR-CVPYVDAEQK-N LFPQ—TVGFQDMNGK—QEKRVQDV\ E-RFWDFIDQLS
l stalk-Region mit CANDIS
C600-C635 C630-C640
offene MPD17 geschlossene MPD17

PDIA6

\ Isomerisierung >

Abbildung 4: Isomerisierung der MPD17 durch PDIAG.

In der offenen Form befindet sich die MPD17, durch die linear ausgebildeten Disulfidbriicken zwischen
C600-C630 und C635-C640, in einem flexiblen Zustand und das PS-Bindemotiv RKGK liegt frei.
Durch Interaktion mit der PDIA6 kommt es zu einer Isomerisierung der Disulfidbriicken, sodass sich
Bruckenbindungen zwischen C600-C635 und C630-C40 ausbilden. Da sich die Cysteinbricken
Uberlappen wird die offene Form der MPD17 in eine rigide, geschlossene Form Uberfihrt. In diesem
Zustand liegt das RKGK-Motiv verdeckt vor und kann nicht mit PS interagieren. Die Protease ADAM17
kann in diesem Zustand keine Substrate prozessieren und liegt somit inaktiv vor (Dusterhoft et al.,
2013).
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1.3 Proteindisulfidisomerasen (PDls)

Bisher wurden 21 verschiedene PDIs beschrieben, welche als Oxidoreduktasen und
Chaperone fungieren. Es handelt sich um ER-residente Proteine, welche bei der
posttranslationalen Modifikation, genauer bei der korrekten Faltung von anderen
Proteinen involviert sind (Laurindo et al., 2012). Dabei konnen sie in ihrer oxidierten
Form Disulfidbriucken zwischen zwei Cystein-Resten schlieBen und in ihrer
reduzierten Form 6ffnen bzw. isomerisieren (Xu et al., 2014) (Abbildung 5). Nachdem
lange nur PDIA1 als alleinige PDI bekannt war, wurden spater weitere Isoformen
entdeckt. Eine besondere Rolle kommt der PDIA3 zu, da sie zusammen mit den
Lektin-Chaperonen Calreticulin und Calnexin an der Faltung von Glykoproteinen
beteiligt ist (Ellgaard & Frickel, 2003).

oxidierte PDI

§o

SH HS | Oxidation

N
("]
w

\ Reduktion

A

reduzierte PDI

reduzierte PDI

Sl 52 n Sl SZ

Isomerisierung

Abbildung 5: Reaktionsverhalten der Proteindisulfidisomerasen.

Aktive PDIs sind in ihrer oxidierten Form in der Lage Disulfidbriicken zwischen zwei Cysteinen
auszubilden und diese in ihrer reduzierten Form zu O6ffnen. AulBerdem konnen sie durch ihr

Oxidoreduktaseverhalten Disulfidbriicken isomerisieren (Xu et al., 2014).
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PDIs bestehen aus enzymatisch-aktiven und inaktiven Thioredoxin-ahnlichen
Domaéanen, weshalb sie zur Oxidoreduktion fahig sind (Xu et al., 2014). Die
enzymatisch-aktiven Thioredoxin-ahnlichen Domanen weisen als aktives Zentrum
Thioredoxinmotive auf (CXXC). Die Anzahl der Domanen ist innerhalb verschiedener
PDIs unterschiedlich. Fur PDIA1 wurden vier C-férmig angeordnete Thioredoxin-
ahnliche Domanen beschrieben (Wang et al., 2013). Dabei sind die aulieren
Domanen (a und a') aktiv und die Inneren (b und b') inaktiv. PDIAG weist zwei aktive
Domanen (a und a') auf und besitzt C-Terminal nur eine inaktive Domane (b)
(Abbildung 6) (Kozlov et al., 2010; Xu et al., 2014). Fur die inaktiven Domanen b und
b‘ wurde beschrieben, dass sie wahrscheinlich an der Substraterkennung und
dessen Bindung beteiligt sind. Somit kann diesen Domanen die Chaperonaktivitat

zugeschrieben werden (Kozlov et al., 2010).

KDEL

a und a“: aktive Thioredoxin-ahnliche Domanen

b und b*: inaktive Thioredoxin-ahnliche Domanen

Abbildung 6: Schematischer Aufbau der PDls.

PDIs bestehen aus aktiven (a und a‘) und inaktiven (b und b‘) Thioredoxin-ahnlichen Domanen und
tragen am C-terminalen Ende die ER-Retentionssequenz KDEL. Die Anzahl der Domanen variiert
dabei innerhalb der unterschiedlichen PDIs (Xu et al., 2014).

Neben ihren Funktionen im ER wurde gezeigt, dass sie mit der Zelloberflache

assoziiert sind und an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt sind (Terada et al.,
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1995; Xiao et al., 1999; Jordan & Gibbins, 2006; Kaiser et al., 2007). So spielen PDls
eine Rolle bei der Aufnahme von Stickstoffmonooxid (NO). Die PDI-Aktivitat auf der
Zelloberflache ist dabei fur den Transport von NO in die Thrombozyten notwendig
(Zai et al., 1999; Ramachandran et al., 2001). AuRerdem findet man PDIs bei der
Aktivierung von Integrinen wahrend der Koagulation (Lahav et al., 2000; Jordan et
al., 2005; Cho et al., 2008; Holbrook et al., 2012; Kim et al., 2013; Passam et al.,
2015), beim Viruseintritt des HIV bzw. Dengue-Virus (Bi et al., 2011; Wan et al.,,
2012) und es ist bekannt, dass sie einen Komplex mit MICA bzw. MICB bilden,
wodurch es zur proteolytischen Prozessierung durch ADAM17 und somit zur
Abspaltung der MIC-Proteine von der Zelloberflache kommt. Letzteres spielt eine
Rolle bei Tumorzellen, welche durch diesen Mechanismus dem Zelltod durch
naturliche Killerzellen entgehen (Kaiser et al., 2007). Aulierdem spielen sie eine
Rolle bei der Inaktivierung von ADAM17 (beschrieben in Kapitel 1.2.1) (Bennett et al.,
2000; Willems et al., 2010; Dusterhoft et al., 2013).

Als ER-residente Proteinfamilie weisen sie C-terminal eine ER-Retentionssequenz
auf: das KDEL-Motiv. Es wird angenommen, dass das KDEL-Motiv und somit der
KDEL-Rezeptor (KDELR) eine Rolle beim Transport der PDIs an die Zelloberflache

spielen.

1.4 KDEL-Motiv und KDEL-Rezeptor

Das C-terminale KDEL-Motiv ist ein ER-Retentionssignal fir das ER. Proteine mit
einem KDEL-Motiv, wie eine Vielzahl an l6slichen Chaperonen und PDIs, sind ER-
resident und dort bei der Faltung und Ausbildung von Disulfidbricken von
heranreifenden Proteinen von Bedeutung. PDIs, die zusammen mit sekretorischen
Proteinen Uber den sekretorischen Weg mittels COPII-Vesikel zum Golgi-Apparat
gelangen (Barlowe et al., 1994; Barlowe, 1998), binden dort an den KDELR. Fur die
Bindung zwischen dem KDELR und seinen Liganden wird ein leicht saures Milieu
bendtigt, welches im cis-Golgi-Bereich mit pH 6,5 gegeben ist. Im neutralen Bereich
(pH 7) hingegen, z. B. im ER, wird die Bindung aufgehoben und der Ligand wird
freigegeben (Wilson et al 1993). Wahrend die sekretorischen Proteine, wie Zytokine
und Wachstumshormone, im Golgi-Apparat modifiziert und in den sekretorischen

Transportweg eingeschleust werden, werden die PDIs aufgrund ihres KDEL-Motivs,
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und damit verbundenen Bindung an den KDELR, retrograd zum ER zurtickgefihrt.
Dabei induziert die Bindung des Cargos eine Aktivierung des KDELR im Golgi-
Apparat. Es kommt zu einer Induktion verschiedener Signalwege durch die
Interaktion mit den G-Proteinen Gs, Gq bzw. Ga,. Uber Gs erfolgt eine Aktivierung
von Protein-Kinase A (PKA), die eine direkte Phosphorylierung von Komponenten
der retrograden Transportmaschinerie katalysiert. Beim retrograden Transport,
zurick ins ER, wird fur den KDELR eine aktive Rolle in der COPIl-abhangigen
Sortierung und bei der Regulation des COPI-Vesikel-Transports angenommen (Aoe
et al., 1997). Die Bindung eines KDEL-Proteins an den KDELR flhrt zur Rekrutierung
der membranaktiven GTPase Arf1 wodurch das Vesikel mit der ER-Membran
fusioniert und das KDEL-Protein zurtck ins ER gelangt. (Tanigawa et al. 1993,
Yoshihisa et al. 1993; Cukierman et al. 1995). Der KDELR wird dann uber COPI-
vermittelten Transport anterograd zum Golgi-Apparat recycelt (Townsley et al.,
1993). Die KDELR-abhangige Retention ist zwischen den Spezies hochkonserviert,
wobei das KDEL-Motiv z. B. bei der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) leicht
abgewandelt vorliegt (Semenza et al., 1990). Bei Saccharomyces cerevisiae befindet

sich in dem Motiv ein Histidin anstelle des Lysins (HDEL-Motiv).

Zudem kommt es durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren zur erhéhten
Expression von Genen, dessen Proteine am retrograden und am anterograden
Vesikeltransport beteiligt sind (Cancino et al., 2014). Die Interaktion mit Gq resultiert
in einer direkten SFK (Src-family kinases)-vermittelten Aktivierung von anterograden
Transportprozessen zur Plasmamembran. Auch die Interaktion mit Ga, flhrt, durch
die Aktivierung von Rab1/Rab3, zur Aktivierung des anterograden Transports. Somit
spielt der KDELR bei der Aufrechterhaltung der Golgi-Homobostase eine
entscheidende Rolle (Pulvirenti et al., 2008, Giannotta et al., 2012; Cancino et al.,
2014; Solis et al., 2017).

1.4.1 Struktureller Aufbau des KDELR

Der KDELR weist eine Molekulmasse von 26 kDa auf (Townsley et al., 1993) und
besteht aus sieben konservierten Transmembrandomanen (Lewis & Pelham, 1990;
Scheel & Pelham, 1998). Dabei liegt der N-Terminus luminal und der C-Terminus auf

der zytosolischen Seite des Golgi-Apparates (Abbildung 7). Die luminalen Teile des
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Rezeptors tragen zur Bindung des KDEL-Motivs bei (Townsley et al., 1993; Raykhel
et al., 2007). Die Struktur des KDELR weist somit Ahnlichkeiten mit G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) auf und beide lassen sich den heptahelikalen
Transmembranproteinen zuordnen. Bei GPCRs handelt es sich um Rezeptoren der
Zellmembran und Endosomenmembran, welche Signale von GTP-bindenden
Proteinen (G-Proteine) in das Zellinnere transduzieren (lrannejad et al., 2013).
Daraus ergibt sich, dass auch der KDELR in der Lage ist, mit G-Proteinen zu

interagieren und Signalkaskaden zu initiieren (beschrieben in Kapitel 1.4).

Kodiert wird der KDEL-Rezeptor im Menschen durch das erd2-Gen (ER Lumen
Protein Retaining Receptor) und es wurden drei homologe Formen des Rezeptors
beschrieben: KDELR1 (erd2.1), KDELR2 (erd2.2) und KDELRS3 (erd2.3) (Lewis et al.,
1990; Lewis & Pelham, 1992). Dabei wird der KDELR1 am starksten exprimiert und
der KDELR3 am schwachsten (Raykhel et al., 2007). Die starke Expression des
KDELR1, sowie die Tatsache, dass er als einziger der drei homologen Formen eine
hohere Affinitat zum KDEL- anstelle des HDEL-Motivs aufweist (Henderson et al.,
2013; Becker et al., 2016), macht ihn besonders interessant fir Untersuchung im

Hinblick auf die Interaktion mit PDls.

Lumen

N-Terminus

Transmembrandomanen

C-Terminus

Zytosol

Abbildung 7: Schematische Darstellung des KDELR.

Der KDELR besteht aus sieben Transmembrandoméanen, wobei der N-Terminus luminal und der C-

Terminus auf der zytosolischen Seite der Membran lokalisiert ist (Townsley et al., 1993).
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1.5 Zielsetzung

Um Einblicke in die biologische Aktivitat von ADAM17 zu erhalten, soll untersucht
werden, ob der IL-6R als membranstandiges Substrat von ADAM17 unter
unstimulierten Bedingungen proteolytisch prozessiert werden kann. Daflr wird die
ADAM17-Schnittstelle weiter von der Zellmembran weg und somit naher an das
katalytische Zentrum von ADAM17 verschoben. Dies soll erreicht werden, indem ein
Motiv . von 6 Aminosauren (LPVQDS) der IL-6R stalk-Region, welches die
Schnittstelle (Prolin-Valin) fur ADAM17 enthalt, um jeweils 5 Aminosauren in
Richtung N-Terminus verschoben wird. AnschlieRBend soll fur jede IL-6R Mutante
sowohl die konstitutive als auch die stimulierte proteolytische Aktivitdt von ADAM17
analysiert werden. Hierdurch sollen mdgliche Aktivierungsmechanismen von
ADAM17 aufgeklart werden.

Durch eine Konformationsanderung der MPD17, katalysiert durch extrazellulare
PDls, wird die Aktivitat von ADAM17 inhibiert. Um einen weiteren Einblick in diesen
Regulationsmechanismus zu erhalten, soll untersucht werden, wie die ER-residenten
PDIs an die Zelloberflache gelangen. Dabei liegt ein besonderer Fokus auf dem
KDEL-Motiv der PDIs und der damit verbundenen Interaktion mit dem KDELR. So
soll untersucht werden, ob der Transport und die Assoziation der PDls an die
Zelloberflache KDELR1-abhangig ist.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Im Folgenden findet sich eine Aufstellung zu den verwendeten Geraten (Tabelle 1)
(Tabelle 2). Die Arbeit

Verbrauchsmaterialien wurden, bis auf die in Tabelle 2 aufgelisteten Materialien, alle

und Verbrauchsmaterialien in dieser verwendeten

von der Firma SARSTEDT (NUmbrecht, Deutschland) geordert.

Tabelle 1: Verwendete Geréte.

Geratename

Hersteller mit Sitz

ECL Chemocam Imager (Western-Blot Detektion)

INTAS, Ahmedabad, Indien

BD FACS Canto 2

BECTON DICKINSON BIOSCIENCES, New Jersey,
USA

Heraeus® HERAcell® CO, Inkubator

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

IMT-2 Mikroskop

OLYMPUS, Tokyo, Japan

Inkubator Multitron Standard

INFORS HAT (Bottmingen, Schweiz)

NanoDrop ND1000

PEQLAB BIOTECHNOLOGIE GMBH , Erlangen,

Deutschland

Olympus 1X 81 cLSM Mikroskop

OLYMPUS, Tokyo, Japan

pH-Meter MP225 / pH-Meter Elektrode inlab 410

METTLER TOLEDO , GielRen, Deutschland

Schittelinkubator Multitron Standard

INFORS HT, Basel, Schweiz

Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell-System

BIO-RAD LABORATORIES, Hercules, USA
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Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material Hersteller mit Sitz

Amersham™ Hybond™ PVDF Blotting | HE HEALTHCARE, Chicago USA
Membrane (0,45 um)

Mr. Frosty Einfrierbox NALGENE, Rochester, USA
Nap5™ Saule GE HEALTHCARE, Chicago, USA
Nap10™ Saule GE HEALTHCARE, Chicago, USA

2.1.2 Software

Eine Auflistung der Software, welche in dieser Arbeit verwendet wurden findet sich in
Tabelle 3.

Tabelle 3: Verwendete Software.

Software Entwickler mit Sitz

Bioedit IBIS THERAPEUTICS, Carlsbad, USA

Chemostar Professional INTAS, Ahmedabad, Indien

DNAMAN LYNNON BIOSOFT, San Ramon, USA

BD FACS Canto 2 BECTON DICKINSON BIOSCIENCES, New Jersey,
USA

Excel 2010 MICROSOFT, Redmond, USA

FCS Express 3 DE NOVO SOFTWARE, Glendale, USA

FluoView FV 1000 OLYMPUS, Tokyo, Japan

FluoView FV 3000 OLYMPUS, Tokyo, Japan

Image Studio Lite 5.2 LI-COR BIOSCIENCES, Lincoln, USA

http://crispr.mit.edu ZHANG LAB, Cambridge, USA
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2.1.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, bis auf die in Tabelle 4

aufgelisteten Reagenzien, alle von der Firma CARL ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

geordert.

Tabelle 4: Gesonderte Bezugsquellen der Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller mit Sitz

APS

FLUKA, Steinheim, Deutschland

B-Mercaptoethanol

GIBCO/LIFE, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau

RIEDEL-DE HAEN AG, Buchs, Schweiz

cOmplete Mini Protease Inhibitor Tablets

ROCHE, Basel, Schweiz

DAPCO

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

DAPI

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

Dithiothreitol (DTT)

APPLICHEM GMBH, Darmstadt, Deutschland

DY-490-NHS-Ester

DYOMICS, Jena, Germany

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

FCS (fetal bovine serum)

PAA LABORATORIES GMBH, Colbe, Deutschland

Genistein

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA

Marimastat

CALBIOCHEM, LaJolla, USA

Mowiol® 4-88 Reagent

CALBIOCHEM, LaJolla, USA

Pitstop® 2

ABCAM, Cambridge, UK

PMA

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA
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Prestained Protein Molecular Weight Marker

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

Trypsin / EDTA (UV irradiated)

PAA LABORATORIES GMBH, Colbe, Deutschland

Turbofect Transfection Reagent

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

2.1.4 Antibiotika

In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika.

Antibiotika

Hersteller mit Sitz

Ampicillin

CARL ROTH, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin / Streptomycin

PAA LABORATORIES GMBH, Colbe, Deutschland

Puromycin

SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA
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2.1.5 Antikorper

Die verwendeten Antikorper (Tabelle 6) sind im Folgenden aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper.

Antikorper Antigen Hersteller mit Sitz
4-11 humaner IL-6R Produktion AG Groétzinger
anti-B-Actin humanes B-Actin SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Dallas, USA

(Western-Blot)

(mouse, sc-4779)

anti-PDIA1 humane PDIA1 ABCAM, Cambridge, UK
(Durchflusszytometrie) (rabbit, ab137110)
anti-PDIA3 humane PDIA3 ABCAM, Cambridge, UK

(Durchflusszytometrie, IFA)

(rabbit, ab10287)

anti-PDIAG humane PDIAG THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA
(Durchflusszytometrie) (rabbit, PA5-13616)
anti-PDIAG humane PDIAG ABCAM, Cambridge, UK

(Western-Blot)

(rabbit, ab11432)

anti-KDEL receptor (KR-10)

(Durchflusszytometrie)

humaner KDELR1

ABCAM, Cambridge, UK

(mouse, ab69659)

WGA (Lektin), Alexa Fluor™
488

(IFA)

bindet Sialinsaure und
N-Acetylglucosamin-
Ruickstand

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

(W11261)

anti-lgG mouse APC

(Durchflusszytometrie)

Sekundarantikérper

(IgG mouse)

DIANOVA, Hamburg, Deutschland

(115-136-146)

anti-lgG rabbit Alexa Fluor
488

(Durchflusszytometrie)

Sekundarantikérper

(IgG rabbit)

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

(A11034)
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anti-IlgG rabbit Alexa Fluor Sekundarantikérper THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA
594 (IgG rabbit) (A32740)
(IFA)

2.1.6 Kits

In Tabelle 7 sind die verwendeten Kits aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Kits.

Kit

Hersteller mit Sitz

DNA Purification Kit NucleoBondPC500

MACHEREY-NAGEL, Diren, Deutschland

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Kit

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

GeneJET PCR Purification Kit

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

PierceTM BCA Protein Assay Kit

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

T4 Polynukleotidkinase-Kit

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

T4 DNA Ligase Kit

THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA

2.1.7 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, welche flr diese Arbeit genutzt wurden (Tabelle 8), wurden von

der Firma SIGMA-ALDRICH (St.Louis, USA) synthetisiert und es wurden 100 uM

Stocklésungen in ddH,O angesetzt.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide.

Gen Accessionr. Sequenz 5°-3’ sense

Sequenz 5’-3’ antisense

erd2.1 P24390 ACCGGTGTTCACTGCCCGATATC AACGATATCGGGCAGTGAACACC
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2.1.8 Plasmide

In Tabelle 9 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Plasmide.

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pcDNA3.1-eGFP

grun-fluoreszierendes Protein

Dr. Inken Lorenzen

pcDNA3.1-IL-6R_wt

humaner IL-6R wildtyp

Produktion AG Grétzinger

pcDNAS3.1-IL-6R_Mutante1

humaner IL-6R Mutante 1

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante2

humaner IL-6R Mutante 2

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante3

humaner IL-6R Mutante 3

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante4

humaner IL-6R Mutante 4

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante5

humaner IL-6R Mutante 5

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante6

humaner IL-6R Mutante 6

Produktion AG Grétzinger

pcDNA3.1-IL-6R_Mutante7

humaner IL-6R Mutante 7

Produktion AG Groétzinger

pcDNAS3.1-IL-6R_Mutante8

humaner IL-6R Mutante 8

Produktion AG Grotzinger

pcDNA3.1-PDIA6

humane PDIA6

Dr. Inken Lorenzen

pcDNAS3.1-PDIA6wo

humane PDIA6 ohne KDEL-Motiv

Dr. Inken Lorenzen
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21.9 Zellen und Organismen

Escherichia coli DH5a: E. coli-Stamm, welcher die Plasmid-DNA

nicht degradiert (Woodcock et al., 1989)

(INVITROGEN, Carlsbad, USA)

- Genotype: sup E44, lac U169 (f80 lacZ M15),
hsd R17, rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, rel
Al

HEK293 Zellen: - Tranformationsprodukt von menschlichen
(Human Embryonic Kidney) embryonalen Nierenzellen mit DNA-Teilen
des humanen Adenovirus 5

- hypotriploide Epithelzellen

HEK293T-Zellen: - Derivat von HEK293 Zellen

- exprimiert zusatzlich das Simian Virus 40
(SV40) large T-Antigen. Dies ermoglicht DNA-
Replikation von episomalen Plasmiden mit
dem SV40 origin of replication und erhdht
dadurch die Proteinproduktion (Shein &
Enders, 1962; Zur Hausen, 1967; Robbins et
al., 1986).
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2.1.10 Puffer und Lésungen

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer und
Ldsungen. Sofern nicht anders angegeben erfolgte eine Verdinnungen mit doppelt
destilliertem Wasser (ddH,O) und die Einstellung des pH-Wertes mit 5 M NaOH und
37 % HCI. Das Autoklavieren fand bei 120 °C und 1,4 bar Dampfdruck fir 20 min
statt.

Puffer fiir SDS-PAGE

10 x SDS-Puffer 144 g Glycin
30 g Tris
10 g SDS
ad. 1L ddH;0
5 x Lammli Probenpuffer 3,2 mL 1 M Tris pH 6,8
4,3 mL Glycerin
1,5 g SDS
2,5 mL B-Mercaptoethanol
Spatelspitze Bromphenolblau
ad. 10 mL ddH,O
0,1 % Coomassie-Farbelésung 250 mL Methanol
100 mL Ethanol
1 g Brilliantblau
ad. 1L ddH,0
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Coomassie-Entfarbelésung

Puffer fiir Western-Blots

10 x Transferpuffer

1 x Transferpuffer

10 x TBS

1 x TBS/Tween

100 mL
100 mL
ad. 1L

1,92 M
25 M
ad. 1L

100 mL
700 mL
200 mL
2 M
0,5 M
ad. 1L

pH

100 mL
900 mL
500 uL

Methanol

Essigsaure

ddH;0

Glycin

Tris

ddH;0

10x Transferpuffer

ddH,0O

Methanol

NaCl

Tris

ddH;0

7,5

10 x TBS

ddH,O

Tween20
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Blockierldsung

Puffer fiir Durchflusszytometrie

FACS Flow

FACS-Puffer

(extrazelluldre Farbung)

FACS-Puffer

(intrazellulare Farbung)

Herstellen kompetenter Zellen

Kompetenz-Puffer

5 mL

5 % (wiv)
1 L

0,05 % (v/v)
1 % (w/v)
ad. 1L

1 % (wiv)
0,1 % (W/v)
ad. 1L

60 mM

15 % (viv)
ad. 250 mL

TBS

BSA

PBS pH 7,4

Na-azid

BSA

PBS pH 7,4

BSA

Saponin

PBS pH 7,4

CaC|2

Glycerin

ddH,0O
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Puffer fiir IFA:

Permeabilisierungspuffer

Fixierungspuffer

Quenching-Puffer

Blockierldsung

2.1.11 Zellmedien

10 x PBS

0,2

ad. 50 mL

ad. 50 mL

0,12

ad. 50 mL

10

ad. 50 mL

1,62

30

1,37

54

ad. 1L

pH

% (w/v)

% (vIv)

% (vIv)

% (vIv)

mM

mM

Saponin

PBS pH 7,4

PFA

PBS pH 7,4

Glycin

PBS pH 7,4

FCS

PBS pH 7,4

NazHPO4

KH,PO4

NaCl

KCI

ddH;0

7.4
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Einfriermedium 5 mL DMSO

25 mL FCS
LB-Medium (Bertani, 1951) 25 g Lennox L Broth Base

ad. 1L ddH,0
Zelllysepuffer 20 mM Tris-HCI pH 7,5

150 mM NaCl

2 mM EDTA

1 % (viv)  Triton-X100

5 % (v/v) Glycerin

1 Tablette cOmplete

100 uL Marimastat

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Tranformation von DH5a-Zellen

Um Plasmid-DNA zu amplifizieren, wurde die entsprechende DNA zunachst in
kompetente DH5a Zellen transformiert. Dazu wurden kompetente Zellen auf Eis
aufgetaut und 50 pL Bakterien mit 1 pyL Plasmid-DNA versetzt. Die Suspension
wurde 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 90 Sekunden bei 42 °C,
bei welchem die Plasmid-DNA aufgenommen wurde, und die direkte Uberfiihrung

zuruck auf Eis. Nachdem die Bakteriensuspension wieder abgekuhlt war, wurden 500
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ML LB-Medium zugegeben und fir 1 h bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert.
Die Bakterien wurden fur 5 min bei 3500 x g zentrifugiert und das Pellet in 100 pL
LB-Medium resuspendiert. Die Suspension wurde auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin
(100 upg/mL) ausgestrichen und Uber Nacht (4. N.) bei 37 °C inkubiert. Alternativ
konnte die Bakteriensuspension direkt fur eine Ubernachtkultur genutzt werden. Fir
Ubernachtkulturen und Amplifikation der Plasmid-DNA wurden am folgenden Tag
Klone von den Platten gepickt und in 300 mL LB-Medium mit Ampicillin in Schikane-
Kolben inokuliert. Die Grofl3kultur wurde unter Schutteln (160 rpm) U. N. bei 37 °C
inkubiert und am nachsten Tag fur die Praparation und Reinigung der Plasmid-DNA

benutzt.
2.2.1.2 Praparation und Reinigung von Plasmid DNA aus E. coli

Plasmid-DNA wurde in DH5a Zellen vervielfaltigt und anschlielend mit dem Plasmid-
DNA Purification Kit NucleoBondPC500 (MACHEREY-NAGEL, Duren, Deutschland)

nach den Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt.
2.2.1.3 Sequenzierung von DNA

Um die Plasmide, mit denen in dieser Arbeit gearbeitet wurde, zu Uberprifen wurden
diese sequenziert. Die Sequenzierung der DNA wurde von der Firma GATC BIOTECH
AG/EUROFINS (Konstanz, Deutschland) durchgefuhrt. Dafur wurden jeweils 5 yL DNA
(100 ng/uL) pro Ansatz und 2 uL des entsprechenden Primers (5 pmol/uL) in 1,5 mL
Eppendorfgefalle gegeben und zum Sequenzieren geschickt. Die Auswertung der
erhaltenen Daten erfolgte mit der Software Bioedit (IBIS THERAPEUTICS, Carlsbad,
USA) und DNAMAN (LYNNON BIOSOFT, SAN RAMON, USA).
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung von HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen wurden in DMEM-Medium (SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA) mit 10 %
(v/v) fotalem Kalberserum (FCS) (PAA LABORATORIES GMBH, Cdlbe, Deutschland),
Penicillin (60 mg/L) und Streptomycin (100 mg/L) (PAA LABORATORIES GMBH, Colbe,
Deutschland) (im Folgenden als DMEM-FCS-P/S bezeichnet) in 10 cm Tissue
Culture (TC)-Kulturschalen bei 37 °C und 5 % CO; unter humiden Konditionen
kultiviert. Die Zellen wurden im Monolayer gehalten und die Zelldichte wurde

mikroskopisch (IMT-2 Mikroskop, oLYmMPUS, Tokyo, Japan) analysiert.

Je nach Wachstum wurden die Zellen nach einigen Tagen geteilt. Dazu wurden
zunachst tote Zellen mit warmem PBS pH 7,4 weggewaschen. Die adharenten Zellen
wurden enzymatisch mit 5 mL 5 % Trypsin in PBS pH 7,4 (warm) von der Platte
geldst und die Reaktion durch Zugabe gleicher Menge DMEM-FCS-P/S abgestoppt.
Nach Zentrifugation bei 1000 x g bei Raumtemperatur (RT) fir 10 min wurde das
entstehende Zellpellet in 1 mL DMEM-FCS-P/S resuspendiert. Je nach Bedarf
wurden verschiedene Mengen der HEK293T-Zellen anschlieRend in neue TC-
Kulturschalen mit jeweils 10 mL warmem DMEM-FCS-P/S Uberflihrt und inkubiert.
Alle Arbeitsschritte wurden dabei unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt um

mogliche Kontaminationen zu vermeiden.

2.2.2.2 Herstellung von Stocks

Um Zellstocks von HEK293T-Zellen anzulegen, wurde eine Kulturschale
herangezogen, welche zu etwa 70 % bewachsen war. Die Zellen wurden zunachst
geerntet und das dabei entstandene Zellpellet in 500 yL DMEM + 10 % FCS (v/v)
resuspendiert und in ein Cryoréhrchen gegeben. Es wurden 750 pL Einfrierreagenz
(25 mL FCS + 5 mL DMSOQO) zugegeben und das Cryorohrchen in eine Mr. Frosty
Einfrierbox (NALGENE, Rochester, USA) gestellt. Die Zellen wurden bei -80 °C
eingefroren und konnten bei dieser Temperatur einige Wochen gelagert werden. Fur

eine langere Dauer wurden die Stocks nach einigen Tagen bei -150 °C gelagert.
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2.2.2.3 Zellernte & Lyse von HEK293T-Zellen

Zu lysierende Zellen wurden zunachst mit PBS pH 7,4 gewaschen und anschlief3end
bei 1000 x g fur 15 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde, je nach Grdlie, mit etwa
200 - 300 pL Lysepuffer versetzt. Zu jeweils 50 mL Lysepuffer wurden kurz vor
Gebrauch eine Tablette Proteaseinhibitoren cOmplete Mini Protease Inhibitor
(ROCHE, Basel, Schweiz), sowie 50 pL Marimastat (5 mM) als Metalloprotease
Inhibitor, gegeben. Die Lyse erfolgte fur 30 min bei 4 °C unter rotierenden
Bedingungen. Um anschlieRend die |6sliche Fraktion von den Zelltrimmern zu
trennen wurde 30 min bei 17000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefall uberfuhrt, sodass mit dem entstandenen Zelllysat anschliel3end

weitergearbeitet werden konnte.

2.2.2.4 Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen

Die transiente Transfektion wurde in 10 cm TC-Kulturschalen mit HEK293T-Zellen in
DMEM-FCS-P/S, welche zu etwa 70 % bewachsen waren, durchgefuhrt. Der
Transfektionsansatz wurde vorbereitet indem zunachst 1 mL DMEM mit 20 yL PEI (1
mg/mL) in ein Reaktionsgefald gegeben wurde. Zuletzt wurden 8 pg der zu
transfizierenden DNA zugegeben und 20 min bei RT inkubiert. Der
Transfektionsansatz wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben und die Zellen bei
37 °C inkubiert. Nach 3 h erfolgte ein Mediumwechsel und die Zellen wurden U. N.
inkubiert.

Fur eine Transfektion in 6-Well-Platten wurden 200 yL DMEM mit 8 yL PEI und 4 pg

DNA als Transfektionsansatz vorbereitet.

Als Transfektionskontrolle wurde ein pcDNA3.1 Plasmid genutzt, welches die
Sequenz fur das grun fluoreszierende Protein (eGFP) enthielt. So konnte am
nachsten Tag mikroskopisch Uberprift werden, ob die Zellen das Plasmid

aufgenommen haben um methodische Fehler auszuschliel3en.
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2.2.2.5 CRISPR/Cas9: Herstellen von kdelrl knock-down-Zellen

a. CRISPR/Cas9: Herstellen des Vektors

FUr die Mutangenese des kdelrl-Gens (erd2.1, 1557 bp, 5 Exons) wurde die
CRISPR/Cas9-Methode angewendet. Das Design der guide-RNA wurde dabei nach
dem Algorithmus der Homepage http://crispr.mit.edu (zHANG LAB, Cambridge, USA)
durchgefuhrt. FlUr eine spatere Klonierung in den Zielvektor LeGO-Cas9-iC-puro +
cgRNA_Sap | (zur Verfligung gestellt von Boris Fehse, Zentrum flr Onkologie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) wurde an die Sequenz die Sapl
Schnittstelle (ACC) eingefugt (blau). Die designten Oligonukleotide wurden bei
SIGMA-ALDRICH (St.Louis, USA) bestellt und mit ddH,O auf 100 uM eingestelit.

Gen Sequenz 5°-3’ sense Sequenz 5°-3’ antisense

erd2.1 Sequenz ACCGGTGTTCACTGCCCGATATC | AACGATATCGGGCAGTGAACACC

Die Oligonukleotide wurden Uber die Sapl-Schnittstellen in den Vektor pLeGO
kloniert (Ran et al., 2013). Dazu wurde der Vektor zunachst mit Sapl in
entsprechendem Puffer inkubiert und die Linearisierung des Vektors im Agarosegel
Uberpruft. Der Vektor wurde anschliefend mit dem FastAP-Kit (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Waltham, USA) dephosphoryliert und mit dem GeneJET PCR Purification
Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA) gereinigt (linearisierter Vektor wurde

zur Verfugung gestellt von Dr. Bjorn Rabe).

Die georderten Oligonukleotide wurden mit dem T4 Polynukleotidkinase-Kit (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA) hybridisiet und phosphoryliert. Der
Reaktionsansatz wurde, wie in Tabelle 10 beschrieben, angesetzt und im
Thermocycler fur 30 min bei 37 °C inkubiert, gefolgt vom Erhitzen fir 5 min auf 95 °C

und anschlieRendem Abkuihlen auf 20 °C mit einer Abkuhlrate von 5 °C/min.
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Tabelle 10: Hybridisieren der Oligonukleotide fiir CRISPR/Cas9.

Komponente Volumen
Oligonukleotid sense 1 uL (100 nmol)
Oligonukleotid antisense 1 uL (100 nmol)
10x Reaktionspuffer fir T4 PNK 4 uL

10 mM ATP 8 uL

T4 PNK 4 pL (10 units)
ddH20 22 uL

Die hybridisierten Oligonukleotide wurden 1:250 in ddH,O verdunnt und, wie in
Tabelle 11 beschrieben, mit dem T4 DNA Ligase Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
Waltham, USA) in den linearisierten pLeGO Vektor ligiert. Als Re-Ligationskontrolle
diente ein Ansatz ohne Oligonukleotide. Die Inkubation erfolgte 4. N. bei 16 °C im
Thermomixer. Die fertigen Konstrukte wurden im Anschluss in DH5a Zellen
transformiert (Ampicillin Resistenz) und Kulturen flr die Plasmidreinigung mittels Midi

angelegt, um das Plasmid zu vervielfaltigen.

Tabelle 11: Ligationsansatz fir CRISPR/Cas?9.

Komponente Volumen
pLeGO 50 ng
Oligos annealed (1:250) 2 uL

10x Ligasepuffer 2 uL

T4 DNA-Ligase (1 Weiss) 1uL
ddH,O ad. 20 yL
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b. CRISPR/Cas9: Einbringen des Vektors und Selektion der HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen wurden mit dem zuvor hergestellten CRISPR/Cas9 Plasmid
transfiziert. Um die Zellen zu selektieren, wurden die Zellen in DMEM-FCS-P/S mit
Puromycin (1,5 pg/mL) zur Selektion gegeben. Nach 24 h wurde die Puromycin-
Konzentration im Medium auf 3 uyg/mL erhéht. Um eine knock-down-Zelllinie aus
einem Klon zu erhalten, wurden die Zellen vereinzelt. Dabei wurden 0,5 Zellen pro
Well in einer 96-Well-Platte ausgesat und mit DMEM-FCS-P/S fur etwa 2-3 Wochen
bei 37 °C inkubiert. Als das Wachstum der Klone sichtbar war, wurden sie in 6-Well-
Platten Uberfihrt und der mogliche knockdown des kdelrl Gens mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

2.2.2.6 Herstellen kompetenter E. coli DH5a Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli DH5a Zellen mittels CaCl, wurden 50 mL einer
DH5a E. coli Vorkultur mit LB-Medium (Resistenz Ampicillin) angesetzt und U. N. bei
37 °C in einem Schuttelinkubator bei 160 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine
500 mL Hauptkultur mit 5 mL der Ubernachtkultur angeimpft und unter Schitteln bei
37 °C bis zu einer ODggonm von 0,6-0,7 inkubiert. Anschliel3end wurde die Hauptkultur
bei 4 °C gelagert. Die Zellen wurden zu je 50 mL aufgeteilt und fir 15 min bei 300 x g
zentrifugiert. Die dabei entstandenen Zellpellets wurden jeweils in 10 mL Kompetenz-
Puffer (Kapitel 2.1.10) resuspendiert und wieder wie zuvor zentrifugiert. Im letzten
Schritt wurden die Pellets in 25 mL Kompetenz-Puffer resuspendiert und ein drittes
Mal unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Pellets wurden anschlie3end
in 2,5 mL Kompetenz-Puffer resuspendiert und jeweils 200 yL in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall gegeben und sofort in flissigen Stickstoff Uberflhrt. Die Lagerung
der kompetenten Zellen erfolgte bei -80 °C.

2.2.3 Proteinbiochemie

2.2.3.1 Biotinylierung

Zur Detektion von Proteinen an der Zelloberflache wurden alle Oberflachenproteine

auf intakten Zellen mittels EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
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Waltham, USA) markiert. Nach Zellaufschluss wurde das Lysat mit Streptavidin-
beads inkubiert, da Biotin mit sehr hoher Affinitdt und Spezifitdt an Streptavidin
bindet. Die markierten Proteine wurden in einem letzten Schritt isoliert und

anschlie3end per SDS-PAGE getrennt und mittels Western-Blot detektiert werden.

Die HEK293T-Zellen wurden zunachst mit den Plasmiden, welche fir die zu
untersuchenden Proteine PDIA6 und PDIA6wo kodieren, transfiziert. Zudem wurden
untransfizierte Zellen als Kontrolle herangezogen, und um die endogene
Oberflachenexpression von PDIA3 und PDIA6 zu untersuchen. Pro experimentellen
Ansatz wurden zwei 10 cm-Zellkulturschalen benutzt. Zunachst wurden die Zellen
zweimal mit PBS pH 7,4 (kalt) und anschlieRend mit PBS pH 8,0 (kalt) gewaschen.
Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit 5 mL Biotinldsung inkubiert. Zur
Herstellung der Biotinldsung wurde das Biotin mit einer Konzentration von 0,25
mg/mL in PBS pH 8,0 (kalt) angesetzt. Nach 30-minutiger Inkubationszeit bei 4 °C
wurde die Biotinlosung abgenommen und die Reaktion mit 100 mM Glycin in PBS pH
7,4 fur 5 min bei 4 °C abgestoppt. Die Zellen wurden in der Glycinlésung geerntet
und 15 min bei 1000 x g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit
Lysepuffer versetzt um die Zellen aufzuschlielen und die Proteinkonzentration
anschlielend mittels BCA-Assay bestimmt. Zur Prazipitation der biotinylierten
Proteine wurden die Zelllysate auf eine Konzentration von 0,5 mg/mL mit einem
Gesamtvolumen von 1 mL eingestellt und 100 pL als Lysat-Kontrolle abgenommen.
Bevor das Lysat zu 60 pL Streptavidin-beads gegeben wurde, wurden die beads
zunachst dreimal mit Lysepuffer/5 % BSA (w/v) gewaschen. Dabei durften die beads
maximal mit 500 x g zentrifugiert werden. Die Bindung des Biotins an die
Streptavidin-beads erfolgte fir 1 h bei 4 °C auf einem Rollinkubator. Um
ungebundene Proteine zu entfernen wurden die beads flinfmal mit Lysepuffer
gewaschen. Im letzten Schritt wurden die gebundenen Proteine durch 5-minutiges
Kochen bei 95 °C mit 100 yL Lammli-Puffer eluiert. Fur die Detektion wurden pro
Probe 15 uL auf ein SDS-Gel gegeben und die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt.
AnschlieRend wurden die Proteine im Western-Blot mit dem entsprechenden

Antikérper (Tabelle 6), fur die zu untersuchenden Proteine, detektiert.
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2.2.3.2 BCA-Assay zur Proteinkonzentrationsbestimmung

Um die Proteinkonzentration von Zelllysaten zu bestimmen, wurde ein BCA-Assay
durchgefiihrt. Hierzu wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Waltham, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Proben
wurden in einer 96-Well-Platte mit Flachboden in Dreifachansatzen uber eine BSA-
Kalibrationskurve  pipettiert. Die  Kalibrationskurve  wurde ebenfalls in
Dreifachansatzen mit folgenden Konzentrationen pipettiert: 25 ug/mL, 125 ug/mL,
250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL, 1000 pg/mL, 1500 pg/mL und 2000 pg/mL.
Aullerdem wurde eine Kontrolle ohne Protein pipettiert. Die zu untersuchenden
Proben wurden 1:5 oder 1:10 in Lysepuffer verdinnt. Die Platte wurde im Tecan
Rainbow Microplate Reader (TECAN, Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenlange von
562 nm ausgelesen und mit der Software Magellan™ 3 (TEcaN, Mannedorf, Schweiz)
analysiert. Die Auswertung fand mit der Software Excel 2010 (MICROSOFT, Redmond,
USA) statt.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zunachst wurde das Trenngel mit 12,5 % oder 15 %, je nach Grole des zu
untersuchenden Proteins, in einer Gelkassette mit einer Dicke von 1,0 mm gegossen
und mit Isopropanol uberschichtet. Nachdem das Trenngel nach ca. 3 h bei RT
auspolymerisiert war, wurde die Isopropanol-Schicht abgegossen und restliches
Isopropanol mit Filterpapier entfernt. Im Anschluss wurde das Sammelgel mit 7,5 %
auf das ausgehartete Trenngel gegossen, sowie ein Kamm zur Taschenbildung in
die Gelkassette gesteckt. Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel kann
Tabelle 12 entnommen werden. Nach Ausharten des Sammelgels bei RT fur einige
Stunden konnten die gegossenen Gele direkt fur die SDS-PAGE verwendet werden

oder zunachst in feuchten Tuchern bei 4 °C bis zur Nutzung gelagert werden.
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Tabelle 12: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE.

Trenngel 12,5 % | Trenngel 15 % | Sammelgel 7,5 %

H,O 1,88 mL 1,38 mL 1,23 mL
30 % Acrylamid-Stammlésung 2,5mL 3,0 mL 0,63 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,5 mL 1,5 mL --

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - -- 0,63 mL
10 % SDS-Lésung 0,06 mL 0,06 mL 0,03 mL
10 % APS 0,06 mL 0,06 mL 0,03 mL
TEMED 0,01 mL 0,01 mL 0,01 mL

Die zu untersuchenden Proteine wurden zunachst mit 5x Lammli-Puffer (Laemmli,
1970) versetzt und bei 95 °C fur 5 min aufgekocht. Die Gelkammer wurde mit 1 x
SDS-Laufpuffer (Kapitel 2.1.10) geflllt und das Gel hineingestellt. Anschliel3end
wurden die Proben auf das Gel aufgetragen, wobei die Auftragsmenge
versuchsabhangig war. Als GroRenstandard wurden etwa 5 pL Prestained Protein
Molecular Weight Marker (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, USA) aufgetragen.
Die Trennung der Proteine erfolgte bei 120 V und 400 mA solange, bis die Lauffront

eine gewunschte Hohe erreicht hatte.

Zur Detektion der Proteine wurde eine Coomassie-Farbung oder eine Western-Blot-

Analyse durchgefihrt.

2.2.3.4 Farben & Entfarben von SDS-Gelen mit Coomassie

Fur die Coomassie-Farbung wurde das SDS-Gel in einer Schale mit Coomassie-
Farbeldsung (Kapitel 2.1.10) fur 30 min inkubiert. Das Entfernen von ungebundenem

Farbstoff erfolgte mit Coomassie-Entfarbeldosung (Kapitel 2.1.10), wobei das Gel fur
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mehrere Stunden oder U. N. in der Entfarbelésung inkubiert wurde, bis die

Hintergrundfarbung des Gels nicht mehr sichtbar war.
2.2.3.5 Western-Blot

Die Proteine wurden vom SDS-Gel auf eine 0,45 pm Amersham™ Hybond™ PVDF
Blotting Membran (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCE, Chicago USA) transferiert. Die
Membran wurde zunachst 90 Sekunden in Methanol aktiviert und anschlieRend in 1x
Transferpuffer (Kapitel 2.1.10) Uberfihrt. Das Gel aus der SDS-PAGE wurde
anschlieBend luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Es wurden zusatzlich
Filterpapier und Schwamme zwischen Elektrode und Gel bzw. Elektrode und
Membran gelegt. Dieses Sandwich wurde in eine Blottingkammer gestellt, sodass die
Seite mit der Nitrozelllulose-Membran zur Anode ausgerichtet war. Hierfur wurde das
System Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell-System (BIO-RAD LABORATORIES,
Hercules, USA) genutzt. Die Kammer wurde mit 1x Transferpuffer gefullt und der
Transfer erfolgt fir 2 h bei einer Stromstarke von 400 mA und einer Spannung von
100 V. Nachdem der Transfer abgeschlossen war, wurde die Membran in ein 50 mL
Rohrchen gegeben und mit TBS-Tween/5 % BSA (w/v) fur 1 h bei RT auf einem
Rollinkubator inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper (Tabelle 6)
erfolgte rollend 4. N. bei 4 °C. Anschlielend wurden ungebundene Antikdrper durch
dreimaliges Waschen fir je 10 min mit TBS-Tween (Kapitel 2.1.10) entfernt. Der
sekundare Antikorper (Tabelle 6) wurde zugegeben und fur 1 h rollend bei RT
inkubiert. Dieser war mit HRP (Meerrettichperoxidase) gekoppelt. Um
Uberschussigen Antikérper zu entfernen wurde die Membran zunachst dreimal mit
TBS-Tween flr jeweils 10 min, und anschliefiend mindestens dreimal fir je 10 min

mit TBS gewaschen um sie anschlieRend zu detektieren.

Die Detektion erfolgte mit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrat
oder mit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrat (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Waltham, USA) nach Angaben des Herstellers. Die Entwicklerldsung
wurde auf die Membran gegeben und nach kurzer Inkubation im Detektor (ECL
Chemocam Imager, |INTAS, Ahmedabad, Indien) mit unterschiedlichen

Belichtungszeiten entwickelt. Zur Aufnahme der Bilder wurde die Software
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Chemostar Professional (INTAS, Ahmedabad, Indien) genutzt.
2.2.3.6 Fluoreszenzmarkierung von PDIA6, PDIA6wo und IL-6

Rekombinant hergestellte PDIA6 und PDIA6wo (PDIAG6 ohne KDEL-Motiv)
(Produktion  Arbeitsgruppe  Grotzinger) in PBS pH 7,4 wurde fiur
Durchflusszytometrie- und Immunofluoreszenzmikroskopie-Experimente mit einem
Fluorophor markiert. Das Interleukin IL-6 wurde als Kontrolle auf die gleiche Weise
markiert. Als Fluorophor wurde DY-490-NHS-Ester (Dyowmics, Jena, Germany)
verwendet. Dieses bindet an die Lysin-Reste der Proteine. PDIA6 weist 29 Lysin-
Reste auf und IL-6 hat 14 Lysin-Reste.

Die Proteine wurden mit einem 5-fachen Uberschuss des griin-fluoreszierenden DY-
490-NHS-Ester (DYowmics, Jena, Germany) U. N. bei 4 °C inkubiert. Um anschliel3end
ungebundenen Farbstoff zu entfernen wurden die Proteine zunachst auf eine, mit
PBS pH 7,4 equilibrierte, Nap5™ Saule und danach auf eine Nap10™ Séaule (G
HEALTHCARE, Chicago, USA) gegeben und in beiden Fallen mit PBS pH 7,4 eluiert.
Die finale Konzentration wurde mit dem NanoDrop (PEQLAB BIOTECHNOLOGIE GMBH ,

Erlangen, Deutschland) ermittelt.

2.2.3.7 Markieren von HEK293T-Zellen mit fluoreszenzmarkierter PDIA6 und
PDIA6wo

HEK293T-Zellen wurden am Vortag mit einer Zellzahl von 1*10° in 6-Well-Platten
ausgesat und bis zum nachsten Tag zu einem Monolayer kultiviert. Das DMEM-FCS-
P/S-Medium wurde abgenommen und die Zellen einmal mit warmen PBS pH 7,4
gewaschen. Anschlielend wurden jeweils 0,5 uM fluoreszenzmarkierte PDIAG6 oder
PDIA6Gwo in 0,5 mL DMEM zu den Zellen gegeben. Zudem wurde
fluoreszenzmarkiertes IL-6 in gleicher Konzentration zu den Zellen gegeben. Dies
diente als Kontrolle, da die Zellen keinen IL-6R exprimieren. Die Zellen wurden fur 3

h bei 37 °C mit den markierten Proteinen inkubiert.

Zudem wurde nicht-markiertes PDIA6 Protein und das KDEL-Peptid (Sequenz:
CYDVELDDLGKDEL) (SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA) mit fluoreszenzmarkierter
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PDIA6 bzw. PDIA6wo ko-inkubiert. Dabei wurde das KDEL-Peptid in den
Konzentrationen 2 yM, 5 yM und 10 uM zu den Zellen gegeben.

Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit warmen PBS pH 7,4 gewaschen
um ungebundene markierte Proteine zu entfernen. Die Zellernte erfolgte mit kaltem
PBS pH 7,4 mit Natriumazid (0,05 %) und die Zellen wurden fur Durchflusszytometrie

und Immunofluoreszenzmikroskopie eingesetzt.
2.2.3.8 Durchflusszytometrie

Um extrazellulare Proteine auf der Zelloberflache von HEK293T-Zellen zu
analysieren, wurden 1*10° Zellen geerntet und mit PBS pH 7,4 mit Natriumazid (0,05
%) gewaschen (Zentrifugation bei 1000 x g fur 10 min). Der Primarantikorper (Tabelle
6) wurde nach Angaben des Herstellers in 100 yL FACS-Puffer (Kapitel 2.1.10)
verdunnt oder 1 ug Antikorper in 100 uL FACS-Puffer fur 1*10° Zellen verwendet. Die
Inkubation erfolgte fur 1 h auf Eis. Um ungebundenen Primarantikdrper zu entfernen
wurden die Zellen zunachst zentrifugiert (1000 x g fur 10 min) und anschliel3end
einmal mit PBS pH 7,4 gewaschen. Der Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikérper
(Tabelle 6) wurde 1:100 pro Probe in 100 uyL FACS-Puffer verdinnt und im Dunkeln
auf Eis fur 1 h mit den Zellen inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen
Sekundarantikérpers wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und
das Pellet in 500 yL FACS-Flow (Kapitel 2.1.10) aufgenommen. Als Negativkontrolle
wurde eine Probe ohne Primar-, jedoch mit Sekundarantikorper, herangezogen, um

unspezifische Bindungen des Primarantikdrpers auszuschliel3en.

Um intrazellulare Proteine mittels Durchflusszytometrie zu analysieren, wurden die
Zellen nach der Ernte zunachst mit 4 % PFA (v/v) in PBS pH 7,4 fir 20 min fixiert und
anschlieBend Uberschussiges PFA durch zweimaliges Waschen entfernt. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit 0,1 % (w/v) Saponin in FACS-Puffer fur 15
min, gefolgt von einem Waschschritt. Da es sich bei der Permeabilisierung mit
Saponin um eine reversible Methode handelt, wurden im Folgenden alle Puffer mit
0,1 % Saponin versetzt. Die Bindung der Antikorper erfolgte wie zuvor beschrieben

und das Zellpellet wurde am Schluss in FACS-Flow ohne Saponin aufgenommen.

Die Proben wurden am BD FACS Canto 2 Gerat (BECTON DICKINSON BIOSCIENCES,
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New Jersey, USA) gemessen und die ermittelten Daten mit der Software BD FACS
Canto 2 aufgezeichnet (BECTON DICKINSON BIOSCIENCES, New Jersey, USA). Die
Bearbeitung der Daten erfolgte mit der Software FCS Express 3 (DE NOVO SOFTWARE,
Glendale, USA) und Excel 2010 (MICROSOFT, Redmond, USA).

2.2.3.9 Immunfluoreszenzmikroskopie

HEK293T-Zellen wurden in 6-Well-Platten mit einer Zellzahl von 1*10° auf 13 mm
TC-Coverslips ausgesat und zwei Tage bei 37 °C im Inkubator inkubiert. Die
Inkubation mit 3 pyM der fluoreszenzmarkierten PDIAG erfolgte fur 3 h bei 37 °C.
Aulerdem erfolgte eine Vorinkubation fur 30 min mit 20 yM KDEL-Peptid oder 10 uM
PDIA6. Um das ungebundene markierte Protein zu entfernen wurden die Zellen
funfmal mit warmen PBS pH 7,4 gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 4
% (v/v) PFA fur 20 min bei RT, gefolgt von drei Waschschritten mit PBS pH 7,4. Fur
intrazellulare Farbungen wurden die Zellen im nachsten Schritt mit 0,2 % (w/v)
Saponin in PBS pH 7,4 fur 5 min permeabilisiert und im Folgenden alle Puffer mit 0,2
% (w/v) Saponin versetzt. Die Zellen wurden mit 0,12 % (v/v) Glycin in PBS pH 7,4
fur 10 min inkubiert. Es folgt die Blockierung der Zellen mit 10 % (v/v) FCS in PBS pH
7,4 fur 1 h bei RT. Die primaren oder bereits fluoreszenzgekoppelten Antikdrper
wurden in Blockierldsung nach Angaben des Herstellers (Tabelle 6) verdinnt und zu
den Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte unter humiden Konditionen fur 1 h bei 4
°C. Um ungebundene Antikorper zu entfernen wurden die Zellen dreimal mit PBS pH
7,4 gewaschen. Der sekundare Antikorper (Tabelle 6) wurde in Blockierldsung nach
Angaben des Herstellers verdinnt und mit den Zellen flr 1 h bei 4 °C unter humiden
Bedingungen inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Coverslips viermal mit PBS pH
7,4 und anschlieRend zweimal mit ddH,O gewaschen. Uberschiissige Flussigkeit
wurde entfernt und die Coverslips auf mikroskopische Objekttrager aufgezogen.
Hierfir wurde ein Mix aus 1 mL Mowiol® 4-88 Reagenz (Endkonzentration 151
mg/mL) (CALBIOCHEM, LaJolla, USA) und 100 uL DAPCO (Endkonzentration 18
mg/mL) (SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA) mit 1 yL DAPI (Endkonzentration 1 pg/mL)
(SIGMA-ALDRICH, St.Louis, USA) versetzt. Die Coverslips wurden luftblasenfrei auf
etwa 20 pyL des Mowiol/DAPCO-DAPI-Mixes aufgezogen. Die Objekttrager wurden 0.

N. im Dunkeln getrocknet und konnten anschlieBend mikroskopische analysiert
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werden (Olympus IX 81 cLSM Mikroskop mit Software FluoView 1000, ObjectiveLens
UPLSAPO 60X O NA:1.35; oLympPus, Tokyo, Japan). Die Bildbearbeitung fand mit
der Software Fluoview FV 3000 (oLympPus, Tokyo, Japan) statt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss des KDEL-Motivs auf die Sekretion und

Zelloberflachenassoziation von PDIAG6

Ein mdglicher Inaktivierungsmechanismus von ADAM17 ist das Konvertieren der
offenen MPD17 in die geschlossene Form, sodass ADAM17 seine Substrate nicht
mehr prozessieren kann. Dies geschieht durch eine Isomerisierungsreaktion von
zwei Disulfidbrucken innerhalb der MPD und wird durch PDIs hervorgerufen. Da
diese Reaktion an der Zelloberflache stattfindet, ist es erforderlich, dass sich die
PDIs in der Nahe der Zelloberflache befinden. Daruber, wie ER-residente KDEL-
Motiv tragende Proteine sekretiert werden konnen und damit dem
Retentionsmechanismus entgehen konnen, sind unterschiedliche Mechanismen
vorstellbar. So wurde eine Sekretion von PDIA1 unabhangig vom Golgi-Apparat, als
auch eine Sekretion Uber den Golgi-Apparat, beschrieben (Araujo, Fernandes, et al.,
2017; Araujo, Zeidler, et al., 2017). Im letzteren Fall ist es vorstellbar, dass das
KDEL-Motiv, wie im Fall fur GRP78, durch die Interaktion mit anderen Proteinen
maskiert wird. Andererseits ist es zudem vorstellbar, dass bei einer hohen
Expressionsrate von KDEL-Motiv tragenden Proteinen die Bindungskapazitat der
KDEL-Rezeptoren gesattigt ist. Dies ware z. B. bei ER-Stress vorstellbar, bei dem
eine Vielzahl von Chaperonen exprimiert wird. Um einen ersten Einblick zu erhalten,
welche Rolle das KDEL-Motiv von PDIA6 wahrend der Sekretion bzw.
Zelloberflachenassoziation spielt, wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass das
Fehlen des KDEL-Motivs von Uberexprimierter PDIA6 (PDIA6wo), im Gegensatz zur
uberexprimierten Wildtyp Variante, zur Sekretion fuhrte (Abbildung 8, Bartels et al.,
2019). Dies geschah sowohl in den N-terminal myc-markierten, als auch in den
unmarkierten Varianten von PDIA6. Dementsprechend reichte die Deletion des
KDEL-Motivs aus, um die Retention der PDIA6 aufzuheben und das Protein zu

sekretieren.
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Abbildung 8: PDIA6wo wird in den Uberstand sekretiert.

Wildtyp PDIA6 und PDIA6 ohne KDEL-Motiv (PDIA6wo), sowie jeweils N-terminale myc-markierte
Varianten, wurden in HEK293T-Zellen (iberexprimiert. Die Proteine des Uberstands und der
entsprechenden Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mit Western-Blot analysiert.

PDIA6wo wurde, unabhangig von der myc-Markierung, sekretiert.

Als nachstes sollte analysiert werden, welchen Einfluss die Deletion des KDEL-
Motivs auf die Assoziation von PDIA6 mit der Zelloberflache hatte. Dafur wurde eine
Oberflachen-Biotinylierungsstudie durchgefuhrt. PDIA6 und PDIA6wo wurden in
HEK293T-Zellen Uberexprimiert und anschliefend samtliche Oberflachenproteine mit
Biotin markiert. Nach Lyse der Zellen wurden die biotinylierten Proteine prazipitiert
und mittels SDS-Page getrennt. AnschlieRend erfolgte die Analyse im Western-Blot
mit Antikorpern gegen PDIA6 und B-Actin. B-Actin diente dabei, durch seine
Eigenschaft als housekeeping-Gen, als Kontrolle und konnte in allen Zelllysaten
gleichermallen nachgewiesen werden (Abbildung 9). Es konnte festgestellt werden,
dass eine Uberexpression von PDIA6 zu einem Anstieg dieser PDI an der
Zelloberflache fuhrte. Im Gegensatz dazu zeigte die Variante ohne KDEL-Motiv
(PDIA6wo) keine erhdhte Oberflachenassoziation und war mit der untransfizierten
mock-Kontrolle vergleichbar. Die Integritat der biotinylierten Zellen konnte mit dem
Western-Blot gegen B-Actin als zytoplasmatisches housekeeping-Gen bestatigt

werden, da es nicht in den Prazipitaten nachgewiesen wurde.
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Abbildung 9: Uberexprimierte PDIAG ist mit der Zelloberfliche assoziiert.

PDIA6 und PDIA6wo wurden in HEK293T-Zellen Uberexprimiert. Nachdem alle Oberflachenproteine
biotinyliert, prazipitiert und mit SDS-PAGE getrennt wurden, wurde eine Western-Blot Analyse mit den
Antikdrpern gegen PDIA6 und B-Actin durchgefihrt. Als Kontrolle diente Zelllysat. PDIA6 mit KDEL-
Motiv konnte auf der Zelloberflache detektiert werden.

3.2 Reduktion der PDIA6-Bindekapazitait von HEK293T-Zellen
durch das KDEL-Peptid

Um die Notwendigkeit des KDEL-Motivs flr die Interaktion zwischen PDIA6 und der
Zelloberflache weiter zu verifizieren, wurde rekombinant hergestellte PDIAG und
PDIA6wo mit einem grunen Fluorophor markiert (im Folgenden als PDIAG6* bzw.
PDIA6wo* bezeichnet). In einem ersten experimentellen Ansatz wurden jeweils 0,5
MM PDIAG6* bzw. PDIA6wo*, sowie PBS als Kontrolle, mit HEK293T-Zellen inkubiert
und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurden die
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitaten der Proben auf die durchschnittliche

Fluoreszenzintensitat von den mit PDIA6* inkubierten Zellen, welche auf 100 %
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gesetzt wurden, normalisiert. Diese Probe stellte die maximale Oberflachenbindung
bzw. PDIA6-Aufnahme dar (Abbildung 10).

Die Analyse der Experimente zeigte, dass sowohl PDIA6* als auch PDIA6wo* mit der
Zelloberflache interagieren. Zudem ist die Bindungskapazitat von PDIA6wo* an
HEK293T-Zellen signifikant geringer als die von PDIAG*.
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Abbildung 10: Analyse der Bindungskapazitaten von HEK293T-Zellen fiir PDIAG6 in
Abhiéngigkeit des KDEL-Motivs.

Rekombinante PDIA6 und PDIA6wo wurden mit einem Fluorophor markiert (PDIA6* und PDIA6wo*)
und jeweils 0,5 yM mit HEK293T-Zellen inkubiert. AnschlieRend wurde die Bindung an die
Zelloberflache mittels Durchflusszytometrie analysiert und die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat
von PDIAG* auf 100 % gesetzt. Die Bindekapazitat von PDIA6wo* wurde zu diesem Wert in Relation
gesetzt.
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In einem zweiten experimentellen Ansatz wurde IL-6 als Negativkontrolle verwendet.
IL-6 wurde auf gleiche Weise wie die PDIA6 Varianten mit dem Fluorophor markiert
(Im Folgenden als IL-6* bezeichnet) und konnte, aufgrund des Fehlens eines IL-6
Rezeptors in HEK293T-Zellen, nicht mit ihnen interagieren. Um zu analysieren, ob
die héhere Bindung von PDIA6* im Vergleich zu PDIA6wo*, tatsachlich durch die
Bindung des KDEL-Motivs an die Zellen erfolgte, wurden HEK293T-Zellen mit
PDIAG* und dem KDEL-Peptid in steigender Konzentration (2 yM, 5 yM und 10 uM)
ko-inkubiert. Durch den Uberschuss an KDEL-Peptid sollten die KDELR an der
Zelloberflache, fur eine Bindung des KDEL-Motivs von PDIA6*, blockiert werden. Um
die Spezifitat der Bindung zu verifizieren, wurde PDIAG6* zudem mit gleicher
Konzentration unmarkierter PDIA6 ko-inkubiert, da sie auch uber andere Motive an
ihre Substrate auf der Zelloberflache binden kann (z. B. an ADAM17). Die Analyse
erfolgte, wie zuvor, mittels Durchflusszytometrie und die Quantifizierung der
durchschnittlichen  Fluoreszenzintensitaten wurden auf PDIAG6* normalisiert
(Abbildung 11).

Die Auswertung ergab, dass die Interaktion von PDIA6* mit der Zelloberflache
spezifisch erfolgte, da die Fluoreszenzintensitat wesentlich hdher ist, als die der
Zellen, welche mit IL-6* inkubiert wurden. Das KDEL-Peptid blockierte mit steigender
Konzentration die Bindung von PDIAG6* um etwa 25 % fur 2 yM KDEL-Peptid, und 40
% far 5 uM und 10 yM KDEL-Peptid. Eine Ko-Inkubation mit gleicher Konzentration
unmarkierter PDIA6 zeigte eine Reduktion der Bindung um etwa 25 %. Diese, im
Vergleich zu mit KDEL-Peptid behandelten Zellen, starke Reduktion der Bindung
bestatigt das Vorhandensein weiterer Bindungsmotive, neben dem KDEL-Motiv,
innerhalb der PDIAG.
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Abbildung 11: Die PDIA6*-Bindung auf der Zelloberflache kann durch KDEL-Peptid und PDIA6
blockiert werden.

Rekombinante PDIA6 wurden mit einem Fluorophor markiert (PDIA6*) und 0,5 yM mit HEK293T-
Zellen inkubiert. Um Bindestellen zu blockieren wurde zusatzlich mit steigender Konzentration des
KDEL-Peptides (2 ym, 5 uyM, 10 uM) oder unmarkierter PDIA6 (0,5 uM) ko-inkubiert. Da HEK293T-
Zellen keinen IL-6 Rezeptor exprimieren diente markiertes IL-6 (IL-6*) als Negativkontrolle. Die
Bindung an die Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert und die durchschnittliche

Fluoreszenzintensitat von PDIAG6* auf 100 % gesetzt und weitere Messwerte in Relation dazu gesetzt.
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3.3 Herstellen von kdelrl knock-down-Zellen mit dem
CRISPR/Cas-System

Da das KDEL-Motiv fur die Bindung von PDIAG an die Zelloberflache notwendig ist,
war zu vermuten, dass auch der KDELR fur den Transport der PDIs an die
Zelloberflache notwendig ist. Um dies zu untersuchen, wurden HEK293T-Zellen
mittels des CRISPR/Cas-Systems hergestellt, welche einen knockdown im kdelrl
Gen aufwiesen. Dabei wurde der KDELR1 gewahlt, da er im Vergleich zu den
anderen zwei homologen Formen (KDELR2 und KDELRS3) am starksten exprimiert
wird (Raykhel et al., 2007). AuRBerdem bindet er als einziger KDELR mit einer
héheren Affinitat an das KDEL- als an das HDEL-Motiv (Henderson et al., 2013;
Becker et al., 2016). Ein kompletter knockout des Gens konnte nicht erreicht werden.
Um das Mal} der Expressionsabnahme zu untersuchen wurden zwei Zelllinien der
CRISPR/Cas Klone (Klon 3 und Klon 7) gegen HEK293T-wildtyp Zellen im
Durchflusszytometer, mit einem Antikorper gegen KDELR1 (Tabelle 6), analysiert
(Abbildung 12). Als Kontrolle dienten Zellen, welche nur mit dem sekundaren
Antikorper behandelt wurden. Dies erfolgte zum einen intrazellular mit
permeabilisierten Zellen, um die gesamte Menge des KDELR1 zu bestimmen, und
zum anderen extrazellular mit nicht-permeabilisierten Zellen. Letzteres diente der
Untersuchung, ob der KDELR1 Uberhaupt auf der Zelloberflache detektierbar war,
sowie der Analyse der Auswirkungen des kdelrl knockdowns auf den KDELR1 an
der Zelloberflache.

Fir Klon 3 konnte eine Abnahme der kdelrl Expression auf 60 % fur die gesamte
KDELR1-Menge, und auf 70 % an der Zelloberflache, gezeigt werden. Die
Expression des KDELR1 reduzierte sich in Klon 7, bezogen auf die gesamte
Proteinmenge, auf 40 % und, auf 60 % auf der Zelloberflache. Somit konnten zwei
Zelllinien flr weitere Untersuchungen generiert werden, welche insgesamt weniger
KDELR1 exprimieren, als die Wildtyp-HEK293T-Zellen, und auch weniger KDELR1
auf der Zelloberflache aufweisen.
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Abbildung 12: Analyse der kdelrl knock-down-Zellen mittels Durchflusszytometrie.

Mittels der CRISPR/Cas-Methode wurde ein knockdown im kdelrl Gen in zwei HEK293T-Zelllinien

erzielt. Das Maf} des knockdowns wurde sowohl intrazellular (gesamte Menge des KDELR1) als auch

extrazellular (KDELR1 an der Zelloberflache) mittels Durchflusszytometrie mit einem KDELR1-
Antikdrper (ab69659, ABcAM, Cambridge, UK) bestimmt. Als Kontrolle dienten HEK293T-Zellen,

welche nur mit dem sekundaren Antikdrper behandelt wurden.
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3.4 kdelrl knock-down-Zelllinien haben ein reduziertes

Bindungspotential von exogener PDIA6 und PDIA6wo

Um zu verifizieren, dass die Assoziation von PDIAG6 auf der Zelloberflache vom
KDELR1 abhangt, wurden HEK293T-Wildtyp-Zellen und kdelrl knock-down-Zellen
mit 0,5 yM fluoreszenzmarkierter PDIAG6* bzw. PDIA6wo* inkubiert und anschlieRend
mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 13). Als Negativkontrolle wurden
Zellen mit 0,5 pyM fluoreszenzmarkiertem IL-6* bzw. mit PBS inkubiert. Es wurde auf
die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat der Wildtyp-Zellen, die mit PDIAG*
inkubiert waren, normalisiert. Dabei wurde diese Fluoreszenzintensitat 100 %
gesetzt, da die Wildtyp-Zelllinie die normale, zelltypspezifische Menge an KDELR1
exprimieren. Die Fluoreszenzintensitaten der kdelrl knock-down Klone 3 und 7

wurden zu der Fluoreszenzintensitat des Wildtyps in Bezug gesetzt.

Durch eine Abnahme der Expression des kdelrl Gens, in den kdelrl knock-down-
Zelllinien Klon 3 und Klon 7, konnte weniger PDIA6* im Vergleich zum Wildtyp an die
Zelloberflache binden. Im Verhaltnis hierzu fiel die Bindung von PDIA6wo* nochmals
geringer aus. Betrachtet man lediglich den Wildtyp so bindet etwa 30 % weniger
PDIA6wo* als PDIA6* an die Zelloberflache. Fur die kdelrl knock-down-Zelllinien
Klon 3 und 7 konnte jeweils eine geringere Bindung von etwa 30 % fur PDIA6* und
PDIA6wo* im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Dies lieferte einen Hinweis
darauf, dass der KDELR1 an der Bindung von exogen zugegebener PDIAG* an die
Zelloberflache beteiligt war. Im Folgenden sollten die Auswirkungen des kdelrl
knockdowns auf den Transport von endogenen PDIs an die Zelloberflache, sowie

deren Zelloberflachenassoziation, untersucht werden.
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Abbildung 13: Assoziation von fluoreszenzmarkierter PDIA6* und PDIA6wo* an die

Zelloberflache von kdelrl knock-down-Zellen.

0,5 pM fluoreszenzmarkierte PDIA6 und PDIA6wo wurden mit Wildtyp-HEK293T-Zellen und kdelrl
knock-down-Zellen inkubiert und die Bindung an die Zelloberflache mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Als Negativkontrolle diente markiertes IL-6* bzw. PBS. Die Bindung von PDIA6* an die
Oberflache der Wildtyp-Zellen wurde dabei auf 100 % gesetzt und weitere Messungen hierzu in Bezug

gesetzt.

3.5 Expression von PDIs an der Zelloberflache in kdelrl knock-

down-Zellen

Die Zelloberflachenexpression fur endogene PDIA3 und PDIA6 in HEK293T-Zellen
konnte durch Oberflachen-Biotinylierungsexperimente und anschlieRende Western-

Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abbildung 14). Dabei war ein schwaches Signal
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fur PDIA3 und PDIA6 auf der Zelloberflache detektierbar. Die totale Proteinmenge
der Zelllysate (Kontrollen) war deutlich hoher. Als Kontrolle wurde das
zytoplasmatische housekeeping-Gen [(-Actin herangezogen, welches in den
Zelllysaten, jedoch nicht auf der Oberflache, nachgewiesen werden konnte. Die
Proteinmengen von PDIA3 und PDIA6 auf der Zelloberflache waren in den Western-
Blot Analysen sehr niedrig und schwer detektierbar, weswegen die Analyse von
endogenen PDIs in darauffolgenden Experimenten mittels Durchflusszytometrie

stattgefunden hat.

- ~ anti-PDIA6 = anti-PDIA3

- -Acti Biotinylierung

anti-B-Actin

S anti-PDIA6 - anti-PDIA3

anti-B-Actin | anti-B-Actin

Lysat Kontrollen

Abbildung 14: Endogene PDIA6 und PDIA3 sind auf der Zelloberflache assoziiert.

Durch die Analyse der Oberflachen-Biotinylierung von HEK293T-Zellen mittels Western-Blot gegen
PDIA3, PDIA6 und B-Actin konnte endogene PDIA3 und PDIA6 auf der Zelloberflache detektiert

werden. Als Kontrolle diente Zelllysat.

Mittels Durchflusszytometrie wurde untersucht, ob der KDELR1 an dem Transport
von endogener PDIA1, PDIA3 und PDIA6 an die Zelloberflache beteiligt ist. Hierfur
wurden nicht-permeabilisierte  HEK293T-Wildtyp-Zellen und kdelrl knock-down-
Zellen jeweils mit entsprechenden Antikorpern gegen die drei PDIs markiert
(Abbildung 15). Zur Quantifizierung wurde die mittlere Fluoreszenz der
entsprechenden PDIs im Wildtyp auf 100 % gesetzt und die mittlere
Fluoreszenzintensitat in den kdelrl knock-down-Zellen jeweils in Relation dazu
gesetzt. Als Kontrolle dienten Proben ohne primaren Antikorper. Fur alle drei PDIs
konnte eine reduzierte Zelloberflachenassoziation in beiden Zelllinien der kdelrl

knock-down Zellen gezeigt werden. Bei gleichzeitiger Reduktion des kdelrl-Gens auf
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40-60 % Expressionsstarke, kommt es zu 30-40 % weniger PDIA1, PDIA3 und
PDIAG6 auf der Zelloberflache. Es konnte demnach eine Beteiligung des KDELR1 auf

die Zelloberflachenassoziation von endogenen PDIs gezeigt werden.
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Abbildung 15: Auswirkungen des kdelrl knockdowns auf den Transport endogener PDIs an die
Zelloberflache.

Nicht-permeabilisierte HEK293T-Zellen und kdelrl knock-down-Zellen wurden mit Antikdrpern gegen
endogene PDIA1, PDIA3 und PDIA6 markiert und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die mittlere
Fluoreszenz der drei PDIs an der Zelloberflache der kdelrl knock-down-Zellen wurde in Relation zur
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen PDI in Wildtyp-Zellen gesetzt. Als Kontrolle wurden Zellen ohne

primaren Antikérper behandelt.
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3.6 Immunfluoreszenzanalyse zur Lokalisation markierter PDIA6

Um die Interaktion und Lokalisation von PDIA6* in der Zelle weiter zu untersuchen,
wurden eine Immunfluoreszenzanalyse (IFA) durchgefuhrt. Daflir wurden HEK293T-
Zellen mit 3 yM fluoreszenzmarkierter PDIA6* inkubiert. Da in vorangegangenen
Durchflusszytometrie-Analysen bereits gezeigt werden konnte, dass mogliche PDIA6
Bindestellen durch das KDEL-Peptid oder unmarkierte PDIA6 blockiert werden
konnten, und sich dadurch das Bindepotential von PDIA6* verringerte, wurde diese
Strategie auch flir die IFA angewandt. Durch eine Ko-Inkubation mit 20 yM KDEL-
Peptid oder 10 uM unmarkierter PDIAG sollten mdgliche PDIAG Bindestellen blockiert
werden. Die Zellmembran wurde mit dem Lektin Wheat Germ Agglutinin (WGA, rot)
und der Nucleus mit DAPI (tirkis) gefarbt (Abbildung 16). Die grun-fluoreszierende
PDIA6* konnte dabei nah an der Zelloberflache lokalisiert werden und zeigte teils
eine Kolokalisation mit WGA. Sie ist somit, zumindest noch teilweise, an der
Zelloberflache assoziiert. Allerdings konnten einige grine Signale und damit
markierte PDIAG* intrazellular detektiert werden. Die Spezifitdt der Bindung konnte
wiederum durch die Ko-Inkubation der Zellen mit dem KDEL-Peptid bzw.
unmarkierter PDIA6 gezeigt werden. Dabei konnte eine Abnahme der grun-
fluoreszierenden PDIAG6* detektiert werden. Diese Abnahme erschien auch hier
starker fur die Ko-Inkubation mit PDIA6 als mit dem KDEL-Peptid. Dies bestatigte,
dass neben dem KDEL-Motiv weitere Bindungsmotive innerhalb der PDIAG6

vorhanden sind, und dass die Oberflachenassoziation spezifisch erfolgt.

Da die Assoziation von PDIA6 zum Teil abhangig von dem KDEL-Motiv war, ware es
moglich, dass es sich bei den intrazellularen Signalen um PDIA6* handelte, die
retrograd, z. B. von KDELR, in das ER transportiert wurde. Daher wurde zusatzlich
eine Ko-Farbung mit PDIA3 als ER-Marker (rot) durchgefuhrt (Abbildung 17). Hierbei

konnte keine Kolokalisation von markierter PDIA6* und ER detektiert werden.
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Abbildung 16: Inmunfluoreszenzanalyse zur Lokalisation fluoreszenzmarkierter PDIA6*.

HEK293T-Zellen wurden mit 3 uM fluoreszenzmarkierter PDIA6* (griin) inkubiert. Zusatzlich wurden
mogliche PDIAB-Bindestellen durch Ko-Inkubation mit 20 uM KDEL-Peptid oder 10 yM unmarkierter
PDIAG blockiert. Als Zelloberflachenmarker wurde Wheat Germ Agglutinin (WGA, rot) benutzt und der
Nucleus wurde mit DAPI (tirkis) gefarbt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit PBS inkubiert. Die grin-
fluoreszierende PDIAG* lieR sich an der Zelloberflache detektieren, da sie mit dem WGA-Signal
kolokalisiert. Die Signalstéarke von PDIA6* wurde dabei schwacher, wenn mit KDEL-Peptid oder

unmarkierter PDIA6 ko-inkubiert, und somit mdgliche PDIA6-Bindestellen kompetitiv blockiert wurden.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzanalyse zur Analyse einer Kolokalisation exogener PDIA6* mit
dem ER.

HEK293T-Zellen wurden mit markierter PDIA6* (grin) inkubiert. Als ER-Marker wurde PDIA3 (rot)
benutzt. Der Nucleus wurde mit DAPI (turkis) gefarbt. Fur die grin-fluoreszierende PDIAG* liel3 sich

keine Kolokalisation mit dem ER detektieren.

Um eine potentielle Kolokalisation genauer zu untersuchen, wurde zusatzlich ein
Plot-Profil der Fluoreszenzintensitaten durchgefihrt (Abbildung 18). Dabei wurde
analysiert, ob sich die Fluoreszenzsignale von PDIA6* und WGA (Zelloberflache)
bzw. von PDIA6* und PDIA3 (ER) uberlagern. Das Plot-Profil zeigte die
Pixelintensitat innerhalb eines festgelegten Bereichs (hier dargestellt als Linie 1 und
2) der zuvor aufgenommenen Immunfluoreszenzbilder. Die x-Achse zeigt die
horizontale Distanz, und die y-Achse die durchschnittliche Pixel- bzw.
Fluoreszenzintensitat innerhalb des festgelegten Bereichs. Ein Vergleich der
Fluoreszenzintensitatsprofile zeigte ein ahnliches Muster von PDIA6* (grin) und
WGA (Zelloberflachenmarker, rot), was die Lokalisation von PDIA6* an der
Zelloberflache bestatigt. Fur PDIA6* (grin) und PDIA3 (ER-Marker, rot) konnte kein

ahnliches Profil detektiert werden. Daher ist auszuschlielen, dass ein KDELR-
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abhangiger retrograder Transport der zugefiigten PDIA6* zurlick ins ER stattfand.
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Abbildung 18: Plot-Profil zur Inmunfluoreszenzanalyse.

Im Plot-Profil wurden die Fluoreszenzintensitaten innerhalb eines festgelegten Bereichs (Linie 1 und 2)

der zuvor durchgeflihrten Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Dabei ist auf der x-Achse die

horizontale Distanz in uym dargestellt. Die y-Achse beschreibt die durchschnittliche Pixelintensitat

innerhalb des festgelegten Bereichs. Es konnte ein &hnliches Fluoreszenzintensitatsprofil fur die
Kolokalisationsstudie von PDIA6* (grin) mit WGA (Zelloberflachenmarker, rot) (oben) detektiert
werden. Fir PDIA6* (grin) und PDIA3 (ER-Marker, rot) (unten) konnte kein ahnliches Plot-Profil

ermittelt werden und eine Kolokalisation ist somit nicht gegeben.
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3.7 Transport vom KDELR1 und PDIs an die Zelloberflache

Um zu untersuchen, auf welche Art und Weise der KDELR1 bzw. verschiedene PDls
an die Zelloberflache gelangen, wurden HEK293T-Zellen mit verschiedenen
Stimulanzien bzw. Inhibitoren inkubiert. Dabei wurde die Caveolin-abhangige
Endozytose mit Genistein (GE) und die Clathrin-abhangige Endozytose mit Pitstop®
2 inhibiert. Zusatzlich wurden die Zellen simultan oder nur mit PMA behandelt. Bei
einer PMA-Behandlung von HEK293T-Zellen konnte zuvor gezeigt werden, dass es
eine Sekretion von PDIs in den extrazellularen Raum induziert (Jasuja et al., 2010;
Araujo, Zeidler, et al., 2017). Nach Inkubation mit den Stimulanzien bzw. Inhibitoren
wurden nicht-permeabilisierte Zellen mit Antikdrpern gegen den KDELR1, PDIA1,
PDIA3 oder PDIA6 markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung
19). FUr die Quantifizierung wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat von DMSO
behandelten Kontrollzellen als 100 % gesetzt und die folgenden Messungen zu

diesem Wert in Relation gesetzt.

Eine Behandlung der Zellen mit PMA flhrte in diesem Experiment zu keiner erhdhten
Menge von KDELR1 auf der Zelloberflache, jedoch nahm die Menge von PDIA1,
PDIA3 und PDIAG signifikant ab. Fur den KDELR1 konnte eine erhohte Menge auf
der Zelloberflache nach Genistein und Pitstop® 2 Behandlung detektiert werden, was
darauf hindeutete, dass die Endozytose des KDELR1 sowohl Clathrin- als auch
Caveolin-abhangig ist, und es sich hier um einen dynamischen Prozess handelte. Fur
PDIA1 konnte nicht detektiert werden, dass es Uber einen der beiden Endozytose-
Wege internalisiert wurde, da die Proteinmenge an der Zelloberflache sowohl nach
Genistein, als auch nach Pitstop® 2 Behandlung nahezu unverandert blieb. PDIA3
und PDIAG6 zeigten bei Behandlung mit Genistein eine deutlich hdhere Proteinmenge
auf der Zelloberflache, was darauf hindeutete, dass diese beiden Isomerasen u. a.
Uber den Caveolin-abhangigen Endozytose-Weg internalisiert wurden. Eine
Behandlung mit Pitstop® 2 hingegen, hatte keinen Einfluss auf die
Zelloberflachenmenge von PDIA3 und PDIA6. Eine Reduktion der
Zelloberflachenprasenz von allen drei PDIs konnte in diesem Experiment zum einen
bei der Behandlung der Zellen mit PMA allein, zum anderen auch bei der simultanen
Behandlung von Genistein oder Pitstop® 2 mit PMA gezeigt werden. PDIA1 zeigte

eine hohere Oberflachenprasenz in Zellen, welche simultan mit Genistein und PMA
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behandelt wurden, im Vergleich zur Behandlung mit PMA allein. Im Gegensatz zu
alleiniger Genistein Behandlung, fuhrte der Zusatz von PMA zu einer Akkumulation
von PDIA1, was zeigt, dass PMA die Endozytose fordert. Dieser Trend konnte auch
fur PDIAG detektiert werden, wobei hier keine Signifikanz festgestellt werden konnte.
Fur PDIA3 konnte eine Reduktion auf der Zelloberflache festgestellt werden, wenn
die Zellen mit Pitstop® 2 und PMA simultan behandelt wurden und dies mit alleiniger
PMA Behandlung verglichen wird. Da es hier zu keiner Blockierung der Caveolin-
abhangigen Endozytose kam, ist zu vermuten, dass PDIA3 u. a. auf diesem Weg
internalisiert wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass jeder PDI ein individueller
Transportweg zuzuordnen ist und es wohl keinen allgemein gultigen Weg fur alle
PDlIs gibt.
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Abbildung 19: Inhibition und Stimulation des KDELR1- und PDI-Transports an die
Zelloberflache.

HEK293T-Zellen wurden mit den Inhibitoren Genistein (GE) und Pitstop® 2 allein oder simultan mit
PMA bzw. DMSO als Kontrolle inkubiert. Dabei sollte die Clathrin-abhangige Endozytose (GE) oder
die Caveolin-abhangie Endozytose (Pitstop® 2) inhibiert werden, um weitere Erkenntnisse Uber den
Transport von KDELR1 und PDIs an die Zelloberflaiche zu erlangen. Nach Inkubation mit den
Inhibitoren bzw. Stimulanzien wurden die Zellen mit Antikérpern gegen den KDELR1 und die drei PDls
(PDIA1, PDIA3, PDIAG) markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Flir die Quantifizierung
wurde die mittlere Intensitat der Fluoreszenz von Kontrollzellen, welche mit DMSO behandelt wurden,

auf 100 % gesetzt und die anderen Messungen zu diesem Wert in Relation gesetzt.

3.8 Konstruktion und Expression von IL-6R Mutanten

Bisher wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die PDIs KDELR1-abhangig an die
Zelloberflache gelangen. Fur PDIA6 wurde beschrieben, dass sie eine Affinitat zur
MPD17 aufweist und demnach mit ADAM17 interagieren konnte (Krossa et al.,
2018). Dabei katalysiert die PDIA6 die Isomerisierung von zwei Disulfidbriicken
innerhalb der MPD17 und es kommt infolgedessen zu einer Konformationsanderung
von ADAM17. In diesem Zustand ist die Protease nicht mehr in der Lage, seine

membranstandigen Substrate zu prozessieren.

Ein Substrat von ADAM17 ist der IL-6-Rezeptor. Um zu zeigen, dass die
proteolytische Prozessierung des IL-6R durch ADAM17 unabhangig von der
shedding-Aktivitat stattfinden kann, wurden acht IL-6R Mutanten konstruiert. Diese
wurden so gewahlt, dass ein Motiv von 6 Aminosauren (LPVQDS) in der stalk-
Region, welche die ADAM17-Schnittstelle enthalt (Prolin-Valin) (Riethmdller et al.,
2017), um jeweils 5 Aminosauren pro Mutante Richtung in Richtung N-Terminus
verschoben wurde. Dadurch erhoht sich die Distanz zwischen der Schnittstelle und
der Membran (Abbildung 20). Da ADAM17 den IL-6R-Wildtyp nahe der Zellmembran
prozessiert, soll untersucht werden, ob bei groRerer Distanz der Schnittstelle zur
Zellmembran ein |0slicher IL-6R generiert wird, welcher nicht durch stimuliertes
shedding, sondern nur durch die proteolytische Aktivitat (konstitutives shedding) von
ADAM17 erzeugt wird.
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Abbildung 20: IL-6R Mutationen innerhalb der stalk-Region.

Ein Motiv von 6 Aminosauren (LPVQDS, rot), welches die ADAM17-Schnittstelle zwischen Prolin und
Valin (Pfeil) beinhaltet, wurde um jeweils 5 Aminosauren pro Mutante in Richtung N-Terminus
verschoben. Dadurch erhdhte sich die Distanz der Schnittstelle zur Zellmembran. Die

Glykosylierungsstelle (NAT, grtn) war nur beim Wildtyp-IL-6R Teil des I8slichen Proteins.

Um die Expression der generierten IL-6R Konstrukte zu Uberprifen, wurden
HEK293T-Zellen mit den jeweiligen Konstrukten transfiziert. Dabei wurde die
HEK293T-Zelllinie fur Analysen herangezogen, da sie unter normalen Umstanden
keinen IL-6R exprimiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die Proteine der
Lysate mittels SDS-PAGE getrennt und anschliefend im Western-Blot mit einem
anti-IL-6R (4-11) Antikorper detektiert (Abbildung 21). Als Ladekontrolle wurde das
housekeeping-Gen Actin verwendet, welches in allen Proben gleich stark detektiert

werden konnte.
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Abbildung 21: Expression der IL-6R-Mutanten.

HEK293T-Zellen wurden entweder mit den jeweiligen IL-6R-Mutanten oder dem IL-6R wildtyp
transfiziert. Um die Expression der IL-6R-Mutanten zu tberprifen, wurden die Zellen lysiert und die
Proteine anschlieffend mittels SDS-PAGE getrennt. Der IL-6R wurde dann im Western-Blot mit dem 4-
11 Antikdrper gegen IL-6R detektiert. Als Ladekontrolle diente Actin. Da es hierbei um ein

houskeeping-Gen handelt, war die Expressionsstarke in allen Proben gleich.

Um zu prufen, dass sowohl der Wildtyp IL-6R als auch die mutierten IL-6R Varianten
auf der Zelloberflache lokalisiert sind, wurden HEK293T-Zellen mit den jeweiligen
Konstrukten transfiziert und nicht-permeabilisierte Zellen mittels
Durchflusszytometrie, mit dem 4-11 IL-6R Antikorper, analysiert (Abbildung 22). Als
Negativkontrolle dienten untransfizierte Zellen sowie Zellen, welche nur mit dem
sekundaren Antikorper behandelt wurden. Es konnte flur alle IL-6R-Varianten eine

etwa gleich starke Exposition auf der Zelloberflache ermittelt werden.
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Abbildung 22: IL-6R Oberflachenexpressionsanalyse.

HEK293T-Zellen wurden mit Wildtyp IL-6R und mutierten IL-6R Varianten transfiziert und eine
Oberflachenexpression des IL-6R mit einem entsprechenden Antikdrper 4-11 gegen den IL-6R mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle dienten untransfizierte Zellen, sowie Zellen, welche

ohne priméren Antikérper behandelt wurden (Negativkontrolle).

3.9 Mutierten Varianten des slL-6R weisen keine Glykosylierung

auf

Da das Aminosauremotiv, welches die ADAM17-Schnittstelle enthalt, in den
Mutanten in Richtung N-Terminus verschoben wurde, fehlt in den I6slichen IL-6R
Mutanten die Glykosylierung des NAT-Motivs. Dieses bleibt bei den mutierten
Varianten nach Abspalten des slL-6R Teil des membranstandigen IL-6R Proteins.
Dies flhrte in allen Mutanten zu einer Verminderung der Gréfe des sIL-6R um etwa
15 kDa. Um dies zu verifizieren wurden HEK293T-Zellen mit einem IL-6R-Konstrukt
transfiziert, bei welchem die Glykosylierungsstelle mutiert war (T352A) (zur
Verfligung gestellt von Prof. Dr. Christoph Garbers, Universitatsklinikum Magdeburg).
Zusatzlich wurden Zellen mit dem IL-6R Wildtyp bzw. dem Konstrukt IL-6R Mutante 1
transfiziert. Die Zellen wurden mit PMA behandelt und der Uberstand mittels TCA
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gefallt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE getrennt und der sIL-6R
anschlieBend mit einem anti-IL-6R-Antikérper (4-11) im Western-Blot detektiert
(Abbildung 23).

wt T352A Mutante 1

kKba . + - + - 4+  PMA

sIL-6R

Abbildung 23: Mutation bzw. Fehlen der Glykosylierungsstelle im sIL-6R.

Um das Fehlen der Glykosylierung in den Mutanten zu verifizieren, wurden HEK293T-Zellen mit
Wildtyp IL-6R, Mutante 1 oder einer T352A Mutante (zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Christoph
Garbers) transfiziert, mit PMA behandelt und die Proteine des Uberstandes mit TCA geféllt. Die
Proteine wurden anschlieBend mit SDS-PAGE getrennt und im Western-Blot mit einem Antikdrper
gegen den IL-6R (4-11) detektiert. Durch Mutation der Glykosylierungstelle des IL-6R (T352A) oder
Verlagerung der ADAM17-Schnittstelle (Mutante 1) Richtung N-Terminus enthalt der Igsliche IL-6R
beider Varianten keine Glykosylierung mehr. Dies hat im Vergleich zum Wildtyp sIL-6R, welcher stets

glykosyliert ist, eine Anderung der ProteingréRe um etwa 15 kDa zur Folge.

3.10 Proteolytische Prozessierung der IL-6R-Mutanten durch
ADAM17

Um zu prufen, welche IL-6R Varianten konstitutiv bzw. nach PMA-Stimulation durch
ADAM17 prozessiert werden, wurden zunachst HEK293T-Zellen mit den
entsprechenden Konstrukten des IL-6R (wildtyp und 1 — 8) transfiziert. Das
klassische shedding durch ADAM17 wurde mittels PMA induziert. Durch Behandlung
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mit PMA sollte das aktive Zentrum von ADAM17 nah an die Zellmembran gebracht
werden, und somit in die Nahe der IL-6R Schnittstelle, sodass der l6sliche IL-6R

generiert wird.

Zudem wurden transfizierte Zellen mit DMSO behandelt. Bei DMSO-Behandlung
sollte es zu konstitutivem shedding des IL-6R kommen, da das aktive Zentrum von
ADAM17 eine groRere Distanz zur Zellmembran aufweist und somit nur die IL-6R-
Schnittstellen erreicht werden, welche eine entsprechend grofere Distanz zur
Zellmembran aufweisen. Als Kontrolle wurden transfizierte Zellen mit Marimastat
(MM) inkubiert. Da es sich hierbei um einen Metalloprotease-Inhibitor handelt, zeigte
ADAM17 bei allen Proben keine Aktivitat (Abbildung 25) und es konnte kein sIL-6R

detektiert werden.

Nach Behandlung der Zellen mit DMSO, PMA oder Marimastat wurden die
Uberstande gesammelt und die Proteine mit TCA geféllt. AnschlieBend wurden diese
mittels SDS-PAGE ihrer Grof3e nach getrennt. Die Analyse erfolgte im Western-Blot
mit dem 4-11 |IL-6R Antikorper (Abbildung 24 & Abbildung 25).

Zunachst wurden alle IL-6R-Varianten lediglich nach PMA oder DMSO Behandlung
miteinander verglichen (Abbildung 24). Die Analyse zeigte, dass ADAM17 nach
PMA-Stimulation ein |6sliches IL-6R Protein generiert, wenn die Zellen mit dem
Wildtyp IL-6R oder den mutierten Varianten 1, 2 und 4 transfiziert wurden. Hierbei
handelt es sich um klassische ADAM17 shedding Aktivitat, wobei die Protease
gleichzeitig auch in der Lage ist, konstitutives shedding durchzufihren. Die
Behandlung mit DMSO flhrte zu einem sIL-6R der Mutanten 4 und 6. ADAM17 ist
nach DMSO Behandlung lediglich konstitutiv proteolytisch aktiv und es findet kein

klassisches, stimuliertes shedding statt.

Fur die mutierten Varianten 3, 5, 7 und 8 des sIL-6R konnte, nur ein schwaches bzw.

kein Signal detektiert werden.
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Abbildung 24: Nachweis des sIL-6R nach DMSO- bzw. PMA-Behandlung des Wildytps und der

Mutanten.

HEK293T-Zellen wurden mit Wildtyp bzw. mutierten Varianten des IL-6R transfiziert und mit PMA oder
DMSO behandelt. Die Proteine des Uberstands wurden anschlieRend mit TCA geféllt und per SDS-
PAGE getrennt. Die Analyse erfolgte im Western-Blot mit dem 4-11 IL-6R Antikérper. Nach PMA
Behandlung wurde ein l6slicher IL-6R fir die den Wildtyp IL-6R, sowie die Mutanten 1, 2 und 4
detektiert. ADAM17 prozessiert den IL-6R durch klassisches, stimuliertes shedding, wobei die
Protease gleichzeitig auch konstitutiv, proteolytisch aktiv ist. Nach DMSO-Behandlung wird, durch
konstitutives shedding von ADAM17, ein l6slicher IL-6R fur die Mutanten 4 und 6 detektiert.

Um Unterschiede innerhalb der mutierten Varianten zu untersuchen, wurden zudem
Western-Blots generiert und analysiert, in welchen die mit DMSO bzw. PMA

behandelten Proben direkt miteinander verglichen wurden (Abbildung 25).

Die Ergebnisse zeigten, dass der Wildtyp IL-6R, sowie der IL-6R der Mutanten 1 und
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2, nur nach PMA-Stimulation durch ADAM17 proteolytisch prozessiert wird, sodass
ein Ioslicher IL-6R entsteht. Bei Mutante 4 und 6 findet nach DMSO-Behandlung, und
demnach unabhangig von PMA-Stimulation, shedding durch ADAM17 statt. Dies
zeigte, dass die Schnittstelle des IL-6R nah an der Zellmembran lokalisiert sein
muss, damit nach Stimulation shedding stattfinden kann. Weist die Schnittstelle eine
erhohte Distanz zur Zellmembran auf (Mutante 3 - 8) konnte kein stimuliertes
shedding mehr stattfinden. Bei bestimmter Distanz zur Membran (Mutante 4 und 6)
ruckte die IL-6R-Schnittstelle in die Nahe des katalytischen Zentrums von ADAM17

und es fand konstitutives shedding statt, sodass ein sIL-6R generiert wurde.

Fur den IL-6R der mutierten Variante 3, 5, 7 und 8 findet weder konstitutiv noch nach

PMA-Stimulation eine proteolytische Prozessierung durch ADAM17 statt.
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Abbildung 25: Proteolytische Prozessierung des wt IL-6R und den mutierten Varianten durch
ADAMA17.

HEK293T-Zellen wurden mit Wildtyp oder mutierten Varianten 1 - 8 des IL-6R transfiziert und die
Proteine des Uberstands nach DMSO-, PMA- oder Marimastat (MM)-Behandlung mit TCA gefallt. Die
Proteine wurden mittels SDS-PAGE getrennt und im Western-Blot mit einem anti-IL-6R-Antikdrper (4-
11) analysiert. Der wildtyp IL-6R, sowie die Mutanten 1 und 2 werden nur nach PMA-Stimulation
proteolytisch von ADAM17 prozessiert. Es findet stimuliertes shedding statt. IL-6R Mutante 4 und 6
werden nach DMSO Behandlung, und demnach unabhangig von PMA Stimulation, von ADAM17

gespalten. Mutante 4 und 6 werden demnach konstitutiv von ADAM17 prozessiert. M = Marker.
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4 Diskussion

Fur ER-residente Chaperone und Isomerasen ist bekannt, dass sie, neben ihrer
Beteiligung an verschiedenen Prozessen innerhalb des ER, bei vielzahligen
Funktionen an der Zelloberflache eine Rolle spielen. Durch ein spezifisches ER
Retentionssignal, einem C-terminalen KDEL-Motiv, werden die PDIs im ER
zuruckgehalten oder binden, nach Austritt aus dem ER, an den KDEL-Rezeptor des
Golgi-Apparats. Der KDEL-Rezeptor bindet das KDEL-Motiv und der Protein-
Rezeptor-Komplex wird in Vesikel verpackt und zurick zum ER transportiert. Wie die
ER-residenten Proteine, trotz ihres KDEL-Motivs, dem retrograden Transport
zwischen Golgi-Apparat und ER entkommen und an die Zelloberflache gelangen, ist

bislang noch weitestgehend ungeklart und sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

4.1 Einfluss des KDEL-Rezeptors auf das Umgehen des

retrograden Transports von ER-residenten PDIs

Eine zunachst durchgefihrte Biotinylierungsstudie, der in dieser Arbeit zu
untersuchenden ER-residenten Proteindisulfidisomerasen, zeigte, dass
Uberexprimierte PDIA6 auf der Zelloberflache von HEK293T-Zellen lokalisiert war
(Abbildung 9). Des Weiteren wurde endogen exprimierte PDIA3 und PDIA6 durch
Biotinylierungsexperimente auf der Zelloberflache nachgewiesen (Abbildung 14).
Eine Mdglichkeit, um an die Zelloberflache zu gelangen, ware, dass die Proteine
einer Interaktion mit dem KDELR und somit dem retrograden Transport entkommen.
Demnach wirden sie auf dem klassischen sekretorischen Weg an die Zelloberflache
gelangen. Dies konnte durch Beteiligung eines weiteren Proteins geschehen,
welches das KDEL-Motiv maskiert und somit unzuganglich fir den KDELR macht.
Zudem konnte dieses zusatzliche Protein auch an dem Transport an die
Zelloberflache beteiligt sein. Ein entsprechender Mechanismus wurde fur das ER-
residente Chaperon GRP78 (BiP) beschrieben. GRP78 gelangt durch Interaktion mit
den Proteinen MTJ-1 (Misra et al., 2005) und Par-4 (Burikhanov et al., 2009) an die
Zelloberflache. Ein weiteres Beispiel ist fur PDIA1 beschrieben. Dabei interagiert das
Lektin Galektin-9 mit den O-Glykanen der PDIA1 und unterstiitzt dadurch dessen
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Transport an die Zelloberflache (Bi et al., 2011; Schafer et al., 2017). Ein weiterer
Mechanismus, um den retrograden Transport zu umgehen, kdnnte eine Uberlastung
des sekretorischen Weges mit KDEL-Motiv tragenden ER-Proteinen sein. Dadurch
wurden alle KDELR gesattigt sein und ungebundene KDEL-Motiv tragende Proteine
konnten auf dem sekretorischen Weg an die Zelloberflache gelangen. Dieses
Szenario konnte z. B. bei ER-Stress eintreten, in dem die Expression von ER-
residenten Chaperonen und Isomerasen stark hochreguliert ist (Lee et al., 2003;
Okada et al., 2003; S. Li et al.,, 2013) und dadurch ungebundene Proteine an die
Zelloberflache transportiert und/oder in den extrazellularen Raum sekretiert werden
(Delpino & Castelli, 2002; L. R. Peters & Raghavan, 2011). Der Transport und die
Zelloberflachenassoziation von Uberexprimierten PDIAG-Varianten sind in dieser
Arbeit nicht auf eine Sattigung des KDELR zurlckzufihren. Eine starke
Uberexpression von unmarkierter oder myc-markierter PDIA6 mit und ohne KDEL-
Motiv fuhrte nicht zu einer Sekretion der KDEL-tragenden Varianten in den
Uberstand (Abbildung 8). Lediglich die PDIAG-Varianten ohne KDEL-Motiv werden
sekretiert und konnten im Uberstand detektiert werden. Eine erhdhte Sekretion von
ER-residenten Proteinen ohne KDEL-Motiv wurde bereits gezeigt (Vuori et al., 1992;
Sonnichsen et al., 1994; Ko & Kay, 2004; Zhang et al., 2010). So wurde fur das
Chaperon Calreticulin gezeigt, dass eine Deletion des KDEL-Motivs zu einer
Sekretion fuhrte. Diese erfolgte jedoch im Vergleich zu klassisch sekretierten
Proteinen mit geringerer Effizienz, was auf zusatzliche Interaktionen von Calreticulin

im ER bzw. sekretorischen Weg hindeutet (Sonnichsen et al., 1994).

Die reduzierte Zelloberflachenassoziation von PDIA6wo ist gegensatzlich zu Studien
mit Uberexprimiertem GRP78 ohne KDEL-Motiv (GRP78wo). Hier ist die
Zelloberflachenassoziation von GRP78wo nicht signifikant reduziert (Zhang et al.,
2010). Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnen dadurch erklart werden, dass die
jeweiligen Proteine verschiedene Transportwege nutzen. Wahrend das KDEL-Motiv
beim Transport von PDIA6 eine entscheidende Rolle zu spielen scheint, wird fur
GRP78 vermutet, dass es in einem Komplex mit MTJ-1 (Misra et al., 2005) und Par-4
(Burikhanov et al., 2009), welche das KDEL-Motiv maskieren, transportiert wird. Es
ist anzunehmen, dass dieser Komplex auch bei fehlendem KDEL-Motiv gebildet

werden kann, sodass es keinen oder nur einen geringen Unterschied in der
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Zelloberflachenassoziation zwischen GRP78 und GRP78wo gibt. Ein weiterer Grund
fur die hohere Zelloberflachenassoziation von GRP78wo, im Vergleich zu PDIA6wo,
kann darin bestehen, dass es eine hdohere Anzahl an Interaktionspartnern nutzt
und/oder mit héherer Affinitat als PDIA6wo an mdgliche Interaktionspartner bindet

und somit schon vor der Sekretion von anderen Proteinen abgefangen wird.

4.2 Der KDEL-Rezeptor ist an der Bindung von PDIAG6 an die
Zelloberflache beteiligt

Obwohl die Western-Blot-Analyse nahezu keine Zelloberflachenassoziation nach
PDIA6wo-Uberexpression zeigte, konnte in Analysen mittels Durchflusszytometrie
gezeigt werden, dass die exogene Zugabe von rekombinanter, fluoreszenzmarkierter
PDIA6wo, in einer Bindung an die Zelloberflache resultierte (Abbildung 10). Diese
Diskrepanz der Ergebnisse kann eine Folge der sehr hohen Konzentration des
markierten Proteins sein. So wurden die HEK293T-Zellen mit 0,5 pM
fluoreszenzmarkierten PDIA6-Varianten inkubiert, was einer Konzentration von 24,2
mg/mL Protein entspricht. Eine derartige Proteinmenge durch Uberexpression zu
erreichen ist sehr unwahrscheinlich (Jager et al., 2013; Subedi et al., 2015). Die
Zellen wurden zudem mit gleichen Konzentrationen von rekombinanter,
fluoreszenzmarkierter PDIAG, und IL-6 als Kontrolle, inkubiert. Fur PDIA6wo konnte
dabei eine etwa 30% verringerte Bindekapazitat im Vergleich zu PDIAG detektiert
werden. Dennoch zeigte PDIA6wo ein deutlich starkeres Bindungspotential als die
Negativkontrolle IL-6. Dies konnte darin begrindet sein, dass PDIA6 nicht nur Uber
das KDEL-Motiv mit moglichen Interaktionspartnern auf der Zelloberflache interagiert,
sondern auch Uber andere Bereiche an Substrate bindet. So bindet PDIAG6 in
HEK293T-Zellen (Thul et al., 2017) KDEL-Motiv-unabhangig an die extrazellularen
Domanen von MICA (Kaiser et al., 2007) und kann, genauso wie PDIA1 und PDIAS,
mit ADAM17 interagieren (Willems et al., 2010; Dusterhoft et al., 2013, Krossa et al.,
2018). Trotzdem zeigte die PDIAG6 mit dem KDEL-Motiv eine hohere Bindung als
PDIA6wo. Um dies weiter zu Uberprifen, koénnte in Zukunft eine PDIA6wo-
Deletionsmutante hergestellt werden, bei welcher die inaktive Bindedomane b so

generiert wird, dass sie nicht mehr an Liganden binden kann.
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Die Zelloberflachenassoziation von exogen zugegebener PDIA6 konnte in den
durchgefuhrten Studien durch Zugabe des KDEL-Peptides vermindert werden
(Abbildung 11). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Bindungsstellen flr das
KDEL-Motiv durch das Peptid blockiert wurden und lieferten somit einen Hinweis,
dass die Zelloberflachenassoziation abhangig vom KDELR ist und es sich somit um
einen Golgi-abhangigen Transportweg handelt. So wurde die Beteiligung des
KDELR1 an dem Transport von PDIA1 bei einer Infektion mit dem Dengue-Virus
gezeigt. Dabei ist der KDELR1 am Anstieg von PDIA1 an der Zelloberflache,
hervorgerufen durch das Dengue-Virus, involviert (Wan et al., 2012). AuRerdem
wurde gezeigt, dass der Transport an die Oberflache Brefeldin A sensitiv ist. Bei
Brefeldin A handelt es sich um einen Inhibitor, der die Translokation von Proteinen
vom ER zum Golgi-Apparat hemmt (Chege & Pfeffer, 1990). Durch den
hervorgerufenen ER-Stress kommt es nicht nur zu einer erhohten
Zelloberflachenassoziation des Uberexprimierten KDELR, sondern auch von diversen
Chaperonen (Zhang et al., 2010; L. R. Peters & Raghavan, 2011; Henderson et al.,
2013; Numata et al., 2013; Becker et al., 2016).

Da die ersten durchgefuhrten Experimente dieser Arbeit einen Einfluss des KDELR
auf die Zelloberflachenassoziation von PDIs bestatigten, wurde in weiteren Studien
untersucht welche Auswirkungen eine verminderte Expressionsstarke des KDELR1

auf die Oberflachenassoziation von PDIs hat.

4.3 Ein knockdown des kdelrl- Gens fiuihrt zu verminderter

Oberflachenassoziation der PDIs

In dieser Arbeit wurden Zelllinien mittels CRISPR/Cas konstruiert, die einen
knockdown im kdelrl aufwiesen. Ein kompletter knockout des Gens konnte nicht
erreicht werden. Dies konnte zum einen darin begrundet sein, dass die HEK293T-
Zellen einen multiplen Chromosomensatz aufweisen und zum anderen, dass der
KDELR1 essentiell fur die Zellen ist und sie ohne ihn nicht lebensfahig waren. Der
knockdown  des kdelrl Gens  fuhrte zu einer  Reduktion der
Zelloberflachenassoziation von endogener PDIA1, PDIA3 und PDIA6 (Abbildung 15).
Dementsprechend scheint der Transport der Isomerasen zur Zelloberflache vom
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KDELR1 abhangig zu sein. Im Einklang konnte endogen exprimierter KDELR1 auf
der Zelloberflache nachgewiesen werden (Abbildung 12). Dementsprechend ist die
Zelloberflachenprasenz des KDELR1, die zuvor in zwei Studien mittels
Uberexpression der KDELR gezeigt wurde (Henderson et al., 2013; Becker et al.,
2016), kein Artefakt der experimentellen Bedingungen. Hat der KDELR1 seine
Liganden an die Zelloberflache transportiert, so ist es wahrscheinlich, dass diese
Bindung durch den Anstieg des pH-Werts an der Zellmembran geldst wird (Paroutis
et al., 2004). Diese Freisetzung geschieht moglicherweise gezielt in spezifischen
Mikrodomanen der Zellmembran, wodurch die Bindung von PDIAG6 an mogliche

Interaktionspartner der Zelloberflache begunstigt werden konnte.

Die Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass exogen zugegebene PDIA6 mit der
Zelloberflache assoziierte und internalisiert wurde (Abbildung 16). Eine Kolokalisation
mit dem ER konnte jedoch ausgeschlossen werden. Da der pH-Wert an der
Zelloberflache im Vergleich zum Zellinneren hoher ist und damit die Affinitat des
KDEL-Motivs zum KDELR geringer ausfallt, sollte die Freisetzung des Liganden
beglnstigt sein (Paroutis et al., 2004). Damit kann eine kurzfristige Interaktion des
KDELR mit dem Liganden erfolgen, jedoch ist eine Internalisierung und somit
retrograder Transport zurtick zum Golgi/ER unwahrscheinlich. Ob der KDELR seinen
Liganden dennoch bindet und zu anderen Zellkompartimenten transportiert, kann
allerdings nicht ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
Zudem sollte in Betracht gezogen werden, dass PDIAG6 mit anderen extrazellularen
Proteinen und Substraten interagiert, mit ihnen internalisiert und ggf. im Lysosom

degradiert werden koénnte.

4.4 Mogliche Endozytosewege der PDIs und des KDELR1

Mittels der Durchflusszytometrie konnte die Zelloberflachenassoziation von PDIA1,
PDIA3 und PDIAG6 in Abhangigkeit vom KDELR1 gezeigt (Abbildung 15). Um einen
ersten Einblick in mogliche Transportwege der PDIs und des KDELR1 zu erhalten
wurde eine Internalisierungsstudie durchgefuhrt (Abbildung 19). In diesen
Experimenten wurden HEK293T-Zellen mit PMA stimuliert, da PMA als Stimulanz

beschrieben wurde, welches die Sekretion von Isomerasen erhoht (Jasuja et al.,
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2010; Araujo, Zeidler, et al., 2017). Durch die PMA induzierte Sekretion wird der
klassische, sekretorische Transportweg umgangen (Araujo, Zeidler, et al., 2017).
Dies konnte auch in den in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen festgestellt
werden, da eine Behandlung mit PMA zZu einer reduzierten
Zelloberflachenassoziation der PDIs fuhrte, wobei die Oberflachenprasenz des
KDELR1 unverandert blieb (Abbildung 19). Ohne Zugabe von PMA wurde der
KDELR1 Uber den Clathrin- und/oder den Caveolin-abhangigen Endozytoseweg
internalisiert. Es handelte sich bei der Oberflachenprasenz des KDELR1
dementsprechend um einen dynamischen Prozess. Demgegenuber konnte fur PDIA3
und PDIA6 eine Caveolin-abhangige Endozytose gezeigt werden. PDIA1 zeigte in
unstimulierten Zellen weder eine Tendenz zu Caveolin- noch zur Clathrin-abhangigen
Endozytose. Die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit PMA und den Endozytose
Inhibitoren Pitstop® 2 (Clathrin-abhangiger Endozytoseweg) und Genistein
(Caveolin-abhangiger Endozytoseweg) zeigten, dass sowohl PDIA1 als auch PDIA3
nicht nur sekretiert wurden, sondern auch Uber die lipid raft-Region internalisiert

wurden.

Diese Ergebnisse liefern erste Einblicke in mogliche Endozytosewege der
untersuchten PDIs und des KDELR1. Dabei gibt es deutliche Unterschiede im
Transport des KDELR1 und der PDIs, was die Hypothese unterstitzt, dass die
Bindung des KDELR1 und seinen Liganden an der Zellmembran oder dessen Nahe
aufgehoben wird. Fur die PDIs wurden bisher mindestens zwei verschiedene
Transportwege beschrieben (Araujo, Fernandes, et al., 2017; Araujo, Zeidler, et al.,
2017). Dabei gibt es vermutlich einen Unterschied im Transport von sekretierten
PDIs und PDlIs, welche an der Zelloberflache assoziieren. Bei der
Zelloberflachenassoziation handelt es sich um ein lokales Ereignis, bei welchem die
PDIs gezielt an ihre Substrate binden. Die Sekretion von PDIs hingegen, z. B. bei der
Koagulation, ist dabei als ein globales Ereignis anzusehen. Bei Bedarf werden die
PDls, z. B. von Thrombozyten und Endothelialzellen, ausgeschuttet und es kommt
zur Gerinnungsreaktion (Holbrook et al., 2010; Jasuja et al., 2010; Holbrook et al.,
2012; Kim et al., 2013; Wang et al., 2013; Passam et al., 2015). Da hier eine schnelle
Sekretion notig ist, werden die PDIs in Granula gespeichert und kénnen nach ihrer

Ausschuttung an einer grof3en Anzahl an Zellen und Zelltypen wirken (Jordan et al.,
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2005; Jasuja et al., 2010; Thon et al., 2012; Sharda et al., 2015). Die Sekretion von
PDIs wird dabei z. B. durch Thrombin oder LPS induziert und umgeht den

klassischen sekretorischen Transportweg (Araujo, Zeidler, et al., 2017).

Um den KDELR1 auf der Zelloberflache zu detektieren, genigte in anderen Studien
eine Uberexpression des entsprechenden kdelrl Gens (Henderson et al., 2013;
Becker et al., 2016). Die anderen drei KDEL-Rezeptoren (KDELR2, KDELR3a und
KDELR3b) konnten hingegen nur nach Induktion von ER-Stress auf der
Zelloberflache detektiert werden (Henderson et al., 2013). Ein Grund hierfir kénnte
die Selektivitat sein. Der KDELR1 bevorzugt das KDEL-Motiv und ist somit
moglicherweise hauptsachlich an dem konstitutiven und induzierten Transport von
Proteinen mit KDEL-Motiv involviert. Die anderen drei KDEL-Rezeptoren favorisieren
hingegen das HDEL-Motiv. Dadurch ergibt sich, dass Proteine mit dem KDEL-Motiv
eher an der Zelloberflache assoziiert sind, als Proteine mit dem HDEL-Motiv. Far
diesen Transport an die Zelloberflache Iasst sich in dieser Arbeit feststellen, dass es
verschiedene mdgliche Transportwege fur PDIs gibt und zumindest einer von diesen
KDELR1-abhangig ist. Detaillierte Mechanismen fir diesen Transportweg mussen in

Zukunft weiter untersucht werden.

4.5 Mutierte IL-6R-Varianten werden konstitutiv von ADAM17

prozessiert

Es wurde bisher gezeigt, dass die PDIs KDELR1-abhangig vom Zellinneren an die
Zelloberflache transportiert werden. Fur PDIA6 konnte bestatigt werden, dass es eine
Affinitat zu ADAM17 aufweist und somit in der Lage ist, mit der Protease zu
interagieren (Krossa et al., 2018). Dabei katalysiert PDIAG die Isomerisierung von
zwei  Disulfidbricken  innerhalb der MPD17 und es kommt  zur
Konformationsanderung von ADAM17. Dies uberfuhrt die MPD17 von einer flexiblen,
offenen Form in eine rigide, geschlossene Form. Durch die Konformationsanderung
der MPD kann sie nicht mehr an negativ geladene Phosphatidylserine der
Zellmembran binden um das aktive Zentrum der Protease ADAM17 in die Nahe der
Zellmembran zu bringen (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017). Da die
Schnittstellen der ADAM17-Substrate aber alle nahe der Zellmembran lokalisiert
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sind, kann demzufolge keine Proteolyse mehr stattfinden. Dieses Phanomen wurde
in Experimenten dieser Arbeit mittels DMSO- bzw. PMA-Stimulation der Zellen
induziert. Nach PMA-Behandlung findet klassische proteolytische Prozessierung
statt, d. h. stimuliertes shedding der Substrate nahe der Zellmembran. Nach DMSO-
Behandlung ist die Protease ADAM17 lediglich proteolytisch aktiv und es findet kein
stimuliertes shedding statt. Das heil3t das aktive Zentrum von ADAM17 weist eine
Distanz zur Zellmembran auf, welches den Zugang zur Schnittstelle von Substraten
nahe der Zellmembran nicht ermoglicht. Somit ist lediglich konstitutives shedding
maoglich. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es zur proteolytischen Prozessierung
mittels konstitutivem shedding des ADAM17-Substrats IL-6R kommt, wenn die
Schnittstelle durch Einflgen von Mutationen in groRerer Distanz zur Zellmembran

lokalisiert ist.

Die Mutanten 4 und 6 werden nach DMSO-Behandlung, und somit unabhangig von
PMA Stimulation, von ADAM17 prozessiert, sodass ein l6slicher IL-6R generiert wird.
Der Wildtyp-IL-6R, sowie Mutante 1 und 2 werden lediglich nach PMA-Stimulation
von ADAM17 prozessiert (Abbildung 25). Dies zeigt, dass die Protease ADAM17
stets ein gewisses Mal} an Elastizitat aufweist, wenn das aktive Zentrum nahe an der
Zellmembran ist. So kann durch stimuliertes shedding ein slL-6R aus der IL-6R
Mutante 1 generiert werden, bei welchem die Schnittstelle um 5 Aminosauren in
Richtung N-Terminus verschoben wurde. Gleiches konnte fir IL-6R Mutante 2
gezeigt werden, wobei die Schnittstelle bei dieser Mutante bereits um 10
Aminosauren in Richtung N-Terminus verschoben wurde. Durch weitere Erhdhung
der Distanz der Schnittstelle zur Zellmembran (Mutante 3-8) konnte kein I6slicher IL-

6R mehr durch stimuliertes shedding generiert werden.

In vorangegangenen Studien wurde beschrieben, dass ADAM17 unabhangig von
einer Stimulation ein I6sliches, fluorogenes Substrat konstitutiv prozessieren kann,
obwohl das aktive Zentrum nicht nahe der Zellmembran lokalisiert ist (Sommer et al.,
2016; Reiss & Bhakdi, 2017). In dieser Arbeit war die Schnittstelle der Mutante 4 und
6 weit genug von der Zellmembran entfernt und gleichermallen nahe genug am
aktiven Zentrum von ADAM17, sodass es unter unstimulierten Bedingungen
proteolytisch prozessiert werden konnte. Fur Mutante 5 konnte kein konstitutives

shedding des IL-6R detektiert werden. Das Bild der proteolytische Aktivitat von
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ADAM17 unter unstimulierten Bedingungen konnte somit in dieser Arbeit erweitert
werden (Abbildung 26). Am Beispiel des IL-6R konnte gezeigt werden, dass lediglich
die grofRe Distanz zwischen ADAM17-Schnittstelle und katalytischer Domane eine
proteolytische Prozessierung des membranstandigen Substrats verhindert. ADAM17
liegt demnach unabhangig von seiner Stimulation immer proteolytisch aktiv vor.
Durch die in dieser Arbeit durchgefihrte Studie konnte ein entscheidender Beitrag

zum Verstandnis des Aktivierungsmechanismus von ADAM17 geleistet werden.

unstimulierte Zelle stimulierte Zelle

Q fluorogenes
Substrat

IL-6R Mutante
IL-6R

ADAM17

Stimulation 4

FUTTOIL PO A WO

PS Umlagerung

A ADAM17 Schnittstelle

8 Phosphatidylserin (PS)

Abbildung 26: Erweiterte schematische Darstellung der proteolytischen Aktivitat von ADAM17

in stimulierten und unstimulierten Zellen.

Unter unstimulierten Bedingungen ist ADAM17 proteolytisch aktiv und kann l6sliche fluorogene
Substrate konstitutiv spalten (Sommer et al., 2016; Reiss & Bhakdi, 2017). Unter diesen Bedingungen
kénnen die membranstandigen Substrate von ADAM17 nicht prozessiert werden, da die ADAM17-
Schnittstelle bei allen Substraten nah an der Zellmembran lokalisiert ist. Aufgrund der groRen Distanz
zueinander kann die katalytische Domane von ADAM17 die Schnittstelle seiner Substrate nicht
erreichen und somit nicht prozessieren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der IL-6R als
Substrat von ADAM17 konstitutiv prozessiert wird, wenn die ADAM17-Schnittstelle durch Mutation

weiter von der Zellmembran weg und somit naher an das katalytische Zentrum verschoben wird.
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Diskussion

4.6 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass ADAM17 in der Lage ist, den
membranstandigen IL-6R ohne Stimulation der Zelle proteolytisch zu prozessieren,
wenn die Schnittstelle eine grofere Distanz zur Zellmembran aufweist und somit
naher am Kkatalytischen Zentrum von ADAMA17 lokalisiert ist. Dies zeigt, dass
ADAM17 unter unstimulierten Bedingungen lediglich durch die zu grof3e Distanz zur
Substrat-Schnittstelle daran gehindert wird, den IL-6R zu prozessieren. Es mussten
jedoch weitere ADAM17-Substrate auf gleiche Weise untersucht werden. Ein
prominentes Substrat fur weitere Studien stellt TNF-a dar. Wahrend es sich bei dem
in dieser Arbeit untersuchten IL-6R um ein Typ-1-Transmembranprotein handelt, bei
welchem der N-Terminus extrazellular lokalisiert ist, handelt es sich bei TNF-a um
ein Typ-2-Transmembranprotein mit extrazellularem C-Terminus. Weitere Studien mit
verschiedenen Substraten wurden entscheidend zum Verstandnis des
Aktivierungsmechanismus von ADAM17 beitragen. Aulderdem kdnnten Studien mit
ADAM10 durchgefiihrt werden, da es sich dabei um die nachste verwandte Protease
zu ADAM17 handelt.

Die proteolytische Aktivitdat von ADAM17 kann durch Interaktion mit der PDIAG
inaktiviert werden. Es handelt sich dabei um eine Inaktivierung aufgrund von
Strukturanderungen innerhalb der MPD17, infolgedessen die katalytische Domane
die Schnittstellen seiner Substrate nicht mehr erreichen kann. Die ER-residente
PDIA6 muss flur die Interaktion mit ADAM17 auf der Zelloberflache assoziiert sein. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der KDELR1 sowohl beim Transport der PDIs an

die Zelloberflache, als auch an deren Zelloberflachenassoziation beteiligt ist.

Diese Erkenntnisse liefern einen ersten Einblick in mogliche Transportwege der PDls
an die Zelloberflache. Zudem sollte in Zukunft ein direkter Einfluss des kdelrl
knockdowns auf die proteolytische Prozessierungsrate von ADAM17-Substraten

untersucht werden.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

ADAM17 (A Disintegrin And Metalloprotease 17) ist eine membranstandige, ubiquitar
exprimierte Metalloprotease, die in einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Vorgangen eine Rolle spielt. Inzwischen sind Uber 80
Substrate bekannt, welche von ADAM17 proteolytisch prozessiert werden kdnnen.
Dadurch werden eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie z. B. die Immunantwort,
Entzindungsreaktionen, sowie  entwicklungsbiologische und  regenerative
Zellantworten, beeinflusst. Darlber hinaus spielt ADAM17 bei der Tumorentwicklung,
Autoimmunerkrankung und chronischen Entzundungen eine entscheidende Rolle
(Horiuchi et al., 2007; Scheller et al., 2011). Durch die Vielzahl an Prozessen, an
denen ADAM17 beteiligt ist, wird die bedeutsame Rolle der Protease im Organismus
deutlich und erfordert eine strikte Regulation ihrer Aktivitat. Die membranstandigen
Substrate von ADAM17, wie der IL-6R, werden nach Zellstimulation nahe der
Zellmembran prozessiert, wodurch es zur Freisetzung ihrer Ektodomane kommt. In
der vorliegenden Arbeit sollten die strukturellen Voraussetzungen untersucht werden,
die zur Freisetzung des sIL-6R erforderlich sind. Dabei stand der Abstand der
ADAM17-Schnittstelle im IL-6R zur Zellmembran im Vordergrund. Mit diesem Beitrag
sollte das Verstandnis der proteolytischen Aktivitat und des Aktivierungs-
mechanismus von ADAM17 vertieft werden. Neues Wissen Uber Grundlagen der
Aktivierung bzw. Inaktivierung von ADAM17 ist essentiell um zuklnftig die Aktivitat
der Protease in pathologischen Situationen gezielt zu modifizieren. So wird ADAM17
durch die ER-residente PDIAG inaktiviert. Dabei interagiert die PDIA6 auf der
Zelloberflache mit der MPD von ADAM17. Die resultierende Isomerisierung zweier
Disulfidbricken fuhrt zu einer Konformationsanderung innerhalb der MPD. Dieser
Vorgang resultiert in einer Strukturanderung, die es ADAM17 nicht mehr erlaubt die
Schnittstellen der membranstandige Substrate zu erreichen (Dusterhoft et al., 2013).
Um diese Isomerisierung zu katalysieren ist es essentiell, dass PDIA6 auf der
Zelloberflache lokalisiert ist. Somit sollte in dem zweiten Abschnitt der Arbeit
untersucht werden, wie die ER-residenten PDIs an die Zelloberflache gelangen und
auf der Zelloberflache verbleiben. Damit sollte ein Beitrag zum Verstandnis des

Inaktivierungsmechanismus von ADAM17 geleistet werden.
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6 Summary

ADAM17 (A Disintegrin And Metalloprotease 17) is a membrane-bound
metalloprotease that is ubiquitously expressed in all tissues. So far, more than 80
substrates were identified that are proteolytically processed by ADAM17. It is
involved in various physiological and pathophysiological processes such as immune
response and inflammation as well as developmental and regenerative processes.
Furthermore, ADAM17 plays a role in cancer progression, autoimmune diseases and
chronic inflammation (Horiuchi et al., 2007; Scheller et al., 2011). Therefore,
ADAML17 plays a central role in the organism and needs to be strictly regulated. To
process membrane-bound substrates, e. g. the interleukin-6 receptor, by ADAM17
respective, cells need to be stimulated. This results in the generation of a soluble
extracellular part of the substrate by cleavage close to the cell membrane. In this
thesis, the structural requirements that lead to the release of the sIL-6R were
examined. This work focused on the distance between the ADAM17 cleavage site of
the IL-6R and the cell membrane. The aim was to contribute to a better
understanding of the proteolytic action and the activation mechanism of ADAM17.
The understanding of the activation and inactivation of ADAM17 in molecular detail is
essential for future modification of its activity in pathological situations.

The ER-resident protein disulfide isomerase A6 (PDIA6) inactivates ADAM17 on the
cell surface. PDIA6 interacts with the membrane-proximale domain (MPD) of
ADAM17 and leads to an isomerization of disulfide bonds within this domain. The
resulting irreversible conformational change makes an interaction between the
catalytic domain of ADAM17 and its substrates cleavage sites close to the cell
membrane impossible (Dusterhoft et al., 2013). To catalyze the inactivation PDIs

have to be at the cell surface.

The second objective of this thesis was the examination how ER-resident PDIs
escape the retrograde transport from the Golgi to the ER and travel to the cell
surface. Since they play a crucial role at the cell surface it should be further adressed
how PDIs remain at the cell membrane. These results should contribute to a better
understanding of the inactivation mechanisms of ADAM17.
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