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EINLEITUNG 1.

1. Einleitung

1.1. Proteinhomoostase und ihre pathobiochemische Bedeutung

Eine bedeutende Herausforderung jeder Zelle ist die Aufrechterhaltung der Integritit und
Funktionalitat der Gesamtheit ihrer Proteine, des Proteoms. Das physiologische Gleichgewicht
aus Synthese, Stabilitit und Abbau der Proteine wird als Proteinhomdostase oder Proteostase
bezeichnet (Lamb et al,, 2013). Sie ist essentiell, denn nur die Gewahrleistung der Proteostase
ermoglicht den korrekten Ablauf von Stoffwechselvorgingen, weswegen sie auch unter sich
verandernden Umweltbedingungen erhalten bleiben muss. Die Zelle nutzt ein komplexes
Qualitatskontrollsystem, das fiir die korrekte Synthese, Faltung und den Umsatz von Proteinen
verantwortlich ist, indem sie die Struktur der Proteine iiberpriift und fehlgefaltete oder
beschiddigte Proteine entfernt (Goldberg, 2003; Kubota, 2009). Dieses Proteinqualitatskontroll-
netzwerk setzt sich aus molekularen Chaperonen, dem Ubiquitin-Proteasom-System und der

Autophagie zusammen (Todde et al., 2009; Hartl et al., 2011).

In gealterten Zellen oder Organismen treten haufiger fehlgefaltete Proteine auf, was gleichzeitig
ein Risikofaktor fiir neurodegenerative Erkrankungen ist (Ryter et al, 2014). Diese
fehlgefalteten Proteine werden zusatzlich im Alter vermehrt zu Aggregaten akkumuliert (Boya et
al, 2013; Ryter et al, 2014). Um diese aggregierten Proteine nachzuweisen, wurden in einer
Studie die unléslichen Proteine in C. elegans und S. cerevisiae analysiert. Interessanterweise
wurde eine betrichtliche Uberlappung zwischen den altersabhingigen unléslichen Proteinen in
Hefe und Wurm identifiziert (Boya et al, 2013; Kirkin et al, 2009; Deretic et al., 2013). Einige
dieser Proteine, die in S. cerevisiae und in C. elegans gefunden wurden, werden im Menschen mit
Krankheiten assoziiert, deren Pathologien durch fehlgefaltete oder aggregierende Proteinen
entstehen (Boya et al, 2013). Jedoch ist unbekannt, ob die altersabhingige Akkumulation von
unléslichen Proteinen eine Ursache fiir zelluldre Dysfunktion bei der Alterung ist oder infolge

der fortschreitenden Abnahme der Proteostase entsteht (Todde et al., 2009).

Insbesondere neurodegenerative Krankheiten sind mit einer gestdérten Proteinhomdéostase und
der damit verbundenen Akkumulation von beschaddigten oder fehlgefalteten Proteinen assoziiert
(Cajigas et al, 2010; Morawe et al, 2012). Proteinaggregation wird verbunden mit der
Amyotrophen Lateralsklerose, der Alzheimer‘schen Krankheit, der Huntington’schen Krankheit,
der Parkinson’schen Krankheit, sowie alpha-Synucleinopathien wie Demenz mit Lewy Bodies
und Multipler Systematrophie (Goedert und Spillantini, 2006; Nagai et al, 2007; Sanchez et al.,
2003; Scherzinger et al, 1997; Spillantini und Goedert, 2000). Um nur zwei Beispiele von

Proteinen aufzuzeigen, die in solchen Erkrankungen akkumulieren und aggregieren kdnnen,
1



EINLEITUNG 1.

lasst sich einmal das Huntingtin der Huntington’sche Krankheit nennen, denn dieses krankhaft
veranderte Protein aggregiert im Verlauf der Erkrankung zunehmend, oder bei der
libertragbaren Spongiformen Enzephalopathie (Prionenkrankheit) werden die organischen
Toxine (Prionen), die virusdhnlichen Eigenschaften aufweisen, in Biindel akkumuliert (Arrasate

et al, 2004; Caughey und Lansbury, 2003).

Auch Erkrankungen, die nicht neurodegenerativ sind, wie die nichtneuropathische systemische
Amyloidose werden mit Proteinaggregation in Verbindung gebracht (Chiti und Dobson, 2006).
Diese grofde Anzahl an Krankheiten, die mit fehlgefalteten oder beschiddigten Proteinen in
Zusammenhang steht, zeigt wie wichtig der Erhalt der Proteostase fiir die einzelne Zelle und

auch den gesamten Organismus ist.

1.2. Molekulare Chaperone, Proteasom, Autophagie und Proteostase

Das Qualitdtskontrollsystem der Proteinhomdoostase muss fehlgefaltete Proteine erkennen und
fiir deren effektive Entfernung sorgen, um eine massive Aggregation zu verhindern (Kubota,
2009). Im zelluldaren Umfeld tragen neu-synthetisierte Proteine das Risiko sich aberrant zu

falten, zu aggregieren und potenziell toxische Formen anzunehmen.
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Abbildung 1: Molekulare Chaperone, das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und
Autophagie dienen zur Aufrechterhaltung der Proteostase und als die wichtigsten
Komponenten fiir den Abbau von fehlgefalteten und aggregierten Proteinen (Hartl et al.,
2011).
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Das Proteostase-erhaltende Netzwerk (Abbildung 1) besteht aus mehreren hundert Proteinen,
darunter Molekulare Chaperone, die die neugebildeten Proteine bei ihrer Faltung oder
Rickfaltung unterstiitzen, oder dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und der Autophagie, die

den Abbau irreversibel fehlgefalteter und aggregierter Proteine vermitteln (Powers et al., 2009).

1.2.1. Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone nutzen effektive Mechanismen um Aggregation zu verhindern und
effiziente Faltung zu fordern (Hartl et al, 2011; Ouyang et al, 2014). Somit spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Proteinqualititskontrolle und der Aufrechterhaltung der
Proteinhomdostase (Lamb et al, 2013). Viele kleine Proteine falten sich ohne andere
Zellkomponenten oder Energieaufwand korrekt aufgrund ihrer Aminosduresequenz (Dobson
und Karplus, 1999). Die meisten Polypeptide aber brauchen molekulare Chaperone fiir eine
effiziente Faltung (Hartl, 1996). Diese speziellen Proteine, unter ihnen Mitglieder der
Hitzeschock-Protein(HSP)-Familie, bilden ein komplexes Chaperon-Netzwerk, das die korrekte
Faltung und Riickfaltung von Proteinen unterstiitzt (Wang et al., 2013; Altenhofer et al., 2010).
Die Mitglieder der HSP-Familien werden nach ihrem Molekulargewicht klassifiziert,

beispielsweise HSP40, HSP60, HSP70, HSP100 und kleine HSPs (small HSPs; (Hartl et al.,, 2011).

Molekulare Chaperone spiiren fehlgefaltete Proteine auf und fiihren sie dem Proteinabbau-
system zu, wenn eine Faltung im denaturierten Zustand nicht mehr erreicht werden kann (Erlich
et al, 2012). Dabei unterstiitzen Mitglieder der HSP70- und der HSP90-Familie, zusammen mit
den Chaperoninen (HSP60) als molekulare multikomponente Komplexe die Faltung von
Proteinen und werden durch ATP und andere Cofaktoren reguliert. Sie erkennen hydrophobe
Aminosauren, die bei nicht-nativen Proteinen freiliegen. Bei der Faltung konnen sie mit ATP-
unabhdngigen Chaperonen wie den kleinen HSPs, die als ,Holdasen“ fungieren und die Reaktion
abpuffern, kooperieren. Beispielsweise gehoren zu der HSP70-Proteinfamilie das konstitutiv
exprimierte HSC70 (Heat Shock Cognate 71 kDa Protein), auch bekannt als HSPA8 (Heat Shock 70
kDa Protein 8), und Stress-induzierte Formen. Der ATP-abhdngige Reaktionszyklus von HSP70
wird durch Chaperone der HSP40(DnaJ)-Famile und Nucleotide-Exchange Factors reguliert
(Kampinga und Craig, 2010; Mayer, 2010). Mitglieder der HSP-Familien sind eine Gruppe
hochkonservierter homologer Proteine, beispielsweise findet sich ein HSP70-Ortholog auch in

C. elegans mit der Bezeichnung HSP110 (Morley und Morimoto, 2004).

Akkumulieren trotz der Aktivitat der Chaperone fehlgefaltete oder beschadigte Proteine, miissen
diese effizient abgebaut werden. Der Zelle stehen dafiir zwei verschiedene Mechanismen zur

Verfligung, das Ubiquitin-Proteasom-System, sowie die Autophagie (Abbildung 1).
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1.2.2. Das Ubiquitin-Proteasom-System

Der proteasomale Abbau ist ein wichtiger Faktor, um die Qualitdt intrazellularer Proteine zu
wahren und selektiv fehlgefaltete oder beschadigte Polypeptide zu degradieren. In
eukaryotischen Zellen verhindert das UPS die Akkumulation von nicht-funktionellen und
potentiell toxischen Proteinen (Jung et al, 2009b). Dieser Prozess ist vor allem bei sich stark
verdndernden Umweltbedingungen essentiell. Zu diesen gehoren Hitzestress oder oxidativer
Stress. Aber auch bei einer Reihe von Krankheiten wie den bekannten neurodegenerativen
Erkrankungen oder Mukoviszidose spielt der proteasomale Abbau eine grofie Rolle (Goldberg,

2003).

Das UPS ist fiir den Abbau von redundanten oder abnormalen, kurzlebigen Proteinen
verantwortlich (Kipreos und Pagano, 2000). Der Proteinabbau durch UPS verlauft mehrstufig
und findet in Gegenwart von Ubiquitin, drei Klassen von Enzymen und dem Proteasom statt.
Anfangs wird das abzubauende Proteinsubstrat mit Ubiquitin markiert (Klionsky und Emr,
2000). Dies erfolgt tiber die kurz aufeinander folgenden katalytischen Funktionen von drei
Enzymen, bezeichnet als E1, E2 und E3. Dies ist notwendig, um die richtige Polyubiquitinierung
des Substrats zu gewahrleisten (Martin et al.,, 2005). Letztlich wird das ubiquitinierte Protein im
Proteasom abgebaut. Das Proteasom ist ein proteolytischer Komplex, der sowohl im Zellkern als
auch im Zytosol vorhanden ist. Es besteht aus einem hohlen zylindrischen Multienzymkern
(20S-Einheit), der fiir den Abbau der Verbindungen verantwortlich ist und zwei zusatzlichen
regulatorischen Einheiten, den 19S-Caps, die beide die gleiche Struktur aus drei Untereinheiten
haben und sich an den gegeniiberliegenden Enden der 20S-Einheit befinden (Handley et al,
2013; Deretic et al.,, 2013).

Neben dem proteasomalen Abbau existiert in der Zelle noch der lysosomale Abbau mittels
Autophagie. Der autophagosomale Abbau ist ein ubiquitirer Prozess zum Recycling
fehlgefalteter Polypeptide, langlebiger Proteine, Makromolekiilen und beschadigter oder alter
Organellen (Klionsky et al., 2007).

1.2.3. Autophagie - ein Uberblick

Der Abbau mittels Autophagie ist ein hochkonservierter eukaryotischer Degradationsprozess
bei dem Teile des Zytosols oder Organellen in Doppelmembranvesikeln (Autophagosomen)
abgesondert werden, die dann mit degradativen Organellen (Lysosomen) fiir den Abbau und das
Recycling der resultierenden Makromolekiilen verschmelzen (Abbildung 2; Yang und Klionsky,
2009). Dieser Pfad kann durch viele Umwelteinfliisse stimuliert werden, darunter Nahrungs-

oder Wachstumsfaktorenmangel, Hypoxie, reaktive Sauerstoffspezies, DNA-Schiden,

4
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Proteinaggregation, geschadigte Organellen, oder intrazelluldre Pathogene. Stimulusabhingige
und basale Signaltransduktionswege miissen aktiviert werden um die verschiedenen Phasen des
autophagosomalen Abbaus zu koordinieren. Autophagie wird neben anderen zellularen
Stressantworten stimuliert und ist eine zentrale Komponente der integrierten Stressantwort

(Kroemer et al., 2010).

Iysosome

degradative

immatiire autophagosome

isolation membranes/ autophagosome
preautophagosomal structures

Inductlon Expansion Closure Fusuon Degradatlon
ULK1 Alg16L complex LC3 Rab7

PI3K-complex | LC3 Vii1b

mAtg9

Abbildung 2: Schema des Autophagieweges in Sdugerzellen am Beispiel der

Makroautophagie (Longatti und Tooze, 2009).
Die Autophagie wurde das erste Mal in den 1960er Jahren beschrieben (De Duve und Wattiaux,
1966) und der spezifische Abbau mittels Autophagie wurde fast zehn Jahre spiter entdeckt
(Bolender und Weibel, 1973). Die substratspezifische Autophagie baut nur selektiv ein Substrat
ab und wird dann benannt nach ihrer abzubauenden Zellkomponente. Zum Beispiel beschreibt
Xenophagie den Abbau von Bakterien und Viren, Aggrephagie baut aggregierte Proteine ab,
Pexophagie entfernt Peroxisomen, und Mitophagie Mitochondrien (Johansen und Lamark, 2011;
Kristensen et al,, 2008; Cuanalo-Contreras et al., 2013). Spater folgte die erste morphologische
Beschreibung von Autophagie in S. cerevisiae (Takeshige et al., 1992), und bis heute wurden die
Vorgidnge des autophagosomalen Abbaus am besten und sehr detailliert in der Hefe aufgeklart
(Stromhaug und Klionsky, 2001). In einem Hochdurchsatzanalys bei dem nach
Autophagiemutanten gesucht wurde, wurden die ersten ATGs (Autophagy-Related Genes)
entdeckt und bis heute sind iiber 30 essentielle Autophagie-Proteine beschrieben worden
(Tsukada und Ohsumi, 1993; Klionsky et al, 2003). Der Prozess der Autophagosomen-Bildung
wird in Hefe und Saugerzellen durch hoch-konservierte Proteine vermittelt und somit ist dieser
Vorgang bei beiden gleichartig. Die meisten der involvierten Proteine wurden als erstes in
S. cerevisiae entdeckt (Longatti und Tooze, 2009). Die ersten der hochkonservierten ATGs, die im
Saugersystem nachgewiesen werden konnten, waren ATG5 und ATG12 (Alers et al, 2012;

Mizushima et al., 1998).
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Abbildung 3: Eine schematische Darstellung der autophagosomalen Abbauwege mit den

lysosomalen / vakuolaren Systemen: das Modell zeigt Aspekte von Hefen und héheren

Eukaryonten (Klionsky et al., 2007).
Wie Abbildung 3 zeigt sind alle Prozesse bei denen man von Autophagie spricht vergleichsweise
komplex vernetzt und oft nur schwer vollstindig voneinander zu trennen. Man unterscheidet
allgemein die Chaperon-vermittelte Autophagie, die Mikroautophagie und die Makroautophagie.
Mikroautophagie ist ein Prozess, in dem Lysosomen direkt Teile des Zytoplasma fiir den Abbau
aufnehmen. Bei der Chaperon-vermittelten Autophagie erkennen zytoplasmatische Chaperon-
Proteine l6sliche Proteine mit einer bestimmten Aminosaure-Sequenz und transportieren diese
zu den Lysosomen. Makroautophagie ist ein Prozess, in dem eine nicht-selektive Aufnahme von
zytoplasmatischem Material erfolgt, einschliefllich Organellen, das abgebaut werden soll
(Klionsky et al., 2007). Dabei werden die Zellkomponenten mit einer Membran umschlossen, die
anschliefdend als Vesikel mit den Lysosomen fusioniert um die Bestandteile zu degradieren
(Girard und McPherson, 2008; Vilarino-Guell et al, 2014). Zu den bisher beschriebenen
Autophagiesubstraten gehoren Proteinaggregate, Lipidtropfchen, dysfunktionale Organellen und
eindringende Krankheitserreger (Hubbard et al, 2012). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit steht

die Makroautophagie im Fokus der Untersuchungen.

Autophagie tritt nur im Zytoplasma auf und in den meisten Zellen lauft sie unter basalen

Bedingungen bei einer niedrigen Aktivitit ab. Unter ungiinstigen Bedingungen wie
6
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Néahrstoffmangel, wird sie hochreguliert, wodurch die Zelle weiterhin mit Nahrstoffen versorgt
wird um die grundlegenden Zellaktivititen aufrecht zu erhalten (Details siehe 1.2.3.1).

Autophagie ist dann ein effektiver intrazelluldrer Recycling-Mechanismus.

1.2.3.1.  Makroautophagie

Die Makroautophagie, im Folgenden nun als Autophagie bezeichnet, unterteilt sich in vier
Phasen: die Induktion, die Nukleation, die Elongation und die Degradation (Longatti und Tooze,
2009). Abbildung 4 zeigt die verschiedenen Phasen und deren Regulation mit beteiligten

Proteinen im Detail.
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Abbildung 4: Illustration der Regulationswege sowie den Hauptphasen des
makroautophagischen Abbaus (Quelle: Cell signaling, 2014 / Details siehe Text).

Induziert wird der autophagosomale Abbau bei sich verdndernden Umweltbedingungen wie
Nahrstoffmangel oder zellulirem Stress (Kuma und Mizushima, 2010). mTOR (Mammalian

Target of Rapamycin) inhibiert bei normaler Nahrstoffversorgung aktiv die Autophagie (Noda
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und Ohsumi, 1998), kann aber durch AMPK (AMP-aktivierende Proteinkinase) inhibiert werden,
die ein Sensor fiir den Energiegehalt der Zelle ist (Gwinn et al., 2008). mTOR deaktiviert selbst
den ULK-Komplex, der aus ULK1, ULK2 (UNC-51-like kinase), mATG13 (Mammalian ATG13),
FIP200 (Focal Adhesion Kinase Family Interacting Protein of 200kDa) und ATG101 gebildet wird
indem es diesen Komplex phosphoryliert. Wird die Autophagie durch Nahrstoffmangel angeregt
und mTOR deaktiviert, sind ULK1/2 aktiv und koénnen ihrerseits mATG13 und FIP200

phosphorylieren und die Initiation einleiten (Jung et al., 2009a).

Auf die Induktion folgt die Autophagieinitiation, ein komplexer Prozess, der in der Bildung von
Autophagosomen resultiert (Funderburk et al, 2010; Itakura et al., 2008). Zunachst wird eine
I[solationsmembran gebildet, deren Herkunft im Sduger noch umstritten ist. Als Donor der
Doppelschicht-Membran kommen Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrium,
Plasmamembran und andere Zellkompartimente in Frage (Hamasaki et al., 2013; Ravikumar et

al, 2010a; Ravikumar et al., 2010b).

A. B.
ATG5-ATG12
m Substrate-Ub PE-LC3

Abbildung 5: Zwei Ubiquitin-dhnliche Konjugationssysteme sind fiir die Autophagie
erforderlich: A. Im Ubiquitin-System unterteilt sich die Ubiquitinierung in drei Schritte:
Zuerst aktiviert Enzym E1 die Ubiquitin-Konjugation und vermittelt das aufgenommene
Ubiquitin katalytisch an Enzym E2. Schliefdlich wird Ubiquitin mittels E3-Ligase auf ein
Substratprotein libertragen. Die Entfernung des Ubiquitin wird durch ein
deubiquitinierendes Enzym (DUB) katalysiert. B. Das ATG12- und das LC3-
Konjugationssystem weisen funktionelle Ahnlichkeit mit dem Ubiquitin-System auf.
Beide Systeme verwenden ein E1-dhnliches Enzym (ATG7) in der ersten
Aktivierungsstufe. Danach werden die E2-dhnlichen Enzym-Konjugate gebildet indem
ATG12 auf ATG10 bzw. LC3 auf ATG3 iibertragen wird. Letztlich wird ATG12 an ATG5
abgegeben, das in einem Komplex mit ATG16L die E3-Ubiquitin-Ligase-Rolle tibernimmt
und den Austausch eines PE-Schwanzes (Phospatidylethanolamin) gegen ATG3
katalysiert. ATG4 entfernt (entsprechend DUB) das LC3 vom PE (Shaid et al., 2013).
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Die Isolationsmembran wird zum reifen Autophagosom vergrofiert, woran zwei Ubiquitin-
dhnliche Konjugationssysteme, ATG12- und ATG8/LC3-Konjugationssystem, beteiligt sind
(Abbildung 5; Geng und Klionsky, 2008). ATG12 wird durch ATG7, einem E1-Enzym, aktiviert
und auf ATG10, einem E2-Enzym {libertragen und letztendlich an ATG5 gebunden (Tanida et al.,
1999; Tanida et al, 2001). Der ATG12-ATG5-Komplex verbindet sich mit ATG16L und kann nun
die Expansion der Isolationsmembran vorantreiben (Mizushima et al., 2003; Mizushima und
Yoshimori, 2007). Im zweiten Ubiquitin-ahnlichen Konjugationssystem sind Proteine der ATG8-
Familie die Schliisselproteine. Microtubule-associated Proteins 1A/1B Light Chain 3B (MAP1LC3B
oder LC3) wurde als erstes Mitglied dieser Familie entdeckt (Kabeya et al., 2000). Alle Mitglieder
sind essentiell fiir die Autophagie und haben die gleiche Struktur. Sie bestehen aus zwei
a-Helices am N-terminalen Ende und einem Ubiquitin-dhnlichen Kern (Kabeya et al, 2004;
Weidberg et al, 2010). Neben LC3 gehoren zu dieser Proteingruppe GABARAP (Gamma-
Aminobutyric Acid Receptor-associated Protein) und GATE16 (Golgi-associated ATPase-enhancer
of 16 kDa; (Weidberg et al, 2010). Mitglieder der ATG8-Proteinfamilie wie LC3 werden als
Vorlauferproteine synthetisiert und durch die Cysteinprotease ATG4B am C-terminalen Ende
geschnitten (Hemelaar et al, 2003; Tanida et al.,, 2004). Diese unlipidierte Form (ATG8-I) wird
mit einem Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert und somit zu ATG8-II. Dabei wird ATG8
zundchst durch ATG7 (E1-Enzym) aktiviert und auf ATG3 (E2-Enzym) tibertragen. Durch ATG5-
ATG12-ATG16L (E3-Enzym) wird ATG3 durch den PE-Schwanz ausgetauscht und es entsteht
lipidiertes ATG8-II (Kabeya et al, 2000; Tanida et al, 2004). Die Mitglieder der ATG8-
Proteinfamilie sind wahrend des ganzen Prozesses mit autophagosomalen Membranen
assoziiert, sind dort fiir die Elongation und Reifung von Autophagosomen essentiell und sind

letztlich Bestandteil des reifen Autophagosoms (Weidberg et al., 2010).

Fiir die anschliefdende Degradation werden die Autophagosomen entlang der Mikrotubuli zu den
Lysosomen transportiert, wo sie mit diesen fusionieren (Kimura et al, 2008). Fiir diese Fusion
werden weitere Proteine, wie z. B. ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport),
SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive Factor Attachment Receptor) und RAB7 (Ras related
in Brain) (Atlashkin et al.,, 2003; Filimonenko et al, 2007; Jager et al., 2004) benétigt. Das Protein
UVRAG (UV Radiation Resistance-associated Gene) ist an der Reifung und der Fusion der
Autophagosomen mit den Lysosomen beteiligt. UVRAG aktiviert Proteine der Klasse C VPS, das
sind membranstdndige Proteine spezifisch fiir Vakuolen, und interagiert mit RAB7, wodurch
dieses aktiviert wird. Die Aktivierung von RAB7 fiihrt zur Fusion des Autophagosoms mit dem
Lysosom, wodurch Autolysosomen entstehen (Liang et al, 2008). Im Anschluss an die Fusion
werden im Autolysosom die zytoplasmatischen Bestandteile, die dort eingeschlossen sind, durch

lysosomale Hydrolasen abgebaut.
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Der Abbau von Autophagiesubstraten wie Proteinen, Proteinaggregaten, Organellen und
Bakterien mittels Autophagie kann durch Adapterproteine (Cargorezeptoren) selektiv verlaufen
(Boyle und Randow, 2013; Johansen und Lamark, 2011). Dabei sind Cargorezeptoren
entscheidend, die mit LC3 interagieren und iiber die spezifischen Bindung von markierten
Proteine oder Organellen die Einschleusung dieser Substrate in die Autophagie vermitteln
(Johansen und Lamark, 2011; Shvets et al., 2008). Bisher wurden folgende Cargorezeptoren
beschrieben: Sequestosome-1 (p62/SQSTM1 oder p62), NBR1 (Neighbour of BRCA Gene 1),
NDP52 (Nuclear Dot Protein 52 kDa), CALCOCOZ2 (Calcium-Binding and Coiled-Coil Domain-
Containing Protein 2) und Optineurin. p62/SQSTM1 beispielsweise besitzt eine UBA-Domaéne

(Ubiquitin-associating Domain) um ubiquitinierte Proteine zu binden (Kirkin et al., 2009).

Als Bestandteil des Proteostase-Netzwerks hat die Autophagie weitreichende Effekte. Sie spielt
eine zentrale Rolle im Zellstoffwechsel, da sie das Recycling von metabolischen
Vorlaufermolekiilen aus dem Abbau von komplexen Molekiilen steuert (Ryter et al, 2014).
Dariiber hinaus kann sie viele verschiedene Funktionen in der zelluldiren Homdostase ausiiben,
darunter die Regulation der Organellen-Homdostase, des programmierten Zelltods, von
Entziindungen, sowie von angeborener und erworbener Immunitat (Boya et al., 2013; Deretic et
al, 2013). Sie kann das Immunsystem nicht nur regulieren sondern sogar als Teil dieses gelten,
da sie zur Abwehr von Pathogenen wie Bakterien und Viren beitragt (Boyle und Randow, 2013;
Kageyama et al, 2011). Dieser Abbauweg hat aber auch eine funktionelle Rolle in der
Adipozyten- und Skelettmuskeldifferenzierung, der Regulation der Nahrungsaufnahme, dem
Abbau und Lagerung von Lipidtropfchen und der physiologischen Reaktionen auf kérperliches
Training (Ryter et al, 2014). Erhohte Autophagie unterdriickt die Nekrose in einer Zelle und
erhoht deren Lebenserwartung (Eisenberg et al, 2009; Samara et al., 2008). Gestorte oder
dysfunktionale Autophagie kann pathologische Folgen bei Stoffwechselstérungen wie Diabetes,
Glykogen-Speicher-Erkrankungen und Myopathien haben und wird dariiber hinaus in
Verbindung gebracht mit Insulinresistenz und Fettleibigkeit (Christian et al., 2013; Ouyang et al.,
2014; Wang et al, 2013; Choi et al., 2014). Diese Funktionen und Effekte der Autophagie sind

nur einige Beispiele und zeigen wie essentiell dieser Abbauweg ist.

Dariiber hinaus ist der lysosomale Abbau mittels Autophagie eng mit dem intrazelluldaren
Vesikeltransport vernetzt. Beispielsweise koordiniert das Beclinl-interagierende Protein
ATG14L endozytotische Abldufe indem es mit dem SNARE-assoziierten Protein Snapin
interagiert (Kim et al., 2012). Dieser Vesikeltransport steht unter anderem unter der Kontrolle
von RAB GTPasen und ihren regulatorischen Proteinen (Stenmark und Olkkonen, 2001). Wie
schon erwdhnt fiihrt beispielsweise die Aktivierung von RAB7 zur Fusion des Autophagosoms

mit dem Lysosom (Liang et al., 2008).
10
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1.3. Grundlegende Funktionen von RAB GTPasen

Der Membran- und Vesikeltransport, bei dem die Autophagie auch eine Rolle spielt, steht wie
schon zuvor erwdhnt, unter der Kontrolle von RAB GTPasen (Stenmark und Olkkonen, 2001)).
Diese gehoren wie RAS und RHOS GTPasen zur Gruppe der kleinen GTPasen (Small GTPases;
(Pochynyuk et al, 2007) und bisher wurden in Saugern iiber 70 verschiedene RAB GTPasen
entdeckt (Szatmari und Sass, 2014). Sie sind eine grofde Familie hochkonservierter Proteine in
Saugerzellen (Chavrier et al,, 1990), dabei ist die Funktion der RAB-Proteine das Erkennen von
Vesikeln und Organellen (Pfeffer, 2001; Zerial und McBride, 2001). Die richtige Sortierung und
Anordnung von Membranen wihrend des Vesikeltransport ist wichtig fiir die Zelle und den

gesamten Organismus (Deneka et al., 2003; Grosshans et al, 2006; Hutagalung und Novick,
2011).

Abbildung 6: Intrazelluldre Vesikeltransportwege und die Lokalisierung von
ausgewahlten RABs: Endoplasmatischen Retikulum (ER), Trans-Golgi-Netzwerk (TGN),
sekretorischen Vesikel (CV), sekretorischen Granula/Vesikel (RV), Melanosomen (M),
frithe Endosomen (EE), Recycling-Endosomen (RE), spate Endosomen (LE), (Stenmark
und Olkkonen, 2001).

11
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RAB GTPasen wurden das erste Mal in genetischen Analysen iiber Mutanten der Protein-
Sekretion entdeckt (Novick et al, 1980; Salminen und Novick, 1987) und in diesem
Zusammenhang auch gleichzeitig der zyklische Mechanismus ihrer Aktivitit beschrieben. Die
Aktivierung und Inaktivierung der RAB-Proteine ist essentieller Bestandteil der Erkennung

ankommender Vesikel (Bourne, 1988).

Effector

)

T e o T

(

Abbildung 7: Der zyklische Verlauf der RAB-Aktivierung und Inaktivierung: Details

siehe Text (Barr, 2013)
In Abbildung 7 ist ein einfaches Model der Aktivierung von RAB GTPasen gezeigt. Das
prenylierte RAB-Protein ist an das Chaperon GDI (Guanine Nucleotide Displacement Inhibitor)
gebunden (Pylypenko et al., 2006). Die Partitionierung der prenylierten Komponente zwischen
der hydrophoben Tasche des GDI und der Membran-Doppelschicht erlaubt dem RAB-Protein
schnell und reversibel mit der Membranoberflache zu interagieren. Wenn die GDP-gebundene
inaktive Form des RAB-Proteins auf sein GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) trifft, 16st
sich das GDI, das GEF bindet und tauscht GDP durch GTP aus, wodurch das RAB-Protein aktiviert
wird. Das GTP-gebundene aktive RAB-Protein kann nun spezifisch an seine Effektoren binden
und seine biologische Aufgabe erfiillen. Die Bindung des GDI ist in diesem Zustand nicht méglich
und das RAB-Protein kann an der Membran akkumulieren. Trifft das GTP-gebundene RAB-
Protein auf sein GAP (GTPase Activating Protein), hydrolisiert dieses das GTP zu GDP und einem

freien Phosphat und inaktiviert dadurch das RAB wieder, somit ist der Kreislauf geschlossen.

Die RAB GTPase-Familie kann neben ihrer Aufgabe als hochkonservierter Bestandteil der
Vesikeltransportwege (Stenmark, 2009) auch noch andere Aufgaben erfiillen wie z.B.
Ionenkanalregulation (Pochynyuk et al., 2007). Auch muss ein RAB nicht nur eine Funktion

erfiillen. So kénnen RAB5 und RAB10 einerseits in der Endozytose und dem Recycling wirken,

12
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andererseits neuronale Funktionen wie Vesikelausschiittung von Hormonen und trophischen

Faktoren libernehmen (Sasidharan et al, 2012).

Aufgrund ihrer grofien Bedeutung fiir den intrazelluldren Vesikeltransport ist es nicht
liberraschend, dass RAB Proteine auch die Autophagie unterstiitzen (Itoh et al, 2008; Lipatova
et al, 2012; Longatti et al, 2012; Popovic et al., 2012). Es wurden beispielsweise Verbindungen
zwischen ATG-Proteinen und RAB GTPasen beschrieben (Fukuda und Itoh, 2008). Dabei konnte
gezeigt werden, dass ATG16L als Effektor von RAB33 wirken kann. Weitere Mitglieder der RAB-
Familie und verwandter kleiner GTPasen, die an der Autophagie beteiligt sind, sind RAB9 bei der
ATG5/ATG7-unabhdngigen Autophagosomenbildung, RAB1 und RAB5 bei der Regulation der
TORC1-Aktivitit, RAB4, RAB8, RAB11 und RAB32 bei der Autophagosomenbildung und -reifung
oder RAB7 und RAB24 (Chua et al., 2011; Szatmari und Sass, 2014).

Dartiber hinaus wurden verschiedene TBC(TRE2-BUB2-CDC16)-Doménen-haltige RABGAPs mit
Autophagie assoziiert (Carroll et al., 2013; Itoh et al, 2008; Longatti et al., 2012; Popovic et al,,
2012). RAB GTPase-aktivierende Proteine enthalten diese hoch konservierten TBC-Doméne um
die Aktivitat der RAB GTPasen uber einen Dual-Finger-Mechanismus zu regulieren, denn zwei
katalytischen Reste in trans-Formation spielen eine entscheidenden Rolle: ein Arginin-Finger,
der analog zum katalytischen Zentrum von GAP-Proteinen der Ras- / Rho-Familie ist und ein
Glutamin-Finger, der ebenfalls interagiert. Durch diesen Dual-Finger-Mechanismus der TBC-
Domane beschleunigen RAB GAPs die GTP-Hydrolyse und dabei scheint der exponierte
Argininrest ein kritischer Faktor fiir diese katalytische Aktivitit in vitro und in vivo zu sein (Pan
et al, 2006). TBC-Doméanen sind vermutlich charakteristisch fiir RABGAPs, die mit mehr als
einem RAB-Protein interagieren konnen und somit verschiedene Stoffwechselwege

koordinieren (Frasa et al.,, 2012).

In einer Protein-Protein-Interaktionsstudie wurden 14 dieser TBC-Domaéane-enthaltenden RAB
GAPs als direkte Interaktionspartner von ATG8-Modifikatoren identifiziert. Diese kolokalisierten
ebenfalls mit LC3-positiven Autophagosomen. TBC1D5, eines der in dieser Analyse
identifizierten RABGAPS, enthielt sogar zwei LIR-Motive. Unter basalen Bedingungen ist dieses
Protein an Endosomen lokalisiert. Wahrend induzierter Autophagie wurde TBC1D5 nicht mehr
endosomal lokalisiert, sondern an LC3-positiven Autophagosomen. Vermutlich ist dieses
RABGAP unter basalen Bedingungen am endozytischen Membrantransport beteiligt, wahrend es
bei induziertem Nahrstoffmangel Teil der Autophagie-Maschinerie wird (Popovic et al., 2012).

Dies verdeutlicht den koordinativen Charakter einiger RABGAPs.

13
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1.3.1. RAB3 und RAB3GAP

Die RAB GTPase RAB3 ist unter anderem in neuronalem Gewebe zu finden um dort fiir die
korrekte Funktion der Prasynapsen zu sorgen (Star et al, 2005) und spielt eine Rolle bei der
Caz+*-abhangigen Exozytose (Oishi et al., 1998). RAB3 hat mindestens vier Isoformen RAB3A, B, C
und D, die ubiquitér zu finden sind. RAB3A ist das haufigste RAB-Protein im Gehirn und prasent
in allen Synapsen. Durch die Bindung seines Effektors RIM spielt es eine kritische Rolle bei der
Freisetzung von Neurotransmitter-Vesikeln (Li und Chin, 2003). RAB3A, B und C werden auch in
endokrinem Gewebe exprimiert und RAB3B wird in hohen Spiegeln in der Hypophyse gebildet,
wo es fiir die Gonadotropin-Ausschiittung mitverantwortlich ist (Tasaka et al, 1998). Die

RAB3A-Aktivitidt wird mit dem anterograden APP-Transport assoziiert (Szodorai et al., 2009).

RAB3GEF und RAB3GAP sind im Zusammenspiel mit Rabconnectin-3 fiir die Kkorrekte
Aktivierung und Inaktivierung von RAB3 zustdndig (Kawabe et al., 2003). RAB3GEF stimuliert
die Umwandlung der GDP-gebundenen inaktiven Form zur GTP-gebundenen aktiven Form,
wahrend RAB3GAP die reverse Reaktion unterstiitzt (Oishi et al., 1998). Das erste Mal wurde
RAB3GAP in den 90er Jahren charakterisiert (Fukui et al, 1997; Nagano et al,, 1998). Die in
diesem Protein enthaltene RAB3GAP-Bindedomine beinhaltet die Switch I-Region fiir die
Bindung zu RAB3 und iiberschneidet sich mit der Rabphilin-Binde-Doméane (Clabecq et al,
2000). RAB3GAP wurde bisher funktionell mit der RAB GTPase RAB3 beschrieben, was zur
Namensgebung dieses GAPs fiihrte (Sakane et al., 2006) und ist zustdndig fiir die synaptische
Homoostase bei der Vesikelfreisetzung (Muller et al., 2011). RAB3GAP kontrolliert die diese und
ist mechanistisch zu einem spaten Zeitpunkt der Vesikelausschiittung wirksam (Muller et al,
2011). Dariiber hinaus ist RAB3GAP bisher das einzig bekannte RABGAP ohne die zuvor
beschriebene TBC-Doméne (Frasa et al.,, 2012).

In einem Madausestamm konnte durch eine homozygote Mutation in der katalytischen
Untereinheit von RAB3GAP1 dessen Funktion vollstindig ausgeschaltet werden. Obwohl die
Tiere kein intaktes RAB3GAP1 exprimierten, waren sie lebensfahig und fertil. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in den Expressionsniveaus von RAB3A oder anderen synaptischen
Proteinen beobachtet werden. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die GTP-gebundene Form
von RAB3A im Gehirn akkumuliert und, dass die Ca?*-abhdngige Glutamatfreisetzung aus

zerebrokortikalen Synaptosomen in den mutierten Mausen gehemmt ist (Sakane et al., 2006).

Bei Mutationen im Mensch fiihrt die Verminderung oder der Ausfall des RAB3GAP-Komplexes zu
Entwicklungsstérungen, die gekennzeichnet sind durch geistige Retardierung, Katarakte, kleinen
Kopf und Hypogonadismus. Anfangs wurde die katalytische Untereinheit RAB3GAP1 im

Zusammenhang mit dem Warburg-Syndrom beschrieben und die nichtkatalytische Untereinheit
14
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RAB3GAP2 wurde zunidchst nur mit dem Martsolf-Syndrom in Zusammenhang gebracht
(Aligianis et al., 2005; Aligianis et al., 2006). Heute wird das gesamte Krankheitsbild unter dem
Begriff Micro- und Martsolf-Syndrom zusammengefasst (Handley und Aligianis, 2012).
Vermutlich entstehen die Pathologien durch eine fehlerhafte exozytotische Ausschiittung von

okularen und neurologischen trophischen Faktoren (Aligianis et al., 2005).

In einer neueren Studie wurden RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in einer Untersuchung iiber die
Interaktionen innerhalb des Autophagienetzes entdeckt und dort mit der ATG8-Familie
assoziiert (Behrends et al, 2010). Da RAB3GAP1/2 an Vesikeltransport und Fusion beteiligt ist
und Vesikeltransport ein wichtiger Bestandteil der Autophagie lasst sich nicht ausschliefien,

dass RAB3GAP weitere Funktionen als nur Neurotransmitter-Ausschiittung als Aufgabe hat.

1.4. FEZ1, FEZ2 und RAB3GAP

In Yeast Two-Hybrid Assay-Studien von humanen fétalen Gehirnen wurde eine Interaktion von
FEZ1 mit RAB3GAP entdeckt (Orr und Zoghbi, 2007; Assmann et al, 2006). FEZ1 gehort zur
Fasciculation and Elongation Protein Zeta-Familie, diese wurde von Bloom und Horvitz durch
genetische Analyse des C. elegans-Proteins UNC-76 entdeckt. Im Wurm hat UNC-76 eine
strukturelle Rolle in der Bildung und der Aufrechterhaltung axonaler Biindel und tibertragt
Signale zur intrazellularen Maschinerie, die axonales Wachstum und Adhasion reguliert. Es ist in
Zellkorpern und Prozessen aller Nervenzellen wahrend der Entwicklung zu finden (Bloom und

Horvitz, 1997).

Das Sdugerhomolog von UNC-76 FEZ1 hat viele Funktionen. Es steht z. B. in Wechselwirkung mit
E4B, einer U-Box-Ubiquitin-Protein-Isopeptid-Ligase, mit C-Zeta, einer Proteinkinase, oder mit
DISC1, dem Agnoprotein des menschlichen Polyomavirus JC-Virus. Agnoproteine sind Proteine,
die nur von manchen Saugetier-Polyomaviren kodiert werden. Dieses zusdtzliche Protein ist ein
relativ kleines Polypeptid und libt mehrere Funktionen aus (Gerits und Moens, 2012). Dartiber
hinaus agieren FEZ1 und sein Paralog FEZ2 mit NEK1, einer Proteinkinase, die in polyzystischen
Nierenerkrankung und DNA-Reparaturmechanismen in der G2 / M Phase des Zellzyklus beteiligt
ist (Assmann et al., 2006).

Die FEZ1-defiziente Maus zeigt keine offensichtliche abnormale Gehirnarchitektur, obwohl sie
leichte Verhaltensstorungen, einschlieRlich eines Hyperlokomotionsphanotyp und eine erhohte

Reaktionsfahigkeit auf Psychostimulanzien aufweist (Su et al,, 2006).

Die homologen Proteine UNC-76, FEZ1 und FEZ2, besitzen in ihrem Aufbau eine konservierte

Coiled-Coil-Region an ihrem C-terminalen Ende (Bloom und Horvitz, 1997; Fujita et al, 2004;
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Kuroda et al, 1999). Coiled-Coil-Domdnen konnen untereinander oligomerisieren und
vermitteln Protein-Protein-Wechselwirkungen (Burkhard et al.,, 2001; Strauss und Keller, 2008).
FEZ2 kann im Saugersystem durch seine sehr dhnliche Struktur die Funktionen von FEZ1
tibernehmen und eventuelle Effekte bei der Herunterregulation von FEZ1 kompensieren

(Alborghetti et al., 2011).

Dariiber hinaus wirkt FEZ1 zusammen mit SCOC (Short Coiled-Coil Protein) und UVRAG im
komplexen Netzwerk der Autophagie. SCOC interagiert mit FEZ1 und bildet einen trimerischen
Komplex mit UVRAG. Dieser beeinflusst wiederum ULK1, das Einfluss auf die
Autophagieinduktion hat, und Beclinl, das wiederum Teil dieser Induktion ist und auf die
Membrannukleation des Autophagosoms wirkt. Dadurch wirkt FEZ1 als negativer Regulator der

Autophagie (McKnight et al., 2012).
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1.5. C. elegans als Modellorganismus

Der Fadenwurm C. elegans ist als frei lebender Nematode aus der Gruppe der Rhabditiden im
Boden gemafdigter Zonen weit verbreitet. Er wurde in den 1960er Jahren von Sydney Brenner
als molekularbiologischer Modellorganismus eingefiihrt, der durch diese Arbeit auf dem Gebiet
der ,genetischen Regulation der Organentwicklung und des programmierten Zelltods”
zusammen mit H. Robert Horvitz und John E. Sulston den Nobelpreis fiir Medizin und
Physiologie im Jahre 2002 erhielt (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/
laureates/2002/). C. elegans ist zur Klarung biologischer Fragestellungen geeignet, da er fiir die

Forschung einzigartige und vorteilhafte Eigenschaften aufweist.

Distal gonad

e Uterus

Proximal gonad
©WormAtlas

Abbildung 8: Anatomie von C. elegans

(http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html).
Der Wurm ist morphologisch und genetisch einfach organisiert (Abbildung 8). Er ernahrt sich
z.B. von Mikroorganismen und lasst sich durch seinen geringen Anspruch an seine Nahrung in
grofder Zahl auf Agarplatten, die mit Bakterien beschickt sind, kultivieren. Laborpopulationen
bestehen unter normalen Kulturbedingungen fast ausschlief3lich aus Hermaphroditen, die sich
durch Selbstbefruchtung vermehren und jeweils etwa 300 Nachkommen erzeugen. Dies
ermoglicht die Generierung klonaler Populationen. Der Wurm zeichnet sich weiterhin durch
Eutelie aus: Das Entwicklungsschicksal der einzelnen Zellen ist zu Beginn der Furchung
festgelegt (Mosaikentwicklung). Ein Hermaphrodit weist 959 somatische Zellen auf, wovon
insgesamt 302 das Nervensystem ausbilden (Hodgkin, 1988). Durch das Phdnomen der
Zellkonstanz ist das Schicksal jeder Zelle von ihrer Entstehung bis zu ihrer Position im adulten

Wurm zeitlich und rdumlich festgelegt, sodass sich definierte Zellgruppen leicht analysieren
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lassen (Sulston und Horvitz, 1977). Erleichtert wird dies zusatzlich durch die Transparenz der

Wirmer und ihre Grofie von etwa 1 mm.

C. elegans entwickelt sich in einer Generationszeit von drei Tagen (bei 20°C) aus einer
befruchteten Eizelle iiber vier unterschiedliche Larvalstadien (L1-L4) zu einem adulten Wurm
(Sulston und Horvitz, 1977). Unter ungiinstigen Lebensbedingungen wie Nahrungsmangel kann
der Entwicklungszyklus im L2-Stadium unterbrochen werden und es entstehen sogenannte
Dauerlarven (Hu, 2007). Diese sind durch eine extrem verdickte Kutikula und einen reduzierten

Stoffwechsel in der Lage bis zu mehreren Monaten unter ungiinstigen Bedingungen zu

iiberleben.

Adult (1110-1150 pm)

(capable of egg laying)
8 hr/ %__ ig

Young adult eggs laid at Gastru
(90079940 um) Firat cleavage (40 r appvox\mmely 30- cell]

A/adult MOt +ereee a mma
/ @ - =
Q 1.5-fold

A L4 (620—650 pm)

‘ ‘\toimomm

7
o»"

(au 5] W

Dauer (400 pm)
L3 (490-510 um) 13 hr 3-fold

Predauer (L2d) arrest if no food
( ) ‘
L2/L3 molt seseesee seeegs )

crowding 3 /
starvation L1 (250 um)
L ,\N .

L1/L2 molt IntroFig6

12 hr

Abbildung 9: Lebenszyklus von C. elegans
(http://www.wormatlas.org/verl/handbook/fig.s/IntroFIG6.jpg).
Ein breites Spektrum molekularbiologischer Methoden erméglicht die genetische Manipulation
von C. elegans. Die US-amerikanischen Biologen Andrew Z. Fire und Craig C. Mello erhielten
ihren Nobelpreis im Jahre 2006 ebenfalls fiir ihre Arbeiten an C. elegans. Andrew Z. Fire war
Schiiler von Sydney Brenner. Sie wurden mit dem Nobelpreis flir Medizin fiir die Erforschung
von RNA-Interferenz, ein Verfahren, mit dem sich Gene gezielt ,ausschalten” lassen,

ausgezeichnet (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/ medicine/laureates/2006/).

Die RNA-Interferenz (RNAi) ist ein natiirlicher Mechanismus von Eukaryoten um zielgerichtet

Gene stummzuschalten (Abbildung 10). RNAi beruht auf einer Wechselwirkung kurzer Stiicke
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von RNA mit der mRNA unter Beteiligung mehrerer Enzymkomplexe. Als Folge wird die mRNA
in mehrere Bruchstiicke gespalten und dadurch die genetische Information stummgeschaltet
(Ahringer, 2006). C. elegans nutzt RNAi-Wege um kodierende Gene, Pseudogene, Transposons,
und andere nicht-kodierenden RNAs zu beeinflussen. Neben mehreren hundert microRNAs
produziert der Wurm Tausende von anderen kleinen RNAs, die durch die Bildung von dsRNA
zum Silencing, also zur Stumm-Schaltung dieser homologen Gene fiihrt (Billi et al., 2014). Dies
kann man sich zu nutze machen um kiinstlich Gene im Wurm stummzuschalten. Dazu
exprimieren RNAi-Bakterien eine dsRNA mit einer bestimmten Sequenz. Durch Fiitterung dieser
Bakterien konnen spezifisch Gene mit der homologen Sequenz herunterreguliert werden

(Kamath et al,, 2001).

dsRM A

&) SIRMNA Urwdnding
(RISC activation

TR M,
Target recogenition

Target

4
!' Cleavage
'wmwuvwwce

@D‘mﬁm degradation

ne Protein expression

Abbildung 10: RNA-Interferenz (RNAI) ist ein komplexer molekularbiologischer
Mechanismus, bei dem Gene stillgelegt werden (Gene Silencing): Doppelstrangige RNA
(dsRNA), die entweder kiinstlich in die Zelle eingebracht wird oder aus einem viralen
Angriff stammt, wird von dem Enzymkomplex Dicer in kurze RNA-Stiicke (siRNA)
zerlegt. Ein weiteres Enzym nimmt dann einen Strang der siRNA auf und bildet den Risc-
Komplex (RNAi-induced silencing complex). Dieser bindet an den komplementaren
Abschnitt der mRNA und trennt diese auf. Anschlief3end wird die mRNA an dem
komplementaren Abschnitt vom Risc-Komplex zerschnitten. Die zerschnittene m-RNA ist
sehr instabil und wird rasch abgebaut, die Expression eines spezifischen Gens ist damit
unterbunden (Takeshita et al., 2007).
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C. elegans bietet neben dieser Methode noch viele andere Moglichkeiten als Modellorganismus in
der Naturwissenschaft genutzt zu werden. Zum Beispiel lassen sich transgene Hermaphroditen
tiber Mikroinjektion von DNA generieren oder Gene iiber chemische Mutagenese beeinflussen
(Fire, 1986; Fire et al., 1998). Der dritte mit C. elegans verbundene Nobelpreis wurde im Jahre
2008 vergeben, als der US-amerikanische Biologe Martin Chalfie zusammen mit Osamu
Shimomura und Roger Y. Tsien den Nobelpreis fiir Chemie fiir die Einfilhrung des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) in die biomedizinische Grundlagenforschung erhielt. Die
Arbeiten von Martin Chalfie wurden ebenfalls an C. elegans durchgefiihrt. Auch Chalfie war 1977
zu dem Team um Sydney Brenner an der Universitit Cambridge gestofden
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/ laureates/2008/). C. elegans war dariiber
hinaus der erste Modellorganismus dessen Genom 1998 vollstindig sequenziert wurde

(Consortium, 1998).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es in einer RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse von
Chromosom I in C. elegans Gene zu finden, die potenzielle Modulatoren der Proteinhomdostase
sind, und diese ndher zu untersuchen. Hierfiir wurden mithilfe von RNA-Interferenz Gene in

einem Luc::GFP-Reporterwurm herunterreguliert.

Potenzielle Modulatoren, die als interessante Kandidaten in der RNAi-vermittelte Proteostase-
Analyse aufgefallen sind, wurden in verschiedenen Wurmsystemen auf weitere Effekte beziiglich
der Proteostase untersucht. Letztlich sollte die Auswahl der Kandidaten auf eine kleine Zahl
beschrankt und deren genauer Mechanismus innerhalb der Modifikation der Proteinstabilitat
charakterisiert werden. Zu diesen Experimenten gehorten Versuche, bei denen die Aggregation
von PolyQ35::YFP im AM140-System, der Paralyse-Phanotyp und die Veranderung Thioflavin S-
gefarbter Aggregate von AB42 im CL2006-Wurmstamm und die Effekte auf die Autophagie

mittels eines GFP::LGG1-Konstrukt analysiert wurden.

Das Augenmerk lag darin, die im Nematodensystem gefundenen Proteine im Anschluss an ihre
Charakterisierung in C. elegans in das Sdugersystem zu liberfithren und dort molekular und

funktionell zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Geridite

Tabelle 1: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Gerate (soweit nicht anders

angegeben)

C. elegans-Kultivierung

Axiovert Fluoreszenz-Mikroskop

Zeiss (Gottingen)

Inkubatoren

Thermo (Dreieich)

Life Science Mikroskop Olympus [X81

Olympus (Hamburg)

Modular Stereo Microscope for Fluorescent

Imaging Leica MZ10 F

Leica Microsystem (Wetzlar)

Stereomikroskop SZ61

Olympus (Hamburg)

Zellbiologie

Absaug-System VacuSafe

Integra (Fernwald)

Amaxa Nucleofector Maschine

Lonza (Wuppertal)

Inkubatoren

Binder (Tuttlingen)

Sterilbanke

Heraeus (Hanau)

Zentrifuge: Multifuge 3 S-R

Heraeus (Hanau)

Proteinbiochemie

Brutschranke

Binder (Tuttlingen)

Heizblock Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg)

Mikrotitterplattenlesegerat Multiscan RC

Thermo Labsystem (Ulm)

Mini protean Il Western Blotting system

BioRad (Miinchen)

Netzteil Powerpac 300

BioRad (Miinchen)

Sonifikator Micro Ultrasonic Cell Disrupter

Fisher (Schwerte)

Laserscanning-Mikroskop LSM 710

Zeiss (Gottingen)

LAS-3000 Intelligent Dark Box

Fuji (Diisseldorf)

XCell Sure Lock Western Blotting System (NuPage)

Invitrogen (Karlsruhe)

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge Mikro 200R

Hettich, Tuttlingen

22




MATERIAL UND METHODEN 2.

Molekularbiologie

iQ Real-Time-PCR Thermozykler BioRad (Miinchen)
PCR DNA Thermozykler Biometra (Gottingen)
Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophorese System BioRad (Miinchen)
Zentrifuge Universal 32 R Hettich (Tuttlingen)
Allgemeines

Dampfsterilisator VarioClav H+P (Oberschleifsheim)
Kiihlschranke 4 °C Liebherr (Kirchdorf)
Mikrowellenofen Progress (Niirnberg)
pH-Meter C6825 Schott (Mainz)
Spektrophotometer Beckmann (Miinchen)
Zentrifuge Universal 32 R Hettich (Tuttlingen)

2.1.2. Chemikalien und Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits wurden, soweit nicht anders angegeben,
von den Firmen Abcam (Cambridge, UK), Addgene (Cambridge, MA, USA), Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, USA), BD Biosciences (San Jose, CA, USA), Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf, Deutschland), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Cell signaling
Technology (Boston, MA, USA), Dianova GmbH (Hamburg, Deutschland), Enzo Life Sciences
GmbH (Lorrach, Deutschland), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland), A.
Hartenstein Gesellschaft fiir Labor- und Medizintechnik mbH (Wiirzburg / Versbach,
Deutschland), Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. (West Grove, PA, USA), Jena
Bioscience GmbH (Jena, Deutschland), LC Laboratories (Woburn, MA, USA), Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland), LSBio (Seattle, WA, USA), Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Diiren, Deutschland), MBL International Corporation (Woburn, MA, USA), Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland), Merck Millipore (Billerica, MA, USA), New England Biolabs (Ipswich,
MA, USA), neoLab (Heidelberg, Deutschland), Novus Biologicals (Littleton, CO, USA), PROGEN
Biotechnik GmbH (Heidelberg, Deutschland), Promega Corporation ProteinTech Group
(Madison, WI, USA), Roche (Basel, Schweiz), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA),
Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht, Deutschland), Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA),
Starlab GmbH (Hamburg, Deutschland), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) und VWR
International (Arlington Heights, IL, USA) bezogen.
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Tabelle 2: Verwendete Kits

Verwendung

Name

Firma

RNA-Isolation

Absolutely RNA Nanoprep Kit

Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, USA)

Reverse Transkription Omniscript RT Kit Invitrogen / Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Polymerase Kettenreaktion Omniscript RT Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
Ligation Rapid Ligation Kit Roche (Basel, Schweiz)
DNA, RNA und Protein Nucleo Spin Gel and PCR Macherey-Nagel (Diiren,
Aufreinigung Clean-up Deutschland)
Plasmid-Préparation Roti®-Prep Plasmid Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)
Quantitative Real Time PCR Sensi Mix SYBR & Fluorescent Kit  Bioline (Luckenwalde,
Deutschland)
2.1.3. Puffer und Lésungen
Tabelle 3: Bakterienndhrmedien
LB-Medium Trypton 1% (w/v)
. , , Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
(Luria-Bertani medium) NacCl 0.5 % (w/v)
in bidest.-H20, pH 7.0 mit NaOH
LB-Agarplatten LB-Medium
Bacto-Agar 0,5% (w/v)
Antibiotika Ampicillin 100 pg/ml
Endkonzentrationen Chloramphemcol 25 ug/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Tetracyclin 12,5 pg/ml
SOC-Medium Bacto-Trypton 2%
0,
(Super Optimal broth with Hefeextrakt 0,5 %
Catabolite repression) NaCl 10mM
P Kl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgS04 10 mM
Glucose 20 mM
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Tabelle 4: Puffer und Lésungen zur Benutzung in der Caenorhabditis elegans-

Kultivierung
10x M9-Losung Na;HPO4, Anhydrat 60g
KH;P04, Anhydrat 30g
NacCl 5g
NH4Cl 10g
dHz0 ad 1000 ml
NGM-Platten NaCl 0,3% (w/v)
- 0,
(nematode growth medium) g:ztg_gg;on (1)’?);)/%\/(:}15)‘,)
PPB (pH 6,0) 25 mM
CaCl; 1 mM
MgSO04 1 mM
Uracil 200 pg/ml
Cholesterol 500 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml
RNAi-Platten NaCl 0,3% (w/v)
Bacto-Pepton 0,25% (w/v)
Bacto-Agar 1.6% (w/v)
PPB (pH 6,0) 25 mM
CaCl; 1 mM
MgS04 1 mM
Uracil 200 pg/ml
Cholesterol 500 pg/ml
Ampicillin 100 pg/ml
Isopropyl 3-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) 1uM
2x Einfrierl6sung NaCl 100 mM
PPB (pH 6,0) 50 mM
Glycerin 30% (v/v)
MgS04 0,3 mM
Permeabilisierungslésung B-Mercaptoethanol 5%
Triton X 1%
Tris-HCl (pH 7.4) 125mM
Phosphatgepufferte NacCl 80¢g
Salzlésung KCl 02¢g
_ Na;HPO4 142g
gzglsw—) phosphate buffered KH2POs (pH 7,4) 027 g
dHz0 Add 11
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Tabelle 5: Puffer und Losungen zur Benutzung in der Sdugerzell-Kultivierung

Zellkulturmedium DMEM 1x
FBS 10%
Natriumpyruvat 100 U/ml
ABAM 100 pg/ml

Elektroporationspuffer KCI 135 mM
CaCl; 0.2 mM
MgCl, 2 mM
EGTA 5 mM
HEPES (pH 7.5) 10 mM
hitzeinaktiviertem FCS 25 %

3x Lysispuffer Tris-HCl (pH 6,8) 187,5 mM
EDTA 3 mM
SDS 6%
Saccharose 30%

Eindeckmedium P-Phenylendiamin 1 mg/ml (Endkonzentration)
Glycerol 70 %
PBS (pH 8,5) 1x

NP40 Lysispuffer Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM
NaCl 150 mM

(Co-IP) EDTA 2 mM
EGTA 1 mM
NP40 (Igepal) 0,5 %

Tabelle 6: Puffer und Losungen fiir biochemische Methoden

4x Ladepuffer Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM
SDS 4% [w/v]
Glycerin 40 % [v/v]
Bromphenolblau 0,2 % [v/v]
-Mercaptoethanol 200 pl/ml

Polyacrylamidgele Trenngel (12%):
40% Acrylamid/Bisacrylamid
(29:1) 2 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
SDS 0,4%
dH;0 4,5 ml
10% APS 100 pl
TEMED 10 pl
Sammelgel (4%):
40% Acrylamid/Bisacrylamid 0,75 ml
(29:1)
0,6 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5ml
SDS 0,4%
dH:0 6,5 ml
10% APS 100 pl
TEMED 10ul

1x SDS-Laufpuffer Tris-HCl (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1% (w/v)
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1x Transferpuffer Tris-HCl (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
1x Ponceau S Ponceau 0,025% (w/v)
Trichloressigsaure 1% (w/v)
Blockierungspuffer PBS 1x
Tween-20 0,05% (v/v)
Trockenmilchpulver 5% (w/v)
PBS/Tween-20 PBS 1x
Tween-20 0,05% (v/v)
10x PBS NaCl 137 mM
Phosphate 12 mM
KCI (pH 7,4) 2,7 mM
ECl-L6sung: Losung A:
Tris-HCI (pH 8,6) 0,1M

Luminol

0,025 % (w/v)

Losung B:
para-Hydroxycommarinsaure 0,11 % (w/v)
in DMSO
Losung C:
H20, 30 %
Tabelle 7: Puffer fiir molekularbiologische Methoden
1x TAE Puffer Tris pH 7,5 44,5 mM
Borsiure 45,5 mM
EDTA 1 mM

2.1.4. Bakterienstiimme

Tabelle 8: Namen und Genotypen der verwendeten Bakterienstimme

Stamm

Genotyp

DH5Q (Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland)

supE44 .lacU169 (F80lacl qZ.? 15) hsdR17 recAl end Al
gyr A96 thi-1 rel A1

HB101 (CGC, Minnesota, USA)

F- Z (gpt-proA)62 leuB6 glnV44 ara-14 galK2 lacY1 Z
(mcrCmrr) rpsL20 (Strr) xyl-5 mtl-1 recA13

HT115 (Ahringer Lab RNAi library,

Cambridge, UK)

F-, mcrA, merB, IN(rrnD-rrnE)1, rnc14::Tn10 (DE3 lysogen: lavUV5
promoter -T7 polymerase) (IPTG-inducible T7

polymerase) (RNAse III minus)
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2.1.5. Nematoden

Tabelle 9: Namen und Genotypen der verwendeten Wurmlinien

Wurmlinie Genotyp

N2 Wildtyp

AM140 Punc-54[Q35::YFP]

CL2006 dviIs2 [pCL12(Punc-54::hAB42)/pRF4[rol-6 (sul1006)]
GFP::LGG-1-Wiirmer ex[Plgg-1::GFP::LGG-1]/pRF4[rol-6 (su1006)]
Luc::GFP-Wiirmer Pmyo-3(Luc::GFP/pRF4 [rol-6 (sul1006)]

2.1.6. Zelllinien

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft
Humane embryonale Nierenzelle American Type Culture Collection
(human embryonic kidney cells = HEK293a) (Manassas, VA, USA)

Hier wurden HEK-293a-Zellen verwendet, die seit Anfang der 1970er Jahre bestehen. Sie

wurden als Transformationsprodukt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle (Human

Embryonic Kidney) mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5 geschaffen (Ahringer, 2006).

2.1.7. Plasmide

Tabelle 11: Plasmide zur Expression des RNAi von C. elegans in E. coli

Plasmid Merkmale

L4440 (empty Vector) Fusionsprotein und Tags: T7p, T7p, lacZN, OriF1>>, OriF1<<;

Bakterielle Resistenz: Ampicillin

Tabelle 12: Uberexpression in humanen Zellen

Uberexpression Name

FEZ1-Plasmid pCMV6-FEZ1-Myc

FEZ2- Plasmid pCMV6-FEZ2-Myc
RAB3GAP1-Plasmid pCI neo-Myc Rab3Gap p130
RAB3GAP2-Plasmid pCI neo-Myc Rab3Gap p150
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2.1.8. siRNA - Zellkultur

Tabelle 13: Verwendete siRNA in humanen Zellen

Name Sequenz
ns_siRNA 5°- AUUCUCCGAACGUGUCA-3*
siFEZ1-1 5°-CAA CAA CUG GUC CUA UGA A-3°
SiFEZ1-2 5°-CCA GUU ACA GAU CCA AGA G-3°
siFEZ2-1 5°-CAG CUG GAU AUG CACUCA A-3°
siFEZ2-2 5'-GCU GGA UAU GCA CUC AAU C-3°
siRAB3A-1 5'-GCGCCAAGGACAACAUUAA-3’
siRAB3A-2 5" -GGACAACAUUAACGUCAAG-3°
siRAB3B-1 5'-GGAGAACAUCAGUGUAAGG-3
siRAB3B-2 5-AGGAGAACAUCAGUGUAAG-3"
siRAB3C-1 5'-GUACAAGAUUGGUCAACUC-3
siRAB3C-2 5'-CAUUAAUGUCAAGCAGACA-3°
siRAB3D-1 5'-GGAGAACAUCAAUGUGAAG-3"
siRAB3D-2 5-CAUCGCCAAUCAGGAAUCC-3°
siRAB3GAP1la 5°-UCAGUACACUCACUUAUCA-3’
siRAB3GAP1b 5°-UCAUUCACCAGAUUACU-3"
siRAB3GAP2-1 5'-UGACUUGGCUCUGUUACUA-3"
siRAB3GAP2-2 5°-UGAACCACAAGAACCUGAA-3°
2.1.9. Primer

Tabelle 14: Quantitative Echtzeit-PCR-Primer in C. elegans

AR42 for 5-TGCAGAATTCCGACATGACT-3"
AR42 rev 5-CACCTTTGTTTGAACCCACA-3'

rbg-1 for 5 -TGGCTCACGAGCTCAATATG-3"
rbg-1 rev 5-GTGTTCGCTGATTTGGGATT-3
rbg-2 for 5'-CCGAGCAACAGAAAAGAAGG-3
rbg-2 rev 5-CACATCGGAAAAGCCAATTT-3
rpl-21 for 5'-CCAGTCCCAGCTTTGAAGAG-3"
rpl-21 rev 5'-ACAATCTCGAAACGGAGTGG-3
atg-7 for 5-GCTGATCCTTCTCCTGTTGC-3"

atg-7 rev 5'-CTCCATCTGCTGAGCATTCA-3'

bec-1 for 5'-CAAAGAAGGCCAGATTCAGC-3

bec-1rev 5'-CTGGAGCATCAGATGGGAAT-3
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Tabelle 15: quantitative Echtzeit-PCR-Primer in humanen Zellen

fez1 for 5'-GTCCATGGAGGACCTCGTAA-3
fezl rev 5-TGGATCCCTCCAGTCTTCTG-3
fez2 for 5-CTTGCTGCTTGTTTCACCAC-3°
fez2 rev 5'-ACTGGAACCAGCAAAAGTGC-3°

p62/SQSTM-1 for

5'-GACTACGACTTGTGTAGCGTC-3"

p62/SQSTM-1 rev

5-AGTGTCCGTGTTTCACCTTCC-3"

rab3gap-1 for

5'-AGCAGACCTGATAAGTGAGTGTA-3"

rab3gap-1 rev

5'-AGCAGACCTGATAAGTGAGTGTA-3"

rab3gap-2 for

5-TGCTTGTCGAAATCAGGTAGC-3"

rab3gap-2 rev

5'-GACATGGCAGGTGGACTATTTT-3

rpl19 for 5'-GAA ATC GCC AAT GCC AACTC-3°
rpl19 rev 5-TTC CTT GGT CTT AGA CCT GCG-3"
rab3A for 5"-ACTGGTCCACCCAGATCAAG-3°
rab3A rev 5'-CCACGTTCTGATGACACCAC-3*
rab3B for 5'-GAGAGGGTTGTTCCCACTGA-3"
rab3B rev 5-AAAGGCCTGCCTTACACTGA-3"
rab3C for 5"-ATCTGCATTCGTCAGCACAG-3
rab3C rev 5-TGTATCTTTCCTGGCCTGCT-3
rab3D for 5'-TACTGTGGGCATCGATTTCA-3"
rab3D rev 5-TCCTGATTGGCGATGTCATA-3"

Tabelle 16: Primer zur Klonierung von rbg-2 in C. elegans

rbg-2 for

5'-ATTAGCGGCCGCTGACTCAGCACGTTCCATCTTCTG-3

rbg-2 rev

5-TGCTGCTAGCTTAATTGGCTAAGCAGTGTCGTTG-3
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2.1.10. Antikérper

Tabelle 17: Antikorper fir die Immunoprazipitationen und Western-Blot-Analysen:

Name

Hersteller

anti-Actin

A5060, Sigma Aldrich

Anti-ATG7 clone D12B11

8558, Cell Signaling

Anti-ATG3

3415, Cell Signaling

anti-FEZ1 HPA038490, Sigma Aldrich
anti-FEZ2 HPA035978, Sigma Aldrich
Anti-GABARAP M135-3, MBL

anti-LC3B L7543, Sigma Aldrich
anti-c Myc 631206, Clontech

anti-p62/SQSTM1

GP62-C, Progen

anti-RAB3GAP1

SAB4500914, Sigma Aldrich

anti-RAB3GAP2

HPA026273, Sigma Aldrich

anti-Tubulin clone DM1A

T9026, Sigma Aldrich

Alle HRP (Horseradish

Immunoresearch.

peroxidase)-konjugierten Zweitantikorper waren von Jackson

31



MATERIAL UND METHODEN 2.

2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

Alle fiir die Kultivierung von Bakterien genutzten Puffer und Lésungen finden sich in Tabelle 3.

Die genutzten Bakterienstimme lassen sich in Tabelle 8 finden.

2.2.1.1. Bakterienanzucht

Bakterien wurden in LB-Medium, das mit den benétigten Antibiotika supplementiert war, als

Fliissig- beziehungsweise Plattenkultur tiber Nacht herangezogen.

2.2.1.2. Herstellen von bakteriellen Dauerkulturen

Klone oder bakterielle Wirtsstimme konnen iliber einen langeren Zeitraum bei -80 °C gelagert
werden. Dazu wurde ein Klon in 3 ml Flissigkultur herangezogen und bei Erreichen des
exponentiellen Wachstums (ODgoonm = 0,6) wurden 900 pl Bakteriensuspension entnommen und

mit 90 pl DMSO in einem Kryoréhrchen bei -80°C gelagert.

2.2.1.3. Transformation von Bakterien

Ein 25 pl-Aliquot von DH5a-Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und anschlief;end mit 50-300 ng
Plasmid-DNA oder 5pul Ligationsansatz versetzt. Nach einer 15- bis 30-minitigen
Inkubationszeit erfolgte ein Hitzeschock von 42°C fiir 30 sec. Die Zellen wurden fiir 2 min auf Eis
abkiihlen lassen und anschliefend mit 250 pl SOC-Medium versetzt und 1 h bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wurden 50 bis 125 pul der Bakteriensuspension auf

Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2. Caenorhabditis elegans-Methoden

Alle fiir die Kultivierung von C. elegans benotigten Puffer und Losungen finden sich in Tabelle 4.

Die genutzten Wurmstamme lassen sich in Tabelle 9 finden.

2.2.2.1.  Kultivierung

Die verwendetetn C. elegans stammen aus dem ,Caenorhabditis Genetics Center” und wurden
unter Standardbedingungen (Sasidharan et al, 2012; Stiernagle, 1999) auf NGM (nematode
growth medium)-Platten kultiviert, die mit einem Rasen von E. coli HB101 beimpft worden sind.

Die Wiirmer wurden bei 15 oder 20°C kultiviert und mit einem ausgeglithten Platin-Draht oder

32



MATERIAL UND METHODEN 2.

durch Ausschneiden kleiner Agar-Quadrate unter Verwendung eines ausgegliihten Skalpells von

Platte zu Platte transferiert.

2.2.2.2. Bakterielle Starterkulturen

C. elegans wurde unter monoxenischen Bedingungen kultiviert, wobei der E. coli-Stamm HB101
als Nahrungsquelle verwendet worden ist. Dieser Stamm ist uracilauxotroph, was gewahrleistet,
dass sein Wachstum auf den verwendeten NGM-Platten limitiert blieb. HB101 Bakterien wurden
auf LB/Streptomycin-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Eine
einzelne Kolonie wurde gepickt und in 100 ml LB/Streptomycin bei 37°C herangezogen. Dabei
wurde auf Schiitteln verzichtet, um eine optimale Dichte der Bakterienkultur zu erreichen.
Sowohl die ausgestrichene Platte als auch die Fliissigkultur wurden bei 4°C gelagert und waren
bis zu 4 Wochen verwendbar. Mit dieser Starterkultur konnten nun die NGM-Platten beschickt

werden.

2.2.2.3.  Herunterregulation von mRNA-Spiegeln mittels RNA-Interferenz

RNAi-Bakterien exprimieren eine dsSRNA mit einer bestimmten Sequenz. In C. elegans kénnen
durch Fiitterung dieser Bakterien spezifisch Gene mit der homologen Sequenz herunterreguliert
werden (Kamath et al, 2001). Diese sogenannte RNA-Interferenz (RNAi) beruht auf einer
Wechselwirkung kurzer Fragmente von RNA mit der spezifischen mRNA von C. elegans unter
Beteiligung mehrerer Enzymkomplexe. Als Folge wird die mRNA in mehrere Bruchstiicke
gespalten und die zu iibertragende Information wird zerstért oder eine Translation in ein

Protein verhindert (Ahringer, 2006).

Hier wurden RNAi Bakterien des E. coli-Stammes HT115, die spezifische dsRNA exprimieren,
genutzt. Diese stammen aus der ,Ahringer Lab RNAi library“ mit der sich jedes Gen aus C. elegans
herunterregulieren lasst (Fraser et al, 2000; Kamath et al, 2003; Kamath et al, 2001). Die
Bakterienkulturen lagen in gefrorener Form in 96-Well-Schalen auf -80°C vor und wurden zur

Benutzung auf LB-Platten mit Ampicillin und Streptomycin kultiviert.

Die Herunterregulation im Wurm erfolgte auf dafiir vorgesehenen RNAi-Platten, die mit
Ampicillin und Isopropyl $-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) versetzt waren. Das IPTG aktiviert
den lavUV5-Promoter, der fiir die Transkription der T7-Polymerase verantwortlich ist und somit

die RNA-Interferenz aktiviert.

Hierfliir wurde ein Bakterienklon von HT115, dessen L4440-Vector die gewiinschte Sequenz
enthdlt, zuerst in LB/Ampicillin/Streptomycin-Flissigmedium bis zum Erreichen des

exponentiellen Wachstums (ODgoonm=0,6) auf dem Schiittler bei 37°C kultiviert und
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anschliefdend abzentrifugiert. Die Bakterien wurden anschliefdend in M9-Puffer mit 1 uM IPTG
resuspendiert und auf RNAi-Platten ausgesat. Nachdem der Bakterienrasen auf den Platten

abgetrocknet war, konnten darauf die Wiirmer behandelt werden.

2.2.2.4.  Synchronisierung einer C. elegans-Kultur mittels Eiablage

Um eine vergleichbare und gleichalte Population von C. elegans zu erhalten, wurde die Zeit der
Eiablage beschrankt. Hierfiir wurden L4-Larven von C. elegans auf RNAi-Platten transferiert und
fir 24 h bis zum Erreichen des Adultstadiums auf diesen Platten belassen, in dieser Zeit
begannen diese Muttertiere auch mit der Eiablage. Die eierlegenden Wiirmer wurden nun auf
frische RNAi-Platten iiberfiihrt und dort 2 bis 6 Stunden belassen bis sich die gewlinschte Anzahl
an Eiern auf der Platte befand. Die daraus schliipfenden Larven entwickelten sich anschlieféend

zu einer synchronisierten Wurmpopulation.

2.2.2.5.  RNAi-vermittelte Proteostase-Analyse

Das Ziel dieser RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse war es alle Gene des Chromosoms [ von
C. elegans mittels der RNAi-Bakterien der ,Ahringer Lab RNAi library“ herunter zu regulieren
und deren Effekte auf die Proteinstabilitit im Wurm zu untersuchen. Hierfiir wurde ein
Wurmmodell genutzt, das stabil Luc::GFP im Hautmuskelschlauch exprimiert (Luc = Luziferase).
Durch Hitzestress wird dieses Protein denaturiert, was im Mikroskop als Aggregate sichtbar
wird. Durch Herunterregulation eines Gens kann man diese Aggregation beeinflussen (Kern et

al, 2010).

Die Behandlung durch RNA-Interferenz begann bereits bei den Muttertieren im L4-Stadium. Als
Negativ-Kontrolle dienten RNAi-Bakterien, die nur einen Leervektor beinhalten
(eV = empty Vector). Als Positivkontrolle wurde HSP110, ein Hitzeschockprotein dessen
Herunterregulation zu einer beschleunigten Aggregation im Hitzestress fiihrt, genutzt. Die
Wiirmer wurden zur Eiablage im Adultstadium auf neue Platten gesetzt und die daraus
entstehenden Nachkommen verblieben bis zum Hitzestress auf diesen Platten. Nach 48 h
befanden sich die Tiere im L3-Stadium und wurden kontrolliert fiir 1 bis 2 h bei 37,5 £ 1°C
gestresst. Regelmafiig wurde die Aggregation der Kontrollen unter dem Mikroskop iiberprift.
Die Negativ-Kontrolle eV sollte noch keine Aggregate zeigen, die Positivkontrolle HSP110
hingegen musste die ersten Aggregate zeigen. Die anderen Tiere, die mit RNAi der zu

untersuchenden Genen behandelt waren, wurden daran abgeglichen.
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2.2.2.6.  Aggregation im Polyglutamin-Wurm

Wiirmer aus dem AM140-Stamm exprimieren unter einem unc-54-Promoter ein Polypeptid mit
35 Glutamin (Q35 = Polyglutamin), das an gelb-fluoreszierendes Protein (YFP = yellow
fluorescent protein) gebunden ist. Im Menschen fiihrt die Aggregation von Polyglutamin zur
Huntington-Krankheit (Orr und Zoghbi, 2007; Shoulson und Young, 2011). Mit fortschreitendem
Alter von C. elegans aggregiert dieses Polypeptid auch im Wurm, dies ldsst sich unter dem
Mikroskop als gelb-fluoreszierende Aggregate im Hautmuskelschlauch erkennen. Durch
Ausschalten gewisser Gene mittels RNAi lasst sich diese Aggregation verschlechtern oder

verbessern.

Gene aus C. elegans, die in der zuvor beschriebenen Hochdurchsatzanalyse auffillig und von
erhohtem Interesse waren, wurden nun in diesem Wurmstamm mittels RNA-Interferenz
ausgeschaltet. Die Behandlung erfolgte bei 20°C. Die Herunterregulation mittels RNAi begann
schon bei den Muttertieren wahrend diese sich noch im L4-Stadium befanden. Nach einem Tag
wurden die Muttertiere zur Eiablagen auf neue RNAi-Platten umgesetzt. Auf diesen Platten
verblieben die Nachkommen bis zu ihrem L4-Stadium, danach wurden die Wiirmer taglich auf
neue RNAi-Bedingungen transferiert. Am dritten Tag Adultstadium war die Aggregation des
Polyglutamin am besten zu beobachten und die Stidrke der Aggregation konnte unter dem
Mikroskop beurteilt und von den Wiirmern konnte mittels Life Science Mikroskop Olympus [X81

Aufnahmen gemacht werden.

2.2.2.7.  Paralyse-Priifung

Tiere des C. elegans-Stamm CL2006 exprimieren humanes Beta-Amyloid 42 (AB42) in ihrem
Hautmuskelschlauch, was mit fortschreitendem Alter des Wurms zu einem Paralyse-Phanotyp
fithrt bei dem sich letztlich nur noch die Kopfregion bewegt (Cohen et al., 2010). Durch RNAI
lasst sich dieser Phanotyp verschlimmern oder verbessern, wobei die Wiirmer dadurch frither

oder spater paralysieren.

Die Synchronisation der Wurmpopulation erfolgte wie zuvor beschrieben tiber eine kontrollierte
Eiablage. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Wiirmer auf 15°C kultiviert. Als Kontrolle dienten
eV-Bakterien. Fiir die Kontroll-Bedingungen und jede Behandlung wurden je drei RNAi-Platten
mit jeweils etwa 25 Wiirmern eingesetzt. Sobald diese das L4-Stadium erreicht hatten wurden
sie taglich auf neue RNAi-Platten transferiert und ab dem ersten Tag adult wurden die Tiere auf
Paralyse hin untersucht. Als paralysiert galten Wiirmer, die noch am leben sind, aber den Rest
des Korpers nicht mehr bewegen konnen. Dazu wurden sie mit einem Platindraht beriihrt,

wobei nicht paralysierte Wiirmer den Korper von diesem Reiz wegbewegten, wahrend
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paralysierte, noch lebende Wiirmer nur noch mit ihrer ,Nase“ zuckten. Tote, verdanderte
(vorstehende Vulva = protruding vulva, Wirmer mit Legenot = bag of worms) oder
verschwundene Wiirmer wurden aus der Statistik (Gesamtpopulation) entfernt. Die Kontrolle
der Paralyse erfolgte taglich bis zum zwolften Tag des Erwachsenseins. Jedes Einzelexperiment

wurde sechs Mal durchgefiihrt.

2.2.2.8.  Thioflavin S-Fdrbung

Die zuvor erwdhnten Beta-Amyloid 42-Aggregate des CL2006-Wurmstamms lassen sich mittels
Thioflavin S-Farbung unter dem Mikroskop sichtbar machen (Morita et al, 2009; Wu et al,
2006). Dazu wurden die Wiirmer genauso behandelt wie bei der Paralyse-Kontrolle (2.2.2.7),
allerdings entnahm man am dritten Tag adult die gewiinschte Anzahl Tiere und tberfiihrte sie
fiir 24 h bei 4°C in 4% Paraformaldehyde-PBS. Danach wurden diese Wiirmer fiir weitere 24 h
bei 4°C in Permeabilisierungslésung inkubiert. Die Tiere wurden anschlieffend mit PBS
gewaschen und mit 0.125% Thioflavin S (Sigma) in 50% Ethanol fiir 2 min gefarbt und mit 50%
Ethanol fiir 2 min gewaschen. Danach wurde das Ethanol mit M9 ausgewaschen und die Wiirmer
konnten mikroskopiert werden. Hierfiir wurden die Tiere auf 3%-Agarose-Pliattchen auf
Objekttrager iiberfiihrt. Fluoreszenz-Bilder wurden mittels konfokaler Mikroskopie mit dem
Laser-Scanning-Mikroskop LSM710 aufgenommen. Hierfiir wurden gestaffelte Aufnahmen der
Kopfregion des Wurmes bei 40facher Vergrofierung, einer Anregung bei 458 nm und Emission
zwischen 470 und 490 nm gemacht. Anschliefiend wurden die gestaffelten Bilder mit Image]
zusammengefiihrt und die Aggregate pro Kopfregion in jedem Tier ausgezahlt. Die Mikroskopie

erfolgte in drei unabhidngigen Experimenten mit jeweils mindestens zehn Wiirmern.

2.2.29. Autophagie-Untersuchung mit GFP::LGG1-exprimierenden Wiirmern

In diesem Experiment wurde ein Wurmstamm genutzt, der extrachromosomal GFP-markiertes
LGG1 exprimiert. LGG1 entspricht dem humanen ATG8 (LC3, GABARAP oder GATE-16 Familie)
und ist ein Autophagie-Marker. Autophagie lasst sich durch Hungern induzieren, dadurch lassen
sich GFP-positive punktformige Areale in den Saumzellen von C. elegans beobachten, die

praautophagosomale und autophagosomale Strukturen darstellen (Melendez et al., 2003).

Da das GFP::LGG-1 nur extrachromosomal im Wurm exprimiert wird, zeigen nicht alle Tiere
diesen Phanotyp. Allerdings ist er mit einem Roller-Phanotyp gekoppelt, was die Selektion

erleichtert. Alle ,rollenden” Wiirmer besitzen auch den Autophagie-Marker.

Die Behandlung mittels RNAi der Wiirmer erfolgte im L4-Stadium der Muttertiere. Beim

Erreichen des L4-Stadiums wurden die Nachkommen als Kontrolltiere auf frische RNAi-Platten
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transferiert oder auf nahezu bakterienfreie RNAi-Platten umgesetzt um die Autophagie iiber
Hungern tiber Nacht zu stimulieren. Ganz bakterienfrei sollten die Platten nicht sein, da die
Wiirmer sonst zu sehr aushungern und nicht mehr mikroskopierbar sind. Daher wurden beim
Umsetzen der Wiirmer immer wenige Bakterien mittransferiert. Nachdem die Wiirmer iiber
Nacht auf Kontroll- oder Hungerbedingungen gehalten wurden, konnten sie mikroskopiert
werden. Zur Quantifizierung wurden fiir 20 Wirmer pro Wurm zwei bis drei Saumzellen
aufgenommen und anschliefdend wurden die punktférmigen fluoreszierenden Areale pro Zelle
gezahlt. Verglichen wurde die Induktion der Autophagie, also die Vermehrung der
autophagosomalen Strukturen von mit Bakterien versorgten Wiirmern und Wiirmern ohne
Nahrung. Als Negativkontrolle diente eV und als Positivkontrolle Beclin 1, ein kanonischer

Faktor der Autophagie.

2.2.3. Zellbiologische Methoden

Alle in der Zellbiologie verwendeten Puffer und Losungen finden sich in Tabelle 5.

2.2.3.1.  Kultivierung von humanen Zellen

Adhdrente HEK293a-Zellen wurden in Zellkulturmedium in geeigneten Zellkulturschalen
ausplattiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und einer Kohlenstoffdioxid-Konzentration von 5%. Um die Zellen zu passagieren, wurden sie
unter Verwendung von 1x Trypsin von der Zellkulturschale geldst und in geeigneten Zellmengen

auf neue Schalen ausplattiert.

2.2.3.2. Zelluldre Dauerkulturen

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden humane Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert. Dazu
wurden subkonfluente Zellen von den Zellkulturschalen trypsiniert, durch milde Zentrifugation
pelletiert und anschlieffend in Kulturmedium, supplementiert mit 10% DMSO, resuspendiert. In
einer Isopropanol-haltigen Einfrierbox wurden 1 ml Zellsuspension bei -80 °C langsam in einem

Kryogefafd eingefroren und nach 6 bis 8 h in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2.3.3. Transiente Transfektionen

Fiir die transiente Transfektion mit Plasmiden oder small interfering RNA (siRNA) wurde die
Elektroporationstechnik angewendet. Mittels Plasmiden konnen Gene iiberexprimiert und

mittels siRNA herunterreguliert werden.
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siRNA-Oligonukleotide wurden iiber MWG Eurofins bezogen und entworfen (siehe Tabelle 13).
Die siRNAs wurden in 1x siMAX Universal Buffer (2 pg/ul) gelost und bei -20 °C gelagert. Die

verwendeten Plasmide finden sich in
Tabelle 12.

Zur Elektroporation wurden etwa 70% konfluente Zellen mittels 1x Trypsin/EDTA von der
Schale geldst, abzentrifugiert und anschliefiend wurde die gewiinschte Anzahl Zellen in 400 pl
Elektroporationspuffer mit 15-20 pg siRNA oder Plasmid gelost und in eine
Elektroporationskiivette (4 mm, Sigma) Uberfiihrt. Mithilfe eines Amaxa®©-Elektroporators
wurden die Zellen nach Gebrauchsanleitung des Gerats elektroporiert und anschliefdend fiir
5 min ruhen gelassen, um den Eintritt des Transgens in die Zelle durch die permeabilisierte
Zellmembran zu gewdhrleisten. Anschliefend wurden die Zellen mit Zellmedium auf Schalen
ausgesdt. Nach 24h wurde das Medium gewechselt und nach 48 h konnten die Zellen

weiterverarbeitet und / oder behandelt werden.

2.2.3.4. Behandlung mit Bafilomycin A1 und Rapamycin

Bafilomycin A1l ist ein toxisches makrolides Antibiotikum, das aus Streptomyces griseus stammt
und als spezifischer Inhibitor von vakuoliaren H+-ATPase wirkt. In Zellen verhindert es die
Ansduerung der autophagosomalen Strukturen. Somit kdénnen diese nicht abgebaut werden und
laufen im Zytoplasma auf. Dies kann zur Bestimmung des autophagischen Fluxes genutzt
werden (siehe 2.2.4.7). Rapamycin ist ein Aktivator der Autophagie und stammt aus dem
Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicus. Es blockiert mTOR (mammalian target of

rapamycin) und hebt somit dessen Autophagie-hemmende Wirkung auf.

HEK293a-Zellen konnen 48 h nach Elektroporation behandelt werden. Hierfiir wurden die
Zellen zuerst mit PBS gewaschen und dann wurde zu den Zellen Medium gegeben, dass 1 pM
Bafilomycin A1 und / oder 10 uM Rapamycin oder die gleiche Menge DMSO als Kontrolle

enthielt. Nach 4 h Inkubationszeit konnten die Zellen geerntet werden.

2.2.3.5.  Optische Darstellung von Autophagie in Zellen

Der Zellstamm HEK293a ptfLC3 exprimiert LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3
beta), das GFP und RFP gekoppelt ist. Hierdurch lassen sich autophagosomale Strukturen in der
Zelle beobachten. LC3 wird an ein sich bildendes Autophagosom rekrutiert und somit
fluoreszieren diese griin und rot. Verschmilzt dieses anschliefdend mit einem Lysosom zu einem
Autolysosom und der pH-Wert im Inneren sinkt, wird das griine GFP zerstort und zuriick

bleiben nur rote punktférmige Strukturen. Somit lassen sich (Prda)Autophagosomen im Mittel als
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gelbe Punkte und Autolysosomen als rote Punkte darstellen. Dies kann man nutzen um
Veranderungen der Autophagie wie etwa nach Transfektionen oder anderen Behandlungen zu

beobachten.

HEK293 a ptfL.C3 wurden nach transienter Transfektion mit RAB3GAP siRNA auf Deckglasern in
1,55 cm Schalen unter Standardbedingungen kultiviert. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit

nonsense siRNA transfiziert wurden. Nach 48 h konnten die Zellen behandelt werden.

Als vorbereitender Schritt zum Eindeckeln wurden die Zellen zunichst zweimal mit 1x PBS
gewaschen und anschlieflend fiir 25 min mit 3,5 % Paraformaldehyd bei Raumtemperatur
fixiert. Im Anschluss wurde dreimal mit 1x PBS gewaschen und daraufhin fiir 6 min mit -20 °C
kaltem 90%igem Methanol behandelt. Dieser Schritt diente der Permeabilisierung der
Membranen, um das spatere Eindringen von Farbstoff zu gewahrleisten. Nach weiteren vier
Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckglaser mit 1:100 DAPI fiir 10 min inkubiert um die
Zellkerne anzufarben. Anschlieffend wurde noch zwei weitere Male mit 1 x PBS gewaschen. Zum
Schluss wurden die Deckglaser mit einer Pinzette aus den Schalen entnommen und mit
Eindeckmedium auf einen Objekttrager tberfithrt, mit Nagellack versiegelt und bei -20°C

gelagert.

Die Aufnahmen der HEK293 a ptfLC3 erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie mit dem Laser-
Scanning-Mikroskop LSM710 und die nachfolgende Bearbeitung der Bilder erfolgte mit den
Bildbearbeitungsprogrammen Image] und Photoshop CS 5.1. (Adobe).

2.2.3.6.  Co-Immunopridzipitation

Eine Co-Immunoprazipitation (Co-IP) ist eine biochemische Methode, bei der mittels eines
Antikorpers ein Antigen aus einer Losung konzentriert wird. Beim Herunterziehen sollen dabei
mit dem Antigen interagierende Proteine ebenfalls aufkonzentriert werden. Somit lassen sich

Protein-Interaktionen nachvollziehen.

Es wurden dafiir eine 15cm-Schale HEK293a-Zellen, die mindestens zu 70% konfluent war,
benoétigt. Die Zellen wurden auf Eis verarbeitet, mit kaltem 1x PBS gewaschen und mit NP40-
Lysispuffer (HEK-Zellen 1000 pul / Schale, IMR90 300 pl / Schale) versetzt. Mit einem Zellschaber
werden die Zellen zunéchst nur angekratzt und dann 15 min auf Eis inkubiert. Danach konnten
die Zellen vollstindig geerntet und in ein ,Low Retention“-Inkubationsgefafd iiberfiihrt werden.
In zwei milden Zentrifugationsschritten (1000 g, 10 min, 4°C) wurden nicht benétigte Zellreste
pelletiert. Vom Uberstand wurde die Protein-Konzentration bestimmt. Fiir den Versuch wurden

1000 pg Protein eingesetzt und auf 1 ml mit NP40-Lysispuffer aufgefiillt. Um die Reinheit des
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Proteinlysats zu erhohen und somit die Unspezifitit zu erniedrigen wurde das Lysat fiir 1 h bei
4°C mit 25yl ,Pierce Protein A/G Magnetic Beads” (Thermo Scientific) unter Rotieren
vorinkubiert. Danach wurde das Lysat von den magnetischen Kiigelchen befreit und entweder
mit 1 pg Primarantikérper oder 1 pg korrespondierendem Immunglobulin G-Antikérper versetzt
und wieder fiir 1 h bei 4°C unter Rotieren inkubiert. Anschlieffend werden die Proben auf
frische, gewaschene magnetische Kiigelchen pipettiert und wieder fiir 1 h bei 4°C unter Rotieren
reagieren gelassen. Nun konnen mithilfe des magnetischen Probenstdnders die Pierce Protein
A/G Magnetic Beads” gesammelt und der Uberstand verworfen werden. Nachdem drei Mal mit
NP40-Lysispuffer gewaschen wurden, wurden die magnetischen Kiigelchen in 20 pl 2x SDS-
Ladepuffer resuspendiert. Die Inkubation erfolgte bei Immunglobulin G-Antikdérpern, die von
Maus oder Meerschweinchen stammen bei 99°C fiir 5 min unter mafliigem Schiitteln und bei
Immunglobulin G-Antikérpern, die vom Kaninchen stammten bei Raumtemperatur fiir 10 min
und maximalem Schiitteln. Zum Pelletieren wird bei hdchster Stufe und Raumtemperatur fiir
eine Minute abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden 15 ul abgenommen und konnten nun auf

ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen werden.

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

Alle in der Proteinbiochemie verwendeten Puffer und Losungen finden sich in Tabelle 6.

2.2.4.1.  Proteinprdparation

Zum Ernten von Sadugerzellen wurde stets 1x Lysispuffer verwendet, der hierfiir durch
Verdiinnung mit H»O frisch hergestellt und zusatzlich stets mit Proteinaseinhibitor (protease
inhibitor cocktail (PIC; 1:100; Sigma Aldrich) versetzt wurde. Subkonfluente Siugerzellen
wurden mit kaltem 1x PBS gewaschen und nach Zugabe von 1x Lysispuffer mechanisch mithilfe
eines Zellschabers von den Zellkulturschalen geschabt. Die Lysate wurden kurz sonifiziert und
anschlieflend fiir 5 min bei 99 °C inkubiert. Die Lagerung der Proteinprdparate erfolgte

bei -80°C.

2.2.4.2.  Proteinquantifizierung

Die Proteinkonzentration wurde nach der BCA (Bicichinon-Sdure)-Methode ermittelt und das
Protokoll wie vom Hersteller (BioRad) beschrieben durchgefiihrt. Durch die Komplexbildung
der Proteine mit Cu?* Ionen (Biuret-Reaktion) werden diese reduziert und bilden mit BCA einen
violetten Farbkomplex. Die Absorption des Farbkomplexes kann photometrisch bestimmt und

dadurch die Konzentration der eingesetzten Proteinlosung ermittelt werden.
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Die Proteinproben wurden mit dem BCA-Reagenz versehen und bei 60°C fiir 20 min inkubiert.
Zur Quantifizierung wurde eine Rinderserumalbumin-Standardkurve erstellt, welche auf die
gleiche Weise wie die Proteinproben behandelt wurde. Im Anschluss der Inkubation wurden alle
Proben photometrisch bei 560 nm gemessen. Es wurde immer eine Doppelbestimmung

durchgefiihrt.

2.2.4.3.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die von Laemmli
beschriebene Methode der denaturierenden SDS-PAGE eingesetzt (Laemmli, 1970). Hierzu
wurden entweder selbstgegossene Gele unter Verwendung der Miniblot-Kammer der Firma
BioRad (Herts, Grof3britannien) oder 4-12% NuPage Bis-Tris-Gradientengele im NuPage System

der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

Die Proteinproben wurden zunichst mit 1x Ladepuffer versetzt und 2 min bei 99°C inkubiert.
Die beiden Agentien [3-Mercaptoethanol und SDS, die im Ladepuffer enthalten waren, sowie das
Aufkochen bei 99°C denaturieren die Proteine. Zusitzlich erhalten die Proteine durch die
Bindung von SDS eine negative Ladung. Somit erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht, unabhingig von ihrer Eigenladung. Als Proteingrofdenstandard wurde ,Page
Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas, Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland)

verwendet.

Die Gele wurden in eine Elektrophoresekammer eingespannt und diese wurde mit ihrem
dazugehorigen Laufpuffer befiillt. Nach dem Beladen des Gels mit den Proteinproben wurden
diese zunichst bei 80-100 V in das Gel einlaufen gelassen und danach bei 130-160 V aufgetrennt.

Das Gel wurde anschliefdend fiir die Western Blot Analyse verwendet.

2.2.4.4.  Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran mittels Western Blot

Durch den Western Blot werden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine mittels eines
elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Auf dieser Membran kénnen
die Proteine anschliefend durch Antikérperbindung spezifisch nachgewiesen und quantifiziert

werden.

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele zusammen mit der Nitrocellulosemembran,
Filterpapier und Schwdmmchen zu einer Transfereinheit zusammengebaut und in eine Blotting-
Kammer eingespannt. Die Blotkammer wurde mit 1x Transferpuffer befiillt und die Ubertragung

der Proteine erfolgte bei 30 V iiber Nacht.
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Zur Uberpriifung des Transfers wurde die Membran etwa 30 sec in eine Ponceau S-Firbelosung
gelegt und anschliefdend mit dH,0 gewaschen. Durch die reversible Bindung des Ponceau S an

die Proteinbanden konnte die Qualitit des Transfers iiberpriift werden.

2.2.45. Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte ihr immunologischer
Nachweis: Dazu wurde die Nitrocellulosemembran zundchst unter Schiitteln fiir 1-2 h in
Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit einer geeigneten Verdiinnung des primaren Antikérpers iiber Nacht
bei 4°C. Die Antikérper wurden in PBS/Tween-20 mit 0,02 % Natriumazid angesetzt. Danach
wurde die Membran dreimal fiir je 15 min mit PBS/Tween-20 gewaschen und anschliefiend fiir
1-2 h mit einem geeigneten sekundaren, Peroxidase-konjugierten Antikérper bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS/Tween-20 erfolgte die
Nachweisreaktion mit Hilfe einer+ ECL-Losung. Hierfiir wurde die Membran mit ECL-Losung
(1000 pl Losung A, 100 pl Losung B und 1 pl Losung C) benetzt. Das Chemilumineszenz-Signal

wurde mit der LAS-3000 Intelligent Dark Box der Firma Fuji aufgenommen.

2.2.4.6.  Densitometrische Auswertung der Western Blots

Um eine Quantifizierung der bei der Immundetektion von Proteinen erhaltenen Banden
durchzufithren wurde die Software AIDA (Bio Imaging) verwendet. Unter Beriicksichtigung des
Hintergrundes wurden die entsprechenden Banden densitometrisch ausgewertet und die
ermittelten Werte in Microsoft Excel exportiert, wo sie relativ zueinander ausgewertet wurden.
Die Analyse der Zytoskelettproteine Tubulin oder Aktin dienten dabei als Kontrolle der
gleichmafligen Proteinladung und wurde als Referenz in die Auswertungen der Banden

einbezogen.

2.2.4.7.  Analyse der autophagischen Aktivitdt

Die Bestimmung des autophagischen Fluxes ist eine etablierte Moglichkeit die autophagische
Aktivitat der Zelle zu untersuchen (Behl, 2011). In dieser Arbeit wurde der autophagische Flux
der Autophagie-Substrate p62/SQSTM1, einem Cargorezeptor, und LC3-II, der lipidierten Form
von LC3, ermittelt (Mizushima und Yoshimori, 2007). Beides sind Substrate des
autophagosomalen Abbaus. Blockiert man mithilfe von Bafilomycin A1 die Ansduerung der
Lysosomen und somit den autophagosomalen Abbau, akkumulieren beide Proteine. Durch die
Differenz zwischen den Proteinmengen unbehandelter und mit Bafilomycin Al-behandelter

Zellen kann der autophagische Flux ermittelt werden, der die Aktivitidt der der Autophagie in
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einem bestimmten Zeitraum beschreibt (Yamamoto et al, 1998). Hierzu wurden nach
Ermittlung der optischen Bandenintensitit die Bande nach Bafilomycin A1 Behandlung mit der

unbehandelten Kontrolle subtrahiert und somit der autophagische Flux ermittelt.

2.2.5. Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1.  Primerdesign

Primer, die zum Nachweis eines bestimmten Gens bendtigt wurden, wurden mithilfe des
Internetprogramms  Primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) entwickelt. Selbst
entworfene Primer wurden mithilfe der beiden Internet-Werkzeuge Oligo Analyzer
(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/default.aspx) und Oligo Calculator
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) auf ihre wichtigsten Parameter
hin untersucht. Zum Schluss wurde mittels BLAST-Werkzeug der NCBI-Internetseite
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nochmals {iberpriift, ob die entwickelten Oligo-
Nukleotide wirklich nur das gewiinschte Gen amplifizieren. Wenn die entstandenen Primer

komplett kontrolliert waren, wurden sie iiber New England Biolabs GmbH geordert.

2.2.5.2.  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, um Nukleinsduren in vitro zu vervielfdltigen.
Dieser Prozess wird durch die hitzestabile Taq DNA-Polymerase (Invitrogen) katalysiert oder im
Falle von Klonierungen durch die korrekturlesende Phusion High-Fidelity DNA- Polymerase

(NEB).

Die PCR wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt: ein PCR-Ansatz mit einem
Gesamtvolumen von 25 pl enthielt 1-5 ng Plasmid-DNA, 10 ng genomischer DNA oder 1 pl cDNA,
jeweils 15 pmol ,sense” und ,antisense“ Primer, 2,5 ul 10x PCR-Puffer, jeweils 0,5 ul 10 mM
dNTPs, MgCl2 in einer Endkonzentration von 1 mM sowie 0,5 U Taq- oder Phusion-Polymerase.

Der Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 25 pl aufgefiillt.

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt: zum Denaturieren der Doppelstrange
wurde die DNA fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Es folgte die Primerhybridisierung (30-45 sec) bei
einer Primer-spezifischen Temperatur, im Idealfall liegt diese Temperatur um 60°C. Nach dem
Anlagerungsschritt wurde die Temperatur fiir die Elongation auf 72°C erhoht. Die Extensionszeit
ergab sich aus der Liange des zu amplifizierenden Fragments. Generell wurden fir die Taq-
Polymerase 60 sec und fiir die Phusion-Polymerase 30 sec pro 1000 bp verwendet. Im nachsten

Schritt wurde erneut fiir 10-45 sec bei 95°C inkubiert, um DNA wieder fiir die folgende
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Primeranlagerung in ihre Einzelstrange zu denaturieren. Insgesamt wurden je nach Anwendung
20-35 Zyklen durchgefiihrt. Zuletzt erfolgte eine flinfminiitige Endextension bei 72°C, um

teilweise synthetisierter DNA-Strange zu vervollstandigen.

2.2.5.3.  Isolierung von Gesamt-RNA aus Sdugerzellen

RNA ist im Vergleich zu DNA anfillig fiir spontane und enzymatisch katalysierte Hydrolyse,
weswegen das Arbeiten mit RNA ein hoheres Maf an Sterilitdt und Sorgfalt verlangt. Daher
wurde auch stets mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem, bidestilliertem Wasser
gearbeitet. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikation eines Histidinrestes im

aktiven Zentrum.

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das ,Absolutely RNA Nanoprep Kit“ von Agilent
Technologies verwendet und wie vom Hersteller vorgesehen vorgegangen. Eine zusatzliche
15-miniitige Behandlung mit DNasen bei 37 °C verringerte die Gefahr von DNA-

Kontaminationen.

2.2.5.4.  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA basiert auf der Absorption der
Nukleinsduren bei 260 nm. Die Messung wurde in Quarzkiivetten gegen destilliertes Wasser als
Nullwert durchgefiihrt. Die Konzentration der Nukleinsduren wurde durch das Lambert-Beer

Gesetz ermittelt.

2.2.5.5.  Reverse Transkription / Synthese von cDNA

Zur Durchfithrung der Reversen Transkriptase PCR (RT-PCR) wurde das ,Omniscript RT Kit“ von
Qiagen verwendet. Mit diesem konnten spezifisch RNA-Sequenzen in cDNA umgeschrieben

werden.

Gesamt-RNA (~1000 ng) wurde mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufgefiillt und 5 min bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren. Der Reaktionsansatz
wurde anschlieféend sofort auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der RNA-Molekiile zu
verhindern. Zum gleichen Ansatz wurden 2 pl 10x Puffer, 2 ul 5 mM dNTPs, 2 pl 10 umol Oligo-
dT15-Primer, und 4 U Reverse Transkriptase aus dem Kit und zusatzlich 0,25 pl RNase-Inhibitor
(40 U, Promega) in einem Endvolumen von 20 pl gegeben. Eine Kontrolle, die keine Reverse
Transkriptase enthielt, wurde zum Nachweis auf Kontamination mit DNA mitgefiihrt (Mock).
Der Ansatz wurde 60 min bei 37 °C inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C

aufbewahrt.
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2.2.5.6. Restriktionsverdau der DNA mit Restriktionsendonucleasen

DNA wird mit Restriktionsendonucleasen (Restriktionsenzymen) geschnitten, um Plasmide zu

linearisieren, Vektoren und Inserts zur Ligation vorzubereiten oder Klone zu selektieren.

Hier wurden standardmafdig Restriktionsenzyme von NEB mit ihren dazugehorigen
Reaktionspuffern verwendet. Pro pg DNA oder weniger, wird eine Unit Restriktionsenzym
eingesetzt und mit 1x geeignetem Reaktionspuffer versehen. Falls es fiir die Reaktion eines
Enzyms notwendig war, wurde entsprechend 1x BSA zugegeben (NEB). Die Inkubation erfolgte
fir mindestens 4 h bei einer fiir die Enzymaktivitit optimalen Temperatur, diese betrug meist

37°C.

2.2.5.7.  Ligation

Unter Ligation versteht man die enzymkatalysierte Verkniipfung zweier DNA- oder RNA-
Segmente an ihren Enden. Dabei wird das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende der
Nukleinsaurensegmente mit Hilfe des Enzyms Ligase durch Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung verbunden. Mithilfe dieser Technik lassen sich Vektoren und Inserts zu

einem funktionsfahigen Plasmid verbinden.

Hier wurde das ,Rapid DNA Ligation Kit“ (Roche) verwendet. Dazu wurden 150 pg Insert-DNA
und 50 pg Vektor-DNA mit 1x Dilutic Puffer auf 10 pl aufgefiillt und mit 10 pl Ligationspuffer
und 1 pl Ligase versetzt. Die Reaktion erfolgte fiir 5 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss

folgte eine Hitzeschock-Transformation von DH5Q Bakterien (siehe 2.2.1.3).

2.2.5.8.  Plasmid-Prdparation

Um Plasmide verwenden zu konnen, werden diese mithilfe von Bakterien vermehrt und missen

dann anschliefRend wieder aus diesen extrahiert werden.

Ein Bakterienklon, der das gewiinschte Plasmid enthalt, wurde tiber Nacht in 3 ml LB-Medium,
supplementiert mit einem geeigneten Antibiotikum, angezogen. Durch Zentrifugation wurden
die Bakterien pelletiert und die Plasmide unter Verwendung des ,Roti®-Prep Plasmid“ Kits
(Roth) nach Vorgaben des Herstellers isoliert. Die Konzentration und Reinheit der Praparation

wurde photometrisch quantifiziert und das isolierte Plasmid bei -20 °C aufbewahrt.
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2.2.5.9.  Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA

DNA lasst sich aufgrund ihrer negativen Ladung in Agarosegelen elektrophoretisch auftrennen
und analysieren. Dabei wurden je nach Gréfle des erwarteten Fragments Gele mit 1 bis 2%

Agarosegehalt verwendet.

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewiinschte Menge Agarose (w/v) mit 1x TAE Puffer
(Tabelle 7) versehen. Nach kurzem Aufkochen wurden 5 pl Ethidiumbromid-Stammlésung
(1 mg/ml) hinzugegeben. Dieser DNA-interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff ermdglicht die
spatere Visualisierung der DNA nach Anregung mit UV-Licht. Die aufzutrennende DNA wurde
vor dem Auftrag auf das Gel mit 1x ,Mass Ruler Loading Dye” (Fermentas) versehen. Dadurch
wird einerseits die Dichte der DNA-LOosung erhoht, um ein Absinken in die Geltaschen zu
ermoglichen, und andererseits eine Visualisierung der Wanderung im Gel gewahrleistet, da der
Auftragspuffer Bromphenolblau enthdlt, das etwa auf Hohe eines 500 bp DNA-Fragments
migriert. Zur Bestimmung der Fragmentgrofien in bp wurden 8 pl des ,Mass Ruler DNA Ladder
Mix" (Fermentas) als Marker aufgetragen. Die Gele wurden unter UV-Beleuchtung (254-366 nm)

fotografiert.

2.2.5.10. Prdparative Agarose-Gelelektrophorese

Die praparative Agarose-Gelelektrophorese wird zum Isolieren bestimmter DNA-Fragmente aus
zum Beispiel PCR-Ansdtzen genutzt. Die DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und das
gewtlinschte DNA-Fragment unter UV-Licht (312 nm) mit einem Skalpell herausgeschnitten. Eine
zu hohe UV-Belastung zerstort DNA, daher sollte moglichst schnell gearbeitet werden. Das
isolierte Fragment wurde aus der Agarose mittels ,Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up”

(Macherey-Nagel) wie beschrieben eluiert.

2.2.5.11. Quantitative Echtzeit- PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression bestimmter Gene in Sdugerzellen und Nematoden auf
mRNA-Ebene wurden quantitative Echtzeit-PCRs durchgefithrt. Das Endvolumen der PCR
betrug 25 pl und enthielt neben der zu untersuchenden cDNA 12,5 ul ,Sensi Mix SYBR“-PCR
Reagenzmischung aus dem , Fluorescent Kit" der Firma Bioline sowie 100 pmol der zugehorigen
Primer (Tabelle 14 und Tabelle 15). Die PCR-Reagenzmischung enthielt 2x PCR-Puffer, dNTPs
sowie die Taq-Polymerase. Die PCR wurde im iQ Real-Time-PCR Thermozykler (Biorad)
durchgefiihrt. Die PCR Bedingungen waren hierbei vergleichbar mit denen der konventionellen

PCR. Aus den Amplifikationskurven wurde derjenige Zyklus (,Threshold Cycle” Ct) ermittelt,

46



MATERIAL UND METHODEN 2.

nach dem die Amplifikation des PCR-Produkts in die exponentielle Phase iiberging. Unter

Verwendung geeigneter Referenzgene wurde der ACt-Wert ermittelt.

2.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SigmaStat (SYSTAT). Alle
Ergebnisse wurden mittels t-Test oder One Way Anova auf Signifikanz gepriift. Das
Signifikanzniveau lag bei 5 %. Angegeben wurden Signifikanzen als * P < 0,05, ** P < 0,01 und

** P <0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Aufklirung und Charakterisierung neuer Proteostase-

beeinflussender Gene in C. elegans

3.1.1. RNAi-vermittelte Proteostase-Analyse von Chromosom in C. elegans

zeigt mégliche neue Modulatoren der Protein-Homéostase

C. elegans ist seit den 1960er Jahren ein haufig genutzter Modellorganismus zur Untersuchung
zahlreicher molekularbiologischer Fragestellungen und bietet viele Vorteile in der Forschung
vor allem durch die relativ einfache Moglichkeit der genetischen Manipulation. Hier wurde
dieser Nematode genutzt, um in einer Proteostase-Analyse nahezu alle Gene von Chromosom I
durch RNA-Interferenz nacheinander auszuschalten, und den Einfluss dieses Verlusts auf die

Stabilitat von Proteinen zu untersuchen.

Um Stiarke und Umfang von Aggregation in einem Modellorganismus sichtbar zu machen und
somit auf die Qualitit des Proteostaseeinflusses schlieféen zu kénnen, wurde eine Wurmlinie
verwendet, die Luc:GFP unter der Kontrolle eines Muskelpromotors exprimiert

(Pmyo-3::Luc::GFP, Abbildung 11).
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Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Nematoden C. elegans mit
Luc::GFP-Expression in Muskelzellen (Kern et al., 2010).

Diese Wiirmer zeigen eine klare Korrelation zwischen der Stabilitdit von Luc::GFP und der
Aktivitat zellularer Faktoren zur Erhaltung der Proteostase (Kern et al, 2010). Somit konnte
dieser C. elegans-Stamm im Verlauf dieser Arbeit als Modellorganismus genutzt werden, um die
Proteinstabilitdt nach Herunterregulation bestimmter Gene durch RNAi zu untersuchen. Fiir die
RNA-Interferenz wurden die Bakterienklone der ,Caenorhabditis elegans RNAi feeding library",
die von der Julie Ahringer Gruppe am Wellcome CRC Institute (University of Cambridge,
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Cambridge, Grofdbritannien) generiert wurden, genutzt (Fraser et al.,, 2000; Kamath et al., 2003;

Kamath et al,, 2001).

Bei der RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse des Chromosoms I und ausgewahlter, weiterer
Klone in C. elegans wurden die getesteten Gene in Bezug zu einer Negativkontrolle (Leervektor /
eV = empty Vector) und der Positivkontrolle HSP110 (Hitzeschockprotein 110) beziiglich ihrer
Aggregation von Luc::GFP untersucht. Die entsprechenden Gene wurden herunterreguliert und

die Wiirmer nach Hitzestress fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbildung 12).

L |
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Negativkontrolle "-k“ Positivkontrolle

Abbildung 12: Mikroskopische Aufnahmen von C. elegans, die Luc::GFP im Muskel
exprimieren, nach Hitzeschock (weif3e Pfeile = Aggregate, Maf3stab = 50 um): A. Es zeigte
sich keine Aggregation von Luc::GFP in der eV-Kontrolle. B. Das Konstrukt aggregierte
nach Herunterregulation von HSP110 mittels RNAI.
Insgesamt wurden hier 2680 RNAi-Klone untersucht. Im ersten Durchgang waren 435 RNAi-
Klone auffillig beziiglich einer verdnderten Proteinaggregation. Die identifizierten Klone

wurden nochmals getestet, wonach letztlich 359 Kandidaten als mogliche Modulatoren der

Proteostase bestatigt wurden.

Wihrend alle auffilligen Klone nochmals in einem zweiten Durchgang kontrolliert wurden,
wurden auch von den negativen Klonen Stichproben genommen. Hierbei waren 6,67 % als falsch
negativ bewertet (Abbildung 14 B). Diese Analyse diente dazu die Stringenz der Untersuchung
nochmals zu validieren. Da nur ein geringer Prozentsatz der Stichproben falsch negativ bewertet
wurde, konnte die von uns im Labor etablierte manuelle Hochdurchsatzanalyse als relativ

zuverlassig eingestuft werden.
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1 |RNA-Bibl. Anmerkungen Sauger-Homo. Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
}\ 1-1-A10  MO01D7.1; F-box protein Nein ubiquitination Proteostase
3|1-1-B17  WOS5F2.4; Isoform F of Proteoglycan 4 Ja Schmierung innerhalb gelenkiger Ver Strukturproteine
4 |1-1-C01  F53G12.6 (spe-8); Isoform 2 of Tyrosine-prote Ja Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase, Spermat: Tyrosin-Protein Kinase; Aktin-Zytosk: Signaltransduktion
5 |1-1-C16  WO3F11.5 (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
6 |1-1-DO5  KO3E5.1 (neto-1); Isoform of Neuropilin and tc Ja NETO (Neuropilin and Tolloid-like) homol Modulatorische Untereinheit des net Signaltransduktion
7 |1-1-D16  E01A2.10 (poml-3); serum paraoxonase/aryles Ja PON (paraoxonase) and MEC-6 Like Antwort auf oxidativen Stress Oxidativer Stress / E
781 1-1-D20  E01A2.4 (let-504); NF-kappa-B-activating proteJa Progression des mittleren Larvenstadiun Transkriptions-Repressor Genexpression

8 |1-1-E02  F23(8.5; Isoform 1 of Electron transfer flavopi Ja spezifischer Elektronenakzeptor fiir r Oxidativer Stress / E
10|1-1-E07  R119.1 (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
11|1-1-E08  F23(8.8; Isoform 1 of Serine/threonine-proteil Ja Zellpolaritdt und Dynamik der Mikrot Signaltransduktion
12(1-1-E09  R119.2; Isoform 1 of Probable Xaa-Pro aminog Ja Freisetzung von N-terminalen Amino Posttranslationale P
13|1-1-E19  R119.7 (rnp-8); RNP (RRM RNA binding domair Nein RNP (RRM RNA binding domain) containing Genexpression
14/1-1-E20  C55C2.2 (ssp-19); Sperm Specific family, class Nein Unbekannte Funktic
15|1-1-F01  T28F2.7 (acd-5); Isoform 1 of Amiloride-sensit Ja Saureempfindliches Degenerin Kationen-Kanal mit hoher Affinitét fii Kanal- und Transpor
16|1-1-FO3  T28F2.8 (col-51); Collagen alpha-1(1) chain Ja Kutikulakollagen spezifisch fiir Knorpelgewebe Strukturproteine
17/1-1-F11  D1037.4 (rab-8); Ras-related protein Rab-8B Ja Rab verwandtee Protein der Ras-GTPase: Schliisselregulatoren des intrazelluld: Signaltransduktion
181-1-G13  F56A6.2 (hum-7); Isoform 2 of Myosin-Ixa Ja unkonventionelle schwere Kette des Myc Myosine sind Aktin-basierte Motor-N Signaltransduktion
19/1-1-G16  Y23H5A.4 (spe-47); defective Spermatogenesi Nein Einziges C. elegans Homolog des Sdugetier-Typ-11-Melanom-Antigen Unbekannte Funktic
20/1-1-G24  F40E3.2 (mage-1); Melanoma-associated antig Ja hemmt die Zellzyklus-Progression un Zellzykluskontrolle
21|1-1-HO3  T12F5.3 (glh-4); Isoform 1 of Probable ATP-de|Ja maogliche Keimbahn-RNA-Helikase Mogliche Funktion bei Keimzellentwi Genexpression
22|1-1-H10  R12E2.15; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
23|1-1-H12 C18E3.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
24|1-1-H17  C32E8.1; E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23  Ja E3 ubiquitin-protein ligase Proteostase
25/1-1-H18  C18E3.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
26|1-1-H21  C32E8.3; Tubulin polymerization-promoting pr Ja Mikrotubulibiindel-Bildung Strukturproteine
27|1-1-H24  C18E3.7 (ppw-1); Isoform 2 of Protein argona Ja PAZ (PIWI/Argonaut/Zwille) / PIWI-Dom RNA-vermitteltes Gen-Silencing (RNA Genexpression
28(1-1-111 Y95B8A.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
29 |1-1-120 F32B5.8 (cpz-1); Cathepsin Z Ja Homolog von Cathepsin z-like Cystein-Pr Carboxy-monopeptidase / Carboxy-C Posttranslationale P
30|1-1-123  Y95B8A.8; Isoform 1 of Zinc finger RNA-bindin;Ja moglicherweise an posttranskription Genexpression

Abbildung 13: Auschnitt aus der Excel-Tabelle der auffalligen RNAi-Klone aus der RNAi-

vermittelten Proteostase-Analyse.
Alle RNAi-Klone, die die Aggregation von Luc::GFP positiv oder negativ beeinflussten, wurden in
einer Tabelle katalogisiert (Abbildung 13). AnschlieRend wurden Sequenzbezeichnung und
Name unter Anmerkungen hinzugefiigt. Mittels der Online-Datenbank www.wormbase.org
wurde ermittelt, ob es ein Sdugerortholog zum entsprechenden C. elegans-Gen gibt und welche
Funktionen im Wurm bekannt sind. Mittels der Protein-Datenbank www.uniprot.org wurden die
Funktionen des Sdugerhomologs ermittelt. Um diese Auswertung abzuschlieflen wurden die
Klone, falls ihre Funktion bekannt war, in eine von neun verschiedenen funktionellen Gruppen
eingeordnet. Die vollstindige Liste aller gefundenen Modulatoren findet sich im Anhang

(siehe 7.4)

Identifizierte Gene, die ein Sdugerhomolog aufwiesen, waren besonders interessant, da sie in
spateren Studien auch ins Sdugersystem iibertragen werden konnten. Tatsdchlich wiesen 251
der gefundenen Kandidaten ein bekanntes Sdugerhomolog auf (70,90 %, Abbildung 14 A). RNAi-
Klone, deren kodierten Proteine eine bekannte Funktion hatten, waren wiederum von Interesse,
da sie sich zumeist einem bestimmten Stoffwechselweg zuordnen liefden. Dabei hatten 69,49 %
aller identifizierten Klone eine bekannte Funktion Diese unterteilten sich in neun verschiedene
funktionelle Gruppen. Die grofite Gruppe stellten Gene / Proteine, die an der Signaltransduktion
beteiligt waren (25,61 %). Einen geringeren Anteil bildeten Gene /Proteine, die mit der
Genexpression assoziiert wurden (23,17 %), weil sie Teil von Transkription, mRNA-

Prozessierung oder der Proteinbiosynthese sind. Gene / Proteine der posttranslationalen
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Protein-Modifikation (15,04 %) und Strukturproteine (12,20 %) waren haufig vertreten.
Kleinere Gruppen bildeten Kanal- und Transportproteine (8,94 %), Gene der Proteostase
(6,91 %), der Zellzyklus-Kontrolle (3,66 %) oder der DNA-Reparatur bzw. Replikation (2,03 %).
Auffallig war, dass nur ein ganz geringer Teil der gefundenen Kandidaten laut Literatur an der

Proteostase beteiligt ist (6,91 %).

A Anteil positiver Klone mit und ohne B Anteil falsch negativer Klone
Sdugerhomolog (Stichproben)

7] 6,67 %
29,10% . N
ya 9,10% | B Gene mit P ‘J

Sdugerhomolog
70,90 % O Gene ohne

Saugerhomolog

\\ O negativ bestétigte Klone
B falsch negative Klone

C Anteil positiver Klone mit und ohne D Die verschiedenen Funktionen

bekannter Funktion der positiv bewerteten Klone

3,66 % 2 03‘97“ O DNA-Reperatur / Replikation

O Genexpression

B Mit bekannter 23,.17% " O Kanal- und Transportproteine
Funktion 25,61% B Oxidativer Stress /

B Ohne bekannter 2an Elektronentnl'ansport
Funktion ; B Posttranslationale

Protein-Modifikation
B Proteostase
I Signaltransduktion
B Strukturproteine
B Zellzyklus-Kontrolle

Abbildung 14: Auswertung der RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse in C. elegans:

A. Anteil positiver Klone mit und ohne Saugerhomolog (n = 359). B. Anteil falsch

negativer Klone (Stichprobe, n = 90). C. Anteil positiver Klone mit und ohne bekannter

Funktion (n = 359). D. Die verschiedenen Funktionen der positiv bewerteten Klone

(n = 246).
Allerdings muss hier berticksichtigt werden, dass nicht jedes Gen, das in der Hochdurchsatz-
RNAi-Analyse gefunden wurde, auch wirklich einen direkten Einfluss auf die Stabilitit von
Proteinen haben muss. Schaltet man ein essentielles Gen durch RNAi aus, hat dies
schwerwiegende Folgen fiir die Physiologie des Wurms, was auch sekundar und damit indirekt
die Aggregation von Proteinen beeinflussen kann. Diese falsch-positiven Treffer galt es in

nachfolgenden Studien auszuschlief3en.
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3.1.2. Weitere Charakterisierung der neuen Modulatoren der Proteostase

Um neue Modifikatoren der Proteinstabilitidt aus der RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse zu
bestatigen und naher zu charakterisieren, wurden bestimmte Kandidaten ausgewdhlt und in
anderen Wurmmodellen, in denen sich Einflisse auf die Proteostase beobachten lassen,

herunterreguliert, um dort den Einfluss dieser Manipulation zu untersuchen (Abbildung 15).

RNAi-vermittelte Proteostase-Untersuchung
des Chromosom | von C. efegans:
Analyse des Einflusses auf die
Aggregation von Luc::GFP

359 Gene als neue Modulatoren
der Proteostase ermittelt

Post-Analyse

Weitere Charakterisiering
neuer Modulatoren der Proteostase

64 Kandidaten flr weitere
Analysen ausgewihlt

<A

AM140-Wurmsystem:
Analyse des Einflusses auf die

5 von 20 Kandidaten, die PolyQ::YFP-
Aggregation beeinflussten, wurden fiir
weitere Charakterisierung ausgewdshlt
CL2006-Wurmsystem:
Analyse des Einflusses auf den
Paralyse-Phanotyp

Proteostase-Analyse

2 Kandidaten (rbg-1/rbg-2)
verstirkten Paralyse-Phinotyp

<A

CL2006-Wurmsystem:
Analyse des Einflusses auf die
Aggregation von ApR42

rbg-1/rbg-2 beinflussten
Aggregationvon AR42

-

GFP::LGG-1-exprimierende Wirmer:
Analyse des Einflusses auf die Autophagie

Autephagie-
Analyse

Abbildung 15: Diagramm der ndheren Charakterisierung ausgewahlter neuer
Modulatoren der Proteinstabilitit in verschiedenen C. elegans-Modellsystemen.
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3.1.2.1. Ndihere Beschreibung der Proteostase-beeinflussenden Faktoren

mittels Untersuchung von PolyQ::YFP-Aggregation in AM140

Um die aus der RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse ausgewdhlten Kandidaten naher zu
charakterisieren, wurden diese in einem Polyglutamin(PolyQ)-Wurmmodell (AM140-Stamm)
untersucht. Dieser Wurmstamm exprimiert ein Polypeptid von 35 Glutaminresten, das an gelb-
fluoreszierendes Protein fusioniert ist (Punc-54::Q35:YFP). Dieses Konstrukt aggregiert
altersabhingig in den Muskelzellen und kann durch eine verdnderte Proteostase im
Aggregationsgrad verdndert werden. Wahrend Luc::GFP schon allein durch den Hitzestress
aggregieren kann und somit ein zweiter Stressfaktor einen viel geringeren Einfluss braucht, um
die Aggregation von Luc::GFP zu beeinflussen, ist das PolyQ-Reporterprotein nicht so einfach in
seiner Aggregation zu beeintrachtigen, da PolyQ erst im Laufe der Zeit durch die Alterung des
Wurms aggregiert (Morley et al, 2002). Gene /Proteine, die hier eine Veranderung der
Aggregation von PolyQ::YFP verursachten, bestdtigten den Einfluss der ausgewdahlten

Kandidaten auf die Proteostase.

Zusatzlich zu Klonen, die durch die Hochdurchsatz-RNAi-Analyse gefunden wurden, wurden hier
weitere Gene untersucht. Die ausgewahlten Gene aus der Hochdurchsatzanalyse und die
zusatzlichen Kandidaten wurden im AM140-Wurmsystem nacheinander mittels RNAi
ausgeschaltet und anschliefRend wurde die Verdnderung der Aggregation von PolyQ35::YFP nach
jeder Herunterregulation fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbildung 16). Jeder RNAi-
Kandidat wurde dabei mit eV als Negativkontrolle abgeglichen. Tabelle 18 zeigt die hier
untersuchten RNAi-Klone von Chromosom I, deren Ergebnisse aus der vorrangegangenen
Analyse und der Zusammenfassung nach zwei Durchgingen im AM140-Wurmsystem. Rot

markierte Kandidaten waren in dieser Analyse auffillig.

PolyQ::YFP-Aggregat
\

7%

Abbildung 16: AM140-Wiirmer exprimieren ein Polypeptid von 35 Glutaminresten, das
an gelb-fluoreszierendes Protein fusioniert ist: Fluoreszenz-Aufnahme einer Muskelzelle,
PolyQ35::YFP aggregiert altersabhingig im Wurm (weifser Pfeil, Maf3stab = 10 um).
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Tabelle 18: Im AM140-Wurmsystem untersuchte RNAi-Klone des Chromosom I

(+ = Verstarkung der Aggregation, / = keine Effekte, - = Verminderung der Aggregation)

Ergebnisse aus

RNAi- Ergebnisse aus RNAi- Analyse von
Bibliothek Bezeichnung | Hochdurchsatzanalyse | PolyQ::YFP
1-1-D05 KO3ES5.1 + /
I-1-D16 E01A2.10 ++ -
[-1-E08 F23C8.8 + /
[-1-HO3 glh-4 + /
I-1-H17 C32E8.1 ++ /
I-1-H21 C32E8.3 + /
1-1-H24 ppw-1 + +?
[-1-H24 ppw-1 * /
1-1-120 cpz-1 ++ +
1-1-123 Y95B8A.7 - +
[-1-L23 C50F2.1 +++ -
1-1-M23 gsa-1 ++ /
I-1-P01 T20F5.6 / +
[-1-P03 T20F5.7 ++ +
1-2-C23 C44E4.5 ++ /
[-2-F14 C06A5.8 / ++
I-2-F16 C06A5.9 / +/-
1-2-G02 fncm-1 + /
1-2-102 B0261.6 + -
[-2-M21 F28B3.1 + /
1-2-N08 chn-1 ++ +
1-2-001 F28B3.4 + +
[-2-P02 T08B2.5 + /
1-3-D06 wdr-23 + +
I-3-E16 gpc-2 + /
[-3-F12 rlbp-1 + +
I-3-G16 E02D9.1 + +
1-3-]18 eat-5 + /
1-3-]22 F13G3.10 + /
1-3-K10 C55B7.10 + /
1-3-L09 F55D12.2 + /
1-3-L10 F52A8.6 + +
1-3-N16 rbg-2 - +
1-3-001 F57B10.9 + /
1-3-003 dad-1 + +
1-3-P10 dod-18 + +
[-3-P12 C54G4.7 + /
1-4-A08 RO5D11.6 ++ /
1-4-A15 rme-8 + ++
1-4-A22 cfim-1 + +
1-4-B01 F36F2.3 /

1-4-B04 C36F7.2 + /
1-4-C03 ins-18 + ?
1-4-D01 snx-3 + ?
1-4-G22 tin-13 + /
1-4-102 hlh-16 + /
[-4-]11 lin-41 + +
1-4-K09 F02E9.7 +

1-4-K10 F29D10.2 / +
1-4-L01 F16A11.1 / /
1-4-L09 C17E4.3 / /
[-4-L12 hrdl-1 + +
[-4-L15 C17E4.6 + /
1-4-L21 nkb-1 + /
1-4-M01 unc-120 + +
1-4-M14 unc-29 + +
1-4-001 K02B12.6 +? /
1-5-A07 T24D1.2 / /
1-5-A09 T24D1.3 / +
1-5-B08 aars-2 + +
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Im ersten Durchgang wurde fiir 31 der 64 untersuchten Kandidaten gezeigt, dass diese die
Aggregation von PolyQ::YFP beeinflussten. In der Wiederholung verblieben noch 20 Klone als
auffallig. Von diesen 20 Kandidaten wurden flinf ausgewahlt, die ndher charakterisiert werden
sollten, da sie eine interessante Funktion und / oder eine andere bemerkenswerte Eigenschaft
aufwiesen (Abbildung 17): PON2 / poml-3 (PON [paraoxonase] and MEC- 6 Like), B0061.6
(unbekannte Funktion), rbg-1 (RAB GAP Related 1), rbg-2 (RAB GAP Related 2), und FHAD1
(Forkhead-associated [FHA] Phosphopeptide Binding Domain-Homolog).

Die Herunterregulation von PON2 / poml-3 und B0261.6 verringerten die Aggregation von
PolyQ::YFP im Vergleich zu eV (nicht gezeigt). Rbg-1 und rbg-2 erhéhten die Anzahl der
Aggregate des Konstrukts (Abbildung 17). FHAD1 zeigte den deutlichsten Einfluss, was durch

die sehr starke Akkumulation von Aggregaten deutlich wurde (nicht gezeigt).

eV Kontrolle

O
p L
PR F ]

rbg-1 RNAi

Abbildung 17: Verdnderte Aggregation von PolyQ35::YFP nach Herunterregulation
verschiedener Gene mittels RNAi (weif3e Pfeile = Aggregate, Maf3stab = 100 pm):

A. eV-Kontrolle B. + C. Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 erhdhten die Anzahl von
Aggregaten.
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Tabelle 19: Nihere Charakterisierung ausgewahlter RNAi-Klone, die die Aggregation von PolyQ35::YFP nach Herunterregulation beeinflussten

Nummer Gen Name Wormbase.org Uniprot.org Quellen Gruppe

(Ahringer-

Bibliothek)

I-1D16 E01A2.10 | PON [Paraoxonase] and http://www.wormbase.org/species/ | http://www.uniprot.org/ | (Balch et al, 2008; | Oxidativer
MEC- 6 Like (poml-3) / c_elegans/gene/WBGene00077701? | uniprot/Q15165 Hetz, 2013; Kikis et | Stress/
humanes Homolog PON2 | query=E01A2.10#04-9e16df8-10-el al, 2010; Peters et al., | Elektronen-
(Serum Paraoxonase / 2012) transport
Arylesterase 2 Isoform 1)

1-2102 B0261.6 - http://www.wormbase.org/species/ | wurmspezifisch - -

c_elegans/gene/WBGene000150947?
query=b0261.6#04-9e16df87a-10-
el

X-6P08 F20D1.6 RAB GAP Related 1 http://www.wormbase.org/species/ | http://www.uniprot.org/ | - -

(Chromo- (rbg-1) c_elegans/gene/WBGene00004317? | uniprot/Q15042

som X) query=rbg-1#04-9e16df8-10-el

[-3-N16 T22C1.10 | RAB GAP Related 2 http://www.wormbase.org/species/ | http://www.uniprot.org/ | - Signal-
(rbg-2) c_elegans/gene/WBGene00004318? | uniprot/Q9H2M9 transduktion

query=rbg-2#04-9e16 df8-10-el

1I-1A17 C01B12.8 | Humanes Homolog http://www.wormbase.org/species/ | http://www.uniprot.org/ | (Carlsson und -

(Chromo- FHAD1 Forkhead- c_elegans/gene/WBGene00015291? | uniprot/B1AJZ9 Mahlapuu, 2002;

som II) associated (FHA) query=C01B12.8#04-9e16df8-10-e Durocher und
Phosphopeptide Binding Jackson, 2002;

Domain 1 (FHAD1)

Durocher et al.,, 2000;
Kaufmann und
Knochel, 1996;
Schroder und
Kaufman, 2005)
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Die Homologe der getesteten Gene und ihre Funktion sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Von
besonderem Interesse waren dabei rbg-1 und rbg-2 (RAB GAP Related 1+2). Rbg-1 mit der
Sequenz X-6P08 findet sich auf dem X-Chromosom. Das rbg-2-Gen T22C1.10 ist auf
Chromosom I lokalisiert. Das rbg-1-Saugerhomolog Isoform 1 of RAB3 GTPase-activating Protein
Catalytic Subunit ist die regulatorische Untereinheit eines GTPase-aktivierenden Proteins, das
spezifisch RAB GTPasen der RAB3-Unterfamilie reguliert. Das humane Ortholog von rbg-2 ist
RAB3 GTPase-activating Protein Non-catalytic Subunit und bildet die nicht-katalytische
Untereinheit dieses RAB3GAP-Komplexes.

Da das in der RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse genutzte RNAi-Plasmid von rbg-2 aus der
Ahringer-Bibliothek zu Beginn dieser Arbeit zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen in
verschiedenen Experimenten fiihrte und die Einfliisse nicht stringent nachvollziehbar waren,
wurde ein neues RNAi-Plasmid kloniert (siehe 7.5). Die verstarkte Aggregation von PolyQ::YFP
wurde mit diesem neuen Klon bestdtigt und alle weiteren Experimente wurden anschliefRend

mit diesem Plasmid durchgefiihrt.

Die Herunterregulation von PON2 / poml-3, FHAD1, B0261.6, rbg-1 und rbg-2 mittels RNAi hatte
somit Einfluss auf die Hitzestress-vermittelte Aggregation von Luc::GFP in der Proteostase-
Analyse und fiihrte im AM140-Wurmsystem zu einer verdnderten Aggregation von PolyQ::YFP.
Im Folgenden sollen diese fiinf Kandidaten im AB42-exprimierenden Wurmstamm CL2006

naher charakterisiert werden.

3.1.2.2. Weitere Charakterisierung der identifizierten Gene mittels Paralyse-

Untersuchung in CL2006

Um PON2 / poml-3, FHAD1, B0261.6, rbg-1 und rbg-2 weiter beziiglich ihrer Beeinflussung der
Proteostase zu charakterisieren, wurde die Herunterregulation dieser Gene im CL2006-
Wurmsystem betrachtet. Wiirmer dieses C. elegans-Stammes exprimieren humanes Beta-
Amyloid 42 in ihrem Hautmuskelschlauch (Puncss::AB42), das mit zunehmenden Alter
oligomerisiert und aggregiert. Diese AB42-Aggregate wirken im Muskel des Wurms toxisch und
das fiihrt nach einer gewissen Lebensspanne zu einem Paralyse-Phanotyp bei dem sich letztlich
nur noch die Kopfregion bewegt (Cohen et al, 2010). Durch eine Veranderung der Proteostase
lassen sich die Aggregation von Af42 und der Paralyse-Phanotyp beeinflussen. Die Wiirmer
wurden nach Vollendung der Larvalentwicklung tdglich auf Paralyse untersucht. An Tag 12
endete diese Analyse, da ab diesem Alter erste Alterserscheinungen auftreten, die keine

Differenzierung zwischen RNAi-Effekt und altersrelevanten Veranderungen mehr zulassen.
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Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse der Paralyse-Experimente mit PON2 / poml-3, FHAD1,
B0261.6, rbg-1 und rbg-2. Der RNAi-vermittelte Verlust von FHAD1 besaf keinen Einfluss auf
die Paralyse im Vergleich zu den Kontrollwiirmern (Abbildung 18 A). Die Herunterregulation
von PON2 / poml-3 fithrte zu einer interessanten Auswirkung auf den Paralyse-Phanotyp. In den
ersten Tagen wurde die Paralyserate im Vergleich zu eV-behandelten Wiirmern zunéchst
verbessert, spater allerdings paralysierten die Wiirmer sehr rasch, sodass am Ende kein
positiver Effekt beobachtet wurde (Abbildung 18 A). Die Herunterregulation mittels RNAi von
B0261.6 verbesserte den Phanotyp der CL2006-Wiirmer iiber den gesamten Verlauf des
Experiments (Abbildung 18 A). Auch zuvor konnte beim Verlust von B0261.6 eine geringere
Aggregation von Luc::GFP und PolyQ::YFP festgestellt werden. Allerdings kann hier noch keine
Aussage Uber einen Mechanismus gemacht werden, da iiber das Gen im Wurm noch nichts
bekannt ist und auch bisher noch kein Sdugerhomolog gefunden wurde. Somit bietet sich dieses

Gen fiir zukinftige Untersuchungen seiner Funktion und seiner Wirkung auf die Proteostase an.

Die Paralyse-Experimente mit PON2 /poml-3, FHAD1 und B0261.6 wurden bei einer
Temperatur von 20°C durchgefiihrt. Im Verlauf der Experimente zeigte sich allerdings, dass bei
dieser Temperatur viele Wiirmer aus der Gesamtpopulation entfernt werden mussten, da diese
zahlreiche Phdnotypen neben der Paralyse entwickelten. Die Expression von AB42 im
Hautmuskelschlauch stért die Fahigkeit Eier abzulegen, da auch die Muskeln der
Geschlechtsorgane und des Eilege-Apparats von der Paralyse betroffen sind. Viele Wiirmer
zeigten eine ,Protruding Vulva“, bei der sich die weiblichen Geschlechtsorgane nach aufien
stiilpen oder starben an einem ,Bag of Worms*“. Dabei konnen die betroffenen Muttertiere die
Eier nicht legen und die Nachkommen schliipfen noch im Koérper. Ab einer gewissen Grofde der
Larven stirbt das Muttertier. Wird das Paralyse-Experiment allerdings bei einer Temperatur von
nur 15°C durchgefiihrt, beschranken sich diese fiir die Analyse problematischen Phénotypen wie
JProtruding Vulva“ und ,Bag of Worms" auf einen weitaus geringeren Anteil der untersuchten

Wurmpopulation.

Der RNAi-vermittelte Verlust von rbg-1 zeigte einen verstirkten Paralyse-Phanotyp, ab Tag acht
war dieser Effekt signifikant (Abbildung 18 B). Auch die Herunterregulation von rbg-2 erhohte
den prozentualen Anteil paralysierter Wiirmer, allerdings weniger stark als rbg-1, denn erst ab
Tag zehn waren hier die Effekte signifikant (Abbildung 18 C). Die erhohte Paralyserate nach
RBG-1 und RBG-2-Verlust ist ein indirekter Hinweis, dass die Aggregation des humanen AB42 im
Hautmuskelschlauchs dieses Wurmstamms verstarkt wurde. Im folgenden Experiment soll
gezeigt werden, dass die Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 zu mehr AB42-Aggregaten

fihrt.
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Abbildung 18: Neue Modulatoren der Proteostase verdandern die Paralyse von CL2006-
Wiirmern: AB42-Aggregation im Muskel von CL2006-Wiirmern fiihrt zu einem Paralyse-
Phénotyp (Versuche bei 15°C und 20°C). A. Im Vergleich zur eV-Kontrolle zeigte
FHAD1-Verlust keinen Effekt auf die Paralyse (n = 85). Die Herunterregulation von
PON2 / poml-3 zeigte erst eine Verbesserung dieses Phanotyps, die Werte ndherten sich
dann aber wieder dem Niveau der Kontrolle an (n = 16). B0261.6-Verlust erniedrigte den
prozentualen Anteil paralysierter Wiirmer (n = 79). B. Die Herunterregulation mittels
RNAi von rbg-1 zeigte einen verstarkten Paralyse-Phanotyp wahrend einer
Versuchsdauer von 12 Tagen (eV: n = 316, rbg-1: n = 308). Ab Tag 8 war die Verstarkung
der Paralyse signifikant (n=6; *P < 0,05, * P < 0,01 und *** P < 0,01, One Way Anova).
C. Der Verlust von RBG-2 zeigte ebenfalls eine erhdhte Paralyse, allerdings waren diese
Effekte nicht ganz so stark wie bei rbg-1 im Verlauf von 12 Tagen (eV: n =273, rbg-2:

n = 295). Der Unterschied in der Paralyserate zwischen eV und RBG-2-Verlust war erst
ab Tag 10 signifikant (n =6, * P < 0,05, One Way Anova).
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3.1.23. Ndihere Beschreibung der Proteostase-beeinflussenden Faktoren
mittels Untersuchung der Aggregation von Thioflavin S-gefdrbten

Ap42-Aggregaten in CL2006

Der RNAi-vermittelte Verlust von RBG-1 und RBG-2 beschleunigte die Paralyse der Ap42-
exprimierenden Wiirmer. Um diesen Einfluss mit der Zahl der AB42-Aggregate zu korrelieren,
konnen diese mit Thioflavin S gefarbt und fluoreszenmikroskopisch analysiert werden (Morita

etal,2009; Wu et al.,, 2006).

Abbildung 19 A zeigt die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines reprasentativen drei Tage
adulten Wurms nach eV-Kontrollbehandlung. Die Kopfregion wurde als definierter Bereich
bestimmt und die Anzahl der Aggregate, die sich darin befand, ermittelt (weifer Kasten). Die
Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 vermehrt die Anzahl der AB42-Aggregate im Vergleich
zu den eV-Kontrollwiirmern (Abbildung 19 B + C). Dies wurde auch in der Positivkontrolle atg-7
nachgewiesen. ATG-7 ist ein essentielles Protein der Autophagie und zeigt die katalytische

Aktivitat einer E1-Ubiquitin-Ligase (Tanida et al., 1999; Tanida et al,, 2001).

Um auszuschliefden, dass die verstiarkte Akkumulation von Thioflavin S-positiven Aggregaten
und die daraus resultierende verdnderte Paralyserate nach Verlust von RBG-1 / RBG-2 durch
erhohte APB42-Spiegel verursacht wurden, wurden RT-PCR-Analysen durchgefiihrt und gezeigt,
dass die Expression von AB42 durch die Manipulation mittels RNAi nicht beeinflusst wurde
(Abbildung 19 D). Die erfolgreiche Herunterregulation von rbg-1, rbg-2 und atg-7 wurde
ebenfalls mittels RT-PCR-Analyse bestatigt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der RNAi-vermittelte Verlust von RBG-1 und
RBG-2 die Aggregation von Luc::GFP nach Hitzestress und die altersabhidngige Aggregation von
PolyQ::YFP verstarkt. Dariiber hinaus zeigen AP42-exprimierende Wiirmer nach
Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 frither eine Paralyse als die Kontrollwiirmer, was auf
eine geforderte Aggregation dieses Amyloid zuriickzufiihren ist. Anschlief3end soll nun gezeigt
werden durch welchen Mechanismus der Verlust dieser beiden Gene / Proteine zu einer

veranderten Proteostase fiihrt.
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Abbildung 19: RNAi-vermittelter RBG-1 und RBG-2-Verlust fordert die Aggregation von
AB42 in CL2006-Wiirmern: AB42-Aggregate, die sich in den Muskeln des Wurmstammes
CL2006 bilden, wurden mit Thioflavin S-Farbung fluoreszenzmikroskopisch sichtbar
gemacht. A. Aufnahme eines drei Tage adulten reprasentativen CL2006-Wurms nach eV-
Behandlung: Kopfregion stellt Bereich der Auswertung dar (weif3er Kasten, Maf3stab =
100 pm). B. Aufnahmen des definierten Analyse-Bereichs: N2-Wildtyp-Wiirmer dienten
zur Bestimmung des unspezifischen Hintergrunds. CL2006-Wiirmer nach eV-
Behandlung dienen als Negativkontrolle. Die AB42-Aggregation wurde durch rbg-1 und
rbg-2 Herunterregulation verstarkt. Der RNAi-vermittelte Verlust von ATG-7 diente als
Positivkontrolle (Maf3stab = 20 um). C. rbg-1 und rbg-2 Herunterregulation erhéhte die
Anzahl der Aggregate in der Kopfregion im Vergleich zu eV signifikant, dabei wirkte der
RNAi-vermittelte Verlust von RBG-1 starker als der von RBG-2. Die Herunterregulation
von atg-7 diente als Positivkontrolle (eV: n = 42, rbg-1: n = 45, rbg-2: n = 35, atg-7:
n=34;*P <0,05und *** P < 0,001, t-Test) D. RT-PCR-Analysen zeigten, dass die
Herunterregulation der untersuchten Proteine keinen Einfluss auf die Expression von
AB42 bewirkte (n = 3, Mittelwert + Stabw) und dass die Spiegel der untersuchten Gene
nach RNAi-Behandlung herunterreguliert waren (rbg-1: n =4, rbg-2: n = 2, atg-7:n =3,
*¥* P <0,001, t-Test).

61



ERGEBNISSE 3.

3.1.3. Der RNAi-vermittelte Verlust von RBG-1 und RBG-2 inhibiert die
Autophagie

Nachdem gezeigt war, dass der Verlust von RBG-1 und RBG-2 die Aggregation von Proteinen
verstarkt, sollte nun geklart werden auf welchem Weg RBG-1 und RBG-2 die Proteostase
beeinflussen. Interessanterweise wurden die Sdugerhomologe RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in
einer Analyse des autophagischen Netzwerks mit der Autophagie verbunden (Behrends et al,
2010), sodass hier auch gezielt der Einfluss von RBG-1 und RBG-2 auf diesen intrazelluldren
Abbauweg untersucht wurde. Dazu wurde ein Wurmstamm verwendet, der ein GFP::LGG-1
exprimiert. LGG-1 ist das C. elegans-Ortholog von MAP1LC3 und ein Mitglied der ATG8-
Proteinfamilie. Das Konstrukt erlaubt die Beobachtung von (prd)autophagosomalen Strukturen,
da Mitglieder der ATG8-Proteinfamilie mit autophagosomalen Membranen assoziiert sind und
diese hier durch ihre Markierung mit GFP fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden
konnen. In den an der Oberfliche des Wurms gelegenen Saumzellen lassen sich durch dieses
GFP::LGG-1-Konstrukt punktférmige (prda)autophagosomale Strukturen untersuchen (Melendez
etal,2003).

Diese GFP::LGG-1-exprimierenden Wiirmer wurden nach RNAi-vermitteltem Verlust von RBG-1
und RBG-2 im letzten Larvenstadium entweder auf Kontroll-Agarplatten mit Bakterien
(+Bakterien) oder iiber Nacht auf nahezu bakterienfreie Platten (-Bakterien, sieche Methoden
2.2.2.9) iberfiihrt (Abbildung 20). Auf den Platten, die nahezu ohne Bakterien waren, wurde
somit iiber Nacht bei den Wiirmern Hunger induziert. Unter eV-Kontrollbedingungen wurde die
Autophagie-Maschinerie durch diesen Hunger aktiviert und lieff sich in Form von
(prda)autophagosomalen Strukturen beobachten (Abbildung 20 A). In rbg-1 und rbg-2
Herunterregulation mittels RNAi konnte diese Induktion der Autophagie nicht beobachtet
werden. Die Zahl der (Prd)Autophagosomen in diesen Zellen &dhnelte der Anzahl in den
Kontrollzellen, die nicht gehungert hatten. Bec-1 diente als Positivkontrolle. BECLIN-1 ist ein
kanonischer Faktor der Autophagie (Funderburk et al, 2010; Itakura et al, 2008). Somit wurde
gezeigt, dass die Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 die Proteostase durch eine verringerte
Autophagie storte. Die Induktion dieses Abbauweges bleibt nach RNAi-vermittelter

Herunterregulation der hier untersuchten Gene aus.
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Abbildung 20: RNAi-vermittelter Verlust von RBG-1 und RBG-2 stort die Autophagie: In
GFP::LGG-1-exprimierenden Wiirmer lassen sich (pra)autophagosomale Strukturen
fluoreszenzmikroskopisch in Saumzellen darstellen. A. Waren die Wiirmer mit Nahrung
gut versorgt, lief3en sich keine Unterschiede in der Anzahl der (pra)autophagosomalen
Strukturen in den untersuchten Zellen erkennen [+Bakterien]. Hungerten die Wiirmer
iiber Nacht auf nahezu bakterienfreien Agarplatten bildeten sich bei der eV-Kontrolle
vermehrt (Pra)Autophagosomen, bei rbg-1 und rbg-2 Herunterregulation blieb diese
Vermehrung aus [-Bakterien], (Mafdstab = 50 um). B. Die Anzahl der
GFP::LGG-1-positiven Punkte pro Saumzelle erh6hte sich nach Hunger {iber Nacht in der
eV-Kontrolle. Diese Zunahme zeigte sich nicht beim RNAi-vermittelten Verlust von
RBG-1 und RBG-2. Als Positivkontrolle diente bec-1-Herunterregulation. Die
Unterschiede zwischen eV und rbg-1, rbg-2 bzw. bec-1 RNAi-Behandlung waren
signifikant (eV:n= 58/64, rbg-1: n=38/41, rbg-2: n = 33/40, bec-1: n = 48/42;
***P<0,001).
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3.1.4. Zusammenfassung der Ergebnisse im Wurmsystem

Mit einer RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse in C. elegans wurden neue Modifikatoren der
Proteinstabilitat identifiziert und eine Auswahl dieser Faktoren wurde in verschiedenen
Wurmstdmmen auf ihren Einfluss auf die altersabhdngige Aggregation von PolyQ35::YFP, die
Effekte auf den Paralyse-Phanotyp in CL2006-Wiirmern und die Verdnderung der Aggregation
von Thioflavin S-gefarbten AB42 untersucht. Der Verlust von RBG-1 und RBG-2 zeigte in diesen
Experimenten eine verdnderte Proteostase. Diese Beeinflussung des Proteostasenetzwerks
konnte mithilfe eines Wurmstamms, der ein GFP::LGG-1-Reporter exprimiert, auf eine Storung
der Autophagie zuriickgefiihrt werden. Somit konnten rbg-1 und rbg-2 als neue Faktoren der
Proteostase und der Autophagie identifiziert werden. Diese Erkenntnisse wurden im weiteren

Verlauf dieser Arbeit in das Sdugersystem libertragen.
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3.2. Der RAB3GAP-Komplex im Sdugersystem

Die RNAi-vermittelte Proteostase-Analyse in C. elegans fiihrte zu der Identifikation von RBG-1
und RBG-2 als neue Faktoren der Proteostase und der Autophagie. Das humane Ortholog von
RBG-1 ist RAB3GAP1 und das Ortholog von RBG-2 ist RAB3GAP2. Beide Untereinheiten bilden
zusammen den heterodimeren RAB3 GTPase-activating Protein-Komplex, von dem bekannt IST,
dass er die Umwandlung der GTP-gebundenen aktiven Form zur GDP-gebundenen inaktiven
Form der RAB GTPase RAB3 stimuliert (Aligianis et al, 2005; Aligianis et al, 2006). Im
Folgenden wurden nun die neuen Erkenntnisse aus C. elegans ins Sdugersystem ubertragen.
Hierfiir wurden RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in humanen Zellen herunterreguliert oder
tiberexprimiert und die dadurch verursachten Veranderungen in der Autophagie untersucht. Fiir
die folgenden Experimente wurden zwei verschiedene Zellsysteme verwendet, ndmlich klonale,
menschliche, embryonale Nieren-Zellen (Human Embryonic Kidney 293 Cells = HEK293a(Graham
et al, 1977), sowie primdre, menschliche, fetale Lungen-Myofibroblasten (IMR90-Zellen;
(Alborghetti et al., 2010).

3.2.1. Die Herunterregulation von RAB3GAP1/2 hemmt die Autophagie

Die Herunterregulation der Komponenten des heterodimeren RAB3GAP-Komplexes vie RNAi
zeigte Einfluss auf die Autophagie in Westernblot-Analysen von HEK293a-Zellen (Abbildung 21).
In den Einzelherunterregulationen von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 akkumulierte mehr
unlipidiertes LC3-I als in der Nonsense-Kontrolle (Abbildung 21 A+C). Der autophagische Flux
von p62/SQSTM1 und LC3-II war allerdings nur geringfiigig verandert, wenn jeweils nur
RAB3GAP1 oder RAB3GAP2 herunterreguliert wurde. Die Herunterregulation der einzelnen
Komponenten zeigte somit eine gestorte LC3-I-Lipidierung, allerdings resultierte dies nicht in

einer gestorten autophagosomalen Biogenese.

Erst die Manipulation beider Komponenten RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte eine gestorte
Autophagie. Beeinflusste man RAB3GAP1 und RAB3GAP2 gemeinsam (Abbildung 21 B) zeigte
sich mehr LC3-I und zusatzlich eine gestorte autophagische Aktivitidt, die sich an dem
verringerten autophagischen Flux von LC3-1I und p62/SQSTM1 zeigte (Abbildung 21 D). Da nur
die Herunterregulation beider Komponenten des heterodimeren RAB3GAP-Komplexes eine
veranderte Autophagie zeigte, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit nur noch die Autophagie

durch Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2 untersucht.
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Abbildung 21: Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in HEK293a-Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden und
nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1l (+) behandelt wurden (Tubulin
diente als Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzelherunterregulation von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2: Es liefd sich eine erh6hte Akkumulation von LC3-1im
Vergleich zur Kontrolle beobachten. B. Immunoblot-Analyse nach
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2: Es konnte eine Akkumulation von LC3-I1
beobachten werden und der autophagische Flux von p62/SQSTM1 und LC3-II war
deutlich verringert nach RAB3GAP1/2-Herunterregualtion. C. Statistische Auswertung
der Einzelherunterregulationen von RAB3GAP1 und RAB3GAP2: die Menge an
LC3-1/Tubulin war signifikant erh6ht, aber der autophagische Flux von LC3-II und
p62/SQSTM1 war nicht verandert nach Herunterregulation (Statistik: n = 4; Mittelwert +
Stabw; * P < 0,05; t-test). D. Statistische Auswertung der Doppelherunterregulation von
RAB3GAP1/2: die Menge an LC3-1/Tubulin war signifikant erh6ht und der
autophagische Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 war signifikant verringert in der
Herunterregulation von RAB3GAP1/2 (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; * P < 0,05;
t-test).
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Auch in humanen, primdren IMR90-Fibroblasten waren die in der klonalen Linie gezeigten
Effekte zu beobachten (Abbildung 22). In der Immunoblot-Analyse war nach
Doppelherunterregulation von RABGAP1/2 die Akkumulation von unlipidiertem LC3-I deutlich
erkennbar (Abbildung 22 A+B). Auch der verminderte autophagische Flux von p62/SQSTM1 und
LC3-II war in IMR90-Fibroblasten zu sehen (Abbildung 22 C+D). Die Herunterregulation von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in IMR90-Zellen bestitigt die Ergebnisse aus den klonalen HEK293a-
Zellen. Die Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in klonalen HEK293a-Zellen und

in primaren IMR90-Fibroblasten stort die autophagosomale Biogenese.
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Abbildung 22: Herunterregulation von RAB3GAP1/2 zeigte Effekte auf die Autophagie
in IMR90-Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden und nach 48 h fiir
4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden (Tubulin diente als
Ladekontrolle; Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014): A. Immunoblot-Analyse nach
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2: Es lief? sich eine Akkumulation von LC3-I
beobachten und der autophagische Flux von p62/SQSTM1 und LC3-II war deutlich
vermindert nach Herunterregulation. B.-D. Statistische Auswertung der
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2: die Menge an LC3-1/Tubulin war
signifikant erh6ht und der autophagische Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 war
vermindert im Vergleich zur Kontrolle (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; * P < 0,05;
t-test).
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3.2.2. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Herunterregulation von

RAB3GAP1/2

In Western-Blot-Analysen zeichnete sich die Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2
durch eine Akkumulation von unlipidiertem LC3-I und einem verminderten autophagischen Flux
von LC3-II und p62/SQSTM1 aus. Im Folgenden sollen diese Effekte fluoreszenzmikroskopisch
in HEK293a- und IMR90-Zellen dargestellt werden.

Die hier verwendeten Kklonalen HEK293a-Zellen tragen stabil ein ptfLC3-Plasmid und
exprimieren ein GFP- und RFP-gekoppeltes LC3. Dadurch lassen sich Autophagosomen als
farbige punktférmige Strukturen darstellen. Im neutralen Milieu des Zytoplasmas erscheinen
autophagosomale Strukturen durch beide Farbstoffe in gelber Farbe. Verschmelzen die
Autophagosomen mit Lysosomen wird das weniger stabile GFP durch das saure Milieu zerstort
weswegen Autolysosomen als rote Strukturen zu erkennen sind. Wahrend im HEK293a-System
mit stabil transfizierten Zellen gearbeitet wurde, wurden in Fibroblasten autophagosomale
Strukturen durch Immunfarbung sichtbar gemacht um die Autophagie zu untersuchen. LC3
wurde mit Dylight488-Farbstoff griin und p62/SQSTM1 mit Cy5-Farbstoff rot markiert.
Autophagosomale Strukturen liefRen sich somit in diesen Zellen als rote und somit LC3-

markierte oder griine und somit p62/SQSTM1-gekoppelte punktférmige Strukturen darstellen.

Unter basalen Bedingungen erschienen die Nonsense- und die RAB3GAP1/2 siRNA-
transfizierten HEK293a- und IMR90-Zellen gleich und zeigten wenige bis Kkeine
Autophagosomen (Abbildung 23 A / Abbildung 24 A). Nach Bafilomycin A1-Behandlung zeigten
sich in den Nonsense-Zellen mehr autophagosomale Strukturen als farbige Punkte. Dieser Effekt
blieb bei den Zellen, in denen RAB3GAP1/2 herunterreguliert war, aus. Hier liefen durch die
Bafilomycin A1-Behandlung keine autophagosomalen Strukturen auf. Die autophagosomale

Biogenese war durch RAB3GAP1/2-Herunterregulation gestort.

Um die Autophagie pharmalogisch zu induzieren wurde Rapamycin eingesetzt. Dieses Agenz ist
ein Aktivator der Autophagie, denn es blockiert mTOR und hebt somit dessen Autophagie-
hemmende Wirkung auf. Die Nonsense-transfizierten klonalen und primédren Zellen zeigten
durch die Rapamycin-Behandlung eine erh6hte Bildung von Autophagosomen (Abbildung 23 B /
Abbildung 24 B). Diese akkumulierten durch die Behandlung mit Bafilomycin A1l. Nach
Induktion der Autophagie mittels Rapamycin konnten in der Herunterregulation von RAB3GAP1
und RAB3GAP2 weniger autophagosomale Strukturen beobachtet werden als in den
Kontrollzellen. Auch eine Bafilomycin Al-Behandlung konnte kaum eine erhéhte Bildung von
Autophagosomen in den Rapamycin-behandelten Zellen nach RAB3GAP1/2-Herunterregulation

bewirken.
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Sowohl die konfokale Mikroskopie von ptfLC3-HEK293a-Zellen als auch die Immunfarbung von
IMR90-Fibroblasten zeigten unter basalen und Rapamycin-induzierten Bedingungen weniger
Autophagosomen als in den Nonsense-behandelten Zellen, was darauf schlief3en ldsst, dass die
autophagosomale Biogenese gestort war. Diese Ergebnisse bestitigen die Erkenntnisse aus den
Western-Blot-Analysen, in denen durch die Herunterregulation von RAB3GAP1/2 die
autophagosomale Biogenese ebenfalls gehemmt war, was sich an einem verminderten Flux von
LC3-II und p62/SQSTM1 zeigte. Im weiteren Verlauf soll nun gezeigt werden, wie sich eine
erhohte Menge von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 im Vergleich zum Verlust dieser beiden Proteine

verhalt.

Abbildung 23 (folgende Seite): Konfokale Aufnahmen von HEK293a-Zellen, die stabil
das ptfLC3-Plasmid tragen und dadurch GFP- und RFP-gekoppeltes LC3 exprimieren:
Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte Effekte auf die Autophagie in
diesen Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden und nach 48 h fiir 4 h
mit DMSO (Kontrolle), mit Bafilomycin A1 und/oder mit Rapamycin behandelt wurden
(DAPI diente zur Nuclei-Farbung, Mafdstab = 50 um). A. Bei den unbehandelten
Kontrollzellen lief3en sich sowohl bei der Nonsense- als auch bei der RAB3GAP1/2 -
Transfektion keine punktférmigen autophagosomalen Strukturen beobachten. Nach
Bafilomycin A1-Behandlung lief3en sich rote und gelbe Autophagosomen in der
Nonsense-Kontrolle beobachten (weifde Pfeile). Dieser Effekt trat in der
Herunterregulation nicht auf. B. Induziert man die Autophagie mithilfe von Rapamycin
lief3en sich in der Nonsense-Kontrolle viele rote und gelbe punktférmige Strukturen
beobachten. Nach Bafilomycin A1-Behandlung wurden diese Autophagosomen vermehrt.
Nach Rapamycin-Behandlung zeigten sich in der RAB3GAP1/2-Herunterregulation in
HEK293a viel weniger autophagosomale Strukturen als in den Nonsense-Zellen. Auch
durch zusétzliche Manipulation mit Bafilomycin A1 akkumulierten weniger
Autophagosomen in den RAB3GAP1/2 siRNA-behandelten Zellen.

69



ERGEBNISSE

Nonsense

RAB3GAP1/2 siRNA

(v

Nonsense

RAB3GAP1/2 siRNA

Kontrolle

®

Rapamycin

Bafilomycin Al

LC3-RFP DAPI
Rapamycin + Bafilomycin Al

LC3-RFP DAPI

70



ERGEBNISSE 3.

A Kontrolle Bafilomycin Al

Nonsense

< -- -
=

o«

1%}

o~

~

i

[a

<

O]

(32]

o

<C

o

LC3 DAPI
B Rapamycin Rapamycin + Bafilomycin Al
oy " ‘i 2

3

c

(]

2

o

4

<

=

[~

(%]

N

S~

i

[«

<

O]

(32]

o

<

o<

LC3 DAPI

Abbildung 24: Konfokale Aufnahmen von LC3- und p62/SQSTM1-Immunfarbung in
IMR90-Fibroblasten: Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte Effekte
auf die Autophagie in diesen Zellen, die mit der angegebenen siRNA manipuliert wurden
und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (Kontrolle), mit Bafilomycin A1 und/oder Rapamycin
behandelt wurden (DAPI diente zur Nuclei-Farbung, Maf3stab = 50 um;
Primarantikérperfarbung = anti-LC3 und anti- p62/SQSTM1 / Sekundarantikérper =
Dylight488 (griin) und Cy5 (rot); Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014). A. Beiden
unbehandelten Kontrollzellen lief3en sich sowohl bei der Nonsense- als auch bei der
RAB3GAP1/2-Herunterregulation punktférmigen autophagosomale Strukturen
beobachten. Nach Bafilomycin A1-Behandlung vermehrten sich diese in den Nonsense-
Kontroll-Zellen wahrend sich dieser Effekt nach RAB3GAP1/2-Herunterregulation nicht
beobachten lief2. B. Induziert man die Autophagie mithilfe von Rapamycin akkumulierten
in der Nonsense-Kontrolle viele Autophagosomen. Nach Bafilomycin A1-Behandlung
wurden diese Strukturen vermehrt. Bei den RAB3GAP1/2 siRNA-behandelten
Fibroblasten zeigten sich nach Rapamycin-Behandlung viel weniger autophagosomale
Strukturen als in den Nonsense-Zellen. Auch durch zusatzliche Manipulation mit
Bafilomycin A1l akkumulierten viel weniger Autophagosomen in den

RAB3GAP1/2 siRNA-transfizierten Zellen als in den Kontrollzellen.
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3.2.3. Die Uberexpression von RAB3GAP1/2 fordert die Autophagie

Der Verlust von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 fiihrte in Western-Blot-Analysen und
Fluoreszenzmikroskopie zu einer gestérten autophagosomalen Biogenese. Um diesen Einfluss
auf die Autophagie durch RAB3GAP1/2 zu bestitigen, wurde zusatzlich zu der siRNA-
vermittelten Herunterregulation auch die Uberexpression beider Komponenten mithilfe von

Plasmiden niher betrachtet.

In den klonalen HEK293a-Zellen konnte in einzelnen Experimenten nach Einzeliiberexpression
ein Einfluss auf die Autophagie beobachtet werden (Abbildung 25 A), dieser Einfluss war aber
wie bei der Herunterregulation liber mehrere Versuche nicht nachzuweisen (Abbildung 25 C).
Erst die Uberexpression beider Untereinheiten des RAB3GAP-Komplexes zeigte eine Erhhung
des autophagischen Fluxes von p62/SQSTM1 und LC3-II im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle
(Abbildung 25 B+D). Dies konnte man in dieser Zelllinie allerdings nur schwach erkennen. Um
diese Tendenz der verdanderten Autophagie in den HEK293a-Zellen zu bestitigen, wurde die

Uberexpression von RAB3GAP1/2 auch in IMR90-Fibroblasten untersucht.
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Abbildung 25: Uberexpression von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in HEK293a-Zellen, die mit den angegebenen Plasmiden transfiziert wurden
und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden
(Tubulin diente als Ladekontrolle): A. Inmunoblot-Analyse nach Einzeliiberexpression
von RAB3GAP1 und RAB3GAP2: Der Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 wirkte verandert
nach Einzelherunterregulation im Vergleich zur Kontrolle. B. Immunoblot-Analyse nach
Doppeliiberexpression von RAB3GAP1/2: Der autophagische Flux von p62/SQSTM1 und
LC3-II war erh6ht nach Doppelherunterregulation im Vergleich zur Leervektor-
Kontrolle. C. Statistische Auswertung der Einzeliiberexpression von RAB3GAP1 und
RAB3GAP2: Es zeigte sich kein Effekt nach Einzelherunterregulation (Statistik: n = 3;
Mittelwert + Stabw; t-test). D. Statistische Auswertung der Doppeliiberexpression von
RAB3GAP1/2: der autophagische Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 war in der Tendenz
nach Plasmid-Transfektion erhéht im Vergleich zur Kontrolle (Statistik: n = 5; Mittelwert
+ Stabw; t-test).
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In den primaren IMR90-Fibroblasten zeigte sich eine deutliche Erh6hung des autophagischen
Fluxes von p62/SQSTM1 und LC3-1I nach Uberexpression von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in der
Immunoblot-Analyse im Vergleich zur Leervektor-Transfektion (Abbildung 26, A+B). Dies
bestitigt die tendenziellen Effekte aus den HEK293a-Zellen. Die Uberexpression von
RAB3GAP1/2 fordert die autophagosomale Biogenese und zeigt somit den reziproken Effekt zur
Herunterregulation von RAB3GAP1/2. Der RAB3GAP-Komplex ist ein positiver Regulator der
Autophagie.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass RAB3GAP1 und RAB3GAP2 die autophagosomale
Biogenese und somit den autophagischen Flux férdern, bleibt nun offen {iber welche

Mechanismen RAB3GAP1/2 in der Autophagie wirken.
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Abbildung 26: Uberexpression von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in IMR90-Fibroblasten, die mit den angegebenen Plasmiden transfiziert
wurden und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1l (+) behandelt
wurden (Tubulin diente als Ladekontrolle; Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014):

A. Immunoblot-Analyse nach Doppeliiberexpression von RAB3GAP1/2: Der Flux von
p62/SQSTM1 und LC3-1I war deutlich erhéht im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle.

B. Statistische Auswertung der Doppeliiberexpression von RAB3GAP1/2: der
autophagische Flux von LC3-1I und p62/SQSTM1 war im Mittel nach Uberexpression
signifikant erhoht, (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; * P < 0,05 und ** P < 0,01; t-test)
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3.2.4. Die Effekte der RAB3GAPs auf die Autophagie sind unabhdngig von der
RAB GTPase RAB3

Bisher wurde der RAB3GAP-Komplex (wie sich auch bereits aus der Namensgebung erschliefdt)
mit der Regulation der GTPase RAB3 und der Neurotransmitter-Ausschiittung an neuronalen
Synapsen assoziiert (Muller et al., 2011; Sakane et al, 2006). Um zu analysieren, ob der Einfluss
auf die Autophagie von RAB3GAP1/2 liber RAB3 vermittelt wird, wurde die Auswirkung der
RAB3-Herunterregulation auf die Autophagie untersucht. RAB3 hat mindestens vier
verschiedene Isoformen, die sich in ihrer Funktion kompensieren kénnen (Schluter et al., 2006;
Schluter et al, 2004). Um diese kompensatorischen Effekte zu verhindern wurden

RAB3A, B, C und D gleichzeitig mithilfe von siRNA herunterreguliert.

Die RAB3A-D siRNA-Transfektion zeigte in HEK293a-Zellen keine verdnderte Lipidierung von
LC3 und auch keinen Einfluss auf den autophagischen Flux von LC3 oder p62/SQSTM1
(Abbildung 27 A). Die RAB3A-D Herunterregulation hatte hier somit keine Effekte auf die
Autophagie und dhnelte der Nonsense-Kontrolle. Die Doppelherunterregulation von RAB3GAP1
und RA3GAP2 zeigte im Immunoblot, wie zuvor beschrieben, eine Akkumulation von LC3-I und

eine Verminderung des autophagischen Fluxes von p62/SQSTM1 und LC3-II.

Abbildung 27 (folgende Seite): Herunterregulation von RAB3A-D zeigte keine Effekte
auf die Autophagie in HEK293a-Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert
wurden und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt
wurden (Tubulin diente als Ladekontrolle): A. Imnmunoblot-Analyse nach
Herunterregulation von RAB3A-D und RAB3GAP1/2: Die RAB3A-D siRNA-Transfektion
zeigte keine Effekte auf die Lipidierung von LC3 oder den autophagischen Flux von
LC3-II und p62/SQSTM1, wahrend die RAB3GAP1/2 Herunterregulation eine gestorte
Lipidierung von LC3 und einen erniedrigten autophagischen Flux von p62/SQSTM1 und
LC3-I1 im Vergleich zur Nonsense-Kontrolle zeigt. B. Statistische Auswertung der
Herunterregulation von RAB3GAP1/2: LC3-I akkumulierte und der autophagische Flux
von LC3-1T und p62/SQSTM1 war nach RAB3GAP1/2-Herunterregulation im Vergleich
zur Kontrolle vermindert (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; * P < 0,05; t-test).

C. Statistische Auswertung der Herunterregulation von RAB3A-D: die Lipidierung von
LC3-I, und der autophagische Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 waren im Vergleich zur
Kontrolle nach RAB3A-D siRNA-Behandlung nicht verandert (Statistik: n = 3; Mittelwert
+ Stabw; n.s. = nicht signifikant; ¢t-test). C. Agarosegel einer PCR von HEK293a-cDNA nach
Nonsense- (NS) und RAB3A-D siRNA-Transfektion (siRNA), RPL19 diente als
Ladekontrolle: RAB3A war die am meisten exprimierte RAB3-Isoform in HEK293a und
ihr Spiegel konnte in der Herunterregulation deutlich gesenkt werden. In geringerer
Menge war RAB3D nachzuweisen, aber auch hier konnte eine Herunterregulation
nachgewiesen werden. HEK293a-Zellen exprimieren kein RAB3B und RAB3C. D. qPCR-
Analyse der Expression von RAB3A und RAB3D: Die Expressionsspiegel der mRNA von
RAB3A und RAB3D waren nach Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle in

drei unabhadngigen Experimenten vermindert (Statistik: n = 3, Mittelwert + Stabw).
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Zum Nachweis der erfolgreichen Reduktion der RAB3-Isoformen durch siRNA-Transfektion
wurde eine PCR-Analyse durchgefiihrt. In einer Agarosegel-Elektrophorese nach einer PCR zum
Nachweis von RAB3A, B, C und D konnten in HEK293a-Zellen nur RAB3A und RAB3D und deren
Herunterregulation nachgewiesen werden (Abbildung 27 C). Diese klonale Zelllinie exprimiert
somit nur zwei Isoformen von RAB3. Um den genauen Umfang der Reduktion von RAB3A und
RAB3D zu bestimmen, wurden deren Spiegel nach Herunterregulation mittels quantitativer
PCR-Analysen ermittelt. Hier konnten die verminderten Mengen der mRNA-Spiegel von RAB3A
und RAB3D bestatigt werden (Abbildung 27 D).

Die Herunterregulation von RAB3A-D zeigte in HEK293a-Zellen keinen Effekt auf die
Autophagie. Im Folgenden wurde dieses Experiment in IMR90-Fibroblasten durchgefiihrt. Auch
die RAB3A-D siRNA-Transfektion in IMR90-Fibroblasten zeigte keine verdnderte Lipidierung
von LC3 oder einen Einfluss auf den autophagischen Flux von LC3-II oder p62/SQSTM1 in der
Immunoblot-Analyse im Vergleich zur Nonsense-Kontrolle (Abbildung 28 A+C). IMR90-Zellen
exprimieren vier Isoformen A-D von RAB3. Diese konnten durch siRNA-Behandlung in ihren

mRNA-Spiegeln im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringert werden (Abbildung 28 B).

Die Herunterregulation von RAB3A-D mittels siRNA zeigte somit in HEK293a-Zellen und in
IMR90-Fibroblasten keinen Effekt auf die Prozessierung von LC3 und die autophagosomale
Biogenese. Die Wirkung von RAB3GAP1 und RAB3GAP2Z auf die Autophagie wird nach

Erkenntnissen aus diesen Experimente nicht iiber die GTPase RAB3 vermittelt.
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Abbildung 28: Herunterregulation von RAB3A-D zeigte keine Effekte auf die Autophagie
in IMR90-Fibroblasten, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden und nach

48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden (Tubulin diente
als Ladekontrolle; Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014): A. Immunoblot-Analyse nach
Herunterregulation von RAB3: Die RAB3A-D siRNA-Transfektion zeigte keine Effekte auf
LC3 und p62 im Vergleich zur Nonsense-Kontrolle. B. gPCR-Analyse der Expression von
RAB3A, B, C und D: Die Expressionsspiegel der mRNA von RAB3A-D waren nach
Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle in drei unabhangigen Experimenten
signifikant vermindert (Statistik: n = 3; Mittelwert + Stabw; P ** < 0,01 und P *** < 0,001;
t-test). C. Statistische Auswertung der Herunterregulation von RAB3A-D: die Menge an
LC3-I und der autophagische Flux von LC3-II und p62/SQSTM1 waren im Mittel nach
RAB3A-D siRNA-Behandlung nicht verandert (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw;

n.s. = nicht signifikant; t-test).
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3.3. Untersuchung der Interaktionen von RAB3GAP1 und RAB3GAPZ mit

anderen Proteinen

Bisher konnte gezeigt werden, dass die RAB3GAPs neue Faktoren des Autophagienetzwerkes
darstellen. In Yeast Two-Hybrid-Studien von humanen fotalen Gehirnen wurde eine Interaktion
von FEZ1 mit RAB3GAP entdeckt (Assmann et al., 2006; Orr und Zoghbi, 2007). Dariiber hinaus
wirkt FEZ1 zusammen mit SCOC und UVRAG in der Autophagie-Maschinerie. SCOC interagiert
mit FEZ1 und bildet einen trimerischen Komplex mit UVRAG. Dieser beeinflusst wiederum ULK1
und Beclinl und dadurch wirkt FEZ1 als negativer Regulator der Autophagie (McKnight et al,
2012). Im Weiteren sollte daher untersucht werden, ob RAB3GAP1 oder RAB3GAP2 direkte
Proteininteraktionen mit Faktoren der Autophagie oder auch FEZ1 oder dessen Paralog FEZ2

eingehen.

3.3.1. Der RAB3GAP1/2-Komplex interagiert nicht mit einem der hier

untersuchten Autophagie-Gene in der Co-Immunoprdzipitation

In Vorversuchen der Co-Immunoprazipitation (Co-IP) wurden RAB3GAP1:MYC und
RAB3GAP2::MYC in klonalen HEK293a-Zellen iiberexprimiert und anschlieffend wurde mit den
Antikorpern fiir RAB3GAP1, RAB3GAP2 und c-MYC die entsprechenden Antigene prazipitiert. In
der Immunoblot-Analyse wurden diese Proben nach Interaktionen mit gelaufigen Autophagie-

Proteinen untersucht (Daten nicht gezeigt).

Es konnten hier keine Proteininteraktionen mit LC3, p62/SQSTM1, ATG7, ATG3 oder GABARAP
beobachtet werden, obwohl RAB3GAP1 und RAB3GAP2 schon als Interaktionspartner mit
Mitglieder der ATG8-Proteinfamilie beschrieben wurden (Behrends et al, 2010). ATG3 und
ATG7 sind an der Prozessierung von LC3 beteiligt und GABARAP ist neben LC3 ein weiteres
Mitglied der ATG8-Protein-Familie (Weidberg et al,, 2010).

3.3.2. Die Co-Immunoprdzipitation zeigte keine direkte Interaktion von FEZ1,

FEZ2 und RAB3GAP1

Da schon eine Proteininteraktion von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 mit FEZ1 in einem anderen
Zellmodell beschrieben wurde, wurden des Weiteren Co-IPs zwischen FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1
und RAB3GAP2 durchgefiihrt um diese Interaktion auch im hier eingesetzten Zellmodell
nachzuweisen (Assmann et al., 2006; Orr und Zoghbi, 2007).

Nach Uberexpression von RAB3GAP1::MYC und RAB3GAP2::MYC und dem Pull Down mit FEZ1-

und FEZ2-Antikérper konnte aber keine Proteininteraktion gezeigt werden (Daten nicht
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gezeigt). Aus dem gleichen Zelllysat wurden mit dem c-MYC-Antikorper Proteine prazipitiert.

Aber auch hier war keine Interaktion mit FEZ1 oder FEZ2 nachzuweisen.

Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde auch der umgekehrte Versuchsaufbau gewahlt indem
FEZ1::MYC und FEZ2::MYC {uberexprimiert wurden und der Pull Down mit RAB3GAP1-
Antikorper durchgefiihrt wurde (Daten nicht gezeigt). Doch auch in diesen Co-IPs konnten keine

Interaktionen zwischen RAB3GAP1 und FEZ1 oder FEZ2 nachgewiesen werden.

In der Co-Immunoprazipitation konnte keine direkte Proteininteraktion zwischen RAB3GAP1/2
und FEZ1 oder FEZ2 festgestellt werden. Um diese Interaktionsstudien zu ergianzen, wurden
[P/MS-Analysen, die in Kooperation mit Christian Behrends (Institut fiir Biochemie II der

Goethe-Universitit, Frankfurt am Main) durchgefiihrt wurden, angefiigt (siehe Ergebnisse 3.3.3).

3.3.3. Die IP/MS-Analysen zeigten keine direkte Interaktion zwischen
RAB3GAP1 und FEZ1

Fiir die Interaktions-Analysen [Christian Behrends (Institut fiir Biochemie II der Goethe-
Universitat, Frankfurt am Main)] wurden FEZ1, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 als FLAG-
Hamagglutinin(HA)-Fusionsproteine in HEK293a-Zellen exprimiert. Die eluierten anti-HA-
Komplexe wurden trypsiniert und mittels Massenspektrometer analysiert. Anschliefiend
wurden die Kandidaten mit der hdchsten Interaktions-Wahrscheinlichkeit iiber das Programm

ComPASS identifiziert (Behrends et al, 2010; Sowa et al., 2009).

Auch diese IP/MS-Analyse zeigte keine direkte Interaktion zwischen RAB3GAP1/2 und FEZ1.
Fir RAB3GAP1/2 konnten Interaktionspartner wie RFWD2, weitere COP-Proteine oder
C110RF?2 identifiziert werden, wahrend fiir FEZ1 SCOC nachgewiesen wurde. Diese Proteine
wurden zuvor schon mit Autophagie in Verbindung gebracht (Claerhout et al., 2012; Kobayashi
etal, 2013; McKnight et al., 2012; Perez-Victoria et al., 2010).

Das Protein DNAJC13/RMES8, das eine Rolle in der endosomalen Membransortierung spielt,
wurde als gemeinsamer Interaktionspartner von RAB3GAP1 und FEZ1 identifiziert (Urra et al,

2013).

80



ERGEBNISSE 3.

FAM122B PUS7L  APEH DET1 RFWD2 CUL7 PARD3 NAA10 SCOC ANK3 TJP2 LRP1

OLLO00000 OO0 00
e O\ o

FEZ1
DNAJC13
STK40

<:> 4~<:>mms
VAPB Q

O o
- cjeloxe
awm4<:>¢_;

ASPM WTAP CLCC1 RPS27A
el
sLc7as RAB3GAP2 O Her

/ O Bait A
/ ----- PPI database interaction
CHD1L Q Edge thickness Edge color
OPB3 e B
1 8 0 12
Q Q Q Q Q WDN-Score ascore

ALDH1L2 AP1G2 ARCN1 COPG COPG2

“TRAB3GAP1

Abbildung 29: Proteom-Analyse von FEZ1, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 (Quelle: Spang,
Feldmann et al.,, 2014): Das kombinierte Schema zeigt die in der Analyse identifizierten
moglichen Interaktionspartner (HCIP). Bait-Proteine wurden als Flag-Hamagglutinin
(HA)-Fusionsproteine in HEK293a-Zellen exprimiert. Proteine, die in den Anti-HA-
Immunkomplexen eluiert wurden, wurden durch Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
analysiert und als HCIPs von CompPASS identifiziert.
GABARAP und GABARAPL1, zwei Mitglieder der ATG8-Protein-Familie, wurden als mogliche
Interaktionskandidaten fiir die RAB3GAPs identifiziert, konnten aber den strengen
Ausschlussverfahren, die diese Methode vorgibt und die fiir jedes Experiment statistisch neu
ermittelt werden, nicht standhalten (Sowa et al, 2009). In einer vorangegangenen Analyse
konnte eine Interaktion der RAB3GAPs mit ATG8-Proteinen gezeigt werden (Behrends et al,
2010). Dort wurden aber ATG8-Proteine als Bait genutzt und dadurch war die Interaktion

vermutlich starker.

Eine Liste aller gefundenen moglichen Interaktionspartner (HCIP) und deren strenge, von

ComPASS festgelegten Ausschlusskriterien (Scores) finden sich im Anhang (siehe 7.6).

So wie in der Co-Immunoprazipitation konnte auch in der IP/MS-Analyse keine direkte

Interaktion zwischen RAB3GAP1 oder RAB3GAP2 zu FEZ1 nachgewiesen werden.
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3.4. Die Effekte von FEZ1 und FEZ2 auf die Autophagie im Vergleich zu
den Verdnderungen durch den RAB3GAP1/2-Komplex

Da weder in den Co-Immunoprazipitationen noch in der IP/MS-Analysen eine direkte
Interaktion von RAB3GAP1/2 und FEZ1/2 festgestellt werden konnte, wurden im Weiteren die
Effekte von RAB3GAP1/2 im Vergleich zu FEZ1 und FEZ2 untersucht. Hier konnte gezeigt
werden, dass RAB3GAP1/2 als positive Regulatoren der Autophagie wirken. FEZ1 wurde
hingegen als ein negativer Regulator der Autophagie beschrieben, was hier bestitigt werden
sollte (McKnight et al, 2012). Das FEZ1-Homolog FEZ2 kann im Saugersystem durch seine sehr
dhnliche Struktur die Funktionen von FEZ1 iibernehmen und eventuelle Auswirkungen bei der
Herunterregulation oder Uberexpression von FEZ1 kompensieren (Alborghetti et al, 2011).
Daher war es naheliegend den Einfluss von FEZ1 und auch FEZ2 auf die Autophagie zu
bestimmen und diese Erkenntnisse mit denen der Manipulation von RAB3GAP1/2 zu

vergleichen.

Die Funktion von FEZ1 als negativer Regulator konnte hier bestitigt werden, denn FEZ1-
Herunterregulation erhdht den autophagischen Flux von LC3-II, wahrend die FEZ1-
Uberexpression diesen in der Tendenz verringerte (Abbildung 30 A+B / Abbildung 31 A+B).
Zusatzlich zeigte FEZ2 den gleichen Einfluss auf die Autophagie, denn FEZ2-Herunterregulation
forderte die Autophagie und FEZ2-Uberexpression hemmte den autophagischen Flux von LC3-II
tendenziell. Hier konnte FEZ2 somit ebenfalls als negativer Regulator der Autophagie

beschrieben werden.

Der grofdte Einfluss auf die Autophagie konnte aber durch eine Doppelmanipulation erreicht
werden. Die Herunterregulation von FEZ1 und FEZ2 gemeinsam erh6hte den autophagosomalen
Flux von LC3-II und die Doppeliiberexpression von FEZ1/2 hatte sogar noch einen grofieren
Einfluss als die Manipulation von nur einem FEZ-Protein (Abbildung 30 C+D / Abbildung 31
C+D). Die beiden Homologe FEZ1 und FEZ2 konnen offensichtlich durch ihre sehr dhnliche
Struktur auch ihre Funktionen in der Autophagie gegenseitig kompensieren, was hier in der
Uberexpression von nur einem FEZ-Protein gezeigt wurde. Erst eine Doppeliiberexpression

verminderte den autophagischen Flux von LC3-II in HEK293A-Zellen signifikant.
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Abbildung 30: Herunterregulation von FEZ1 und FEZ2 zeigte Effekte auf die Autophagie
in HEK293a-Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden und nach 48 h
fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden (Aktin diente als
Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzelherunterregulation von FEZ1 und
FEZ2: Die FEZ1- und FEZ2-Herunterregulation zeigte einen starken Einfluss auf den
autophagischen Flux von LC3-II im Vergleich zur Nonsense-Kontrolle. B. Statistische
Auswertung der Einzelherunterregulation von FEZ1 und FEZ2: der autophagische Flux
von LC3-II war in beiden Herunterregulationen signifikant erh6ht im Vergleich zur
Kontrolle (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; P * < 0,05; t-test). C. Inmunoblot-Analyse
nach Doppelherunterregulation von FEZ1/2: Die FEZ1 und FEZ2 siRNA-Transfektion
zeigte eine starke Erh6hung des autophagischen Flux von LC3 im Vergleich zur
Nonsense-Kontrolle D. Statistische Auswertung der Doppelherunterregulation von
FEZ1/2: der autophagische Flux von LC3-II war signifikant im Vergleich zur Kontrolle
(Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; P * < 0,05; t-test). E. qPCR-Analyse der Expression
von FEZ1 und FEZ2: Die Expressionsspiegel der mRNA von FEZ1 und FEZ2 waren nach
Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle vermindert (Statistik: n = 3;

Mittelwert + SEM; t-test)
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Abbildung 31: Uberexpression von FEZ1 und FEZ2 zeigte Effekte auf die Autophagie in
HEK293a-Zellen, die mit den angegebenen Plasmiden transfiziert wurden und nach 48 h
fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden (Aktin diente als
Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzeliiberexpression von FEZ1 und FEZ2:
Die FEZ1- und FEZ2-Plasmid-Transfektion zeigte einen geringen Einfluss auf den
autophagischen Flux von LC3 im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle. B. Statistische
Auswertung der Einzelliberexpression von FEZ1 und FEZ2: der autophagische Flux von
LC3-1I war nach FEZ1- und FEZ2-Plasmid-Transfektion tendenziell vermindert (Statistik:
n = 4; Mittelwert + Stabw; t-test). C. Inmunoblot-Analyse nach Doppeliiberexpression
von FEZ1/2: Die FEZ1 und FEZ2 Plasmid-Transfektion einen starken Einfluf} auf den
autophagischen Flux von LC3-II im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle D. Statistische
Auswertung der Doppeliiberexpression von FEZ1/2: der autophagische Flux von LC3-II
war signifikant vermindert (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; P * < 0,05; t-test).
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Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden die Effekte auf die Autophagie auch in IMR90-Zellen

validiert. Um hier die kompensatorischen Effekte zwischen FEZ1 und FEZ2 ganzlich

auszuschliefRen, wurden in den priméren Zellen alle weiteren Versuche unter den Bedingungen

der Doppelherunterregulation durchgefiihrt. Zusatzlich wurde diese Manipulation mit dem

Einfluss von RAB3GAP1/2 verglichen.

In den primadren IMR90-Fibroblasten konnte in der Herunterregulation von FEZ1 und FEZ2 der

gleiche Einfluss wie in den klonalen HEK293a-Zellen beobachtet werden (Abbildung 32). Der

autophagische Flux von LC3-1I war signifikant erhoht. Die Herunterregulation des RAB3GAP1/2-

Komplexes fiihrte, wie schon zuvor gezeigt, zum gegenteiligen Effekt und verminderte diesen

Flux signifikant. FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 wirken in ihrer Funktion antagonistisch.
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Abbildung 32: Herunterregulation von FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in IMR90-Fibroblasten, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden
und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt wurden
(Tubulin diente als Ladekontrolle) [Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014]: A. Immunoblot-
Analyse nach Herunterregulation der angegebenen Proteine: Die FEZ1/2 siRNA-
Transfektion zeigte eine starke Erhohung des LC3-1I-Fluxes. Die RAB3GAP1/2
Herunterregulation verminderte diesen Flux. Bei der Behandlung mit der siRNA aller
Komponenten wirkte die Akkumulation von LC3-II wieder wie bei der Nonsense-
Kontrolle. B. Statistische Auswertung der Herunterregualtion von FEZ1/2, RAB3GAP1/2
und FEZ1/2 + RAB3GAP1/2: Die FEZ1/2 siRNA-Transfektion zeigte tiber

fiinf unabhangige Experimente eine starke Erhéhung des autophagosomalen Fluxes von
LC3-II. Die Herunterregulation von RAB3GAP1/2 verminderte diesen Flux. Die
Transfektion aller Komponenten gemeinsam zeigten keinen Effekt im Vergleich zur
Nonsense-Kontrolle (Statistik: n = 5; Mittelwert + Stabw; n.s = nicht signifikant, P * < 0,05
und P ** < 0,01; t-test).
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Dartber hinaus konnte in diesem Zellsystem gezeigt werden, das sich diese Einfliisse gegenseitig
aufheben, wenn alle vier Komponenten gemeinsam in den Zellen in ihrer Expression vermindert
sind. Werden FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1 und RAB2GAP2 gleichzeitig herunterreguliert, beobachtet

man den gleichen autophagischen Flux von LC3-1I wie in der Nonsense-Kontrolle.

Zusatzlich zu den Herunterregulationsanalysen wurde auch die Uberexpression von FEZ1 und
FEZ2 in IMR90-Zellen untersucht und mit der Uberexpression von RAB3GAP1/2 verglichen. Die
Uberexpression von FEZ1/2 vermindert in priméren Fibroblasten den autophagischen Flux von
LC3-1I, wihrend, wie schon beschrieben, die RAB3GAP1/2-Uberexpression diesen Flux erhoht
(Abbildung 33). FEZ1/2-Uberexpression hemmt die Autophagie, wihrend die RAB3GAP1/2-
Uberexpression diesen Abbauweg foérdert. Werden aber alle Komponenten gemeinsam
liberexprimiert kompensieren sich die beobachteten Effekte und der autophagische Flux von

LC3-II verhilt sich wieder wie in der Leervektor-Kontrolle.
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Abbildung 33: Uberexpression von FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in IMR90-Fibroblasten, die mit den angegebenen Plasmiden transfiziert
wurden und nach 48 h fiir 4 h mit DMSO (-) oder mit Bafilomycin A1 (+) behandelt
wurden (Tubulin dient als Ladekontrolle; Quelle: Spang, Feldmann et al. 2014):

A. Immunoblot-Analyse nach Uberexpression der angegebenen Proteine: Die FEZ1/2-
Plasmid-Transfektion zeigte eine starke Verminderung des autophagischen Fluxes von
LC3-II. Die RAB3GAP1/2-Uberexpression erhohte diesen Flux. Bei der Uberexpression
aller Komponenten wirkte die Akkumulation von LC3-II wieder wie bei der Leervektor-
Kontrolle. B. Statistische Auswertung der Herunterregulation von FEZ1/2, RAB3GAP1/2
und FEZ1/2 + RAB3GAP1/2: Die FEZ1/2-Plasmid-Transfektion zeigte iiber funf
unabhéngige Experimente eine Verminderung des autophagosomalen Fluxes von LC3-II.
Die Uberexpression von RAB3GAP1/2 erhohte diesen Flux. Die Transfektion aller
Komponenten gemeinsam zeigten keinen Effekt im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle
(Statistik: n = 5; Mittelwert + Stabw; P * < 0,05; ¢t-test).
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Zusammenfassend wurde hier gezeigt, dass RAB3GAP1 und RAB3GAP2 positive Regulatoren der
Autophagie sind, und FEZ1 und FEZ2 negativ auf diesen Abbauweg wirken. Da in
vorrangegangenen Experimenten keine direkte Protein-Interaktion von RAB3GAP1/2 und
FEZ1/2 festgestellt werden konnte, wurde untersucht, ob die Einfliisse von RAB3GAP1,
RAB3GAP2, FEZ1 und FEZ2 auf die Autophagie einen funktionellen Zusammenhang besitzen.
Dazu wurden diese Proteine gemeinsam in humanen Zellen {berexprimiert oder
herunterreguliert. Interessanterweise hoben sich die Effekte gegenseitig auf, wenn die
Proteinmengen aller vier Komponenten FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in der Zelle
erhoht oder erniedrigt waren. Dies zeigt eine funktionelle Verbindung, da bei gleichzeitiger
Manipulation aller Komponenten die Aktivitit der Autophagie, gemessen am autophagischen
Flux von LC3-II, wieder auf den Niveau der Kontrollen war. Das FEZ1 und FEZ2 die Effekte von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 auf den autophagischen Flux ausbalancieren und dies auch in die
andere Richtung funktioniert, steigert die Relevanz des hier untersuchten RAB3GAP-Komplexes

und festigt seine Rolle in der Autophagie.
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4. Diskussion

Die Autophagie ist ein eukaryotischer Stoffwechselweg, der intrazellulire Komponenten wie
Proteine und Organellen gezielt aus dem Zytosol entfernt (Yang und Klionsky, 2009). Die
Initiation dieses Abbauweges ist gekennzeichnet durch die Bildung einer Vorlauferstruktur mit
Doppelmembran, die als Isolationsmembran bezeichnet wird. Diese expandiert zu einem
Vesikel, der das Autophagiesubstrat einschliefst und dann als Autophagosom bezeichnet wird.
Das Autophagosom wird kontrolliert zu Lysosomen transportiert und verschmilzt mit diesen
zum Autolysosom, Worin die Bestandteile abgebaut werden und Aminosduren und Lipide

wieder regeneriert werden (Mizushima et al., 2008).

Die Generierung der Isolationsmembran und die Reifung der Autophagosomen sind abhingig
von einer koordinierten und effizienten Membrandynamik und einem gut funktionierendem
Vesikeltransport. RAB GTPasen und ihre regulatorischen Proteine wie die RABGAPs spielen eine
wichtige Rolle im Membrantransport und sind hochkonservierte Bestandteile des zellularen
Vesikeltransports (Deneka et al., 2003; Grosshans et al.,, 2006; Stenmark, 2009). Aufgrund ihrer
Bedeutung gibt es zahlreiche RAB GTPasen und RABGAPs, die Bestandteil der Autophagie sind
und dort eine Rolle im Vesikel- und Membrantransport spielen (Fukuda und Itoh, 2008). So
konnte gezeigt werden, dass z.B. ATG16L als Effektor von RAB33 wirken kann. Weitere
Mitglieder der RAB-Familie, die an der Bildung der Autophagosomen und deren Reifung beteiligt
sind, sind neben einigen anderen RAB9 bei der ATG5/ATG7-unabhdngigen
Autophagosomenbildung oder RAB5, RAB24 und RAB7 (Chua et al, 2011). Dartliber hinaus
wurden verschiedene TBC-Doméanen-haltige RABGAPs mit der Autophagie assoziiert (Carroll et
al, 2013; Itoh et al, 2008; Longatti et al., 2012; Popovic et al, 2012). TBC-Protein-Domanen
vermitteln die Inaktivierung von RAB Proteinen und scheinen charakteristisch fiir RABGAPs zu
sein, die mit mehr als einem RAB-Protein interagieren konnen und somit verschiedene

Stoffwechselwege koordinieren (Frasa et al., 2012).

Die Autophagie spielt beim Abbau von fehlgefalteten oder beschddigten Proteinen mit
zunehmendem Alter eines Organismus eine immer grofdere Rolle. Zu diesem Zeitpunkt sind
Zellen und Gewebe anfélliger fehlgefaltete Proteine und Aggregate zu bilden (Boya et al,, 2013;
Ryter et al, 2014). Diese aggregierten oder ubiquitinierten Proteine miissen in alten Zellen
somit verstarkt durch Autophagie abgebaut werden (Gamerdinger et al, 2009; Morawe et al.,
2012). Hierbei spielen Proteine der Bcl-2 Associated Athanogene(BAG)-Familie fiir die selektive
Autophagie eine bedeutende Rolle. In der alten Zelle und durch erhéhten zelluldren Stress wird

BAG3 vermehrt exprimiert, was dazu fiihrt, dass der Abbau mittels Autophagie gefordert wird.
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BAG1 hingegen, ein Protein welches den Proteinabbau mittels Proteasom fordert, wird im Alter

vermindert exprimiert (Behl, 2011; Gamerdinger et al., 2009).

Als Teil des komplexen Netzwerks, das die Homdoostase des Proteoms aufrechterhalt, unterstiitzt
die Autophagie die Proteinstabilitdt. Diese ist fiir jede Zelle essentiell und nur durch ihre
Aufrechterhaltung konnen alle Stoffwechselvorginge korrekt ablaufen und die Gesundheit eines
Organismus erhalten bleiben. Daher muss sie auch unter sich verdndernden Bedingungen
gewahrleistet sein und eine gestorte Proteostase sowie die damit verbundene Akkumulation von
beschadigten oder fehlgefalteten Proteinen spielen in vielen Erkrankungen, insbesondere
neurodegenerativen Krankheiten, eine Rolle (Cajigas et al, 2010; Morawe et al, 2012).
Proteinaggregation wird verbunden mit Amyotropher Lateralsklerose, Alzheimer, Huntington,
Parkinson und alpha-Synucleinopathien wie Demenz mit Lewy Bodies und Multipler
Systematrophie (Goedert und Spillantini, 2006; Nagai et al, 2007; Sanchez et al, 2003;
Scherzinger et al, 1997; Spillantini und Goedert, 2000). Auch Erkrankungen, die nicht
neurodegenerativ sind, wie die nichtneuropathische systemische Amyloidose werden mit

Proteinaggregation in Verbindung gebracht (Chiti und Dobson, 2006).

Die grofde Anzahl an Krankheiten, die mit fehlgefalteten oder beschidigten Proteinen in
Zusammenhang steht, zeigt wie wichtig der Erhalt der Proteostase fiir die einzelne Zelle und
auch den gesamten Organismus ist. Bis heute sind vielzihlige Mechanismen und Faktoren dieser
Erkrankungen nicht vollstandig oder gar nicht geklart. Als Teil der komplexen Maschinerie, die

diese Proteinhomdostase aufrechterhilt, ist die Autophagie ein essentieller Abbauweg.

4.1. Der RAB3GAP-Komplex beeinflusst die Autophagie in C. elegans und

humanen Zellen

In dieser Arbeit wurden ausgehend von einer RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse in
C. elegans rbg-1 und rbg-2 als neue Faktoren der zelluliren Proteostase gefunden, die im
Weiteren im Saugerzellsystem mit der Autophagie und molekular mit der Bildung von

Autophagosomen assoziiert wurden.

Um die Stdrke und den Umfang von Aggregation in einer Hochdurchsatzanalyse in einem
Modellorganismus sichtbar machen zu kénnen, wurde in einer vorangegangenen Arbeit ein
transgener C. elegans-Stamm generiert, der Luc::GFP, einen Proteinfaltungsreporter unter der
Kontrolle eines Muskelpromotors, tragt, welcher nach Hitzestress aggregiert und Auskunft iiber
die Qualitdt des Proteostase-Netzwerks gibt (Kern et al,, 2010). Dieser Wurmstamm wurde in

einer RNAi-vermittelten Proteostase-Analyse mit dem Ziel neue Faktoren der Proteostase zu
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entdecken, genutzt. Bisher wurde das Chromosom I sowie weitere ausgewahlte Kandidaten
analysiert. Dabei wurden unter diesen Genen zahlreiche auffallige RNAi-Klone entdeckt, die die
Aggregation von Luc::GFP beeinflussten. Hierzu gehorten rbg-1 und rbg-2 (siehe Ergebnisse
3.1.1). Diese mdglichen Modulatoren der Proteostase wurden in dieser Arbeit naher
charakterisiert. Der Verlust von RBG-1 und RBG-2 beeinflusste neben der Aggregation von
Luc::GFP auch in weiteren Experimenten die Aggregation von PolyQ35:YFP, den Paralyse-
Phanotyp von CL2006-Wiirmern und die Akkumulation Thioflavin S-gefarbter AB42-Aggregate
(siehe Ergebnisse 3.1.2.1 bis 3.1.2.3). Das komplexe System, das die Proteostase aufrecht erhalt,
besteht unter anderem aus molekularen Chaperonen, dem UPS und der Autophagie (Hartl et al.,
2011). Wird einer dieser Faktoren gestort, ist das gesamte Proteom nicht mehr im
Gleichgewicht. Hier konnte gezeigt werden, dass die Proteostase durch den Verlust bzw. die
Reduktion von RBG-1 und RBG-2 gestért wurde. Um zu Uberpriifen welche Komponente des
Proteostase-Netzwerks durch RBG-1 / RBG-2 beeinflusst wird, wurden diese Gene in einem
Wurmstamm, der ein GFP::LGG1-Konstrukt exprimierte, herunterreguliert (Melendez et al,
2003). LGG1 ist ein Mitglied der ATG8-Proteinfamilie und das LC3-Homolog in C. elegans und
wirkt somit als Schliisselprotein in der Autophagie. Dadurch, dass im GFP::LGG1-Reporterwurm
die Bildung von (prd)autophagosomalen Strukturen gestort war und diese Effekte denen der
Herunterregulation von bec-1, einem wichtigen Regulator der Autophagie, glichen, wurde
gezeigt, dass die beiden untersuchten Proteine in der Autophagie wirken und dadurch die

Proteostase storen konnen (siehe Ergebnisse 3.1.3).

Im Weiteren wurde die Bedeutung beider RGBs im Saugersystem untersucht. Die
Saugerhomologe RAB3GAP1 und RAB3GAP2 bilden zusammen den TBC-freien Proteinkomplex
RAB3GAP. RAB3GAP1 ist die katalytische und RAB3GAP2 die nicht-katalytische Untereinheit
dieses heterodimeren Komplexes (Fukui et al., 1997). Hier konnte gezeigt werden, dass beide
positive Modulatoren der Autophagie darstellen (Abbildung 34). Die Manipulation von einer
Untereinheit zeigte nur einen geringen Einfluss auf die Autophagie, veranderte man allerdings
die Spiegel beider Untereinheiten des Komplexes gleichzeitig wurde die Autophagie in klonalen
HEK293a-Zellen und primdren IMR90-Fibroblasten stark verdndert. Durch Verringerung von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 akkumulierte unlipidiertes LC3, was auf eine gestorte
autophagosomale Biogenese hinweist und was eine verringerte autophagische Aktivitit zur
Folge hatte (siehe Ergebnisse 3.2.1). Die Beeinflussung der autophagischen Biogenese durch die
RAB3GAPs wird durch die Untersuchung von ATG3 und ATG16L1 unterstiitzt, die in unserer
Arbeitsgruppe ebenfalls durchgefiihrt wurde, und die ebenfalls eine Akkumulation von LC3-I
und eine verminderten Aktivitit der Autophagie ergab (Spang, Feldmann et al, 2014). Diese

beiden Proteine sind bekannte Faktoren der LC3-Lipidierung und Autophagosomenreifung
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DISKUSSION 4,

(Shaid et al, 2013). Umgekehrt bewirkte die verstarkte Expression von RAB3GAP1/2 eine
erhohte autophagische Aktivitat (siehe Ergebnisse 3.2.3).
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Abbildung 34: Ubersichtsbild {iber die Funktionen von RA3GAP1 und RAB3GAP2 im
Saugersystem: der heterodimere Komplex, der sich aus diesen beiden Untereinheiten
bildet, spielt eine Rolle an neuronalen Synapsen und hat Einfluss auf die Autophagie