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1. Einleitung

1.1 Der Sigma-1-Rezeptor

1.1.1 Struktureller Aufbau des Sigma-1-Rezeptors

Der Sigma-1-Rezeptor besteht aus 223 Aminosiuren und ist ein membrangebundenes Protein
des endoplasmatischen Retikulums (ER) mit Chaperon-Aktivitit (Kekuda et al., 1996; Ha-
yashi und Su, 2007). Er zeigt keine Homologie in der Aminosiduresequenz mit einem anderen
Protein in Siugetierzellen, auch nicht der C8-C7 Sterol-Isomerase (Aishwarya et al., 2021;
Labit-Le Bouteiller et al., 1998). Jedoch ist die Sequenz von Sigma-1 zu 30,3% identisch und
zu 66,4% #hnlich zur Hefe spezifischen Erg2 Sterol C8-C7-Isomerase, wihrend der Sigma-1-
Rezeptor selbst keine Sterol-Isomerase Aktivitéit zeigt (Moebius et al., 1997; Hanner et al.,
1996; Ossa et al., 2017).

Neueren Studien zufolge besitzt der Sigma-1-Rezeptor eine einfache Transmembrandoméne
mit einem kurzen Ende am N-Terminus und einem léngeren Ende am C-Terminus. (Schmidt
et al., 2016; Mavylutov et al., 2018) Dabei wird die topologische Ausrichtung des N- und
C-Terminus kontrovers diskutiert. Innerhalb einer Studie von Schmidt et al. wurde mittels
Rontgenkristallographie in vitro nachgewiesen, dass der N-Terminus ins ER-Lumen und der
C-Terminus ins Cytosol zeigt. Im Gegensatz dazu zeigten Mavylutov et al. mittels APEX-2-
Tag in vivo, dass die topologische Ausrichtung entgegengesetzt zu der in der Rontgenstruk-

turanalyse nachgewiesenen ist.

Der Sigma-1-Rezeptor liegt in der Membran als Homotrimer in einer trianguldren Anord-
nung vor, wobei jedes Protomer am N-Terminus eine einfache Transmembrandoméne besitzt,
die innerhalb der Membran réumlich voneinander getrennt sind (Abbildung 1.1; Schmidt et
al., 2016). Auf die N-terminale Transmembrandomiéne folgen zwei a-Helices, die eine Hair-
pin-Struktur bilden (Ossa et al., 2017). Im Zentrum des Sigma-1-Rezeptors befinden sich zwei
antiparallel ausgerichtete (-Sheets, die ein Cupin-like B-Barrel bilden, welches von vier a-
Helices flankiert wird und aufgrund seines hydrophoben Bereichs mit der Membran assoziiert
ist. Der C-Terminus wird durch zwei amphiphatische a-Helices abgeschlossen, die ebenfalls
mit der Membran assoziiert sind (Schmidt et al., 2016).

Da Sigma-1-Liganden an Erg2 binden kénnen und dessen Sterol-Isomerase Funktion inhi-
bieren konnen, wurde vermutet, dass die beiden am stirksten konservierten Aminosiurese-
quenzen zwischen Erg2 und dem Sigma-1-Rezeptor an der Ligandenbindung beteiligt sein
konnten (Pal et al., 2007; Moebius et al., 1997; Ossa et al., 2017). Diese Regionen wurden
spéter als sterol binding domain-like motifs bezeichnet, (SBDLI) von Aminoséure 91-109 und
(SBDLII) von Aminoséure 176-194 (Abbildung 1.2; Pal et al., 2008). Es wurde gezeigt, dass
die beiden Domaénen in néchster Ndhe zueinander stehen und an der Ligandenbindung sowie
an der Modulation von Lipid rafts beteiligt sind (Pal et al., 2008; Fontanilla et al., 2008).
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Sigma-1-Rezeptor mit PD144418 als Ligand

Abbildung 1.1: Struktur des Sigma-1-Rezeptors, bestehend aus drei Monomeren, die
ein Homotrimer in der Membran des endoplasmatischen Retikulums bilden. Jedes Mono-
mer bindet dabei den Liganden PD144418. Die a-Helices der Transmembrandomé&nen sind
rdumlich voneinander getrennt und die a-Helices, die die 8-Barrel Struktur flankieren liegen
auf der Membran auf. Eine Drehung der Struktur um 90° zeigt die trianguldre Struktur des
Sigma-1-Rezeptors (Schmidt et al., 2016; Ossa et al., 2017). Die Abbildung wurde mit Bio-
render.com erstellt.

SBDLI
61T Hydrophobe
Ligandenbindung Region
TM Doméne G176-L203
W11-G31 I
] SBDLII
v D126 E172 —£ G176-Q194
H2N— —COOH
Y173
Cholesterinbindung D188
Cocain/
o G87-G91:GXXXG G108-112:GXXXG Progesteron
Arginin ER Dimersisierung Dimersisierung Bindung
Retetionssignal
112-223: Chaperon-Doméne
Ligandenbindung
und Interaktion
S99-L106

carc-like motif
Cholesterinbindung
R7-L14

Abbildung 1.2: Aufbau des Sigma-1-Rezeptors mit seinen wichtigsten Doménen.
Der Sigma-1-Rezeptor besitzt eine Chaperon-Doméne, die neben der Chaperon-Aktivitat
auch eine hydrophobe Region mit dem sterol binding domain-like motif 11 (SBDLII) beinhal-
tet. Fiir die Bindung an Cholesterin besitzt der Sigma-1-Rezeptor noch das carc-like motif
und die Aminoséure Tyrosin an Position 173 (Y173). Die sterol binding domain-like motif 1/11
sind an der Ligandenbindung beteiligt, wie auch der Bereich S99-1.106 und die Aminosaur-
en D126 und E172. Die Transmembrandoméne (TM) befindet sich am N-terminalen Ende
R7-L14 und beinhaltet das carc-like motif. Ebenfalls am N-terminalen Ende ist das ER-
Retentionssignal, R7-RS8, lokalisiert. Zur Dimerisierung besitzt der Sigma-1-Rezeptor zwei
Dimerisierungsmotive GXXXG, G87-G91 und G108-112 (Aishwarya et al., 2021; Zhemkov et
al., 2021). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

Weiterhin bindet der Sigma-1-Rezeptor auch an Cholesterin und die Doméne SBDLIT mit
dem konservierten Motiv L/V-X1-5-Y-X1-5-K/R ist nachweislich an der Cholesterinbindung
beteiligt (Palmer et al., 2007). Nach neueren Studien besitzt der Sigma-1-Rezeptor noch eine

weitere Region fiir die Bindung von Cholesterin, die als carc-like motif bezeichnet wird und
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das konservierte Motiv R/K-X1-5-Y/F/W-X1-5-L/V beinhaltet. Das carc-like motif kommt
im Sigma-1-Rezeptor in der Transmembrandoméne vor und wird dort von Aminosédure R7-
L14 gebildet (Abbildung 1.2; Zhemkov et al., 2021).

1.1.2 Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors

Der Sigma-1-Rezeptor ist ubiquitdr in den Gewebetypen exprimiert, insbesondere in Herz,
Leber, Gehirn, Placenta, Thymus, Lunge, Niere, Magen, Skelettmuskel und Pancreas. Das
hochste Expressionslevel zeigt der Sigma-1-Rezeptor im Cerebellum des Gehirns, in der Leber
und in der Placenta. Weniger stark exprimiert ist der Sigma-1-Rezeptor im Herz, Skelettmus-
kel, verschiedenen Driisen, Pancreas, Lunge, Gastrointestinaltrakt, und der Niere (Aishwarya
et al., 2021).

Die subzellulare Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors wird vor allem durch den Zell- und
Organtyp bestimmt. Der Sigma-1-Rezeptor ist unter anderem an der Mitochondrien-ER-
assoziierten Membran (MAM), der Plasmamembran, dem endoplasmatischen Retikulum (ER),
der Kernmembran und an Mitochondrien lokalisiert (Hayashi and Su, 2007; Su et al., 2009;
Dusossy et al., 1999).

1.1.3 Die Ligandenbindungsstelle des Sigma-1-Rezeptors

Pharmakologische Studien aus dem Jahr 1976 fiihrten zu der Annahme, dass es drei Opioid-
Rezeptor Subtypen gibt: 1, £ und o. Durch Studien mit Radioliganden wurde Sigma-1 als
nicht klassischer Opioid-Rezeptor identifiziert, da Sigma-1 nicht an die typischen Opioid-
Liganden bindet, wie Naloxon, Etorphin oder (-)-Benzomorphane. Stattdessen zeigt der Sigma-
1-Rezeptor eine hohe Affinitét fiir (4)-Benzomorphane (Schmidt und Kruse, 2019).

Die Existenz von oligomeren Formen des Sigma-1-Rezeptors vorliegend als Homodimer und
Heterotetramer mit Do-Rezeptoren und die Abhéngigkeit der Oligomerisierung von der Li-
gandenbindung wurde zunéichst von Navarro et al. nachgewiesen (Navarro et al., 2013). Die
oligomeren Formen werden durch spezielle GXXXG-Motive stabilisiert (Chu et al., 2013).
Der Sigma-1-Rezeptor liegt in einem inaktiven Zustand in seiner oligomeren Form in einem
Komplex mit Bip/Grp78 an der MAM vor (Abbildung 1.3; Hayashi und Su, 2007). Durch
die Bindung von Antagonisten, insbesondere Haloperidol und PD144418, an den Sigma-1-
Rezeptor wird die oligomere Form stabilisiert, wihrend Agonisten, wie (+)-Pentazocin und
PRE-084, die Dissoziation der Oligomere in Monomere selbst und die Dissoziation von Bip/-
Grp78 favorisieren (Gromek et al., 2014; Mishra et al., 2015; Yano et al., 2018; Schmidt und
Kruse, 2019). Eine Reduktion im Calcium-Level des endoplasmatischen Retikulums fiihrt
ebenfalls zu einer Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors und zu einer Dissoziation von Bip/-
Grp78 (Hayashi und Su, 2007).

Innerhalb der p-Sheet Struktur des Sigma-1-Rezeptors befindet sich die Ligandenbindungs-
stelle, die eine analog zum aktiven Zentrum der Cupin-like Metalloenzyme aufgebaute Struk-
tur zeigt. Dabei bindet jeder Ligand an eine einzelne Untereinheit des Trimers und wird um-

geben von stabilisierenden Strukturen des Sigma-1-Rezeptors. Dazu zdhlen die sterol binding
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domain-like motifs (SBDLI and SBDLII), die vor allem den hydrophoben Teil des Liganden,
entsprechend des Pharmakophor-Modells stabilisieren, wobei die SBDLII als Helix auf dem
Liganden aufliegt (Pal et al., 2007; Pal et al., 2008; Schmidt et al., 2016; Ossa et al., 2017).

Sigma-1- Sigma-1-
Trimer Monomer

10000000 000000000000000000000000000
. Agonist
Bip/Grp78 Reduktion in der Calcium-
Konzentrationim ER

»

d
<

Antagonist

inaktiv aktiv

Abbildung 1.3: Oligomerisierung und Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors. Der
Sigma-1-Rezeptor liegt in seiner inaktiven Form als Trimer an der MAM vor in einem Kom-
plex mit Bip/Grp78. Eine Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors erfolgt durch die Bindung
von Agonisten oder einer Reduktion der Calcium-Konzentration im ER. Nach Aktivierung
dissoziiert der Sigma-1-Rezeptor von Bip/Grp78 und transloziert von der MAM zu ande-
ren Kompartimenten in der Zelle und interagiert dort mit diversen Interaktionspartnern. In
seiner aktiven Form liegt der Sigma-1-Rezeptor als Monomer vor. Allgemein verschieben Ago-
nisten das Gleichgewicht zur monomeren Form, wihrend Antagonisten die Oligomerisierung
begiinstigen (Schmidt und Kruse, 2019). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

Einer Vielzahl von Liganden ist es moglich an den Sigma-1-Rezeptor zu binden. Die Liganden
entsprechen dabei einem Pharmakophor-Modell des Sigma-1-Rezeptors. Das Modell besteht
aus einem zentralen positiv geladenen Amin, welches von zwei hydrophoben oder aromati-
schen Bereichen umgeben wird. Diese besitzen einen Abstand von 6-10 A beziehungsweise
2,5-3,9 A zum zentralen Amin (Gennon et al., 1994; Schmidt et al., 2018). Das positiv gela-
dene Amin bindet an E172 in der Ligandenbindungsstelle (Schmidt et al., 2016; Seth et al.,
2001).

1.1.4 Die Funktionen des Sigma-1-Rezeptors

Dem Sigma-1-Rezeptor ist es moglich innerhalb der ER-Membran von der MAM zu anderen
Kompartimenten wie der Plasmamembran und dem Zellkern zu translozieren. Die Translo-
kation ist abhéngig von der Ligandenbindung (Mavlyutov und Ruoho, 2007; Su et al., 2010).
Cocain, als Sigma-1-Rezeptor Agonist, bedingte die Translokation des Sigma-1-Rezeptors vom
ER zum Zellkern in NG-108 Zellen und Depletion von Calcium am ER durch Thapsigargin
induzierte die Translokation des Sigma-1-Rezeptors von der MAM (Hayashi und Su, 2007;
Hayashi und Su, 2003). Der Agonist (+)-Pentazocin fithrte zu einer Reduktion des Sigma-1-
Rezeptors in Lipid-raft Fraktionen (Hayashi und Su, 2003). Die Translokation ermoglicht es

dem Sigma-1-Rezeptor mit diversen Proteinen zu interagieren, wodurch der Sigma-1-Rezeptor



KAPITEL 1. EINLEITUNG 10

vor allem an der Regulation von Ionen-Kanilen, dem Lipid-Metabolismus am ER, Autopha-
gie, der mitochondrialen Funktion und der Antwort auf ER-Stress beteiligt ist (Aishwarya
et al., 2021; Su et al., 2010). Im Allgemeinen fungiert der Sigma-1-Rezeptor als molekulares
Chaperon, welches vor allem am ER Proteine stabilisiert und so ER-Stress entgegenwirkt
(Hayashi und Su, 2007).

Der Sigma-1-Rezeptor ist an der Modulation von Ionen-Kanélen und deren Signalwegen be-
teiligt, insbesondere dem Calcium-Efflux vom ER zu den Mitochondrien an der MAM. Fiir
den Efflux von Calcium ist der Inositol-1,4,5-trisphosphate receptor type 3 (IP3R3) verant-
wortlich, der nach Aktivierung durch Inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) und anschlieBendem
Calcium-Efflux seine native Proteinkonformation &ndert. Die Stabilisierung von IP3R3 durch
den Sigma-1-Rezeptor an der MAM gewihrleistet den Calcium-Efflux vom ER zu den Mit-
ochondrien und damit verbunden die ATP-Produktion (Hayashi und Su, 2007; Tagashira
et al., 2014) Der Sigma-1-Rezeptor moduliert dabei die Bindung von IP3R3 und Ankyrin
B220. Durch Interaktion des Sigma-1-Rezeptors mit Ankyrin B220 dissoziiert der Komplex
aus Ankyrin B220 und IP3R3 und der Calcium-Efflux wird verldngert (Wu und Bowen, 2008).

Der Sigma-1-Rezeptor wirkt sich nicht nur {iber die Stabilisierung von IP3R3 auf die Regulati-
on des Calcium-Signaling in der Zelle aus, sondern auch {iber die Interaktion mit Spannungs-
gesteuerten Calcium Kanélen, wie VDCC (woltage dependent calcium channel) und STIM1,
wobei eine Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors zu einer Reduzierung des Calcium-Influx in die
Zelle fiihrt (Strivats et al., 2016; Urani et al., 2002). Der Sigma-1-Rezeptor Agonist SKF10047
induziert dabei die Bindung von STIM1 an den Sigma-1-Rezeptor, was zu einer reduzierten
Bindung von STIM1 mit Oral fithrt und damit verbunden den Calcium-Influx reduziert
(Strivats et al., 2016). Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors reguliert zudem die Aktivitéit von
verschiedenen Kaliumkanilen, wie zum Beispiel Kv1.2, Kv1.3 und Kv1.4 (Kinoshita et al.,
2012; Kourrich et al., 2013; Aydar et al., 2002).

Der Sigma-1-Rezeptor ist zudem an der Aufrechterhaltung der Funktion der Mitochondri-
en beteiligt. Da der Sigma-1-Rezeptor an der MAM lokalisiert ist, steht er in unvermitteltem
Kontakt zu den Mitochondrien und gewéhrleistet dort den Calcium-Efflux aus dem ER in
die Mitochondrien iiber IP3R3 und die damit verbundene ATP-Produktion (Abbildung 1.4;
Hayashi und Su, 2007; Tagashira et al., 2014; Wu und Bowen, 2008). Zudem stabilisiert der
Sigma-1-Rezeptor die Konformation von IREla, eines der Sensorproteine fiir fehlgefaltete
Proteine der Unfolded Protein Response, welche bei ER-Stress induziert werden. IREla wird
durch den Sigma-1-Rezeptor vor allem wihrend ER-Stress stabilisiert, was zu einer Verldnge-
rung des IRE1a-XBP1 Signalweges fiihrt. Die Assoziation von Sigma-1 mit IRE1la wird durch
die Generation von reaktiven Sauerstoffspezies in den Mitochondrien reguliert, weshalb eine
Lokalisation von IREl« vor allem an der MAM von Vorteil ist (Mori et al., 2013; Alam et al.,
2017). Ein Knockdown des Sigma-1-Rezeptors in Chinese hamster ovary Zellen verstirkte die
Wasserstoffperoxid induzierte Apoptose durch die Reduktion des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2. Der Sigma-1-Rezeptor inhibiert dabei den NF-xB vermittelten Signalweg und wirkt so
protektiv auf die Zellen (Meunier und Hayashi, 2009).
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Abbildung 1.4: Die Funktion des Sigma-1-Rezeptors an der MAM. Der Sigma-1-
Rezeptor fungiert an der MAM als ER-Chaperon, welches Proteine stabilisiert. Dazu gehoren
Inositol requiring enzyme 1« (IREla)), wodurch der XBP1-Signalweg verldngert wird. Regu-
liert wird dieser Prozess durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in den Mitochon-
drien. Weiterhin stabilisiert der Sigma-1-Rezeptor auch Inositol-1,4,5-trisphosphate receptor
type 3 (IP3R3), wodurch der Calcium-Efflux vom ER zu den Mitochondrien gewéhrleistet
wird und damit verbunden die Produktion von ATP (Hayashi, 2015; Hayashi, 2019). Die
Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

Der Sigma-1-Rezeptor zeigt zudem einen Einfluss auf die Autophagie. So wurde gezeigt,
dass ein Sigma-1-Knockdown in HEK293 Zellen und in NSC34 Zellen zu einer Akkumula-
tion von autophagischen Vesikeln gefiillt mit nicht abgebauten autophagischen Substraten
fithrte (Prause et al., 2013; Vollrath et al., 2014). Studien zeigten auch, dass ein Sigma-1-
Knockdown und Knockout die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen hemmt, weshalb
es zu einer Akkumulation von Autophagosomen kommt (Vollrath et al., 2014; Yang et al.,
2019). Weitere Studien in Krebszelllinien zeigten ebenfalls, dass eine Inhibition von Sigma-1
mit Antagonisten wie IPAG oder Haloperidol zu einer gesteigerten Autophagosomen Bildung
fithrt, wihrend eine entsprechende Aktivierung von Sigma-1 mit Agonisten wie PRE-084
keinen Effekt auf die Autophagie zeigten (Schrock et al., 2013). Eine Steigerung der Auto-
phagie nach Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors mit ANAVEX2-73 konnte in Krebszelllinien
lediglich in einer neueren Studie gezeigt werden (Christ et al., 2019). In klinischen Studien
zeigten Sigma-1-Rezeptor Agonisten, wie ANAVEX3-71 jedoch einen positiven Effekt auf die
Autophagie (Prasanth et al., 2021).

Der Sigma-1-Rezeptor beeinflusst zudem den Lipidmetabolismus am endoplasmatischen Re-
tikulum und ist nicht nur an der MAM lokalisiert, sondern auch an Lipid-Tropfchen (Hayashi
und Su, 2003). Der Sigma-1-Rezeptor reguliert dort auch die Kompartimentierung und den
Transport von im ER synthetisierten neutralen Lipiden (Hayashi und Su, 2003; Hayashi und
Fujimoto, 2010; Hayashi et al., 2005). Durch die hohe Konzentration an Ceramiden und

Cholesterin an der MAM und an Lipid-rafts wird Sigma-1 spezifisch zu diesen Regionen in



KAPITEL 1. EINLEITUNG 12

zelluldiren Membransystemen rekrutiert, um mit Proteinkomplexen zu interagieren (Zhem-
kov et al., 2021). Ob der Sigma-1-Rezeptor an der Synthese von Lipiden direkt beteiligt
ist, ist noch nicht genauer erforscht. Jedoch ist bekannt, dass der Sigma-1-Rezeptor die ER-
assoziierte Degradation von UDP-Galactose-Ceramid Galactosyltransferase verhindert und

so die Bildung von Galactosylceramiden (Hayashi et al., 2012).

1.1.5 Der Sigma-1-Rezeptor im Hinblick auf neurodegenerative Erkran-
kungen

Neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer, Parkinson, Amyotrophische Lateral Sklero-
se (ALS) und Huntington, zeichnen sich vor allem durch ein Absterben von Neuronen infolge
eines Verlusts der Protein-Homdoostase und der damit verbundenen Akkumulation von Pro-
teinaggregaten in Neuronen aus (Penke et al., 2017). Dem liegen hiufig dhnliche zelluldre
und molekulare pathologische Mechanismen zugrunde. Dazu gehéren Excitotoxizitdt, Pro-
duktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Beeintriichtigungen in der Autophagie, im
Ubiquitin-Proteasom-System und in der Regulation des Calcium-Signaling sowie Stérungen
in der Funktion von Mitochondrien, die zu einer reduzierten ATP-Produktion fiihren (Ben-
arroch, 2018).

Mutanten des Sigma-1-Rezeptors, insbesondere E102Q und E138Q, stehen im Verdacht mit
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert zu sein. E102Q ist mit ALS und E138Q mit dis-
taler hereditédrer Motorneuropathie (dHMN) assoziiert (Al-Saif et al., 2011; Li et al., 2015;
Gregianin et al., 2016). Bei den Mutationen liegt eine Punktmutation von Glutaminséure zu
Glutamin vor. Die Glutaminsédure an Position 102 bildet zwei attraktive Wechselwirkungen.
Eine Substitution zu Glutamin wiirde eine der beiden attraktiven Wechselwirkungen durch
eine repulsive Wechselwirkung ersetzen. Dies kénnte zu einer Destabilisierung der nativen
Konformation des Sigma-1-Rezeptors fithren. An Position 138 bildet Glutaminséure ein Netz
aus Wasserstoffbriickenbindungen. Fine Substitution mit Glutamin an Position 138 koénnte
zu einer Destabilisierung des Netzwerks aus Wasserstoffbriickenbindungen fiithren (Schmidt
et al., 2016; Schmidt und Kruse, 2019). ALS wird charakterisiert durch ein Absterben von
Motorneuronen bedingt durch eine Anreicherung von fehlgefalteten Proteinen und der da-
mit verbundenen Bildung von Proteinaggregaten (Tandan und Bradley, 1985; Dreser et al.,
2017; Lee et al., 2021). Uberexpression der Mutante E102Q fithrte in MCF-7 Zellen zu einer
Bildung von Sigma-1-E102Q Aggregaten, welche die Autophagie beeintrachtigten und zu ei-
ner Bildung von ALS assoziierten Proteinaggregaten von RNA bindenden Proteinen fithrten
(Dreser et al., 2017). Auch die Bildung von Sigma-1-Rezeptor Oligomeren wurde durch die
Mutante E102Q reduziert (Abramyan et al., 2020). dHMN wird charakterisiert durch die
Degeneration von unteren Motoneuronen. Die Mutante E138Q) fiihrte zu einer verdnderten
Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors in Neuroblastom-Zellen SH-SY5Y und zu einer Anreiche-

rung von Autophagie-Marker Proteinen, insbesondere LC3 und p62 (Gregianin et al., 2016).

Im Riickenmark von Mausen wurde der Sigma-1-Rezeptor insbesondere in Motoneuronen
des Ventralhorns nachgewiesen (Mavlyutov et al., 2013). Der Sigma-1-Rezeptor ist in Moto-
neuronen vor allem an postsynaptischen Bereichen in der Nihe des muskarinischen Acetyl-
cholinrezeptors M2 (mAchR M2) lokalisiert. Der Sigma-1-Rezeptor ist dabei hauptséichlich



KAPITEL 1. EINLEITUNG 13

in ER-Zisternen angereichert (Mavlyutov et al., 2010). Pharmakologische oder genetische
Inaktivierung des Sigma-1-Rezeptors in Mausen fithren zur Degeneration von axonalen Mo-
toneuronen, was verbunden war mit Beeintrachtigungen in der Struktur der MAM, Verdnde-
rungen im intrazelluldren Calcium-Signaling, ER-Stress und einer veréinderten Dynamik der
Mitochondrien (Bernard-Marissal et al., 2015). In einer Studie wurde gezeigt, dass der Sigma-
1-Rezeptor ein potentielles Target fiir die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen
sein konnte. Dabei fithrte ein Sigma-1-Knockout in ALS-M&usen (SOD1-Mé&use) zu einer re-
duzierten Uberlebensrate der Méuse und zu einer erhohten Erregbarkeit von Motoneuronen,
was zuvor als Anzeichen von ALS in Motoneuronen von Mé&usen beschrieben wurde (Kuo
et al., 2004; Mavlyutov et al., 2013). Der Sigma-1-Rezeptor wurde zudem in diversen Stu-
dien als neuroprotektiv beschrieben. Behandlung mit Sigma-1-Rezeptor Agonisten fithrten
zu einer Reduktion von S-Amyloid Peptiden in Mausen und zu einer verbesserten Funktion
sowie verldngerten Uberlebensrate von Motoneuronen in ALS-Mé#usen (Maurice et al., 1998;
Meunier et al., 2006; Mancuso et al., 2012).

1.2 Proteinaggregation

1.2.1 Die Bildung von Proteinaggregaten im zelluldren System

Proteinaggregation entsteht durch den Verlust der Aufrechterhaltung der Proteostase und
wird hiufig durch das Alter der Zellen beeinflusst (Wolff und Dillin, 2006; Taylor und Dil-
lin, 2011; Cohen et al., 2006). Das endoplasmatische Retikulum spielt eine entscheidende
Rolle in der Aufrechterhaltung der Proteostase einer Zelle, da hier hauptséichlich die Synthe-
se, die korrekte Faltung und Assemblierung von Proteinen stattfinden (Li und Sun, 2021).
Agonisten des ATF6 Signalweges fithrten zum Beispiel zu einer Reduktion von cytosolischen
Proteinaggregaten (Plate et al., 2016). Um die Proteostase aufrechtzuerhalten, besitzt das
ER ein Qualitdtskontrollsystem bestehend aus Chaperon-Proteinen und Signalwegen, wie
der Unfolded Protein Response, dem ERAD-System und ER-Phagie (Abbildung 1.5; Araki
und Nagata, 2011). Aufgrund von genetischen Anomalien, fehlerhafter Proteinfaltung oder
posttranslationalen Modifikationen sowie Defekten in der Protein-Qualitéitskontrolle kommt
es zur Anreicherung von toxischen Proteinaggregaten (Needham et al., 2019). Die gebildeten
Proteinaggregate fithren unter anderem zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und
zu Beeintrachtigungen der Calcium Homoostase, der Proteinbiosynthese sowie der Funktion
von Lysosomen. Zudem kénnen Schiden an Membransystemen sowie DNA-Schiéden entste-
hen (Wen et al., 2023).

Chaperon-Proteine im endoplasmatischen Retikulum helfen neu synthetisierten Proteinen
bei der Proteinfaltung in ihre native Konformation (Whittemore et al., 2022). Zudem werden
sie durch posttranslationalen Modifikationen reguliert (Cloutier und Coloumbe, 2013). Zu
den wichtigsten ER-Chaperonen zidhlen Calnexin und Calreticulin, aber auch Binding im-
munoglobulin protein (Bip/Grp78) und der Sigma-1-Rezeptor, welche vom ER zum Nukleus
translozieren kénnen (Liu et al., 2023; Hayashi und Su, 2007; Schiirch et al., 2022; Bloemeke
et al., 2022; Mavlyutov und Ruoho et al., 2007).



KAPITEL 1. EINLEITUNG 14

Chaperone é‘\ﬁ‘ .
( ) . native
o~ — © U] Konformation

Proteinsynthese

unkorrekte
Faltung Chaperone

UPR Abbau Aggregation _ Abbau
ERAD i — < > Autophagie
Autophagie Disaggregation

Chaperone

Proteinaggregate

Fehlgefaltete Proteine

Abbildung 1.5: Bildung von Proteinaggregaten und Verlust der Proteostase. Nach
der Synthese von Proteinen miissen diese in ihre funktionale native Konformation gefaltet
werden. Fiir die korrekte Faltung sind Chaperone verantwortlich. Durch unkorrekte Faltung
entstehen fehlgefaltete Proteine, die wiederum iiber Chaperone in ihre native Konformati-
on gefaltet werden koénnen. Die Zelle besitzt Qualitdtskontrollsysteme, die dem Abbau von
fehlgefalteten Proteinen dienen. Dazu gehéren UPR, ERAD und Autophagie. Fehlgefalte-
te Proteine kénnen aber auch Proteinaggregate bilden, die aufgrund ihrer Gréfle nur iiber
Autophagie abgebaut werden kénnen (Whittemore, et al. 2022). Die Abbildung wurde mit
Biorender.com erstellt.

Fehlgefaltete Proteine werden im endoplasmatischen Retikulum von den drei Stress-Sensoren,
Inositol-requiring protein 1« (IREla), Protein Kinase RNA (PKR)-like ER Kinase (PERK)
und Activating transcription factor 6 (ATF6) erkannt (Abbildung 1.6; Schroder und Kauf-
mann, 2005; Taylor und Dillin, 2011). Durch die damit verbundene Aktivierung der Unfolded
Protein Response kommt es zur Expression von Genen, die mafigeblich an der Faltung und
dem Abbau von Proteinen, dem Metabolismus von Aminosiuren, Autophagie, antioxidati-
ven Prozessen, Calcium-Transport und ER associated protein degradation (ERAD) beteiligt
sind. ER-Phagie und ERAD werden demnach durch UPR induziert (Li und Sun, 2021; Yang
et al., 2021; Hetz, 2012). Nihrstoffmangel induziert Autophagie iiber den ATF4 Signalweg
unabhéingig von PERK und ER-Stress induziert Autophagie iiber den PERK /elFP2a/ATF4
Signalweg (B’chir et al., 2013). Die Aktivierung der Unfolded Protein Response induziert die
Transkription von Genen des ERAD-Systems (Travers et al., 2000). Induktion von ER-Stress
fithrte zur ATF4 vermittelten Induktion von ER-Phagie (Zielke et al., 2021).

Der Prozess, der die Erkennung, die Retrotranslokation von Proteinen aus dem ER ins Cy-
tosol, deren Ubiquitinierung und deren proteasomalen Abbau beschreibt, wird als ERAD
bezeichet. Viele Chaperone, insbesondere Bip/Grp78 und Proteindisulfidisomerasen (PDI),
sind an der Assoziation von fehlgefalteten Proteinen an das ERAD System beteiligt (Need-
ham et al., 2019). Da der Transport von Proteinen iiber ein Translocon in der ER-Membran
wihrend der Retrotranslokation aufgrund der Proteingrofie limitiert ist oder fehlgefaltete Pro-
teine nicht immer entfaltet werden kénnen, kénnen nicht alle Proteine iiber das ERAD-System
abgebaut werden. Solche Proteine oder geschidigte Teile des endoplasmatischen Retikulums
konnen iiber ER-Phagie abgebaut werden. ER-Phagie wird iiber ER-Phagie Rezeptoren ver-
mittelt, die spezifisch ER-Subdominen mit LC3 oder GABARAP assoziieren (Li und Sun,
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2021; Chino und Mizushima, 2020).

Der Sigma-1-Rezeptor moduliert die Regulation der UPR Sensorproteine. In Abhéngigkeit
von der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in den Mitochondrien stabilisiert der Sigma-1-
Rezeptor IREla und unterstiitzt so den XBP1-Signalweg (Mori et al., 2013; Alam et al.,
2017). Der Sigma-1-Rezeptor beeinflusst aber auch den PERK/elFP2a/ATF4 Signalweg.
Uberexpression des Sigma-1-Rezeptors inhibierte die Expression von p-PERK und die Ex-
pression des Sigma-1-Rezeptors wird iiber den PERK /elFP2a/ATF4 Signalweg durch ER-
Stress induziert (Hayashi und Su, 2007; Mitsuda et al., 2011). Der Sigma-1-Rezeptor Agonist
(4)-Pentazocin reduzierte die Expression der UPR Sensorproteine PERK, IREla, ATF6 und
ATF4 nach oxidativem Stress (Ha et al., 2011).

fehlgefaltetes
Protein @ @ %
Bip/ Bip/ % Bip/

Grp78 Grp78 Grp78
ER Lumen
v
e | © ®)
- PERK ATF6 IRE1a
Cytosol

A |
d

Xbp1
mMRNA

splice

Xbp1 mRNA
l

|
9

Stimulation von ER-Phagie und
ERAD
ER Membran Expansion
Chaperon Induktion

Abbildung 1.6: Regulation von ER-Phagie und ERAD durch UPR. Eine Anreiche-
rung von fehlgefalteten Proteinen im endoplasmatischen Retikulum fiihrt zur Induktion der
ER-Stress Sensoren PERK, ATF6 und IRE1c, welche zur UPR, gehoren, und zur Dissoziati-
on der ER-Stress Sensoren von Bip/Grp78. PERK phosphoryliert daraufhin el[FP2«, welches
ATF4 induziert. ATF6 tranloziert zum Golgi-Apparat und wird dort proteolytisch gespalten.
IRE1la induziert das Splicing der mRNA von XBP1. Durch die Induktion von ATF4 sowie
die Bildung von ATF6(N) und XBP1 kommt es zur Stimulation von ER-Phagie, Chaperonen
und ERAD, sowie der Expansion der ER Membran (Li und Sun, 2021). Die Abbildung wurde
mit Biorender.com erstellt.
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Das Expressionslevel von der gespaltenen Form von ATF6 (ATF6(N)) konnte durch den
Sigma-1-Rezeptor Antagonisten NE-100 in HT22-Zellen unter Tunicamycin induziertem ER-
Stress gesteigert werden (Ono et al., 2013). Zudem ist der Sigma-1-Rezeptor auch an der
ERAD vermittelten Regulation des Abbaus von UDP-Galactose-Ceramid Galactosyltrans-
ferase beteiligt (Hayashi et al., 2012).

1.2.2 a-Synuclein Aggregate

a-Synuclein hat ein Molekulargewicht von circa 14 kDa und besteht aus 140 Aminosdur-
en. Die Aminosduresequenz ist charakterisiert durch einen amphiphatischen Lysin-reichen
N-Terminus, der an der Membranbindung von a-Synuclein beteiligt ist (Lashuel et al., 2015).
a-Synuclein kommt in hohem Mafle im Gehirn vor allem in présynaptischen Bereichen vor
(Goedert, 2001). Seine physiologische Rolle ist noch nicht genauer erforscht, wobei vermu-
tet wird, dass a-Synuclein den SNARE-Komplex und damit die Ausschiittung von Neu-
rotransmittern an der Synapse reguliert (Bendor et al., 2013). Verédnderungen im Gen fir
a-Synuclein, wie Triplikation oder die Mutanten A53T und A30P, sind mit der Akkumula-
tion von a-Synuclein und einem erhohten Risiko fiir Parkinson verkniipft (Singleton et al.,
2003; Jo et al., 2002; Spira et al., 2001).
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Abbildung 1.7: Bildung von «-Synuclein Aggregaten. a-Synuclein liegt in einem
Gleichgewicht vor aus cytosolischer und membrangebundener Form. Storungen des Gleichge-
wichts, insbesondere durch den Verlust der Proteostase, fithren zur Bildung von oligomeren
Strukturen. Dabei konnen sich on-pathway Oligomere bilden, die Fibrillen und daraufhin
Lewy-Bodies formen kénnen oder off-pathway Oligomere. off-pathway Oligomere kénnen kei-
ne Fibrillen und Lewy-Bodies formen (Du et al., 2020; Burre et al., 2015). Abbildung erstellt
mit Biorender.com.
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a-Synuclein liegt unter physiologischen Bedingungen als Monomer in einem Equilibrium zwi-
schen cytosolischer und membrangebundener Form vor. Wenn das Gleichgewicht zwischen
Produktion und Abbau von a-Synuclein gestort ist, bilden sich aus den 16slichen Monomeren
a-Synuclein Oligomere, die zu Vorldufer-Fibrillen und anschlieflend zu Fibrillen aggregieren
konnen. Aus den Fibrillen werden wiederum Lewy Bodies gebildet, die bei Parkinson als pa-
thologische Strukturen gelten (Abbildung 1.7; Du et al., 2020; Burre et al., 2015; Tofaris,
2022).

a-Synuclein wurde 1998 als Hauptkomponente von Lewy Bodies bei Parkinson identifiziert
(Spillantini et al., 1998). Die Struktur von Lewy Bodies wurde als Proteinkern beschrieben,
der von Proteinfilamenten umgeben ist (Arima et al., 1998; Goedert, 2015). Zudem sind auch
weitere Proteine in die Bildung von Lewy Bodies involviert, insbesondere mitochondriale Pro-
teine, Autophagie assoziierte Proteine und Proteine des Ubiquitin-Proteasom Systems (Wa-
kabayashi et al., 2012). Neuere Studien konnten zeigen, dass Lewy-Bodies nicht hauptséichlich
aus Proteinen aufgebaut sind. Vielmehr bestanden die analysierten Lewy-Bodies, entnommen
aus der Substantia nigra von Parkinson-Patienten, aus Lipiden, die mit Proteinen, Membran-
fragmenten, Vesikeln, Lysosomen und beschiadigten Mitochondrien angereichert waren. Dies
fithrte zu der Hypothese, dass iiberschiissiges a-Synuclein Membranen beschédigt und so die

Bildung von Lipid-assoziierten Lewy-Bodies fordert (Shahmoradian et al., 2019).

a-Synuclein Aggregate wirken zytotoxisch durch die Beeintréchtigung des mitochondrialen
Komplexes I, was zur Bildung von mitochondrialen Lipid-Peroxiden fiithrt (Ludtmann et al.,
2018). Zudem fiihrt eine Anreicherung von a-Synuclein Aggregaten zu ER-Stress durch die
Uberforderung der Mechanismen des endoplasmatischen Retikulums fiir Protein-Faltung und
Qualitdtskontrolle (Colla et al., 2012). Weitere zytotoxische Mechanismen von a-Synuclein
Oligomeren liegen in der Inhibition der Proteasom-Aktivitéit, der SNARE-Komplex Bildung,
der Freisetzung von Dopamin sowie der Stérung der Funktion von Lysosomen (Du et al.,
2020). Weiterhin beeinflusst a-Synuclein auch den Lipid-Metabolismus und die Akkumu-
lation von Lipid-Tropfchen. Eine Uberexpression von a-Synuclein fordert die Bildung von
Triacylglyceriden und die Akkumulation von Lipid-Trépfchen durch die Stimulierung der
Acyl-CoA-Synthetase Aktivitit (Alza et al., 2019).

1.3 Autophagie in Sdugetierzellen

Autophagie ist ein Prozess in der Zelle zur Degradation von Proteinen und Zellkomponenten
(Yang und Klionsky, 2010). Daher steht Autophagie im Zusammenhang mit einer Vielzahl
von Erkrankungen, die vor allem Neurodegeneration, Krebs, die Leber, das Herz, Infekti-
onskrankheiten und Alterungsprozesse betreffen (Mizushima et al., 2008). In Sdugetierzellen
gibt es drei Arten von Autophagie: Makroautophagie, Mikroautophagie und Chaperon ver-
mittelte Autophagie (Parzych et al., 2014; Grasso et al., 2018; Galluzzi et al., 2017). Bei der
Makroautophagie werden die Zielkomponenten in Vesikel eingeschlossen, die als Autophago-
somen bezeichnet werden, und mit Lysosomen fusioniert, wihrend bei der Mikroautophagie
Einstiilpungen in der Membran der Lysosomen genutzt werden, um Zielkomponenten auf-
zunehmen (Yang und Klionsky, 2010; Marzella et al., 1981; Sahu et al., 2011). Chaperon
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vermittelte Autophagie nutzt Chaperone um Zielkomponenten zu identifizieren. Die Zielpro-
teine werden entfaltet und direkt iiber die Membran der Lysosomen transportiert (Kaushik
und Cuervo, 2012). Da fiir die folgende Arbeit vor allem die Makroautophagie von Bedeutung

ist, wird im Folgenden ausschliefllich auf diese niher eingegangen.

Makroautophagie, im Weiteren als Autophagie bezeichnet, dient vor allem der Degradati-
on von Zellorganellen, Proteinaggregaten und Pathogenen Partikeln und wird hauptséchlich
durch Proteine der ATG-Familie reguliert, Autophagy related genes (Bento et al., 2016).
Dabei kommt es zur de-novo Synthese eines Phagophors im Cytosol, welches die Zielkompo-
nenten aufnimmt. Das Phagophor besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht (Yorimitsu
und Klionsky, 2005). Woher die dafiir notwendigen Phospholipide stammen ist nicht eindeu-
tig geklidrt, mogliche Quellen kénnten das ER, die Mitochondrien, der Golgi-Apparat, die
Endosomen aber auch Lipid-Tropfchen sein (Biazik et al., 2015; Dupont et al., 2014; Yla-
Anttila et al., 2009). Ein Phagophor kann dabei mehrere Membranquellen besitzen, wobei
immer Kontakt zum ER besteht (Biazik et al., 2015). Fiir die Bildung des Phagophor ist ein
Initiationskomplex aus ULK1/2, ATG13, FIP200 und ATG101 verantwortlich, der assoziiert
ist mit MTORC1, mTOR-Komplex 1 (Mercer et al., 2009; Suzuki et al., 2015). Unter Néhr-
stoffmangel dissoziiert der Initiationskomplex von MTORC1 und es kommt zur Initiation der
Phagophor-Bildung (Abbildung 1.8; Hosokawa et al., 2009).

Die Aktivitdt von ULK1 phosphoryliert Beclin 1, welches Teil des Klasse I1I PI3K Komplexes
1 ist, mit den zusétzlichen Proteinkomponenten PIK3C3/VPS34 (Phosphatidylinositol-PI3-
kinase catalytic subunit 3), VPS15, Beclinl und ATG14 und aktiviert die VPS34 Kinase
Aktivitdt (Russell et al., 2013). Der Komplex ist an der Bildung der Autophagosomen be-
teiligt und produziert Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) an der Phagophor-Membran
(Petiot et al., 2000). Dadurch konnen PI3P bindende Proteine wie WIPI1/2 an die Mem-
bran rekrutiert werden (Polson et al., 2010; Koyoma-Honda et al., 2013). WIPI2 rekrutiert
ATGI16L1, welches in einem Komplex mit ATG5 und ATG12 vorliegt (Dooley et al., 2015;
Fujita et al., 2008). Der ATG16L1-ATG5-ATG12 Komplex vermittelt die Rekrutierung von
LC3-T an die Phagophor-Membran und das Konjugat aus ATG5 und ATG12 besitzt zudem
eine €3 dhnliche Enzymaktivitdt, um LC3-1 an Phosphatidylethanolamin zu konjugieren, wel-
ches in seiner lipidierten Form als LC3-II bezeichnet wird (Hanada et al., 2007; Fujita et al.,
2008). LC3 wird dabei durch ein Ubiquitin dhnliches Konjugationssystem aktiviert, welches
dadurch die Lipidierung von LC3 reguliert (Fujita et al., 2008; Ichimura et al., 2000). Die
ATGS Proteine, insbesondere LC3, sind an der Expansion des Phagophors beteiligt (Xie et
al., 2008; Weidberg et al., 2010). GABARAP ist vermutlich an der MembranschlieSung des
Phagophors beteiligt (Weidberg et al., 2010). Fiir die MembranschlieBung des Phagophors
zum Autophagosom sind zudem ATG2A und ATG2B verantwortlich (Velikkakath et al., 2012)
ATG2A wird vermutlich von WIPI1 an die Phagophor-Membran rekrutiert (Itakura und Mi-
zushima, 2010).

Nach der Elongation und Reifung der Autophagosomen erfolgt die Fusion mit den Lyso-
somen. Es wird vermutet, dass der Prozess zum einen durch den Klasse 111 PI3K Komplex
2 reguliert wird, der statt ATG14 das Protein UVRAG enthilt (Bento et al., 2016; Liang et
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al., 2008). Die Fusion von Lysosomen oder Endosomen mit Autophagosomen wird aber auch
durch SNARE-Proteine reguliert, insbesondere VAMP3, VAMP7 und VAMPS (Fader et al.,
2009; Furuta et al., 2010). Syntaxin 17 wurde als SNARE Protein auf Autophagosomen iden-
tifiziert und steht zudem im Verdacht mit dem Sigma-1-Rezeptor zu interagieren, welcher an
der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen beteiligt sein soll (Itakura et al., 2012; Yang
et al., 2019). Auch ATG14 ist an der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen beteiligt
und interagiert dabei mit Syntaxin 17 und SNAP29 (Diao et al., 2015).
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Abbildung 1.8: Autophagie in Siugetierzellen. Autophagie in Sdugetierzellen wird re-
guliert durch den MTORC1-Komplex und den ULK1-Komplex, die zunéchst assoziiert in
der Zelle vorliegen. Durch Nahrstoffmangel kommt es zur Dissoziation der beiden Komple-
xe und zur Initiation der Phagophor-Bildung, welches die Cargo-Molekiile einschliefit. Der
ULK1-Komplex rekrutiert den Klasse III-PI3K-Komplex 1, welcher PI3P in der Phagophor-
Membran synthetisiert. Durch die Bildung von PI3P kénnen PI3P bindende Proteine an das
Phagophor rekrutiert werden, wie WIPI1/2. WIPI2 rekrutiert einen Komplex aus ATG16L1,
ATG5 und ATG12, der an der Bindung von LC3-I an Phosphatidylethanolamin (PE) betei-
ligt ist. Lipidiertes LC3-I (LC3-II) fordert die Expansion des Phagophors. WIPI1 rekrutiert
ATG2A, welches die Membran des Phagophor schlieit. Fiir die Fusion des Phagophor mit
Lysosomen sind vermutlich SNARE-Proteine und der Klasse ITI-PI3K Komplex 2 verant-
wortlich. Nach der Fusion von Autophagosom mit Lysosom bildet sich ein Autolysosom und
es kommt zum lysosomalen Abbau der Cargo-Molekiile (Bento et al., 2014; Parzych et al.,
2014). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.
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Die Regulation der Autophagie erfolgt hauptséchlich iiber die Proteine mTOR und AMPK
(Kim et al., 2011). AMPK wird durch AMP aktiviert und fiithrt zu einer Aktivierung der
Autophagie iiber Phosphorylierung von Ulkl (Xiao et al., 2007; Kim et al., 2011). Eine
Aktivierung von AMPK fiithrt weiterhin zu einer Inhibition von mTOR, welches durch ein
niedriges Verhiltnis von AMP zu ATP aktiviert wird und die Autophagie hemmt (Kim et
al., 2011; Gwinn et al., 2008; Hahn-Windgassen et al.; 2005).

1.4 Lipidtropfchen und Lipid-Metabolismus

1.4.1 Awufbau und Biogenese von Lipid-Tropfchen

Lipid-Tropfchen dienen der Speicherung von Lipiden und Cholesterin und sind daher essen-
tiell fiir den Lipid-Metabolismus von Zellen (Walter und Farese, 2009; Walther et al., 2017).
Sie bestehen aus einem Kern, der gefiillt ist mit neutralen Lipiden, wie Triacylglyceriden und
Cholesterinestern (Fujimoto und Parton, 2011; Czabany et al., 2008; Cheng et al., 2009).
Lipidomics-Analysen von Lipid-Tropfchen in kortikalen Neuronen aus M&ausen zeigten vor al-
lem eine Erhhung von Triaclyglyceriden in Lipid-Tropfchen im Vergleich zum Gesamtlysat
der Neuronen (Kumar et al., 2023). Mittels Raman-Spektroskopie konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass Lipid-Tropfchen vor allem aus Triaclyglyceriden und Cholesterinestern beste-
hen (Samuel et al., 2020). Der neutrale Kern der Lipid-Tropfchen ist umgeben von einer
Phospholipid-Einzelschicht (Abbildung 1.9; Tauchi-Sato et al., 2002).

Phospholipid-
Einzelschicht

Lipid-Tropfchen
assoziiertes
Protein

TAG

Cholesterinester

Abbildung 1.9: Aufbau eines Lipid-Tropfchens, bestehend aus einem lipophilen Kern
gefiillt mit TAG und Cholesterinestern umgeben von einer Phospholipideinzelschicht, die mit
spezifischen Proteinen assoziiert ist. Dazu gehoren Proteine mit amphiphatischen Helices,
Hairpin-Strukturen und Fettsduremodifikationen (Olzmann und Carvalho, 2019). Die Abbil-
dung wurde mit Biorender.com erstellt.
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Aufgrund der Phospholipid-Monolayer konnen nur spezielle Proteine mit der Membran von
Lipid-Tropfchen assoziieren. Dazu gehtren Proteine mit hydrophoben Hairpin-Bereichen, am-
phiphatischen Helices und Fettsduremodifikationen (Hodges und Wu, 2010; Walter und Fa-
rese, 2012). Die mit Lipid-Tropfchen assoziierten Proteine werden im Allgemeinen in zwei
Gruppen aufgeteilt: Klasse-1 und Klasse-2 Proteine. Wahrend Klasse-1 Proteine zwischen
dem ER und Lipid-Trépfchen diffundieren, werden Klasse-2 Proteine direkt aus dem Cytosol
zu den Lipid-Tropfchen rekrutiert (Olzmann und Carvalho, 2019; Olarte et al., 2021).

Die Synthese von Lipid-Tropfchen beginnt mit der Synthese von Triacylglyceriden, deren
biochemische Reaktionen das erste Mal 1960 beschrieben wurden (Abbildung 1.10; Weiss et
al., 1960). Die Enzyme der Triacylglycerid-Synthese befinden sich vorwiegend am ER (Ku-
mari et al., 2023; Buhman et al., 2001). Glycerol-3-Phosphat wird dabei durch Bindung einer
aktivierten Fettsdure mittels Glycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase 3 (GPAT3) zunichst zu
Lysophosphatidsdure (LPA) umgewandelt (Sukumaran et al., 2009). LPA wird durch Bin-
dung einer weiteren aktivierten Fettsiure mittels des Enzyms Acylglycerin-3-phosphat-O-
Acyltransferase (AGPAT) zu Phosphatidsidure umgesetzt, die durch Abspaltung eines Phos-
phatrests mit Hilfe von Phosphatidat-Phosphatase (PAP) zu Diacylglycerid umgewandelt
wird (Eberhardt et al., 1999; Hooks et al., 1998). DGAT1/2 katalysieren den letzten Schritt
der TAG-Synthese, die Bildung von Triacylglyceriden aus Diacylglyceriden (Cases et al., 1998;
Cases et al., 2001). DGAT?2 interagiert zudem mit MGAT2, um Monoacylglycerid-abhéngi-
ge DAG in Triacylglyceride umzusetzen (Jin et al., 2014). Auch die Bildung von Chole-
sterinestern fordert die Biogenese von Lipid-Tropfchen am endoplasmatischen Retikulum.
Fiir die Veresterung von Cholesterin sind die Enzyme ACAT1/2 (Acyl-CoA:Cholesterin-O-
Acyltransferase) verantwortlich, welche aktivierte Fettsduren an Cholesterin binden (Chang
et al., 2009; Chang et al., 1998; Chang et al., 1993).

Lipid-
G3P Tropfchen
@ Acyl-CoA Acyl-CoA Acyl-CoA
\ Cytosol
A GPATS S AGPAT A A /‘
—» LPA —» PA U\ 'pag [ \EBGATIZZE | /L1y, TAG
oil lense ER Lumen

Abbildung 1.10: Biogenese der Lipid-Tr6pfchen. Die Biogenese der Lipid-Tropfchen
beginnt mit der Bildung von Triacylglyceriden. Durch die Anreicherung von TAG in der
Membran des ER bildet sich eine o0il lense, die durch weitere Expansion als Lipid-Tropf-
chen ins Cytosol abgespalten werden kann. Die Synthese der TAG beginnt mit G3P, welches
durch GPAT3 zu Lysophosphatidsiure (LPA) umgewandelt wird. LPA wird durch AGPAT zu
Phosphatidsdure (PA), welche durch PAP zu Diacylglycerid (DAG) umgesetzt wird. Durch
DGAT1/2 werden die Diacylglyceride zu Triacylglyceriden umgewandelt (Jarc und Petan,
2019). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

Einige Studien belegen die Bildung von einer Triacylglycerid oil lense in Vesikeln und Mem-
branen (Hamilton et al., 1983; Hamilton und Small, 1981). Gesteigerte Konzentrationen an

Triacylglyceriden in multilamellaren Vesikeln fithrten zudem zur Bildung von oil domains
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(Duelund et al., 2013). Die Bildung von einer TAG oil lense findet an tubuldren Strukturen
des ER statt (Kassan et al., 2013; Jacquier et al., 2011). Akkumulation von Triacylglyceriden
in der ER-Membran fithrt zur Bildung von Lipid-Trépfchen, welche am ER residieren oder
ins Cytosol abgespalten werden koénnen (Jacquier et al., 2011; Wilfling et al., 2013).

1.4.2 Der Metabolismus von Lipid-Tropfchen in der Zelle

Lipid-Tropfchen unterliegen einem Zyklus von Biogenese, Expansion durch erneute Vereste-
rung von freien Fettsiduren und Abbau durch Lipolyse oder Autophagie (Abbildung 1.11;
Walter und Farese, 2012; Welte und Gould, 2017; Khor et al., 2013). Die Synthese der Lipid-
Tropfchen findet dabei am ER statt und beginnt mit der Synthese von Triacylglyceriden
(Murphy und Vance, 1999; Brasaemle et al., 1997; Blanchette-Mackie et al., 1995). Nach
der Synthese am ER konnen Lipid-Tropfchen vom ER zum Cytosol abgspalten werden. Der
Prozess wird vor allem durch fat storage-inducing transmembrane proteins (FIT) und Sei-
pin reguliert (Choudhary et al., 2015; Kim et al., 2022). Viele Lipid-Tropfchen bleiben auch
mit dem ER in Kontakt um den Transport von Proteinen und Lipiden zwischen dem ER
und Lipid-Tropfchen selbst zu ermoglichen. Der Kontakt zwischen Lipid-Tropfchen und dem
ER wird durch Seipin reguliert (Jacquier et al., 2011; Salo et al., 2016). Die Proteine der
Triacylglycerid-Synthese befinden sich nicht nur am ER, sondern wurden in Zellen auch auf
Lipid-Tropfchen nachgewiesen. Dabei wurden GPAT4, GPAT3, ACSL1 und ACSL3 auf Lipid-
Tropfchen gefunden. Die Lokalisation von GPAT4 auf Lipid-Tropfchen ist zudem verantwort-
lich fiir die Bildung von grofen Lipid-Tropfchen (Wilfling et al., 2013). Grofe Lipid-Tropfchen
konnen auch durch die Fusion von Lipid-Tropfchen miteinander entstehen (Murphy et al.,
2010).

Lipid-Tropfchen stehen zudem in Kontakt zu Mitochondrien, um Fettsduren fiir die -Oxida-
tion bereitzustellen. Die Assoziation von Lipid-Tropfchen mit Mitochondrien wird durch Pe-
rilipin 5 induziert (Li et al., 2012; Wang et al., 2011; Barbosa und Siniossoglou, 2017). Peri-
lipin 5 stabilisiert dabei die Lipid-Tropfchen und férdert zunéchst die Speicherung von freien
Fettsduren in Lipid-Tropfchen. Stimulation von Zellen mit Forskolin, welches die Adenylat-
cyclase aktivierte, fithrte zu einer Freisetzung von freien Fettsiduren zu Mitochondrien und
einer gesteigerten 5-Oxidation (Wang et al., 2011). Knockout von Perilipin 5 fiithrte zudem zu
einer gesteigerten Oxidation von Olsiure (Li et al., 2012). Die Isolation von Lipid-Trépfchen
assoziierten Mitochondrien (LDM) und cytosolischen Mitochondrien (CM) aus der Leber von
Ratten zeigte fiir LDM eine hohere Rate fiir die Oxidation von Fettsduren, wihrend fiir CM
bei Anwesenheit von Glutamat und Succinat eine gesteigerte CO4 Rate nachgewiesen wurde.
(Talari et al., 2023). Isolation von Lipid-Tropfchen assoziierten Mitochondrien aus pluriva-
kuoldrem Fettgewebe von Méausen zeigte, dass LDM im Vergleich zu CM eine reduzierte
B-Oxidation aufwiesen. Der Kontakt von Lipid-Tropfchen zu Mitochondrien konnte zudem
durch eine thermische Induktion der S-Oxidation reduziert werden und die Assoziation von
Mitochondrien mit Lipid-Tropfchen durch eine Uberexpression von Perilipin 5 férderte die
Synthese von Triacylglyceriden. Der Kontakt von Lipid-Trépfchen zu Mitochondrien diente
hier dazu das von den Mitochondrien bereitgestellte ATP fiir die Synthese von Triaclyglyce-

riden zu nutzen (Benador et al., 2018).
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Der Abbau von Lipid-Tropfchen erfolgt iiber Lipolyse oder Lipophagie (Welte und Gould,
2017). Lipolyse wird durch PLIN1 reguliert, welches mit Lipasen wie HSL oder Coaktivatoren
von Lipasen, insbesondere CGI-58 als Coaktivator von ATGL, interagiert (Yang et al., 2013).
Der erste Schritt der Lipophagie beginnt mit dem Abbau der LD assoziierten Perilipine,
insbesondere Perilipin 2/3 durch Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA). Eine Blockade
der Chaperon vermittelten Autophagie fiihrte zu einer reduzierten Assoziation von ATGL
und Lipophagie beteiligten Proteinen mit Lipid-Trépfchen und damit verbunden zu einer
Akkumulation von Lipid-Trépfchen (Kaushik und Cuervo, 2015).
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Abbildung 1.11: Metabolismus von Lipid-Trépfchen. Lipid-Tropfchen werden am ER
synthetisiert und konnen durch Fusion miteinander Lipid-Tropfchen expandieren. Lipid-
Tropfchen kénnen iiber Lipophagie und Lipolyse abgebaut werden. Sie unterliegen einem
Zyklus aus Lipolyse, wobei sie mit Mitochondrien assoziieren, um Lipide fiir die §-Oxidation
bereitzustellen, und Expansion am ER (Khor et al., 2013). Die Abbildung wurde mit Bioren-
der.com erstellt.

1.4.3 Funktionen von Lipid-Tropfchen im zelluliren System

Die primére Aufgabe von Lipid-Tropfchen ist die Mobilisierung von Fettsduren durch Lipolyse
oder Lipophagie (Autophagie von Lipid-Tropfchen) als Energielieferant fiir die Biogenese von
Membranen und Signalmolekiilen (Jarc und Petan, 2019). Lipid-Trépfchen schiitzen die Zelle
zudem auch vor Lipotoxizitéit, indem sie iiberschiissige freie Fettsduren aufnehmen. (Nguyen
und Olzmann, 2017).

Vor allem wéhrend Nahrstoffmangel induzierter Autophagie werden freie Fettsduren durch
den Abbau von Membranen aus Zellorganellen freigesetzt (Rambold et al., 2015). Wéhrend
Néhrstoffmangel wird der Metabolismus von Zellen umgestellt von der Energiegewinnung

durch Glykolyse zum Abbau von Fettsduren iiber die 8-Oxidation in den Mitochondrien
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(Finn und Dice, 2006). Uberschiissige freigesetzte freie Fettsiuren aus abgebauten Membra-
nen werden wihrend erhchter autophagischer Aktivitit in neuen Lipid-Tropfchen gespeichert
(Rambold et al., 2015; Nguyen et al., 2017). Die dabei geformten Lipid-Tropfchen stehen in
Kontakt zu Mitochondrien, um den Transport von freien Fettsduren zu fordern und diese
so vor Schiden zu schiitzen (Nguyen et al., 2017). Der letzte Schritt in der Synthese von
Triacylglyceriden wird durch die Enzyme DGAT1 und DGAT2 bestimmt. Unter Nahrstoff-
mangel ist eine Inhibition von DGAT1 ausreichend, um die Biogenese der Lipid-Tropfchen zu
hemmen. Eine Inhibition von DGAT1 unter Néhrstoffmangel fithrt zudem zur Anreicherung
von Acylcarnitin, was zu einer verdnderten Funktion der Mitochondrien fiithrt, insbesonde-
re der Umsetzungsrate von Sauerstoff und des Membranpotenzials der Mitochondrien. Die
Biogenese von Lipid-Tropfchen unter Nahrstoffmangel zum Schutz der Zelle vor Lipotoxi-
zitét ist demnach DGAT1 abhéngig (Nguyen et al., 2017). In Kardiomyozyten konnte eine
Palmitinsdure induzierte Lipotoxizitit durch eine gesteigerte Biogenese von Lipid-Tropfchen

mittels Uberexpression von PPAR~y reduziert werden (Bosma et al., 2014).

Lipid-Tropfchen akkumulieren in Folge von Behandlungen von Zellen mit ER-Stressoren,
was vermuten lésst, dass Lipid-Tropfchen induziert werden, um ER Stress zu reduzieren
(Lee et al., 2012; Fei et al., 2009; Fuchs et al., 2012). Behandlung mit Thapsigargin und
Tunicamycin in Krebszellen fithrte zu einer Akkumulation von Lipid-Tropfchen (Lee et al.,
2012). Knockout von ATGL in M&usen und Krebszellen fiihrte zu einer Reduktion des ER-
Stress nach der Behandlung mit Tunicamycin (Fuchs et al., 2012). Komplexierung von freien
Fettsduren in Lipid-Tropfchen konnte ER-Stress reduzieren (Bosma et al., 2014; Chitraju
et al., 2017). Lipid-Tropfchen kénnen zudem auch Proteinaggregate komplexieren, um ih-
ren Abbau iiber Lipophagie zu ermoglichen (Long et al., 2022). Eine weitere Hypothese ist,
dass Lipid-Tropfchen fehlgefaltete Proteine bis zur Faltung in ihre native Konformation spei-
chern. Eine Proteomics-Analyse von Lipid-Tropfchen aus Drosophila Fliegen konnte zeigen,
dass Proteine auf Lipid-Tropfchen gespeichert werden kénnen (Cermelli et al., 2006). Nach
Hitzestimulation transloziert das Chaperon Hsp70 zu Lipid-Tropfchen, um dort eventuell
die korrekte Faltung von fehlgefalteten Proteinen zu ermdoglichen (Jiang et al., 2007). Lipid-
Tropfchen sind zudem am Abbau von Apolipoprotein B iiber Autophagie und das Proteasom
beteiligt (Ohsaki et al., 2006). Auch die Retrotranslokation von ER-residenten Proteinen, wie
zum Beispiel der HMG-CoA Reduktase, wird durch Lipid-Tropfchen vermittelt (Hartman et
al., 2010; Olzmann et al., 2013).

Eicosanoide, wie Prostaglandine, Leukotriene und Lipoxin sind Signalmolekiile, die aus Ara-
chidonséure gebildet werden und vor allem bei Immunreaktionen eine Rolle spielen (Yaqoob,
2003). Lipid-Tropfchen konnen Arachidonséure in Form von Triacylglyceriden speichern und
fiir die Synthese von Eicosanoiden und Prostaglandinen zur Verfiigung stellen (Dvorak et al.,
1983; Weller et al., 1989; Bozza et al., 1997; Accioly et al., 2008). Eine gestorte Lipolyse
in Neutrophilen fiihrte zu einer reduzierten Freisetzung an Arachidonsédure (Schlager et al.,
2015).
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1.4.4 Lipid-Tropfchen im Hinblick auf neurodegenerativen Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer und Parkinson, zeigen Verdnderungen im
Lipid Metabolismus (Farmer et al., 2020; Hamilton et al., 2007). Das Gehirn besitzt neben
dem Fettgewebe den héchsten Anteil an Lipiden mit bis zu 50% seines Trockengewichts und
speichert bis zu 20% des korpereigenen Cholesterins (Morell und Toews, 1996; Bjorkhem
und Meany, 2004). Verédnderungen in der Lipid-Zusammensetzung in Zellen des Zentralner-
vensystems beeinflussen die Funktion der Zelle, insbesondere die Bildung von synaptischen
Vesikeln, die durch eine Vielzahl von Lipid-bindenden Proteinen reguliert wird (Puchkov und
Haucke, 2013).

Die bei Parkinson gebildeten pathologischen Strukturen, Lewy Bodies, bestehen aus Lipiden,
Zellorganellen und Proteinen, insbesondere a-Synuclein (Shahmoradian et al., 2019; Spillan-
tini et al., 1998). a-Synuclein akkumuliert auch auf Lipid-Trépfchen und reduziert dort die
Lipolyse der Lipid-Trépfchen (Cole et al., 2002). Die Mutanten A30P und A53T zeigten eine
reduzierte Lipolyse in neuronalen Zellen im Vergleich zum Wildtyp a-Synuclein (Cole et al.,
2002). In Hefen konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von a-Synuclein WT und
der Mutante A53T, nicht aber eine Uberexpression der Mutante A30P zu einer Akkumula-
tion von Lipid-Tropfchen fiithrte (Outeiro und Lindquist, 2003). Weitere Analysen in Hefen
zeigten zudem, dass vor allem Gene, die am Lipid Metabolismus und vesikuldren Transport
beteiligt sind, einen groflen Effekt auf die Bildung von toxischen a-Synuclein Aggregaten ha-
ben (Scherzer und Feany, 2004).

In Mausmodellen fiir Alzheimer konnte in Ependymzellen eine Akkumulation von neutra-
len Lipiden festgestellt werden, die sich auf die Proliferation von neuronalen Stammzellen
auswirkt. Die neutralen Lipide wurden mittels Massenspektrometrie als Olséure angereicher-
te Triglyceride identifiziert (Hamilton et al., 2015). In myeloiden Zellen aus Gehirnen von
Alzheimer Patienten wurde ebenfalls eine Akkumulation von Lipid-Trépfchen und zusétzlich
eine Erhohung des Proteins Diaphanus 1 (DIAPH1) festgestellt, welches an der Produkti-
on von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt ist. Eine Korrelation zwischen Lipid-Tropfchen
Akkumulation und entziindlichen Reaktionen ldsst eine Funktion von Lipid-Tropfchen bei
der cerebralen Immunantwort vermuten (Derk et al., 2018). Einer der stirksten genetischen
Risikofaktoren fiir Alzheimer ist das €4 Allel von APOE. Astrocyten, die das e4 Allel ex-
primieren, akkumulieren und benétigen Lipid-Tropfchen (Farmer et al., 2019). In Gliazellen
konnten durch die Expression von €4 oder €3 Allelen von APOE vor allem Veridnderungen
in Genen festgestellt werden, die den Metabolismus und Transport von Lipiden betreffen.
Zusétzlich wurde sowohl intrazellular als auch extrazellulédr eine Akkumulation von Choleste-
rin in den Gliazellen festgestellt. Der veréinderte Metabolismus kénnte mit neurodegenerativen
Erkrankungen verkniipft sein (Lin et al., 2018). Zugabe von konditioniertem Medium von As-
trocyten, die das Allel e4 tragen, filhrte zudem zu einer Akkumulation von Lipid-Tropfchen

in anderen Zelltypen (Tambini et al., 2016).

Studien zeigten auch einen Kinfluss von Lipid-Tropfchen auf Motoneuronen und dadurch
eine Verbindung zu ALS (Pennetta und Welte, 2018). Uberexpression von ALS assoziiertem

TDP-43 in M&usen fithrte zu neurologischen Symptomen, motorischen Defiziten und einer
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gesteigerten Akkumulation von Lipiden (Stallings et al., 2013). Eine weitere Studie zeigte,
dass Mutationen im Lipid-Tropfchen assoziierten Protein Seipin in M&usen zu Symptomen
von Krankheiten fiithren, die mit einem Verlust an Motoneuronen assoziiert sind (Yagi et
al., 2011). In einem Hefe spezifischen Modell fiir ALS konnte zudem die TDP-43 vermittelte
Toxizitét gesteigert werden durch die Depletion von Seipin (Armakola et al., 2012).

1.5 Lipid-raft like microdomains

1.5.1 Der Aufbau der MAM als Lipid-raft dhnliche Mikrodomine im ER

Zur Generation von spezifischen Reaktionsrdumen werden intrazellulire Membranen in der
Zelle in Mikrodoménen organisiert, die in ihrem Aufbau Lipid rafts dhneln. Lipid-raft like
Mircodomains sind unloslich in Detergenzien, wie Triton X-100 bei 4 °C, wodurch sie sich
charakteristisch von anderen Membranbereichen abheben und als detergent resistant micro-
domains bezeichnet (DRM) wurden (Hopper et al., 1999; Brown und Rose, 1992; Simons und
Ikonen, 1997). Lipid rafts bilden 10-200 nm grofe, spezialisierte Kompartimente innerhalb
der Plasmamembran, die angereichert sind mit Cholesterin und Sphingolipiden (Abbildung
1.12; Pike, 2006; Brown und Rose, 1992). Studien zeigten zudem, dass Liposomen, die mit
Sphingolipiden und Cholesterin angerecihert waren, einen htheren Schmelzpunkt besafien
und unléslich waren in Triton X-100 bei 37 °C im Vergleich zu Liposomen, die mit Proteinen

angereichert waren (Schroeder et al., 1994).

kein Lipid raft Lipid raft kein Lipid raft

GPIl-verankertes Protein

j Cholesteyr'in
Sphingolipid

Abbildung 1.12: Aufbau einer Lipid-raft Mikrodoméine. Lipid rafts sind gepriagt durch
ihre liquid ordered phase, die durch den hohen Gehalt an geséittigten Phospholipiden, Chole-
sterin und Sphingolipiden gepréigt sind. Dadurch kénnen die Phospholipide mit Cholesterin
dichter gepackt werden. Durch die Struktur der Lipid rafts befinden sich dort vor allem GPI
verankerte Proteine, palmitoylierte Proteine und Proteine mit einer Cholesterinbindedoméne
(Ripa et al., 2021). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.
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Lipiddoppelschichten besitzen bei Temperaturen iiber ihrem Schmelzpunkt eine hohe Flui-
ditdt und liegen als liquid-disordered phase vor. Durch den hohen Gehalt an Cholesterin wird
die Fluiditdt von Lipiddoppelschichten verringert und es kommt zur Bildung einer verdick-
ten liquid-ordered phase (Ipsen et al., 1987; Samsonov et al., 2001). Ein hoher Gehalt an
Cholesterin dndert zudem die Struktur von Lipiddoppelschichten. Durch die starre Struktur
von Cholesterin kommt es zu einer dichteren Packung der Acylketten der Phospholipide, wo-
durch die Permeabilitit der Membran fiir kleine Molekiile verringert wird (Korlach et al.,
1999; Munro, 2003). Gesittigte Acylketten fordern dabei die Bildung einer liquid-ordered
phase, welche auch durch die polare Gruppe der Phospholipide beeinflusst wird (Samsonov
et al., 2001; Ramstedt und Slotte, 1999). Die laterale Diffusion von Proteinen und Lipiden
innerhalb der Membran bleibt dabei weitestgehend unveréndert (Munro, 2003; Smith et al.,
1980; Owicki und McConnel, 1980). Durch die spezifischen Lipide in den Mikrodoménen sind
nur bestimmte Proteine, wie zum Beispiel GPI-Ankerproteine und lipidierte, vor allem palmi-
toylierte Proteine, mit den Mikrodoménen assoziiert (Schroeder et al., 1998; Levental et al.,
2010). Viele Proteine, die in detergent resistant microdomains identifiziert werden besitzen

gesittigte Acylketten, insbesondere GPI gekoppelte Proteine (Samsonov et al., 2001).

Elektronenmikroskopische Analysen zeigten eine Verbindung zwischen den Mitochondrien
und dem endoplasmatischen Retikulum, wobei circa 80% der Mitochondrien in Kontakt stan-
den zum rauen ER (Copeland und Dalton, 1959; Montisano et al., 1982; Pickett et al., 1980).
Die Distanz zwischen ER zu Mitochondrien betréigt dabei 10-30 nm (Csordas et al., 2006). Die
MAM ist angereichert mit Cholesterin und Ceramiden und wurde als detergent resistant mi-
crodomain beschrieben (Hayashi und Fujimoto, 2010; Fujimoto et al., 2012). Eine Depletion
von Cholesterin in subzelluliren Membranen von CHO Zellen fiihrte zu einer reduzierten As-
soziation von Mitochondrien mit dem endoplasmatischen Retikulum (Fujimoto et al., 2012).
Zudem konnte gezeigt werden, dass der Sigma-1-Rezeptor durch das hohe Cholesterinlevel der
MAM an die MAM rekrutiert werden konnte (Zhemkov et al., 2021; Fujimoto et al., 2012;
Hayashi und Su, 2010). Durch einen Proteinase-K-Assay konnte gezeigt werden, dass die
Struktur der MAM auch durch Proteine stabilisiert wird (Csordas et al., 2006). Mitofusin 2,
welches am ER lokalisiert ist, interagiert mit mitochondrialem Mitofusin 1/2, verbindet damit
das ER mit den Mitochondrien und gewihrleistet einen effizienten Calcium-Efflux zwischen
dem ER und den Mitochondrien (de Brito et al., 2008; Merkwirth et al., 2008). VAPB ist ein
ER Membranprotein und interagiert mit dem Protein PTPIP51 der duleren Mitochondrien-
membran (De Vos et al., 2012). Auch der Komplex aus VDAC, IP3R3 und Grp75 stabilisiert
die MAM und bedingt den Efflux von Calcium von ER zu den Mitochondrien (Szabadkai
et al., 2006). Der Komplex wird zusétzlich stabilisiert durch den Sigma-1-Rezeptor (Hayashi
und Su, 2007).

1.5.2 Die Funktionen der MAM

Die Funktionen der MAM werden durch die mit der MAM assoziierten Proteine bestimmt.
Proteomics-Analysen von MAM-Fraktionen zeigten, dass die identifizierten Proteine zu 28,2%
an Mikrosomen, insbesondere dem ER, dem Golgi-Apparat, Endosomen, Lysosomen und
Vesikeln und zu 25,5% an Mitochondrien lokalisiert sind (Zhang et al., 2011). Eine weite-
re Proteomics-Analyse konnte zeigen, dass 48,17% der in der MAM-Fraktion identifizierten
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Proteine am ER und an den Mitochondrien lokalisiert sind. Unter den identifizierten Pro-
teinen befanden sich Proteine des Zitratzyklus, des Fettsiduremetabolismus, der Glykolyse
und Gluconeogenese, der oxidativen Phosphorylierung, des intrazelluliren Transports und

der Bindung von Proteinen (Wang et al., 2018).

Durch den geringen Abstand von Mitochondrien zum endoplasmatischen Retikulum an der
MAM entsteht dort ein Reaktionsraum, der von der hydrophilen Umgebung des Cytosols
geschiitzt ist. Daher eignet sich die MAM insbesondere fiir die Synthese und den Transport
von Lipiden (Rusinol et al., 1994; Annunziata et al. 2018). Eine Isolation der MAM aus
Leberzellen von Ratten zeigte, dass vor allem Proteine an der MAM angereichert sind, die
an der Synthese von Phospholipiden und neutralen Lipiden beteiligt sind (Rusinol et al.,
1994). An der MAM ist zum Beispiel ACSL4 lokalisiert, welches an der Synthese von Tria-
cylglyceriden beteiligt ist (Lewin et al., 2002). Weitere Proteine, die am Metabolismus von
Lipiden beteiligt und an der MAM lokalisiert sind, sind PSS1 und PSS2, PEMT2, ACAT1
und DGAT?2 (Rusinol et al., 1994; Stone und Vance, 2000; Vance et al., 1997; Jin et al., 2014).
Die Phosphatidylserin-Synthasen PSS1 und PSS2 sind an der Synthese von Phosphatidylse-
rin aus Phosphatidylcholin oder Phosphatidylethanolamin durch Basen-Austausch in einem
Calcium abhingigen Prozess beteiligt (Rusinol et al., 1994; Stone und Vance, 2000; Vance
und Steenbergen, 2005). Phosphatidylserin wird zudem iiber die MAM als Kontaktstelle vom
ER zu den Mitochondrien transportiert (Vance, 1991; Shiao et al., 1995; Simbeni et al., 1991).
ACAT1 ist an der Synthese von Cholesterinestern und DGAT2 an der Synthese von Triacyl-
glyceriden beteiligt (Cases et al., 2001; Chang et al., 2009; Chang et al., 1998). PEMT?2 ist
ebenfalls an der Synthese von Phospholipiden beteiligt (Zou et al., 2002). Zudem wurden in
Hefen Proteinkomplexe gefunden, die am Transport von Phospholipiden zwischen dem ER
und Mitochondrien beteiligt sind, insbesondere der ERMES-Kompex und der EMC-Komplex,
welcher in Hefen primér Phosphatidylserin in die Mitochondrien transportiert. Bisher ist un-
klar, ob ein solcher Komplex auch in Sdugetierzellen existiert (Kornmann et al., 2009; Lahiri
et al., 2014).

Weiterhin dient die MAM als Plattform fiir den regulierten Transport von Calcium vom
ER zu den Mitochondrien, die Calcium zur Synthese von Adenosintriphosphat benéGtigen
(Bravo et al., 2011; Filippin et al., 2003). Fiir den Calcium-Transport an der MAM ist der
Komplex aus VDAC1-Grp75-IP3R3 und der Calcium Transporter MCU verantwortlich. Der
Komplex aus VDAC1-Grp75-IP3R3 reguliert den Transport von Calcium iiber die duflere
mitochondriale Membran, wihrend MCU fiir den Transport iiber die innere mitochondriale
Matrix verantwortlich ist (Szabadkai et al., 2006; Gincel et al., 2001; Rapizzi et al., 2002;
De Stefani et al., 2011). Der Calcium Transport wird zudem durch den Komplex aus VAPB
und PTPIP51 an der MAM unterstiitzt (De Vos et al., 2012). Auch der Sigma-1-Rezeptor ist
an dem Prozess beteiligt, indem er IP3R3 stabilisiert und so den Calcium-Efflux iiber einen

laingeren Zeitraum aufrecht hilt (Hayashi und Su, 2007).

Die MAM ist auch an der Initiation der Autophagie beteiligt. So wird ATG14 als Kompo-
nente des fiir die Autophagosomen-Bildung relevanten PI3K-Komplexes bei Nahrstoffmangel
zur MAM rekrutiert. Strukturschiden an der MAM fithren dazu, dass ATG14 nicht an die
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MAM rekrutiert werden kann und die Autophagosomen-Bildung bei Nahrstoffmangel deut-
lich reduziert ist (Hamasaki et al., 2013).

Mehrere der an der MAM lokalisierten Proteine sind zudem mit der Unfolded Protein Respon-
se assoziiert. VAPB interagiert mit ATF6 und moduliert dessen Aktivitidt (Gkogkas et al.,
2008). Mitofusin 2 reguliert die Aktivitdt von UPR iiber die Repression von PERK (Munoz et
al., 2013). Zudem sind mehrere Chaperone an der MAM lokalisiert wie der Sigma-1-Rezeptor,
Bip78, Calnexin und Calreticulin (Hayashi und Su, 2007; Myhill et al., 2008; Wieckoswki et
al., 2009).

1.5.3 Die MAM im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer, Parkinson und ALS teilen Eigenschaften,
die mit einer Destruktion der MAM einhergehen, insbesondere mitochondriale Schiiden, Ande-
rungen in der Calcium-Homoostase, dem Lipid-Metabolismus und der Autophagie sowie ei-
ne Aktivierung der Unfolded protein response (Pailluson et al., 2016). Die priasynaptische
Membran ist zudem angereichert mit Sphingolipiden (Davletov und Montecucco, 2010). Cho-
lesterin und Sphingolipide bilden an der prasynaptischen Membran vermutlich Cholesterin
angereicherte Lipid-Mikrodoménen. Eine Proteomics-Analyse identifizierte vor allem prisyn-
aptische Proteine in DRM aus priméren Neuronen, die an Endocytose und Exocytose beteiligt
sind. Die Bildung von synaptischen Vesikeln wird demnach vermutlich durch Cholesterin und
Sphingolipide beeinflusst (Jia et al., 2006).

Die bei Alzheimer gebildeten S-Amyloid Plaques entstehen durch die Spaltung des Amyloid
Precursor Protein (APP) durch Presenilin 1/2, welche zum y-Secretase Komplex gehoren
(Haas et al., 2011; De Stropper, 2003). Presenilin 1/2 sind zudem an der MAM angereichert
(Area-Gomez et al., 2009). Mutationen von Presenilin fiithren zu einem verénderten Verhéltnis
zwischen A 342 Peptiden zu A(40 Peptiden und sind assoziiert mit der Bildung von Alzhei-
mer (Borchert et al., 1996; Scheuner et al., 1996). Auch APP und seine Metaboliten sind an
der MAM lokalisiert und beeinflussen dort die Funktionen des ER (Del Prete et al., 2017).
Das Allel €4 von Apolipoprotein E steigert zudem die Aktivitdt der MAM und Patienten, die
das Allel fiir ApoE tragen, besitzen ein hoheres Risiko fiir Alzheimer (Tambini et al., 2015;
Liu et al., 2013).

Die Bildung von Lewy-Bodies bei Parkinson, die zur Degeneration von dopaminergen Neuro-
nen fithrt, wird reguliert durch die Expression von a-Synuclein. Lewy-Bodies bestehen dabei
nicht nur aus Proteinen, sondern auch aus Lipiden und Zellorganellen (Shahmoradian et
al., 2019; Spillantini et al., 1998). a-Synuclein ist zudem an der MAM lokalisiert (Guardia-
Laguarta et al., 2014). Eine Uberexpression von a-Synuclein fithrt zur Denaturierung des
VAPB-PTPIP51 Komplexes und damit zu einer reduzierten Stabilitit der MAM und zu ei-
ner verringerten ATP-Produktion (Pailluson et al., 2017). Eine Mutation von VAPB kommt
zudem bei ALS vor (Nishimura et al., 2004). Uberexpression von Wildtyp TDP-43 und des-
sen Mutanten, welches assoziiert ist mit ALS, unterbricht die Interaktion von VAPB mit
PTPIP51, reduziert die Assoziation und damit verbunden den Calcium Transport vom ER
zu den Mitochondrien (Stoica et al., 2014).
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1.6 Ziel der Arbeit

Der Sigma-1-Rezeptor ist ein Protein mit vielfaltiger Funktion im zelluldren System, insbeson-
dere der Regulation von Ionenkanélen, der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion
und dem Einfluss auf den Lipid-Metabolismus sowie die Autophagie (Hayashi und Su, 2007;
Su et al., 2010, Strivats et al., 2016; Yang et al., 2019; Hayashi und Su, 2003). Durch seine
subzelluldre Lokalisation beeinflusst der Sigma-1-Rezeptor vor allem die zelluldren Prozesse
an der Mitochondrien-ER assoziierten Membran (Hayashi und Su, 2007; Tagashira, 2023).

Neurodegenerative Erkrankungen liegen der Verlust der Proteostase und die Anreicherung
von Proteinaggregaten zugrunde, die durch pathologische molekulare Prozesse ausgelost wer-
den. Wichtige zelluldre Prozesse sind dabei die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezi-
es und die Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion, welche zu einer Reduktion der
ATP-Produktion fithrt (Penke et al., 2017; Benarroch, 2018). Der Sigma-1-Rezeptor selbst
stabilisiert als ER assoziiertes Chaperon sowohl IP3R3 als auch IREla an der MAM und
wirkt sich dadurch auf die Funktion der Mitochondrien und die Antwort der Zelle auf ER-
Stress aus (Hayashi und Su, 2007; Tagashira et al., 2014; Mori et al., 2013; Alam et al.,
2017). Mutanten des Sigma-1-Rezeptors wurden in Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie ALS entdeckt (Al-Saif et al., 2011; Li et al., 2015; Gregianin et al., 2016).
Aufgrund seiner hohen Konzentration in Motoneuronen, liegt ein Zusammenhang zwischen
dem Verlust der Funktion des Sigma-1-Rezeptors und dem Auftreten von neurodegenerati-
ven Erkrankungen nahe (Mavlyutov et al., 2013; Mavlyutov et al., 2010; Nguyen et al., 2015).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle des Sigma-1-Rezeptors in Bezug auf den Me-
tabolismus von Lipid-Tropfchen, Autophagie und die Aggregation von Proteinen zu untersu-
chen. Da Autophagie ein wichtiger zelluldrer Prozess ist zum Abbau von Proteinaggregaten in
Zellen, sollte hier zudem auch ein Zusammenhang zwischen einer Sigma-1-Rezeptor abhéngi-
gen Aggregation von Proteinen und einer Beeintriachtigung der Autophagie gezeigt werden
(Gao et al., 2019; Simonsen und Wollert, 2022; Lamark und Johansen, 2012). Lipid-Trépfchen
wurden zudem als Quelle fiir die Bildung von Autophagosomen identifiziert, weshalb auch ein
Zusammenhang zwischen Autophagie und der Dynamik von Lipid-Tropfchen untersucht wur-
de (Dupont et al., 2014). Das Gehirn ist das Organ mit dem zweitgroBten Gehalt an Lipiden
im menschlichen Organismus und eine Verdnderung im Lipid-Metabolismus wurde bei neuro-
degenerativen Erkrankungen entdeckt, die Motoneuronen betreffen und im Zusammenhang
stehen mit dem Sigma-1-Rezeptor, insbesondere ALS (Farmer et al., 2020; Armakola et al.,
2012; Morell und Toews, 1996; Al-Saif et al., 2011; Li et al., 2015; Gregianin et al., 2016). Da-
her sollte vor allem ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Sigma-1-Rezeptor und der
Dynamik von Lipid-Tropfchen untersucht werden. Da der Sigma-1-Rezeptor an der MAM
lokalisiert ist und dort einen erheblichen Anteil zur Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Funktion beitragt und die MAM zudem als funktionale Plattform fiir den Metabolismus von
Lipiden und Autophagie dient, wird in der vorliegenden Arbeit auch auf die Verdnderungen
an der MAM durch einen Verlust des Sigma-1-Rezeptors eingegangen (Hayashi und Su, 2007;
Rusinol et al., 1994; Hamasaki et al., 2013).



2. Material

2.1 Chemikalien und Kits

Tabelle 2.1: verwendete Chemikalien

Name Hersteller
Acrylamid Sigma,
Adenosintrisphosphat (ATP) Sigma-Aldrich
Agarose Biozym
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
ANAVEX2-73 Life Science Corp.
Antibiotikum-Antimykotikum (ABAM) Sigma
Bacto-Agar BD

Bafilomycin Toronto Research Chemical
BD-1047 Sigma/Merck
Beta-Mercaptoethanol Carl Roth
Bodipye 493/503 Life Technologies
Bromphenolblau Bio-Rad

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Carl Roth
4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT) Calbiochem
Dimethylsulfoxid Carl Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth
Dulbecco’s  Modified Eagle Medium | Gibco

(DMEM)

Desoxy-Nukleosidtriphosphat-Mix (dANTP- | Qiagen
Mix), PCR Grade

Doxycyclin Sigma

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline Invitrogen

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) Thermo Fisher Scientific
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) Carl Roth

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail | Sigma

(PIC)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- Carl Roth
N,N,N,N-tetraessigsdure (EGTA)

Ethanol Carl Roth
Ethidiumbromid AppliChem

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco

FCS tetracyclin frei PAN Biotech
Fluoromount G Befestigungsmedium Thermo Fisher

Gel Loading Dye 6x New England Biolabs (NEB)
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Name Hersteller
Geniticin (G418) Calbiochem
Glucose Carl Roth
Glycerin Sigma-Aldrich
Glycin Carl Roth
Hefeextrakt BD
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Sigma

ethansulfonsiure (HEPES)
Hygromycin B

Igepal

Immobilon Western
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat

Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Mannitol

Mass Ruler, DNA-Ladder Mix
Methanol

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumflorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumorthovanadat
Natriumpyruvat

Oligo dT 15 Primer

Olsiure an BSA gebunden
Opti-MEM (Minimal Essential Medium)
p-Cumarséure
Penicillin/Streptomycin
Percoll
Phenylmethylsulfonylflorid
Phosphatase-Inhibitor
Phosphatgepufferte Formaldehydlésung
Ponceau

PRE-084

Prestained Protein Ladder
Protease Inhibitor Cocktail (PIC)

Thermo Fisher
Sigma

Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma

Carl Roth
Carl Roth
Sigma

Fluka
Thermo Fisher
VWR

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Bio-Rad
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Gibco

Promega Karbinett

Sigma

Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
VWR
Sigma-Aldrich
Sigma

Roche

Carl Roth
Sigma

Tocris

Thermo Scientific
Roche
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Name Hersteller
Proteinmarker Thermo Fisher
RNAsin plus RNAse Inhibitor Promega
Saccharose Carl Roth
Salzsédure Merck
SensiMixSYBR- und flourescein Bioline
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad
Thapsigargin Sigma-Aldrich
Transfer-Puffer 5x Bio-Rad
Tris-Base Carl Roth
Tris-HCI Carl Roth
Triton X-100 Sigma
Trypton BD
Tunicamycin Sigma-Aldrich
Tween Carl Roth
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich

Tabelle 2.2: verwendete Kits

PierceTM BCA Protein Assay Kit
Mini-Kit for Plasmid DNA
Maxi-Kit for Plasmid DNA
QIAquick Gel extraction kit
QIAquick PCR Purfication Kit
Omniscript RT Kit

SilverXpress Silver Staining Kit

Name Hersteller
Phospholipid Quantification Asssay Kit Sigma Aldrich
Cholesterol/Cholesterol Ester-GloTM As- | Promega

say

Absolutely RNA Miniprep Kit Agilent

Thermo Fisher Scientific
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Invitrogen

2.2 Puffer, Ndhrmedien und L6sungen

Tabelle 2.3: verwendete Puffer fiir Nihrmedien und Bakterienkulturen

Name Komponenten Konzentration

Luria Bertani (LB)-Medium | Trypton 1% (w/v)

(pH 7,0) Hefeextract 0,5% (w/v)
Natriumchlorid 0,5% (w/v)
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Name Komponenten Konzentration
LB-Agar (pH 7,0) Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
Natriumchlorid 0,5% (w/v)
Bacto-Agar 0,5% (w/v)
Antibiotika Kanamycin 50 pg/ml

Tabelle 2.4: verwendete Puffer fiir Zellkultur-Arbeiten

Name Komponenten Konzentration
Komplettmedium DMEM
(HeLa-Zellen) FCS 10% (v/v)
ABAM 100 pg/ml
Natriumpyruvat 100 U/ml
Komplettmedium OptiMeM
(H4-Zellen) FCS (Tetracyclin frei) 10% (v/v)
Natriumpyruvat 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin 100 pg/ml
Geniticin (G418) 200 pg/ml
Hygromycin B 200 pg/ml
Kryokonservierungs- Komplettmedium 90% (v/v)
medium Dimethylsulfoxid 10% (v/v)
Elektroporationspuffer Kaliumchlorid 135 mM
(pH 7,2-7,4) Calciumchlorid 0,2 mM
Magnesiumchlorid 2 mM
EGTA 5 mM
HEPES 10 mM
FCS 25% (v/v)
2x HEPES buffered saline Natriumchlorid 280 mM
(HBS) HEPES 50 mM
Dinatriumhydrogen- 1,5 mM
phosphat

Tabelle 2.5: verwendete Puffer fiir Protein- und DN A-Analytik

Basis Puffer

Name Komponenten Konzentration
3x Sodiumdodecylsulfat Tris-HCI 187,56 mM
(SDS)-Lysispuffer (pH 6,8) | SDS 6% (w/v)
EDTA 3 mM
Saccharose 30% (w/v)
Protease-Inhibitor-Cocktail | 2 Tabletten in 4 ml Wasser | 25x
1 Tablette in 1 ml Triton | 10x
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Name Komponenten Konzentration
Phosphatase-Inhibitor 1 Tablette in 0,5 ml Wasser | 20x
Phosphostop
1x SDS-Lysispuffer PIC 25x 40 nl
(pH 6,8) Phosphostop 20x 50 pl

3x Lysispuffer 333 nl
Destilliertes Wasser 577 pl
Triton Basispuffer Triton X-100 1% (v/v)
Natriumchlorid 150 mM
HPES 25 mM
EDTA 1 mM
Magnesiumchlorid 1,5 mM
Glycerin 10% (v/v)
Triton Lysispuffer PIC 10x 100 ul
Natriumflorid 500 mM
Natriumorthovanadat 200 mM
Phenymethylsulfonylflorid 0,1 M

Triton Basis Puffer

Auffiillen auf 1 ml

p-Cumarséure in DMSO

Wasserstoffeperoxid

4x Probenpuffer Tris-HCI 250 mM
(pH 8,8) SDS 4% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
Glycerin 30% (v/v)
Beta-Mercaptoethanol 250 pl/ml
4x Sammelgelpuffer Tris-HCI 0,6 M
(pH 6,8) SDS 0,4% (w/v)
4x Trenngelpuffer Tris-HC1 1.5 M
(pH 8,8) SDS 0,4% (w/v)
Tris-Glycin-Laufpuffer Glycin 0,192 M
Tris 25 mM
SDS 0,1% (w/v)
Tris-Glycin-Blotpuffer Glycin 0,25 M
Tris 25 mM
Methanol 20% (v/v)
Trans-Blot Turbo Wasser 600 ml
Blotpuffer Ethanol 200 ml
5x Transfer Puffer 200 ml
(Bio Rad)
Enhanced Lésung A (pH 8,6)
Chemilumineszenz-Losung Tris 0,1 M
(ECL) Luminol 0,0025% (w/v)
Losung B

6,7 mM
30% (v/v)
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Name Komponenten Konzentration
Ponceau Ponceau 0,2% (w/v)

Essigsiure 5% (v/v)
Tris-buffered saline mit Natriumchlorid 137 mM
Tween20 (TBS-T) Kaliumchlorid 2,7 mM
Tris-Base 2,8 mM
Tris-HCI 22 mM
Tween 0,05% (v/v)
Tris-Acetat-EDTA-Puffer Tris-Base 40 mM
(TAE) EDTA 1 mM
Natriumacetat 20 mM

Tabelle 2.6: verwendete Puffer fiir die Isolation der MAM

Name Komponenten Konzentration
Phosphate Buffer Saline | Calciumchlorid 0,9 mM
(PBS) mit Calcium und | Kaliumchlorid 2,7 mM
Magnesium (pH 7,4) Magnesiumchlorid 0,5 mM
Natriumchlorid 0,14 M
Dinatriumhydrogen- 0,015 M
phosphat
Starting Buffer 2 (SB2) Mannitol 225 mM
Saccharose 75 mM
Tris-HCI pH 7,4 30 mM
Starting Buffer 1 (SB1) Mannitol 225 mM
Saccharose 75 mM
Tris-HCI pH 7,4 30 mM
EGTA 0,1 mM
MRB (mitochondria resus- | Mannitol 250 mM
pending buffer) HEPES 5mM
EGTA 0,5 mM
Percoll-Medium Mannitol 225 mM
HEPES pH7,4 25 mM
EGTA 1 mM
Percoll 30% (v/v)

2.3 Antikorper

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper sind mit ihren Verdiinnungen in der

folgenden Tabelle dargestellt. Eine Verwendung in der Western Blot Analyse wurde dabei

mit WB gekennzeichnet, eine Verwendung in der Immunfluoreszenz mit IF.
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Tabelle 2.7: verwendete Antikdrper

37

Name Spezies Verdiinnung Hersteller Artikel-
numimer
Primirantik6rper
ACSL4/FACSL4| Kaninchen 1:1000 (WB) Thermo Fisher | A305-358A
scientific
Act Kaninchen 1:1000 (WB) Sigma A5060
aSyn Maus 1:1000 (WB) BD Transducti- | 610786
on Laboratories
aSyn Aggregate | Kaninchen 1:1000 (WB) abcam ab209538
MJFR-14-6-4-2
ATL3 Kaninchen 1:1000 (WB) Proteintech 16921-1-AP
Bip/Grp78 Maus 1:1000 (WB) BD Biosciences | 610978
CNX Kaninchen 1:1000 (WB) Abcam ab133615
Cyt c Maus 1:1000 (WB) Novusbio F LC3
elFP2a Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling 9722
FAM134B Kaninchen 1:1000 (WB) Proteintech 21537-1-AP
Flag-M2 Maus 1:1000 (WB) Sigma Aldrich | F1804
GFP Maus 1:1000 (WB) Sigma-Aldrich G6539
H4 Maus 1:1000 (WB) Cell Signaling 2935
IREla Kaninchen 1:1000 (WB) Thermo Fisher | MA5-14991
Scientific
LC3b I+11 Kaninchen 1:1000 (WB) Sigma L7543
pelFP2a Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling 9721
Sec62 Kaninchen 1:1000 (WB) Invitrogen PA5-53119
1:200 (IF)
Sigma-1 Maus 1:500 (WB) Thermo Fisher | 42-3300
scientific
Sigma-1  poly- | Kaninchen 1:1000 (WB) santa cruz sc-137075
klonal
SOD1 Kaninchen 1:5000 (WB) abcam ab51254
TEX264 Kaninchen 1:1000 (WB) Proteintech 25858-1-AP
TOM20 Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling 424065
1:200 (IF)
Tuba DM1A Maus 1:1000 (WB) Sigma T9026
Ubiquitin P4D1 | Maus 1:1000 (WB) Cell Signaling 39365
Sekundirantikorper
Cy3-Anti-Maus | Esel 1:200 (IF) Jackson- 715-165-151
Immuno Rese-
arch
Cyb5-Anti- Esel 1:200 (IF) Jackson- 711-175-152
Kaninchen Immuno Rese-
arch
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Name Spezies Verdiinnung Hersteller Artikel-
nummer
HRP- Esel 1:10000 (WB) Jackson- 711-035-152
Kaninchen Immuno Rese-
IegG arch
HRP-Maus IgG | Esel 1:10000 (WB) Jackson- 715-035-151
Immuno Rese-
arch
2.4 Enzyme und ihre Puffer
Tabelle 2.8: verwendete Enzyme und ihre Puffer
Name Hersteller
NotI-HF NEB
BamHI-HF NEB
Cutsmart 10x NEB
Phusion HF DNA Polymerase NEB
HF Phusion Puffer 5x NEB
T4 DNA Ligase NEB
Ligationspuffer 10x NEB
T4 DNA Polymerase NEB
NEB-Puffer 10x NEB
2.5 Plasmide
Tabelle 2.9: verwendete Plasmide
Name Hersteller
pCMV6-entry-Sigma-1-Myc-Flag Origene
pCMV6-Sigma-1-E102Q-Myc-Flag hergestellt in der Doktorarbeit von einem/r
Mitarbeiter/in
pCMV6-Sigma-1-E138Q-Myc-Flag hergestellt in der Doktorarbeit von einem/r
Mitarbeiter/in
pCMV6-Sigma-1-d176-223-Myc-Flag hergestellt in der vorliegenden Arbeit
pCMV6-Sigma-1-d2-29-Myc-Flag hergestellt in der vorliegenden Arbeit
pCMV6-Sigma-1-d91-109-Myc-Flag hergestellt in der vorliegenden Arbeit
pEX-K248-Sigma-1-d91-109 eurofins
pEGFP-N1 Addgene
pEGFP-aSynWT-N1 hergestellt in der Doktorarbeit von einem/r
Mitarbeiter/in
pEGFP-aSynA53T-N1 hergestellt in der Doktorarbeit von einem/r
Mitarbeiter/in




KAPITEL 2. MATERIAL

2.6 Oligonukleotide

Tabelle 2.10: verwendete Oligonukleotide
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Name

Sequenz 5’ — 3’

PCR-Primer

Sigmal-d176-223 for

TAACTAATGTGCGGCCGCAGGGTCC
TGGCCAAAGAGGTA

Sigmal-d176-223 rev

TAACTAATGTGCGGCCGCGTACGCG
TCCGCCGTACTCCACCATGTG

Sigmal-d2-29 for

TAACTAATGTGGATCCATGCTGGGT
ACGCAGAGCTTCGTC

Sigmal-d2-29 rev

TAACTAATGTGCGGCCGCGTACGCG
TAGGGTCCTGGCCAAAGAGGTA

Sigmal-d91-109 for

TAACTAATGTGCGGCCGCAGGGTCC
TGGCCAAAGAGGTA

Sigmal-d91-109 rev

TAACTAATGTGCGGCCGCGTACGCG
TAGGGTCCTGGCCAAAGAGGTA

Sequenzierungsprimer

VP1.5 for GGACTTTCCAAAATGTCG

XL39 rev ATTAGGACAAGGCTGGTGGG
qg-PCR Primer

ACTB for ACAGAGCCTCGCCTTTGCC
ACTB rev GATATCATCATCCATGGTGAGCTGG
Sigmal-Exon 3 for GGCGCTACTGGGCTGAGAT
Sigmal-Exon 3 rev TGTACTACCGTCTCCCCTGG
ACAT1 for GAAGGATGTGATGGTGGCAG
ACAT1 rev GCGTCCTGTTCATTTCGTGC
ACAT?2 for GATGGAACGGGAACAGTCAC
ACAT2 rev TCTTCCAGTGACCAACCTGC
ACTB for GATGGAACGGGAACAGTCAC
ACTB rev TCTTCCAGTGACCAACCTGC
GPATS3 for CTACGAGGAAGGGACTTTGAGC
GPAT3 rev CACCATAGTGAGCCGCAGAC
AGPAT for GCGTCTAATTGCTGCTCCAC
AGPAT rev TGAAGATGACTCCTGCCAGC
DGAT1 for CTTCAGCAACTACCGTGGCATC
DGAT1 rev CAACCTGGAATGCAGCCAC
DGAT?2 for CAGCACAGAGGCCACAGAAG
DGAT2 rev GTGACTGCATTCTTGCCAGG
PLPP2 for GCTCTATTCTCGCTCGGACTTC
PLPP2 rev GCACATAGACCGAGCAGTTGAC
PNPLA2 for GTATCTAAAGAGGCCCGGAAGC
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Name Sequenz 5’ — 3’

PNPLA2 rev GCTCGTCCTTGGAGTTGAAGTG
LIPE for CCGACTGAATCTACGTCCCAAG
LIPE rev TGGCTGGAGAATCTGTGTCTG
LIPA for CTTCCGTCGCCTTCTGTACTAG
LIPA rev GTTCCAGCAGGAGAATGTGTTG
siRNNA

siRNA-Sigma-1-1 ACACAUGGAUGGUGGAGUA
siRNA-Sigma-1-2 GAUCUCGGAUACCAUCAUC
siRNA-Sigma-1-1-scr GGAGGACGUGCUAAGAUAU
siRNA-Sigma-1-2-scr GGUACCCUCAACGUUACUA

2.7 Zelllinien und Bakterienstamme

Tabelle 2.11: verwendete Zelllinien

Zelllinien

Hersteller

HeLa-Zellen

HeLa-Sigma-1-Knockout  Zelllinien — Ac3,
Ac9, Af8, Agll, Bb6, Bd4, Bd5, Bd8, BfS,
Bf9, Bf10, Bgh, Bg6, Bg7

H4 Neurogliom-Zellen

American Type Culture Collection, Manas-
sas USA

Hergestellt in der Doktorarbeit von einem /r
Mitarbeiter/in

Seebauer et al., 2022, Zellen erhalten von
einem/r Kooperationspartner/in

Escherichia coli (E.coli) NEB
2.8 Laborgerite
Tabelle 2.12: verwendete Laborgeriite
Name Hersteller

Absaugsystem VacuSafe
Bakterieninkubator
Bakterienschiittler
Bakterienschiittler Certamat R HK
Elektoporator Nucleofactor 2b
Feinwaage Quintix 124-1S
Gefrierschrénke (-20°C)
Gefrierschrénke (-80°C)
Geldokumentationsscanner
Gelelektrophorese-Netzteil
Gelsystem Mini S
Homogenisator Potter S
Inversmikroskop CKX31

Integra, Fernwald

Memmert, Schwabach
n-Biotek, Asbach

Sartorius, Gottingen

Lonza, Koln

Sartorius, Gottingen
Liebherr, Kirchdorf

Heraeus

Intas Science Imaging, Gottingen
Biometra, Gottingen

VWR (PEQ-LAB), Erlangen
Sartorius, Gottingen

Olympus, Shinjuku (Japan)
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Name

Hersteller

Kiihlschrinke 4°C

Laser-scanning Mikroskop LSM 710
Magnetriihrer

Magnetriihrer, RCT
Mikroliterzentrifuge MicroStar 17
Mikroliterzentrifuge Mikro 200R
Mikrotiterplatten-Scanner, Varioskan LUX
Mikrowelle

Mini-Protean Tetra Cell System
Mini-Trans-Blot-Cell-System
Netzteil, Power Pac Basic
PCR-Platten Zentrifuge
pH-Elektrode Blue Line

pH-Meter CG820

Plattfromschiittler Polymax 1040
qPCR Detektionssystem CFX Connect
Sicherheitswerkbank Herasafe 2030i
Spektrophotometer Beckmann Coulter
Spektrophotometer Nanodrop 1000
Thermocycler

Thermomixer comfort

Thermomixer compact
Tischzentrifuge

Trans-Blot Turbo Transfer System
Ultraschallgerat HTU Soni 130
Ultraschallgerdat, UP50H
Ultrazentrifuge Optima L-100K

UV Transilluminator

Vortexer

Waage B2 6100

Waage P2 1200

Waage PG503

Warmeschrank

Wasserbad WBT22

Zéhlkammer Neubauer Improved
Zellinkubator

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Universal 32R

Zentrifuge, Multifuge 3S-R
Zentrifuge Sorvall RC-5B Superspeed

Liebherr, Kirchdorf

Zeiss, Gottingen

Heidolph, Schwabach

Tkamag

VWR, Radnor (USA)

Hettich, Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Progress, Niirnberg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

VWR (PEQ-LAB), Erlangen

SI Analytics, Mainz

Schott, Mainz

Heidolph, Schwabach

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Beckmann, Miinchen

VWR (PEQ-LAB), Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Heinemann, Schwinisch Gmiind
Hielscher, Teltow

Beckmann, Miinchen

Intas Science Imaging, Gottingen
Sientific Industries, New York (USA)
Sartorius, Gottingen

Mettler, Gieflen

Mettler Toledo, Columbus (USA)
Bachofer, Weilheim

Carl Roth, Karlsruhe

Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen
Binder, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Heraeus

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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2.9 EDV-Programme

Tabelle 2.13: verwendete EDV-Programme
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Name Verwendung
Ape V5 Primerdesign
Corel Draw 2022 Grafikdesign
Fiji Image J 64 V5 Bildbearbeitung

Image Studio Light V5.2
Graph Pad Prism 10
SkanIT 6.0.2

ZEN 2011 SP2 V.8.0

Densitometrische Auswertung
Statistische Auswertung und Grafikdesign
Aufnahmen der Messwerte VarioSkan
Aufnahmen Laser-scanning Mikroskop




3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Analytische und Priparative Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die Methode der Gelelektrophorese ange-
wendet. Dafiir wurden sowohl fiir analytische als auch fiir priparative Analysen 1% (w/v)
Agarose-Gele gegossen. Die entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer unter Erhit-
zen gelost und mit einer 0,07%-igen Ethidiumbromid-Lésung versetzt. Nach Polymerisation
des Gels in der GieBvorrichtung wurden die Proben aufgetragen und die Proben bei 100 V
fiir 1 h aufgetrennt. Es wurde jeweils 5 nl DNA-Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet
und die Proben wie folgt angesetzt (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Pipettierschema der PCR-Proben

analytisches Gel
Plasmid

analytisches Gel
PCR-Produkt

priaparatives Gel

Probe 2l 10 nl 50 pl
Wasser 8 nl - -
Loading Dye 6x 2l 2 pl 10 pl

Mittels UV-Geldokumentationsscanner (Intas) wurden die Banden im Gel sichtbar gemacht
und dokumentiert. Die Banden der priparativen Gele wurden auf einem UV-Transilluminator
(Intas) sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Spatels ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte

anschlieend mittels des Gelextraktionskits von Qiagen nach den Angaben des Protokolls.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentration von Nukleinsiduren wurde mittels Spektralphotometer (Beckmann) oder
Nano-Drop Mikrovolumen Spektralphotometer (VWR) gemessen. Dazu wurde die Absorpti-
on bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinséuren und bei 280 nm, dem Absorp-
tionsmaximum von Proteinen gemessen. Eine Absorption von 1 bei einer Wellenldnge von
260 nm entspricht einer Konzentration von 50 ng/pl doppelstringiger DNA und 40 ng/pul
RNA. Aus dem Quotient Ayg 080 wurde die Reinheit der DNA bestimmt (Desjardins und
Conklin, 2011).

3.1.3 Klonierung
3.1.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient dazu spezifische DNA-Sequenzen ausgehend von
einem Template in vitro zu amplifizieren. Die PCR diente in der vorliegenden Arbeit zur
Herstellung von spezifischen DNA-Sequenzen, die als Insert fiir die Ligation in einem Vektor
im Rahmen einer Klonierung dienen. Dabei wurden spezifische Deletionsmutanten des Sigma-
1-Rezeptors aus dem Vektor pCMV6-Sigma-1-Myc-Flag als Template amplifiziert. Die dafiir
verwendeten Primer sind in Tabelle 2.10 unter PCR-~Primer dargestellt. Fiir die Amplifikation

43
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der Inserts wurde die Phusion High Fidelity Polymerase von New England Biolabs verwendet.
Es wurde folgender PCR-Ansatz (Tabelle 3.2) und folgendes PCR-Programm (Tabelle 3.3)
gewahlt.

Tabelle 3.2: Pipettierschema der PCR-Amplifikation

Komponenten verwendete Mengen
Plasmid-DNA 10 ng

ANTP 1l = 200 pM

DMSO 1,5 nl

Primer for 2,5 ul = 0,5 pM
Primer rev 2,5 ul = 0,5 M

HF Phusion Polymerase (NEB) 0,5 nl

HF Phusion Puffer 5x (NEB) 10 ul

Wasser Auffiillen bis 50 pul

S 50 pil

Tabelle 3.3: PCR-Programm zur Herstellung der Inserts

Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 15 s 25
Hybridisierung 60 °C 15 s
Elongation 68 °C 45 s
Elongation 68 °C 5 min 1

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels analytischer Gelelektrophorese (Abschnitt
3.1.1) analysiert und mit Hilfe des PCR-Reinigungs-Kits von Qiagen aufgereinigt.

3.1.3.2 Restriktion von Vektor und Insert

Mit Hilfe von spezifischen Restriktionsenzymen wurden der Vektor pCMV6-Sigma-1-Myc-
Flag und die Inserts der Deletionsmutanten geschnitten. Dazu wurde der Ansatz wie in
Tabelle 3.4 aufgefithrt gewéhlt. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Zur Hitzein-
aktivierung der Restriktionsenzyme wurde der Ansatz anschliefend fiir 10 min bei 65 °C

inkubiert.

Tabelle 3.4: Pipettierschema der Restriktion

Komponenten

analytischer Ansatz

préaparativer Ansatz

Plasmid-DNA
NotI-HF (NEB)
BamHI-HF (NEB)
Cutsmart 10x (NEB)
Wasser

300 ng

0,3 nl

0,3 ul

1 pl

Auffiillen bis 10 ul

1500 ng

1,5 ul

1,5 ul

5 pul

Auffiillen bis 50 pul

2

10 pl

50 ul

3.1.3.3 Generation von Blunt Ends

Zur Generation von blunt ends an einem linearisierten Vektor wurden die sticky ends mit Hilfe

einer T4 Polymerase (NEB) aufgefiillt. Dazu wurden 750 ng des gereinigten linearisierten
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Vektors mit 0,5 pl ANTPs, 5 pl NEB-Puffer 10x (NEB) und 0,5 pl T4 DNA-Polymerase
versetzt in einem Gesamtvolumen von 50 pl und 15 min bei 12 °C inkubiert. AnschlieSend
wurde 1 pl 0,5 M EDTA zugegeben und der Ansatz 20 min bei 75 °C inkubiert.

3.1.3.4 Ligation

Fiir die Ligation von Vektor und Insert wurden diese im molaren Verhéltnis 1:7 eingesetzt. Zur
Berechnung der Mengen wurde Formel 3.1 verwendet. Die Ligation wurde dementsprechend
wie folgt angesetzt (Tabelle 3.5).

7-50 ng- bplnsert

m(Insert) = (3.1)

prektor

Tabelle 3.5: Pipettierschema des Ligationsansatzes

Komponenten verwendete Mengen
Vektor 50 ng

Insert berechnet nach Formel (3.1)
Ligationspuffer 2x (NEB) 2 nl

T4 Ligase (NEB) 1l

Wasser Auffiillen bis 20 pl

> 20 pl

Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 16 °C inkubiert. Anschlieend wurde der Ligati-
onsansatz zur Hitzeinaktivierung der Enzyme fiir 10 min bei 65 °C inkubiert und in chemisch
kompetente FE.coli Bakterien transformiert. Die Ligation wurde auch verwendet um einen
linearisierten Vektor mit blunt ends zu ligieren. Dazu wurde der Ansatz wie in Tabelle 3.5
gewihlt und 2 pl des Blunt end refill Ansatzes eingesetzt (Abschnitt 3.1.3.3).

3.1.3.5 Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente Bakterien

Zur Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente Bakterien mittels Hitzeschock
wurden FE.coli Bakterien des Stammes DH5a (NEB) verwendet. Fiir die Transformation wur-
den 25 nl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 500-1000 ng Plasmid-DNA oder
5 nl Ligationsansatz versetzt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieflend
der Hitzeschock fiir 30 s bei 42 °C durchgefiihrt. Nach weiteren 2 min Inkubation auf Eis
wurde der Ansatz mit 500 pl LB-Medium versetzt und bei 37 °C fiir 1 h unter Sauerstoffzu-
fuhr geschiittelt. Der Ansatz wurde fiir 3 min bei 90 g zentrifugiert, das Medium verworfen
und das Pellet in 100 pl frischem LB-Medium aufgenommen. Die Bakteriensuspension wur-
de zur Selektion und zum Vereinzeln auf einer mit Antibiotika supplementierten Agarplatte

ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.3.6 Plasmid-Extraktion aus Bakterienzellen

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus FE.coli Bakterien wurde fiir eine Minipriaparation das
Mini-DNA-Kit von Marcherey und Nagel verwendet. Hierfiir wurde am Vortag eine Bakteri-
enkultur von 5 ml in mit Antibiotika versetztem LB-Medium angesetzt und iiber Nacht bei
37 °C und 1300 rpm geschiittelt. Die Minipraparation wurde weitestgehend nach den Vorga-
ben des Kits durchgefiihrt. Bei der Elution wurde 2-fach mit je 25 pl Diethylpyrocarbonat
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behandeltem Wasser (DEPC-Wasser) eluiert, um die Menge an Plasmid-DNA in der Probe
zu erhohen. Fiir die Midipraparation wurde das Maxi-DNA-Kit von Marchrey und Nagel ver-
wendet. Am Vortag wurde eine Bakterienkultur von 200 ml angesetzt und nach Inkubation
iiber Nacht bei 37 °C und 1300 rpm in einer Standzentrifuge (Thermo Fisher) pelletiert (4 °C,
600 g, 20 min). Die Extraktion erfolgte weitestgehend nach den Vorgaben des Herstellers, wo-
bei das Protokoll um einen zusétzlichen Zentrifugationsschritt erweitert wurde. Dazu wurden
die beim Aufschluss der Zellen ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation (4 °C, 9000 g,
15 min) abgetrennt und die Suspension erst dann auf die Sdule gegeben. Bei beiden Kits

wurde die Isolation nach den Angaben des Herstellers fiir ein low-copy Plasmid durchgefiihrt.

3.1.3.7 Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung wurden 1125 ng DNA in einem Volumen von 15 jl mit 2 ul Sequen-
zierungsprimer (Tabelle 2.10 unter Sequenzierungsprimer) forward oder reverse mit einer
Konzentration von 10 pmol/pl versetzt. Die Sequenzierung wurde bei eurofins genomics in

Auftrag gegeben.

3.1.4 RNA-Aufreinigung aus eukaryotischen Zellen

Die Aufreinigung von RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mittels des RNA-Miniprep Kits
von Agilent. Dabei wurde ausschliellich nach den Angaben des Herstellers verfahren. Fiir die

Aufreinigung wurde pro Probe eine 70-80% konfluent bewachsene Schale Zellen eingesetzt.

3.1.5 Reverse Transkription und Synthese der cDNA

Die extrahierte RNA wurde mit Hilfe des Omniscript RT Kits in cDNA umgeschrieben. Dazu
wurde je 1 ng RNA in einem Volumen von 12 pl angesetzt. Die Konzentration der RNA wur-
de zuvor mittels NanoDrop Mikrovolumen Spektralphotometer (VWR) gemessen (Abschnitt
3.1.2). Fiir jede Probe wurde auch eine Negativkontrolle, im folgenden als MOCK bezeichnet,
fiir die qPCR vorbereitet. Die Negativkontrolle enthélt keine Reverse Transkriptase. Zusétz-
lich wurde noch eine Nullkontrolle verwendet, die statt cDNA nur Wasser enthilt. Die RNA
wurde mit DEPC-Wasser aus dem Kit verdiinnt und 5 min bei 65 °C inkubiert. Anschliefend
wurde ein Mastermix fiir die Reverse Transkription wie in Tabelle 3.6 angesetzt. Zu jeder

Probe wurden 8 pul Mastermix gegeben und der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 3.6: Pipettierschema des Mastermix fiir die Reverse Transkription

Komponenten Proben MOCK
Reverse Transkriptase Puf- | 2 nl 2l

fer 10x (Qiagen)

dNTPs (5mM) 2 ul 2 ul
Oligo dT Primer 0,05 pg/pl | 2 ul 2 ul
RNAse Inhibitor 40 U/ul 2 ul 2 ul
Wasser - 1l
Reverse Transkriptase 1ql -
(Qiagen)
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3.1.6 Quantitative Real-time-PCR Analyse (qPCR)

Die Genexpression spezifischer Gene wurde mit Hilfe einer Real-Time PCR (qPCR) quan-
tifiziert. Dabei interkaliert der Farbstoff SYBR Green in die doppelstrangige DNA und das
Fluoreszenzsignal steigt proportional zur gebildeten Menge an DNA-Amplifikaten. Der Ct-
Wert (Cycle Treshold) gibt an ab welcher Zykluszahl an Amplifikationen ein bestimmter
Schwellenwert erreicht wird und die Amplifikationskurve in die exponentielle Phase tibergeht
(Ponchel et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden Lipid-Metabolismus assoziierte Pro-
teine mittels gPCR analysiert und S-Aktin (ACTB) als Referenzgen verwendet. Die dafiir
eingesetzten Primer sind in Tabelle 2.10 unter gPCR-Primer gelistet. Fiir jedes untersuchte
Gen wurden technische Triplikate in einer 96-well Platte (StarLab) mit einem Gesamtvolu-
men von 25 pl angesetzt. Der Reaktionsansatz und die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle
3.7 und 3.8 aufgefiihrt. Die Messung erfolgte mit dem qPCR-Detektionssystem von Bio-Rad.
Die Analyse der Ct-Werte und Ermittlung der relativen Expressionslevel erfolgte mit dem

relative expression software tool (REST 2009) von Qiagen.

Tabelle 3.7: Pipettierschema des qPCR-Ansatzes

Komponenten Proben MOCK Nullkontrolle
cDNA Losung 1l 1l -

Primer for 0,5 nl 0,5 nl 0,5 nl

10 pmol/1

Primer rev 0,5 nl 0,5 ul 0,5 pul

10 pmol/1

Wasser 10,5 pl 10,5 nl 11,5 nl
SensiMix 12,5 nl 12,5 nl 12,5 nl
SYBRGreen

Tabelle 3.8: Reaktionsbedingungen der qPCR

Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
95 °C 3 min 1

95 °C 10s 1

60 °C 10s 35

72 °C 30 s

95 °C 10s

65 °C 1 min

95 °C 5s

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Inkulturnahme und Kultivierung von HeLa und H4 Zellen

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden HeLa und H4 Zellen kultiviert (Tabelle 2.11). HeLa
Zellen sind menschliche Epithelzellen, die vom humanen Papillomvirus 18 befallen waren und
entstammen urspriinglich von einem Zervixkarzinom der Patientin Henrietta Lacks (Tang
et al., 2021; Laundry et al., 2013). Die verwendeten H4 Zellen sind Epithelzellen aus einem
Neurogliom eines Patienten und beinhalten zudem ein tet-off System, das der kontrollierten

Uberexpression von a-Synuclein dient. Um die Uberexpression zu stoppen wurden die Zellen
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72 h mit 1 pg/ml Doxycyclin behandelt (Seebauer et al., 2022). Die HeLa-Zellen wurden kon-
tinuierlich mit DMEM kultiviert und bei jeder Passage zentrifugiert, wihrend die H4-Zellen
mit OptiMEM kultiviert wurden und nur alle 14 Tage zentrifugiert wurden (Tabelle 2.4).

Zur Inkuluturnahme wurden die in Stickstoff eingefrorenen Zellen im Wasserbad ziigig auf-
getaut und in 6 ml Medium iiberfithrt. Nach Zentrifugation (RT, 311 g, 4 min) wurden die
Pellets in 5 ml frischem Medium resuspendiert und die Zellsuspension in eine 6 cm Schale
iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% COs inkubiert.

Zum Passagieren wurde zunédchst das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen
einfach mit DPBS gewaschen. AnschlieBend wurde Trypsin auf den Zellrasen gegeben und
die Zellen fiir 2 min bei 37 °C und 5% COg inkubiert. Die Trypsinwirkung wurde mit Medi-
um abgestoppt und die Zellsuspension zentrifugiert (RT, 311 g, 4 min). Nach anschliefender
Resuspension des Pellets in neuem Medium wurden die Zellen mittels Neubauer-Zahlkammer
gezihlt und in einer neuen Schale ausgesit. Die Zellmenge wurde dabei anhand der Fldche

der Zellschale und der berechneten Zellzahl bestimmt (Gleichung 3.2).
gewiinschte Zellzahl - Fliche in cm?

Zellmenge = berechnete Zellzahl

(3.2)

Fiir die Experimente wurden Zellmengen von 1-10* —2,5-10% Zellen pro cm? eingesetzt. Fiir
die Proteinanalytik wurden die Zellen auf 6-well Platten oder 6 cm Schalen ausgesit, fiir die
Immunfluoreszenz wurden Deckglédschen in 24-well Platten vorgelegt und die Zellsuspension

dazugegeben.

3.2.2 Herstellung von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Fiir die Kryokonservierung von Zellen wurde eine 70-80% konfluent bewachsene 10 cm Schale
trypsiniert, zentrifugiert (RT, 311 g, 4 min) und das Pellet in Konservierungsmedium (90%
DMEM (v/v) und 10% DMSO (v/v)) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Kryogefifie
iiberfithrt und in Kryoboxen von Thermo Fisher Scientific, welche fiir eine regulierte Gefrier-
geschwindigkeit mit Isopropanol gefiillt wurden, bei -80 °C gelagert. Anschlielend erfolgte

die Lagerung unter fliissigem Stickstoff.

3.2.3 Elektroporation

Bei der Transfektion von Zellen mittels Elektroporation wird das Membranpotenzial der Zel-
le kurzzeitig durch elektrische Impulse gestort, sodass Poren in der Membran entstehen und
Nukleinséuren aufgenommen werden kénnen (DeBruin et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Elektroporation ausschlieBlich fiir die
Transfektion von siRNA in HeLa- und H4-Zellen verwendet. Fiir die Elektroporation wurden
Elektroporationskiivetten der Marke Sigma-Aldrich verwendet. Pro Kiivette wurden 15 pg
siRNA und 80 - 10* — 100 - 10* Zellen eingesetzt. Die siRNA wurde mit Elektroporationspuf-
fer auf ein Volumen von 200 pl aufgefiillt und in der Kiivette vorgelegt. Die entsprechende
Menge Zellen wurde nach dem Trypsinieren in 200 pl Elektroporationspuffer (Tabelle 2.4)
aufgenommen und zur vorgelegten siRNA in der Kiivette gegeben. Die Elektroporation wur-

de mit dem FElektroporator Nucleofactor 2b von Lonza durchgefithrt, wobei fiir HeLa-Zellen
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das Programm U-024 und fiir H4-Zellen das Programm G-013 verwendet wurde. Nach der
Elektroporation wurden die Zellen in der Kiivette 8 min bei 37 °C und 5% COs inkubiert.
Anschlielend wurde der Ansatz in eine Zellschale mit frischem Medium gegeben und die
Zellen iiber Nacht bei 37 °C und 5% CO5 im Inkubator gelagert. Nach 24 h erfolgte ein Me-
diumwechsel und nach weiteren 24 h wurden die Zellen fiir die Proteinanalytik geernet oder

fir Immunfluoreszenz-Farbungen fixiert.

3.2.4 Calcium-Phosphat-Prizipitation

Bei der Calcium-Phosphat Prizipitation werden DNA-Calcium-Phosphat Prézipitate gebil-
det, die iiber Endocytose von den Zellen aufgenommen werden (Nature Methods, 2005).
Die Methode der Calcium-Phosphat Transfektion wurde in der vorliegenden Arbeit zur Auf-
nahme von Plasmid-DNA in HelLa-Zellen verwendet. Zur Transfektion wurden die Zellen 24
h im Voraus ausgesit, sodass sie am Folgetag eine Dichte von 60-70% erreichten. Fiir die
Transfektion wurde ein Reaktionsansatz direkt zum Zellrasen gegeben. Ein typischer Reak-
tionsansatz fiir die Calcium-Phosphat-Transfektion ist in Tabelle 3.9 dargestellt und die fiir
die Transfektion eingesetzten Volumina in Tabelle 3.10. Dabei wurde 2x HBS (Tabelle 2.4)
tropfenweise unter leichtem Schwenken dazugegeben und der Reaktionsansatz vor der Zugabe
zu den Zellen 30 min inkubiert, um die Bildung der DNA-Calcium-Phosphat Prézipitate zu
ermoglichen. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel und nach weiteren 24 h wurden die Zellen

fiir die Proteinanalytik geerntet oder fiir die Immunfluoreszenz fixiert.

Tabelle 3.9: Reaktionsansatz der Calcium-Phosphat-Transfektion

Komponenten Menge
Wasser 420 nl
Calciumchlorid 2 M 60 ul
DNA 10 pg
2x HBS 480 nl

Tabelle 3.10: verwendete Volumina fiir die Calcium-Phosphat-Transfektion

Zellschale Menge
10 cm 1 ml

6 cm 500 pl
24 well 80 nl

3.2.5 Behandlung von Zellen

Fiir die Messung der autophagischen Aktivitdt wurden die Zellen mit Sigma-1 Aktivatoren,
ANAVEX2-73 und PRE-084, und einem Inhibitor, BD-1047, behandelt. Dazu wurden die Zel-
len zun#chst 2 h mit 10 nM ANAVEX2-73, PRE-084 oder BD-1047 und anschlielend weitere
2 h unter der Zugabe von 2 pM Bafilomycin oder DMSO fiir die Negativkontrolle behandelt
(Christ et al., 2019).

Zur Untersuchung des Wachstums von Lipidtrépfchen wurden Zellen je 3, 6, 9 oder 12 h
mit Olséure oder EBSS behandelt. Dazu wurde an BSA gekoppelte Olséure mit einer Kon-
zentration von 200 pM eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde BSA in der gleichen Menge
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verwendet (Bekbulat et al., 2020).

Zur Untersuchung von ER-Stress in Zellen wurden diese mit den ER-Stressoren Tunicamycin
und Thapsigargin behandelt. Dabei wurden die Zellen 48 h mit 1 pg/ml Tunicamycin und
24-72 h mit 1 pM Thapsigargin inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen 2 h mit BD1047
vorbehandelt.

3.2.6 Bestimmung der autophagischen Aktivitit in eukaryotischen Zellen

Zur Messung der autophagischen Aktivitéit in eukaryotischen Zellen wurde der LC3b-IT Flux
ermittelt. Dazu wurden Zellen am Vortag auf 6 cm Schalen ausgesét, sodass sie eine Kon-
fluenz von 70-80% erreichten. Die Zellen wurden zur Anreicherung von LC3b-II mit 2 pM
Bafilomycin A1 fiir 2-4 h behandelt. Die Kontrollschalen erhielten DMSO. Zur Induktion der
Autophagie wurde ein zusétzlicher Probensatz mit EBSS sowie Bafilomycin A1 oder DMSO
angesetzt. LC3b-II wurde im Western Blot (Abschnitt 3.3.4) nachgewiesen und anschliefend
die Differenz aus den mit Bafilomycin behandelten Proben und den entsprechenden Kontroll-
proben ermittelt, um den Umsatz von LC3b-II zu bestimmen. Der sogenannte Flux wurde
als Ma$ fiir die autophagische Aktivitét verwendet (Bekbulat et al., 2020).

3.3 Proteinanalytik

3.3.1 Lysieren von Zellen

Fiir die Zelllyse von HelLA-Zellen wurden zunéchst das Medium abgenommen und der Zellra-
sen anschlieBend mit DPBS gewaschen. Fiir eine 6 cm Schale wurden 80 pl und fiir eine 10 cm
Schale 160 pul 1x SDS-Lysispuffer (Tabelle 2.5) zu den Zellen gegeben. Anschliefend wurden
die Zellen mit einem Scraper von der Platte entfernt und in ein Reaktionsgeféfl iiberfiihrt.
Nach Ultraschallbehandlung bei 80% Amplitude fiir dreimal 3 s on und off wurden die Ly-
sate 5 min bei 95 °C erhitzt und anschlieend bei -80 °C gelagert.

Fiir die Zelllyse von H4-Zellen wurde der 1x Triton-Lysispuffer (Tabelle 2.5) verwendet. Dazu
wurden die Zellen zundchst mit DPBS gewaschen und geerntet. Das Pellet wurde anschlie-
Bend in 1x Triton-Lysispuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Es wurden drei
Freeze-Thaw-Zyklen durchgefithrt. Dazu wurden die Proben im Wechsel jeweils 2 min bei
—80 °C und 2 min bei 37 °C gelagert. Nach Zentrifugation (4 °C, 17.000 g, 20 min) wurde
der Uberstand bei -20 °C gelagert (Seebauer et al., 2022).

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce BCA-Protein-Assay Kit verwen-
det. Dazu wurde eine Reaktionslésung nach den Angaben des Herstellers angesetzt. In eine
transparente 96-well Platte wurden in die benétigten Wells je 199 pl der Reaktionslésung
vorgelegt. In die Wells wurden je 1 nl Probe oder Standard dazugegeben und der komplette
Ansatz mittels des VarioSkan LUX fiir 30 s bei 600 rpm geschiittelt. Anschlielend erfolgte
eine Inkubation bei 37 °C fiir 1 h. Die Absorption wurde bei 560 nm gemessen. Die Kon-
zentration wurde durch die mittels der Standards erstellte Standardkurve bestimmt. Die

Standards wurden als Duplikate und die Proben als Triplikate angesetzt. Tabelle 3.11 zeigt
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das Pipettierschema fiir die verwendeten Standards. Fiir das Ansetzen der Standards wurde

eine BSA-Losung mit einer Konzentration von 2 mg/ml eingesetzt, die dem Kit beigefiigt ist.

Tabelle 3.11: Pipettierschema der Standards fiir die Proteinbestimmung mittels
BCA-Test

BSA-Konzentration im | Wasser BSA
well

0 200 pl -

5 150 nl 50 nL
10 100 nl 100 pL
15 50 nl 150 pl
20 - 200 nL

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden anhand eines SDS-PAGE aufgetrennt. Die dafiir verwendeten Gele wur-
den wie in Tabelle 3.12 aufgefiihrt angesetzt und ausschliefllich als 1,5 mm Gele gegossen.
Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 2.5 gelistet. Es wurden 10-20 pg Protein eingesetzt
und die Proben mit 4x Probenpuffer versetzt. Nach Erhitzen bei 95 °C fiir 5 min wurden
die Proben kurz zentrifugiert und auf die Gele aufgetragen. Die Proben wurden zun#chst bei

80 V bis zum Erreichen des Trenngels und anschlieend bei 130 V aufgetrennt.

Tabelle 3.12: Pipettierschema fiir die Gelvorbereitung

Komponenten | 10% 12% 15% 4%
Wasser 5 ml 4,5 ml 3,75 ml 6,5 ml
4x Trenngelpuf- | 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml -

fer

4x Sammelgel- | - - - 2,5 ml
puffer

Acrylamid 2,5 ml 3 ml 3,75 ml 750 pl
TEMED 10 ul 10 ul 10 nl 10 pul
APS 100 1l 100 100 1l 100 1l

3.3.4 Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran mittels We-
stern Blot

Mittels Western Blot wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
membran {ibertragen. Dazu wurde sowohl die Methode des Wet Blot als auch des Trans-
Turbo-Blot eingesetzt. Fiir den Wet Blot wurde Whatman Gel Blotting Papier (Merck) und
Tris-Glycin Blot Puffer verwendet (Tabelle 2.5). Die Proteine wurden iiber Nacht in einem
Mini-Trans-Blot-Cell-System (BioRad) bei konstant 30 V auf eine Nitrocellulose-Membran
(Sigma) iibertragen. Fiir den Trans-Turbo-Blot wurden Transfer stacks und Nitrocellulose-
Membranen von Bio-Rad aus dem Trans-Blot Turbo Transfer Kit verwendet. Zum Blotten
wurden das Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad) und der Trans-Blot Turbo Blotpuf-
fer (BioRad) verwendet. Der Transfer erfolgte nach den Angaben des Herstellers, wobei die

Zeit auf 12 statt 10 min angepasst wurde.
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3.3.5 Detektion der membrangebundenen Proteine

Die fiir die Detektion von membrangebundenen Proteinen mittels Chemolumineszenz verwen-
deten Puffer und Losungen sind in Tabelle 2.5 gelistet. Zur Detektion der membrangebun-
denen Proteine wurde die Membran zunéchst 1 h bei Raumtemperatur mit 5% Milchpulver
(w/v) in TBS-T inkubiert und anschliefend dreifach mit TBS-T gewaschen. Anschielend
wurde der Primérantikérper wie in Tabelle 2.7 aufgefiihrt in TBS-T verdiinnt und mit 0,02%
Natriumazid versetzt. Die Membran wurde tiber Nacht bei 4 °C mit dem Priméarantikorper in-
kubiert. Anschlieflend wurde erneut dreifach mit TBS-T fiir jeweils 5 min gewaschen. Die mit
Meerrettichperoxidase gekoppelten Sekundérantikérper wurden 1:10.000 mit TBS-T verdiinnt
(Tabelle 2.7) und fiir 1 h bei Raumtemperatur auf der Membran inkubiert. Nach erneutem
dreifachen Waschen mit TBS-T fiir jeweils 5 min wurde die Membran mittels Chemolumines-
zenz mit dem Armasham Imager entwickelt. Dazu wurde je nach Sensitivitét des verwendeten
Primérantikorpers entweder die Entwicklerlésung Immobilon Western von Merck oder eine
selbst angesetzte ECL-Losung verwendet, bestehend aus 1 ml Losung A, 100 pl Losung B
und 1 pul 30%-igem Wasserstoffperoxid.

3.3.6 Isolation der MAM

Zur Isolation der MAM, der Mitochondrien-ER assoziierten Membran, wurde das Protokoll
von R. Wieckowski verwendet. Die hierfiir verwendeten Puffer sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt.
Fiir jede Probe wurden 20 x 15 ¢m Schalen oder 50 x 10 ¢cm Schalen mit einer Konfluenz
von 70-80% eingesetzt. Die Zellen wurden nach Abnehmen des Mediums zweifach mit PBS
ohne Calcium und Magnesium gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen trypsiniert und
die Zellschalen mit DPBS gewaschen. Die tibrigen Zellen wurden mit PBS von der Schale ab-
geschabt und mit den trypsinierten Zellen vereinigt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert
(RT, 600 g, 5 min), das Medium abgenommen und die Zellen in 20 ml PBS aufgenommen.
Der Schritt wurde zweifach wiederholt und die Zellen anschlieBend in 20 ml Starting Buffer
2 resuspendiert.

Die Zellen wurden mittels eines elektronischen Homogenisators nach Potter aufgeschlossen.
Es wurde bei 1500 rpm homogenisiert und der Kolben 60 x hoch und- runtergezogen. An-
schlieend wurde erneut zentrifugiert (RT, 600 g, 5 min) und die Zentrifugation mit dem
erhaltenen Uberstand wiederholt. Der Uberstand wurde anschlieend bei 7000 g fiir 10 min
bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet, die mitochondriale Fraktion, in 20 ml eiskaltem Starting
Buffer 1 aufgenommen. Der Uberstand enthilt das Zytosol, die Lysosomen und das endo-
plasmatische Retikulums. Die Mitochondriale Fraktion wurde erneut zentrifugiert (4 °C, 7000
g, 10 min), das erhaltene Pellet in 20 ml Starting Buffer 1 resuspendiert und nochmals zen-
trifugiert (4 °C, 10.000 g, 10 min). Das gewonnene Pellet wurde anschlieflend in 2 ml kaltem
MRB-Puffer aufgenommen.

Zur Trennung der MAM und der reinen mitochondrialen Fraktion wurde ein Percoll Gradient
genutzt. Dazu wurden 8 ml Percoll Medium in ein 14 ml Polyallomer Ultrazentrifugen Gefaf3
der Firma Beckmann gefiillt. Die unreine mitochondriale Fraktion wurde auf das Percoll-
Medium geschichtet und anschliefend mit circa 3,5 ml Percoll-Medium iiberschichtet. Die
Proben wurden mit einer L-100 K Ultrazentrifuge von Beckmann bei 95.000 g fiir 30 min bei
4 °C in einem SW40Ti-Rotor zentrifugiert (Wieckoswki et al., 2009).
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Anschliefend wurde die MAM-Fraktion (obere Fraktion) und die reine mitochondriale Frak-
tion (untere Fraktion) mit einer 14-Gauge-Kaniile (Sterican) gesammelt. Die Fraktionen wur-
den auf je 15 ml mit MRB-Puffer aufgefiillt und zentrifugiert (4 °C, 6300 g, 10 min). Der
Uberstand der reinen mitochondrialen Fraktion wurde verworfen, das Pellet in 15 ml frischem
MRB-Puffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und in 200 pl MRB-Puffer aufgenommen. Der
Uberstand der MAM-Fraktion wurde in ein Polycarbonat Gefiiff von Beckmann iiberfiithrt und
in einem 70Ti-Rotor fiir 1 h bei 100.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde
in 200 pl MRB-Puffer aufgenommen. Die Fraktionen wurden bei -20 °C gelagert (Wieckoswki
et al., 2009).

3.3.7 Isolation einer unloslichen Fraktion zur Analyse von Proteinaggre-
gaten

Fiir den Proteinaggregationsassay wurde je eine 70-80% konfluente 10 cm Schale eingesetzt.
Die Zellen wurden einfach mit DPBS gewaschen und in DPBS durch Zentrifugation (4 °C,
1523 g, 5 min) geerntet. In den weiteren Schritten wurde DPBS mit PIC verwendet. Dazu
wurde pro 1 ml DPBS 40 pl 25x PIC zugefiigt. Das Zellpellet wurde in 300 nl DPBS resuspen-
diert und vierfach fiir je 4 s bei 40% Amplitude sonifiziert. Nach Zentrifugation (4 °C, 17.000 g,
15 min) wurde der Uberstand als 16sliche Fraktion in neue Reaktionsgefife iiberfiihrt. Das
Pellet wurde erneut in DPBS aufgenommen, sonifiziert und zentrifugiert (4 °C, 17.000 g, 15
min). Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet in 150 jil 1x SDS-Lysispuffer (Tabelle
2.5) aufgenommen, vierfach fiir je 10 s sonifiziert und 5 min bei 95 °C erhitzt. Die Proben

wurden bis zur Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Test bei -80 °C gelagert.

3.3.8 Proteomics-Analyse

Die Proteomics-Analyse in der vorliegenden Arbeit wurde von Kooperationspartnern durch-
gefiihrt (Perumal et al., 2015). Fiir die Proteomics-Analyse wurden die Zellpellets in PBS
geerntet und im T-PER Tissue Protein Extraktions Reagenz sowie mit Stahlperlen mittels
eines Homogenisators homogenisiert. Der Uberstand des Zellhomogenats wurde mittels ei-
nes 3 kDa Zentrifugalfilters gereinigt und der Puffer substituiert. Die Proteinkonzentration
wurde mittels BCA-Test bestimmt. Die Proteomics-Analyse wurde mittels eines nano-LC Sy-
stems mit der analytischen Sdule nanoViper, PePMap RSCL, 75 pm x 25 cm durchgefiihrt.
Fiir die Fliissigchromatographie wurden die folgenden Losungsmittel eingesetzt: Losung A,
bestehend aus LC-MS Wasser mit 0,1% Ameisenséure (v/v) und Losung B, bestehend aus
LC-MS Acetonitril mit 20% Wasser (v/v) und 0,1 % Ameisenséure (v/v). Das LC-MS Sy-
stem war direkt an das ESI-LTQ-Orbitrap-XL MS-System gekoppelt mit dem kontinuierlich
Massenspektrometer-Daten detektiert wurden. Dabei wurde die positive Ionenspray Ionisie-
rungsmethode mit einer Spannung von 2,15 kV und eine Kapillartemperatur von 220 °C
genutzt. Die massenspektrometrischen Daten wurden mittels MazQuant computational pro-
teomics Version 2.2.0.0 analysiert. Die statistische Analyse wurde durchgefithrt mit der Per-
seus Software (Version 2.0.7.0). Fiir jeden Vergleich wurde dazu ein t-test verwendet, wobei

ein p-Wert unter 0,05 als signifikant betrachtet wurde.
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3.4 Mikroskopie

3.4.1 Immunfluoreszenz-Firbungen

Zur Farbung von Zellen mit spezifischen Antikérpern wurden diese zunéchst fixiert. Dazu
wurde das Medium abgenommen, die Zellen einfach gewaschen und anschliefend 20 min
bei Raumtemperatur mit einer 4%-igen Phosphat-gepufferten Formaldehydlosung inkubiert.
Nach dreifachem Waschen wurden die Zellen mit 0,1% Triton-X100 in DPBS fiir 10 min
bei Raumtemperatur permeabilisiert. Die Zellen wurden erneut dreifach mit DPBS gewa-
schen und zum Blockieren 1 h bei Raumtemperatur mit 2% BSA inkubiert. Die Antikérper
fir die Immunfarbungen wurden entsprechend Tabelle 2.7 mit 10% FCS (v/v) in DPBS
verdiinnt. Nach erneutem zweifachen Waschen wurden die Zellen 2 h bei Raumtemperatur
mit Primé&rantikérper inkubiert. Anschlielend erfolgte ein weiterer dreifacher Waschschritt.
Die Zellen wurden mit Sekundérantikérper fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde
eine Losung von DAPI 500 pg/ml und Bodipy 493/503 5 ng/ml in DPBS angesetzt und die
Zellen damit fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreifachen Waschen
wurden die Deckglédschen mit Fluoromount-G auf einem Objekttriger angebracht und zusétz-
lich mit Nagellack fixiert (Schrul und Kopito, 2016). Alle Waschschritte wurden mit DPBS

ausgefiihrt.

3.4.2 Aufnahmen am konfokalen Laser-scanning Mikroskop

Fiir die Mikroskopie-Aufnahmen wurde das konfokale Laser-scanning Mikroskop LSM710 der
Marke Zeiss mit der Software ZEN 2011 SP2 V.8.0 verwendet. Die Aufnahmen wurden bei
einer Auflésung von 1024 x 1024 mit Objektiven der Vergroflerung 40-100x durchgefiihrt.
Fiir die Quantifizierzung von Punctae und die Analyse von Kolokalisierungen wurde das
Programm Fiji Image J 64 V5 benutzt. Bei Kolokalisierungen wurde dabei mittels des Coloc
2 Tools innerhalb von Image J der Pearson-Korrelationskoeffizient bestimmt. Es wurden fiir
jedes Experiment 3-5 biologische Replikate angefertigt und die statistische Auswertung mit
Graph Pad Prism 10 durchgefiihrt.

3.5 Lipidbasierte Methoden

3.5.1 Phospholipid-Quantifizierung

Zur Bestimmung der Phospholipid-Konzentration in den Proben wurde das Phospholipid-
Quantification Kit von Sigma-Aldrich verwendet. Dabei wurde nach den Angaben des Her-

stellers verfahren.

3.5.2 Cholesterin-Quantifizierung

Zur Cholesterin-Bestimmung wurde das Cholesterol/Cholesterol-Ester Glo Assay Kit von
Promega verwendet. Mit dem Kit wurde die Menge an freiem Cholesterin in den Proben

bestimmt. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.
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3.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurden je Experiment 3-5 biologische Replikate angefer-
tigt. Zur Bestimmung des p-Wertes wurde der t-test mit Welch-Korrelation fiir den Vergleich
von zwei Proben untereinander verwendet. Bei mehr als zwei Proben wurde der One-Way
oder Two-Way ANOVA Test benutzt. Die statistischen Bestimmungen wurden mit dem Pro-
gramm GraphPad Prism 10 durchgefiihrt. Ein ermittelter p-Wert unter 0,05 wurde dabei als
signifikant betrachtet.



4. Ergebnisse

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Sigma-1-Rezeptors (SigmalR) im
Lipid-Metabolismus, sowie bei der Autophagie und der damit verbundenen Aggregation von
Proteinen untersucht. Da der Sigma-1-Rezeptor an der MAM lokalisiert ist und die MAM
eine relevante Plattform in Sdugetierzellen fiir die Funktion der Autophagie und des Lipid-
Metabolismus darstellt, wurde zudem ein besonderes Augenmerk auf den Zusammenhang des
Sigma-1-Rezeptors und der Funktionsweise der MAM gelegt (Hayashi und Su, 2007; Hama-
saki et al., 2013; Rusinol et al., 1994; Vance, 1990; Degechisa et al., 2022). Fiir die Analysen
wurden in vitro Experimente an HeLa und H4 Zelllinien durchgefiihrt, die genetisch und
pharmakologisch manipuliert wurden, um die Funktionen des Sigma-1-Rezeptors zu untersu-

chen.

4.1 Die Rolle des Sigma-1-Rezeptors bei der Dynamik von
Lipid-Tropfchen

4.1.1 Charakterisierung von stabilen Sigma-1-Knockout Zelllinien

Zur ersten Charakterisierung der iiber Crispr/Cas9 generierten Sigma-1-Knockout (SigmalR-
KO) Linien in HeLa Zellen wurde die Dynamik von Lipid-Tropfchen analysiert. Die in der
vorliegenden Arbeit charakterisierten SigmalR-KO Zelllinien wurden innerhalb der Disserta-
tion von einem/r Mitarbeiter/in hergestellt und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt. Die
Benennung der SigmalR-KO Zelllinien wurde von einem/r Mitarbeiter/in eingefiihrt und fiir
die vorliegende Arbeit beibehalten. Fiir die Charakterisierung wurden die Zellen mit Bodipy
493/503 gefiarbt, welches aufgrund seiner aromatischen Struktur lipophil ist und vor allem in
hydrophoben Bereichen innerhalb der Zelle akkumuliert. Da Lipid-Tropfchen neutrale Lipide
enthalten, werden durch Bodipy vor allem die Lipid-Tropfchen der Zelle geférbt (Zhu, et al.
2023; Kowada et al., 2012) Eine Auswahl der charakterisierten Sigma-1-Knockout Zelllinien
und eine Ubersicht iiber die Phénotypen der Sigma-1-Knockout Zelllinien hinsichtlich der
Lipid-Tropfchen ist in Abbildung 4.1 dargestellt.

Insgesamt wurden 14 SigmalR-KO Zelllinien untersucht, die in Tabelle 2.11 aufgefiihrt sind.
Die Lipid-Tropfchen Akkumulation wurde dabei anhand von zwei Replikaten bestimmt. Von
den insgesamt 14 charakterisierten SigmalR-KO Zelllinien konnte bei 10 eine Akkumulation
in Form einer gesteigerte Anzahl der Lipid-Tropfchen festgestellt werden (Abbildung 4.1A und
B), unter anderem bei den SigmalR-KO Zelllinien Bd5 und Ac3 (Abbildung 4.1A). Es exi-
stierten aber SigmalR-KO Zelllinien, die keine Akkumulation der Lipid-Tropfchen zeigten,
wie zum Beispiel der Knockout Bb6 (Abbildung 4.1A). Da die Mehrheit der untersuchten
SigmalR-KO Zelllinien eine Akkumulation der Lipid-Tropfchen zeigte, steht die verdnder-
te Lipid-Tropfchen Dynamik vermutlich im Zusammenhang mit dem Verlust des Sigma-1-

Rezeptors und ist kein klonaler Effekt.

56
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(A)

HelLa-WT Hel a-Sigma-1-Knockout-Zelllinien

BODIPY Griin
DAPI Blau

Zelllinie WT Ac3 Bd5 Bb6

(B)

Verteilung des Phanotyps der Lipid-Tropfchen Akkumulation in den
Sigma-1-Knockout Zelllinien

Lipid-Trépfchen Akkumulation
Bl keine Lipid-Tropfchen Akkumulation

Total=14

Abbildung 4.1: Lipid-Trépfchen Akkumulation in den SigmalR-KO Zelllinien. (A)
Mikroskopische Aufnahmen der SigmalR-KO Zelllinien Ac3, Bd5 und Bb6 im Vergleich zum
Wildtyp nach Féarbung mit Bodipy (Griin) und DAPI (Blau) mit einer 40x Vergroferung,
MafBstabsbalken entspricht 50 pm. (B) Verteilung des Phénotyps der Lipid-Tropfchen Akku-
mulation in den SigmalR-KO Zelllinien. Die mikroskopische Analyse von 14 SigmalR-KO
Zelllinien zeigt bei 10 von 14 eine Akkumulation der Lipid-Troépfchen.

4.1.2 Der Sigma-1-Rezeptor moduliert den Metabolismus von Lipid-Tropf-
chen

4.1.2.1 Quantifizierung von Lipid-Tropfchen in HeLa-Zellen

Zur weiteren Charakterisierung wurden zwei von 14 SigmalR-KO Zelllinien hinsichtlich der
Anzahl an Lipid-Tropfchen pro Zelle mit dem Wildtyp verglichen (Abbildung 4.2). Es wurden
in der vorliegenden Arbeit stellvertretend die beiden SigmalR-KO Zelllinien Bd5 und Bf9
untersucht. Nach Farbung mit Bodipy wurde die Anzahl an Lipid-Tropfchen mittels Image J
bestimmt. Um den Zusammenhang zwischen Lipid-Trépfchen Akkumulation und dem Sigma-
1-Rezeptor weiter zu verifizieren, wurde zusétzlich mittels siRNA ein Sigma-1-Knockdown
generiert. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben mit Bodipy gefdrbt und die Anzahl an
Lipid-Tropfchen pro Zelle bestimmt (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.2: Lipid-Trépfchen Quantifizierung in SigmalR-Knockout Zelllinien.
(A) Mikroskopische Aufnahmen der SigmalR-KO Zelllinien Bd5 und Bf9 nach Farbung mit
Bodipy (Griin) und DAPI (Blau) mit einer 40x Vergroflerung, Mafistabsbalken entspricht 50
nm. (B) Quantifizierung der Lipid-Trépfchen durchgefithrt mit Image J, xp < 0,05, t-test,
n=3-4. Die Sigma-1-Knockout Zelllinien Bd5 und Bf9 zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine
signifikant gesteigerte Anzahl an Lipid-Tropfchen.

Es konnte in den Sigma-1-Knockout Zelllinien Bd5 und Bf9 eine signifikant erhéhte Anzahl
an Lipid-Tropfchen pro Zelle und somit eine Akkumulation der Lipid-Tropfchen festgestellt
werden (Abbildung 4.2A). Im SigmalR-KO Bdb konnten die Lipid-Trépfchen in ihrer An-
zahl um circa 35-40 pro Zelle gesteigert werden, wihrend die Anzahl an Lipid-Tropfchen
im SigmalR-KO Bf9 um circa 10-20 pro Zelle gesteigert werden konnte (Abbildung 4.2B).
Die Ergebnisse aus den SigmalR-KO Zelllinien Bd5 und Bf9 wurden zur Verifizierung mit
denen des generierten Sigma-1-Knockdowns verglichen (Abbildung 4.3). Nach Western-Blot
Analyse konnte das relative Expressionslevel des SigmalR signifikant um circa 70-80% redu-
ziert werden, was eine erfolgreiche Generierung eines Sigma-1-Knockdowns zeigt (Abbildung
4.3A und B). Der Sigma-1-Knockdown zeigte zudem nach Farbung mit Bodipy ebenfalls eine
erhohte Anzahl an Lipid-Tropfchen um circa 10-15 pro Zelle relativ zur Kontrolle (Abbildung
4.3C und D).
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Abbildung 4.3: Lipid-Tropfchen Quantifizierung nach Knockdown des Sigma-1-
Rezeptors in HeLa-Zellen. (A) Western-Blot Analyse des SigmalR Knockdown in HeLa-
WT Zellen 48h nach Transfektion mit siRNA. (B) Quantifizierung des SigmalR Expressi-
onslevel normiert relativ zur Kontrolle, x x p <0,01, t-test, n=3. Das Expressionslevel des
SigmalR relativ zur Kontrolle konnte um circa 70-80% reduziert werden. (C) Mikroskopische
Aufnahmen des Sigma-1-Knockdown im Vergleich zur Kontrolle 48 h nach Transfektion mit
siRNA, Farbung mit Bodipy (Griin) und DAPT (Blau), aufgenommen mit 40x Vergroflerung,
MafBstabsbalken entspricht 50 pm. (D) Quantifizierung der Lipid-Tropfchen durchgefiihrt mit
Image J, *xp < 0,05, t-test, n=3. Der Sigma-1-Knockdown zeigt eine signifikant gesteigerte
Anzahl an Lipid-Tropfchen.

Zusétzlich wurde die Anzahl an Lipid-Tropfchen in Abhéngigkeit von der Zelldichte und der
Inkubationszeit bestimmt. Diese Analyse wurde ausschlieBlich im SigmalR-KO Bd5 durch-
gefithrt. Die Zellen wurden dazu mit verschiedenen Zelldichten ausgesét und fiir 24 sowie 48 h
inkubiert. Nach anschliefender Fiarbung mit Bodipy wurde die Anzahl an Lipid-Tropfchen
mittels Image J quantifiziert (Abbildung 4.4A und B).

Der Phénotyp der Lipid-Tropfchen Akkumulation in der Sigma-1-Knockout Zelllinie Bd5
zeigte sich iiber einen weiten Bereich der Zelldichte und nach 24 sowie 48 h konstant (Abbil-
dung 4.4A und B). Die Anzahl an Lipid-Tropfchen pro Zelle konnte nach 24 h zu allen Bedin-
gungen von circa 20 im Wildtyp auf 40-60 im SigmalR-KO Bd5 erhoht werden. Nach 48 h
Inkubation konnte die Anzahl an Lipid-Tropfchen pro Zelle von circa 20-30 auf 60-80 erhoht
werden. Nach 24 h Inkubationszeit zeigte sich iiber die verschiedenen Zelldichten hinweg
ein geringerer signifikanter Effekt als nach 48 h Inkubationszeit. Besonders stark ausgeprigt
ist die Akkumulation der Lipid-Tropfchen nach 48 h bei einer Zelldichte von 0,5 - 10*/cm?
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(Abbildung 4.4A und B).
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Abbildung 4.4: Lipid-Tropfchen Akkumulation im SigmalR-KO Bd5 in
Abhingigkeit von der Zelldichte und der Inkubationszeit. (A) Mikroskopische Auf-
nahmen von HeLa-WT und SigmalR-KO Zellen Bd5 nach Fiarbung mit Bodipy (Griin) und
DAPI (Blau) mit 40x Vergroflerung, MaBstabsbalken entspricht 50 pm. (B) Quantifizierung
der Lipid-Tropfchen durchgefithrt mit Image J, xp <0,05, % % p <0,01, % % xp <0,001, t-test,
n=3. Die Akkumulation der Lipid-Tropfchen blieb im SigmalR-KO Bd5 in Abhéingigkeit von
der Dichte und der Zeit erhalten.

4.1.2.2 Nachweis der Sigma-1-Rezeptor abhingigen Lipid-Tropfchen Akkumu-

lation

Zum Nachweis einer SigmalR abhéngigen Lipid-Tropfchen Akkumulation wurde ein Rescue-

Experiment durchgefiihrt. Dazu wurde der Sigma-1-Rezeptor im SigmalR-KO Bd5 sowie in
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HeLa-WT Zellen mittels Calcium-Phosphat Transfektion iiberexprimiert und die Anzahl an
Lipid-Tropfchen pro Zelle bestimmt.
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Abbildung 4.5: Generierung des Kontrollplasmids (Empty Vector). (A) Plasmid-
karten des Vektors pCMV6-Sigma-1-WT-Myc-Flag und des Empty Vectors (vergrofierte Dar-
stellung befindet sich im Anhang). Der Vektor wurde mit den Enzymen BamHI und Notl
geschnitten und nach Blunt End Synthese wieder ligiert. (B) Gelelektrophoretische Analyse
der Kontrollrestriktion des synthetisierten Empty Vectors im Vergleich zum Plasmid Sigma-
1-Flag geschnitten mit den Enzymen BamHI und Notl. Aufgrund der fehlenden Bande bei
circa 500 bp im generierten Empty Vector war die Generierung des Kontrollplasmids erfolg-
reich.

Fiir die Uberexpression wurde der Vektor pCMV6-Sigma-1-WT-Myc-Flag (Sigma-1-Flag) so-
wie das Kontrollplasmid pCMV6-Myc-Flag verwendet, welches im folgenden als Empty Vector
bezeichnet wird. Der Empty Vector enthilt im Vergleich zum Konstrukt Sigma-1-Flag kei-
ne Sequenz fiir den SigmalR. Zur Generierung des Empty Vector wurde aus dem Vektor
Sigma-1-Flag die Sequenz fiir SigmalR ausgeschnitten und nach Blunt End Synthese der
Vektor wieder ligiert (Abbildung 4.5A). Da die Kontrollrestriktion des generierten Empty
Vectors keine Bande auf einer Hohe von ungefihr 500 Basenpaaren zeigt fiir die Sequenz
des SigmalR, war die Generierung des Empty Vectors erfolgreich. Es fehlt auch die Bande

des linearisierten Plasmids Sigma-1-Flag bei circa 5000 Basenpaaren. Stattdessen zeigt das
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geschnittene Kontrollplasmid eine Bande bei circa 4000 Basenpaaren, die den linearisierten
Empty Vector darstellt. Die obere Bande zeigt vermutlich nicht linearisierte Plasmid-DNA
des Kontrollplasmids (Abbildung 4.5B). Eine Sequenzierung bestétigte das Ergebnis zusétz-
lich.

Fiir das Rescue-Experiment wurden jeweils in Hela-Wildtyp (WT) und im Sigma-1-Knockout
Bd5 (SigmalR-KO Bd5) der Empty Vector (EV) und der Vektor pCMV6-Sigma-1-WT-Myc-
Flag (Sigma-1-Flag) iiberexprimiert. Die Aufnahme der Plasmide wurde zunichst mittels
Western-Blot Analyse untersucht (Abbildung 4.6). Die Anzahl an Lipid-Tropfchen wurde
nach Farbung mit Bodipy und Flag in den SigmalR (Flag) positiven Zellen bestimmt und
mittels Image J quantifiziert (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.6: Uberexpression des Sigma-1-Rezeptors in HeLa-WT Zellen und
im Sigma-1-Knockout Bd5. (A) Western-Blot Analyse zur Aufnahme des Plasmids Sigma-
1-Flag im Vergleich zum Empty Vector 48 h nach der Transfektion. (B) Quantifizierung des
Western-Blots, xp < 0,05, * x p <0,01, t-test, n=3. Das Sigma-1-Flag Plasmid konnte in
Wildtyp und in SigmalR-KO Zellen Bd5 signifikant aufgenommen werden.

Die Aufnahme der Plasmide konnte mittels Westen-Blot Analyse gezeigt werden durch das
Auftreten der intensiven Bande knapp oberhalb des endogenen SigmalR bei einer Gréfie von
circa 30-35 kDa (Abbildung 4.6A). Das Plasmid Sigma-1-Flag konnte verglichen zum endoge-
nen SigmalR Expressionslevel gleichermaflen in HeLa-W'T Zellen als auch in die SigmalR-KO
Zellen Bd5 aufgenommen werden (Abbildung 4.6B).

Nach Transfektion der Zellen mit dem Empty Vector zeigte der SigmalR-KO Bd5 trotzdem
noch eine deutlich signifikant erhdhte Anzahl von circa 40-50 auf 80-90 Lipid-Trépfchen pro
Zelle im Vergleich zum HeLa-WT (Abbildung 4.7A und B). Der Phénotyp der Lipid-Tropf-
chen Akkumulation blieb daher nach der Uberexpression mit dem Empty Vector erhalten.
Wihrend die Uberexpression des Konstrukts Sigma-1-Flag keinen Effekt in Hela-WT Zellen
zeigte, konnte die Anzahl an Lipid-Tropfchen im SigmalR-KO signifikant von circa 80-90
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auf 50-60 pro Zelle reduziert werden, was dem urspriinglichen Level an Lipid-Tropfchen im
WT nach Transfektion mit dm Empty Vector entspricht. Der Phinotyp der Lipid-Tropfchen

Akkumulation ist demnach ein SigmalR abhéngiger Prozess.
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Abbildung 4.7: Lipid-Trépfchen Akkumulation nach Uberexpression des Sigma-
1-Rezeptors. (A) Mikroskopische Aufnahmen von WT und SigmalR-KO Bd5 48 h nach
Transfektion mit dem Plasmid Sigma-1-Flag gefirbt mit Bodipy (Griin), DAPI (Blau) und
Flag (Rot) aufgenommen mit einer 40x Vergroerung, Mafistabsbalken entspricht 50 pm. (B)
Quantifizierung der Lipid-Tropfchen mit Image J, * % x % p <0,0001, One- Way ANOVA, n=5.
Nach Uberexpression des Kontrollplasmids blieb der Phinotyp der Lipid-Tropfchen Akku-
mulation erhalten. Uberexpression des Sigma-1-Flag Konstrukts in den SigmalR-KO Bd5
fithrte zu einer Reduktion der Anzahl an Lipid-Tropfchen und zeigt die SigmalR abhéngige
Veranderung der Lipid-Trépfchen Dynamik.
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4.1.2.3 Charakterisierung des Lipid-Trépfchen Metabolismus in Sigma-1-Knockout
Zellen

Zur weiteren Charakterisierung des Lipid-Trépfchen Metabolismus wurden Wachstumskur-
ven der Lipid-Tropfchen in HeLa-WT und in SigmalR-KO Zellen Bd5 nach Behandlung
mit EBSS (Abbildung 4.8) und Olsiure (Abbildung 4.9) fiir 3-12 h erstellt. Die Behandlung
mit EBSS erzeugt einen Néhrstoffmangel und fithrt zum Abbau der Lipid-Trépfchen in den
Zellen (Bekbulat et al., 2020), wihrend es durch Behandlung mit Olsiure zu einer Anreiche-
rung der Lipid-Tropfchen kommt (Nakajima, et al. 2019). Dabei sollte vor allem durch die
Behandlung mit EBSS ein moglicher Zusammenhang zwischen Autophagie und verédnderter
Lipid-Tropfchen Dynamik in den Zellen hergestellt werden (Bekbulat, et al. 2020).
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Abbildung 4.8: Lipid-Trépfchen Akkumulation nach EBSS Behandlung. (A) Mi-
kroskopische Aufnahmen von WT und SigmalR-KO Bdb nach Behandlung mit EBSS, geférbt
mit Bodipy (Griin) und DAPI (Blau), aufgenommen mit einer 40x Vergréferung, Mafistabs-
balken entspricht 50 pym. (B) Quantifizierung der Lipid-Trépfchen mit Image J in Abhéingig-
keit von der Zeit, n=3. EBSS Behandlung fithrte im WT und im SigmalR-KO Bd5 nach 9 h
zu einer Reduktion der Lipid-Tropfchen. Die Lipid-Tropfchen wurden dabei im SigmalR-KO
schneller abgebaut als im WT.
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Abbildung 4.9: Lipid-Tropfchen Akkumulation nach Olsiiure Behandlung. (A) Mi-
kroskopische Aufnahmen von WT und SigmalR-KO Bd5 nach Behandlung mit Olsiure,
gefarbt mit Bodipy (Griin) und DAPI (Blau), aufgenommen mit einer 40x Vergroferung,
MafBstabsbalken entspricht 50 pm. (B) Quantifizierung der Lipid-Trépfchen mit Image J
in Abhéngigkeit von der Zeit, n=3. Im WT konnte die Anzahl an Lipid-Tropfchen mittels
Olséiure Behandlung gesteigert werden, withrend im SigmalR-KO ein kurzzeitiger Anstieg
und eine anschliefende tendenzielle Reduktion erfolgte.

Die Behandlung mit EBSS fiihrte in einem zeitlichen Rahmen bis 6 h nicht zu einer deutlichen
Veranderung der Anzahl an Lipid-Trépfchen im Wildtyp. Im SigmalR-KO Bdb zeigte sich
hier schon eine leichte Reduktion von cira 100 auf 80-90 Lipid-Tropfchen pro Zelle. Nach 9
h kam es zu einer deutlichen Reduktion der Lipid-Tropfchen pro Zelle im SigmalR-KO Bd5
von circa 80-90 auf 50-60 Lipid-Tropfchen pro Zelle. Im Wildtyp wurde die Anzahl an Lipid-
Tropfchen ab 9 h von circa 30-40 auf 15-20 pro Zelle reduziert. Demnach erfolgte der Abbau
der Lipid-Tropfchn im SigmalR-KO Bd5 schneller als im Wildtyp (Abbildung 4.8A und B).
Nach Olséure-Behandlung konnte im Wildtyp eine kontinuierliche Steigerung der Anzahl an
Lipid-Tropfchen festgestellt werden, wobei die Anzahl an Lipid-Trépfchen von circa 30-40
auf 60-70 pro Zelle erhoht wurde. Im SigmalR-KO Bd5 stieg die Zahl an Lipid-Tropfchen
zunéchst von circa 90-100 auf 140-150 pro Zelle und wurde nach 3 h Behandlung tendenziell
kontinuierlich reduziert auf ungefahr das urspriingliche Level an Lipid-Tropfchen pro Zelle

zum Startzeitpunkt der Messung (Abbildung 4.9A und B). Dies kénnte an einem maximalen
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Level an Lipid-Trépfchen pro Zelle liegen.

Um den Phénotyp der Lipid-Tropfchen Akkumulation weiterhin zu analysieren wurde das
Expressionslevel von Enzymen, die den Metabolismus der Lipid-Tropfchen beeinflussen mit-
tels quantitativer Real-Time PCR bestimmt. Die Messungen erfolgten mit unbehandelten
Zellen sowie mit Zellen, die fiir 6 oder 12 h mit EBSS behandelten wurden (Abbildung 4.10),
da ein Zusammenhang zwischen Lipid-Tropfchen Dynamik und Autophagie untersucht wer-
den sollte (Bekbulat et al., 2020).
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Abbildung 4.10: Lipid-Metabolismus assoziierte Proteine qPCR Analyse von Lipid-
Metabolismus assoziierten Proteinen in HeLa-Zellen (A) unter basalen Bedingungen, (B)
nach 6 h EBSS Behandlung und (C) nach 12 h EBSS Behandlung, Schwellenwerte fiir eine
signifikante Verdnderung liegen bei 1,5 und 0,67, n=3. Unter basalen Bedingungen wurde im
SigmalR-KO relativ zum WT eine Erhthung von GPAT3 und DGAT?2 sowie eine Reduktion
von LIPE gemessen. Nach 6 h Behandlung mit EBSS zeigte sich eine Reduktion von LIPE
und AGPAT, die nach 12 h Behandlung mit EBSS nicht mehr gemessen werden konnte.

Zu den analysierten Proteinen zéhlen die Enzyme der Triacylglycerid-Synthese, wie GPATS3,
AGPAT, PLPP2 und DGAT1/2, sowie der Synthese von Cholesterinestern, wie ACAT1/2
(Cases et al., 1998; Cases et al., 2001; Chang et al., 2009; Eberhardt et al., 1999; Hooks et
al., 1998; Olzmann et al., 2019; Sukumaran et al., 2009). Weiterhin wurden diverse Lipasen
untersucht, unter anderem PNPLA2 und LIPE, die die Hydrolyse von Triacylglyceriden syn-
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thetisieren (Kienesberger et al., 2009; Kaiser et al. 2022), oder LIPA, welches dem Abbau von
Cholesterinestern und Triacylglyceriden dient (Zhang, 2018). Eine relative Expression im Ver-
gleich zum WT iiber 1,5 und unter 0,67 wurde dabei als signifikant betrachtet. Zur weiteren
Kontrolle wurde zudem die Expression des SigmalRs bestimmt, die in allen durchgefiihrten
Analysen signifikant reduziert war. Im SigmalR-KO Bd5 sind unter basalen Bedingungen
die Enzyme DGAT1 und GPATS3 iiberexprimiert, wihrend LIPE reduziert ist (Abbildung
4.10A). Nach 6 h Behandlung konnte lediglich eine Reduktion von LIPE und AGPAT gemes-
sen werden (Abbildung 4.10B), wéhrend das relative Expressionslevel aller anderen Proteine
unveréndert blieb. Nach insgesamt 12 h Behandlung mit EBSS konnte keine signifikante Ande-
rung im Expressionslevel der betrachteten Enzyme detektiert werden (Abbildung 4.10C).

4.1.3 Einfluss der Mutanten E102Q und E138Q auf die verinderte Lipid-
Tropfchen Dynamik

Um einen Einfluss der Mutanten E102Q und E138Q, von denen vermutet wird im Zusam-
menhang mit neurodegenerativen Erkrankungen zu stehen (Al-Saif et al., 2011; Gregianin et
al., 2016; Li et al., 2015), auf die Akkumulation der Lipid-Tropfchen zu untersuchen, wurde
das Rescue-Experiment mit den Mutanten E102Q und E138Q durchgefiihrt. Dabei wur-
de zunéchst in einer Western-Blot Analyse (Abbildung 4.11) die Aufnahme der Konstrukte
iiberpriift und anschliefend die Anzahl an Lipid-Tropfchen bestimmt (Abbildung 4.12). Die
Mutanten wurden innerhalb der Dissertation von einem/r Mitarbeiter/in hergestellt und fiir

die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 4.11: Uberexpression von Mutanten des Sigma-1-Rezeptors. (A)
Western-Blot Analyse zur Aufnahme der Mutanten E102Q und E138Q 48 h nach der Trans-
fektion in HeLa WT und SigmalR-KO Bd5. (B) Quantifizierung des Western Blots, n=3.
Die Western Blot Analyse zeigt die Aufnahme der Konstrukte in WT und SigmalR-KO Bdb
Zellen.

Die Konstrukte pCMV6-Sigma-1-E102Q-Myc-Flag (E102Q) und pCMV6-Sigma-1-E138Q-
Myc-Flag (E138Q) konnten innerhalb der Western-Blot Analyse in die Zelllinien HeLa-WT
und HeLa-Bd5 aufgenommen werden, erkennbar an der intensiven Bande oberhalb des endo-
genen SigmalR bei circa 30-35 kDa (Abbildung 4.12A). Tendenziell wurden die Konstrukte
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E102Q und E138Q im SigmalR-KO Bd5 stérker exprimiert als im HeLa-WT (Abbildung

4.12B). Aufgrund der starken Heterogenitét kann keine signifikante Aussage getroffen werden.

Die Quantifizierung der Lipid-Tropfchen nach Farbung mit Bodipy zeigte erneut den Er-
halt der Lipid-Tropfchen Akkumulation nach Transfektion der Zellen mit dem Empty Vector.
Die Anzahl an Lipid-Tropfchen liegt im W'T bei circa 40-50 pro Zelle und im SigmalR-KO
Bd5 bei circa 90-100 pro Zelle, was einer ungefihren Verdopplung der Lipid-Tropfchen nach
Transfektion mit dem Empty Vector entspricht. Eine Uberexpression der Mutanten E102Q
und E138Q fithrte im Wildtyp zu keiner signifikanten Anderung der Anzahl an Lipid-Tropf-
chen, wiahrend im SigmalR-KO Bd5 die Anzahl an Lipid-Tropfchen nach Transfektion mit
den Konstrukten E102Q und E138Q im Vergleich zur Kontrolle (HeLa Bd5 EV) signifikant
von circa 90-100 auf 50-60 pro Zelle reduziert werden konnte, was der Anzahl an Lipid-Tropf-
chen im HeLa-WT transfiziert mit dem Empty Vector entspricht (Abbildung 4.12 A und
B).
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Abbildung 4.12: Lipid-Trépfchen Akkumulation nach Uberexpression der Sigma-
1-Mutanten E102Q und E138Q. (A) Mikroskopische Aufnahmen von WT und SigmalR-
KO Bd5 Zellen 48 h nach Transfektion mit den Mutanten gefiarbt mit Bodipy (Griin), DAPI
(Blau) und Flag (Rot), aufgenommen mit einer 40x Vergrofierung, Maflstabsbalken entspricht
50 ym. (B) Quantifizierung der Lipid-Tropfchen mit Image J, «xxxp <0,0001, One way ANO-
VA, n=>5. Nach Uberexpression des Empty Vector blieb der Phanotyp der Lipid-Trépfchen
Akkumulation im Sigml1R-KO Bd5 verglichen zum WT erhalten. Uberexpression der Mu-
tanten E102Q und E138Q im SigmalR-KO Bd5 fiihrte zu einer Reduktion der Anzahl an
Lipid-Tropfchen.

4.1.4 Einfluss der Cholesterin-Bindedominen und der Transmembrandoméine
auf die verdnderte Lipid-Tropfchen Dynamik

Um den Zusammenhang zwischen Lipid-Tropfchen Akkumulation und der Struktur des Sigma-
1-Rezeptors zu untersuchen, wurden drei Deletionskonstrukte hergestellt, denen jeweils eine
der sterol binding domain-like motif SBLDII (d176-223) sowie SBDLI (d91-109) und die
Transmembrandoméne sowie das ER-Retentionssignal (d2-29) (Hayashi und Su, 2003) fehlen
(Abbildung 4.13A). Die Konstrukte wurden als pCMV6-Sigma-1-d176-223-Myc-Flag (d176-
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223), pCMV6-Sigma-1-d2-29-Myc-Flag (d2-29) und pCMV6-Sigma-1-d91-109-Myc-Flag (d91-
109) bezeichnet. Die benétigten Inserts wurden iiber PCR aus dem Konstrukt Sigma-1-Flag
sowie PEX-K248-Sigma-1-d91-109 generiert und mit dem linearisierten Vektor Sigma-1-Flag
ligiert. Zur Uberpriifung der Klonierung wurde PCR-Kontrolle und eine Kontrollrestriktion
durchgefiihrt (Abbildung 4.13B).

Die Generierung der Inserts konnte anhand der Banden bei einer Gréfie von 400-500 Ba-
senpaaren nachgewiesen werden, welche den PCR-Produkten entsprechen. Die erfolgreiche
Klonierung zeigte sich durch das Auftreten von zwei Banden nach der Kontrollrestriktion,
die bei einer Groflie von 400-500 Basenpaaren dem Insert entsprechen und bei einer Grofle
von circa 5000 Basenpaaren dem linearisierten Vektor (Abbildung 4.13B). Eine zusétzliche
Sequenzierung bestitigte die erfolgreiche Klonierung. Die Deletionskonstrukte wurden an-
schlieflend in HeLa-WT und in SigmalR-KO Zellen BD5 {iberexprimiert (Abbildung 4.14)
und die Anzahl an Lipid-Tropfchen bestimmt (Abbildung 4.15).

Die Western-Blot Analyse zeigt die Uberexpression der Truncation-Konstrukte in HeLa-WT
und SigmalR-KO Bd5 Zellen durch das Auftreten der zusétzlichen SigmalR und Flag po-
sitiven Banden, die dem erwarteten Groflenverhédltnis entsprechen (Abbildung 4.14A). Die
Deletion d176-223 wird von WT und SigmalR-KO Bd5 Zellen gleichermafien aufgenommen,
wihrend die Deletionen d2-29 und d91-109 tendenziell im Sigmal-KO Bd5 besser aufgenom-
men werden. Aufgrund der starken Heterogenitdt kann keine signifikante Aussage getroffen
werden. Im Rescue-Experiment zeigte sich erneut der Erhalt der Lipid-Tropfchen Akkumu-
lation nach Transfektion mit dem Empty Vector im SigmalR-KO im Vergleich zum WT. Die
Lipid-Tropfchen sind dabei um circa 30 pro Zelle erhht. Die Uberexpression der Deletions-
konstrukte zeigte im Wildtyp keine Verinderung in der Anzahl der Lipid-Tropfchen. Nach
Uberexpression der Deletionsmutanten d91-109 und d176-223 wurde im Sigma-1-Knockout
Bd5 im Vergleich zur Kontrolle (HeLa-Bd5 EV) eine signifikante Reduktion der Anzahl an
Lipid-Trépfchen von 80-90 auf 40-60 pro Zelle quantifiziert, wihrend die Uberexpression der
Deletionsmutante d2-29 die Anzahl an Lipid-Tropfchen im Vergleich zur Kontrolle nicht re-
duzieren konnte (Abbildung 4.15A und B).

Zudem zeigte sich nach Uberexpression der Deletionsmutante d2-29 eine deutliche Verénde-
rung im Flag-Signal (SigmalR-Konstrukt). Von einer ER #hnlichen Féarbung, die vor al-
lem im perinukledren Bereich auftritt, kam es zu einer Detektion von Punctae, die in der
N#he von Lipid-Tropfchen auftraten. Daher wurde eine Kolokalisierungsanalyse der Deleti-
onsmutanten mit den Lipid-Tropfchen angefertigt. Da der SigmalR Oligomere bilden kann
(Mishra, 2015), wurde die Kolokalisierungsanalyse in HeLa-WT (Abbildung 4.16) und in
Sigma-1-Knockout Zellen durchgefithrt (Abbildung 4.17) durchgefithrt und mit dem Kon-
strukt Sigma-1-Flag verglichen. Dazu wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient zur Korre-
lation des Flag-Signals mit Bodipy mittels der Coloc 2 Analyse von Image J bestimmt. Der
Pearson-Korrelationskoeffizient reicht von -1 bis 1 fiir eine perfekte inverse Korrelation zu ei-
ner perfekten direkten Korrelation. Ein Pearson-Korrelationskoeffizient von 0 steht fiir keine
Kolokalisierung (Mukaka, 2012).
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Abbildung 4.13: Generierung der Deletionsmutanten. (A) Darstellung der Deleti-
onsmutanten mit ihren relevanten Doménen; Deletion d176-223 fehlt die SBDLII-Doméne
sowie ein Teil des C-terminalen Endes, d2-29 fehlt die Transmembrandoméne und das ER-
Retentionssignal, d91-109 fehlt die SBDLI-Doméne. (B) Gelelektrophoretische Analyse zur
Generierung der Inserts iiber PCR sowie der Kontrollrestriktionen. Nach PCR-Amplifikation
zeigte sich fiir jede Deletionsmutante eine deutliche Bande auf der Hohe des entsprechenden
PCR-Produkts (Insert bei 400-500 Basenpaaren). Die Kontrollrestriktionen zeigten jeweils
zwei Banden, eine auf der Hohe der generierten Inserts bei 400-500 Basenpaaren und eine bei

circa 5000 Basenpaaren fiir den linearisierten Vektor.
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Abbildung 4.14: Uberexpression von Deletionen des Sigma-1-Rezeptors. (A)
Western-Blot Analyse zur Aufnahme der Deletionen des SigmalR. (B) Quantifizierung des
Western-Blots, n=3. Die Deletionsmutanten konnten in WT und SigmalR-KO Bd5 Zellen
aufgenommen werden.
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Abbildung 4.15: Lipid-Trépfchen Akkumulation nach Uberexpression der Deleti-
onsmutanten. (A) Mikroskopische Aufnahmen von WT und SigmalR-KO Bd5 Zellen 48 h
nach Transfektion mit den Deletionsmutanten gefirbt mit Bodipy (Griin), DAPI (Blau) und
Flag (Rot), aufgenommen mit einer 40x Vergroferung, Mafistabsbalken entspricht 50 pm.
(B) Quantifizierung der Lipid-Tropfchen mit Image J, xp <0,05, %« p < 0,01, * % *p <0,001,
One-way ANOVA, n=3. Nach Uberexpression des Empty Vectors blieb der Phinotyp der
Lipid-Tropfchen Akkumulation im Sigm1R-KO Bd5 verglichen zum WT erhalten. Uberex-
pression der Deletionsmutanten d176-223 und d91-109 im SigmalR-KO Bd5 fiihrte zu einer
Reduktion der Anzahl an Lipid-Tropfchen und zeigte keinen Einfluss der Mutanten auf die
SigmalR abhingige Verinderung der Lipid-Trépfchen Dynamik. Nach Uberexpression der
Deletionsmutante d2-29 im SigmalR-KO Bd5 konnte die Anzahl an Lipid-Tropfchen nicht
reduziert werden. Die Deletion d2-29 zeigt demnach einen Einfluss auf die SigmalR abhéngi-
ge Akkumulation der Lipid-Tropfchen.
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Abbildung 4.16: Kolokalisierung der Deletionsmutanten mit Lipid-Trépfchen in
WT Zellen. (A) Mikroskopische Aufnahmen (obere Reihe) mit einer Vergroflerung eines
Bildausschnitts (untere Reihe) von WT Zellen 48 h nach Transfektion mit den Deletio-
nen gefarbt mit Bodipy (Griin), DAPI (Blau) und Flag (Violett) aufgenommen mit ei-
ner 60x Vergroferung, MaBstabsbalken entspricht 50 pm. (B) Bestimmung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten mittels Image J, % % xp <0,001, One-way ANOVA, n=3. Die be-
stimmten Korrelationskoeffizienten zeigen mit den Konstrukten Sigma-1-Flag, d176-223 und
d91-109 keine Kolokalisierung von SigmalR mit den Lipid-Tropfchen. Die Deletion der Trans-
membrandoméne d2-29 zeigt eine Erhohung des Koeffizienten im Vergleich zum Sigma-1-Flag
Konstrukt um circa 0,5, was einer moderaten Kolokalisierung mit den Lipid-Trépfchen ent-
spricht.
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Abbildung 4.17: Kolokalisierung der Deletionsmutanten mit Lipid-Tropfchen in
SigmalR-KO Bd5 Zellen. (A) Mikroskopische Aufnahmen (obere Reihe) mit einer Ver-
groferung eines Bildausschnittes (untere Reihe) von SigmalR-KO Bd5 Zellen 48 h nach
Transfektion mit den Deletionen gefiirbt mit Bodipy (Griin), DAPI (Blau) und Flag (Vio-
lett), aufgenommen mit einer 60x Vergroflerung, MaBstabsbalken entspricht 50 pm. (B) Be-
stimmung des Pearson-Korrelationskoeffizienten mittels Image J, * % xp <0,001, One-way
ANOVA, n=3. Die bestimmten Korrelationskoeffizienten zeigen mit den Konstrukten Sigma-
1-Flag, d176-223 und d91-109 keine Kolokalisierung von SigmalR mit den Lipid-Tr6pfchen.
Die Deletion der Transmembrandoméne d2-29 zeigt eine Erhohung des Koeffizienten im Ver-
gleich zum Sigma-1-Flag Konstrukt um circa 0,5, was einer moderaten Kolokalisierung mit
den Lipid-Tropfchen entspricht.
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In den Kolokalisierungsanalysen zeigen sich keine deutlichen Verédnderungen in der ER &hnli-
chen Féarbung der Deletionskonstrukte d176-223 und d91-109 im Vergleich zum Sigma-1-Flag
Knostrukt. Deutlich zu erkennen ist die Anderung des Flag-Signals in der Deletionsmutante
d2-29 von einer ER #hnlichen Férbung zu Punctae, die in der Nihe von Lipid-Tropfchen
auftreten (Abbildung 4.16A und 4.17A). Der Pearson-Korrelationskoeffizient liegt fiir das
Sigma-1-Flag Konstrukt im Wildtyp bei -0,05 £ 0,03 und im SigmalR-KO Bd5 bei -0,08 +
0,06. Eine Oligomerisierung von SigmalR wirkt sich daher vermutlich nicht auf die Koloka-
lisierungsanalyse aus. Auch die Koeffizienten der Deletionsmutanten d176-223 und d91-109
sind in den beiden Zelllinien vergleichbar. Nach Transfektion mit der Deletionsmutante d2-29
konnte im Wildtyp ein erhohter Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,52 + 0,05 bestimmt
werden (Abbildung 4.16B). Auch im SigmalR-KO Bd5 konnte im Vergleich zur Kontrolle
Sigma-1-Flag eine signifikant erhdhter Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,6 £ 0,1 der De-
letionsmutante d2-29 bestimmt werden (Abbildung 4.17B). Das Ergebnis entspricht im WT
als auch im SigmalR-KO Bd5 einer moderaten Kolokalisierung der Deletionsmutante mit den
Lipid-Tropfchen (Mukaka, 2012).

4.2 Die Rolle des Sigma-1-Rezeptors bei der Autophagie

Zur Untersuchung der Rolle des SigmalR auf die Autophagie wurde die autophagische Akti-
vitéit wie schon zuvor beschrieben anhand der Verdnderungen des Autophagosomen-Markers
LC3b-1II bestimmt (Christ et al., 2019). Da eine Anreicherung von LC3b-II sowohl fiir einen
reduzierten Abbau der Autophagosomen als auch fiir eine gesteigerte Autophagosomen Bio-
genese stehen konnte, wurde die Differenz der auf Tubulin normierten LC3b-II Menge nach
Anreicherung der Autophagosomen mit Bafilomycin und der unbehandelten Probe bestimmt
(Yang et al., 2019). Der im Folgenden als autophagische Flux bezeichnete Wert wurde nach
genetischer und pharmakologischer Inhibition des SigmalR miteinander verglichen. Zur In-
duktion der Autophagie wurden die Zellen durch die Behandlung mit EBSS zusétzlichem
Nahrstoffmangel ausgesetzt (Bekbulat et al., 2020). Es wurde zunichst die autophagische
Aktivitdt in den beiden Sigmal-KO Zelllinien Bf9 und Bd5 in Vergleich mit dem Wildtyp
analysiert (Abbildung 4.18).

Nach Behandlung der Zellen mit EBSS zeigte sich im Wildtyp eine Induktion der Autopha-
gie, erkennbar durch die erh6hte Expression von LC3b-1I in der mit Bafilomycin behandelten
Probe und in einer Erh6hung des autophagischen Fluxes um das 2-3-fache (Abbildung 4.18B
und D). Dies zeigt eine Reaktion des zelluldren Systems auf die Induktion der Autophagie
mittels EBSS und damit die Funktionalitit des Assays. In den beiden SigmalR-KO Zell-
linien Bd5 und Bf9 wurde unter basalen Bedingungen keine Anderung im autophagischen
Flux im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Unter Nahrstoffmangel wurde eine Tendenz zur
Reduktion des autophagischen Fluxes in beiden SigmalR-KO Zelllinien verglichen mit dem
Wildtyp bestimmt (Abbildung 4.18A-D). Der Flux wurde hier zwar induziert, erreichte aber
keine Erhohung um das 2-3-fache, sondern lediglich um das ungefihr 1,5-fache (Abbildung
4.18A-D). Da es sich hierbei auch nur um einen klonalen Effekt handeln kénnte, wurde das
Ergebnis mittels pharmakologischer und genetischer Manipulation durch die Generation eines

SigmalR-Knockdown verifiziert.
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Abbildung 4.18: Messen der Autophagischen Aktivitidt in SigmalR-KO Zellen.
(A) Western-Blot Analyse zur Messung der autophagischen Aktivitidt im SigmalR-KO Bd5.
(B) Quantifizierung des Western-Blots unter (A), One-way ANOVA, n=5. (C) Western-Blot
Analyse zur Messung der autophagischen Aktivitét im SigmalR-KO Bf9. (D) Quantifizierung
des Western-Blots unter (C), One-way ANOVA, n=3. Nach Behandlung mit EBSS konnte
der autophagische Flux im WT induziert werden. In den SigmalR-KO Zellen Bd5 und Bf9
konnte der Flux nach Behandlung mit EBSS auch leicht induziert werden, ist im Vergleich
zum WT aber reduziert. Die Reduktion ist jedoch nicht signifikant.

Zur pharmakologischen Inhibition des SigmalR wurde der Sigma-1-Antagonist BD1047 ein-
gesetzt (Zhu et al., 2015). Auch hier wurde mittels Ndhrstoffmangel Autophagie induziert
und damit zusétzlich die Funktionalitéit des Systems iiberpriift. Behandlung mit EBSS fiihr-
te zu einer Erhchung der Expression von LC3b-II in der mit Bafilomycin behandelten Probe
und damit verbunden zu einer Erhohung des autophagischen Fluxes um das 3-4-fache (Ab-
bildung 4.19B und D). Nach pharmakologischer Inhibition des SigmalR mittels des Sigma-
1-Antagonisten BD1047 zeigte sich unter basalen Bedingungen keine Verdnderung im auto-
phagischen Flux. Nach Induktion der Autophagie konnte der Flux zwar auf das 1,5-2-fache
induziert werden, nicht aber auf das 3-4 fache wie in unbehandelten Zellen (Abbildung 4.19A
und B).



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 77

(A) (B) Quantifizierung LC3b-I
Basal EBSS 5- *
BD1047 10 M - -+  + S e .
Bafilomycin A1 - + - + - + - + «
18 kba E . LC3I+II <
@
ot
55kDa S S G- = S G_S S S Tybylin
0_
> > ) )
% ¢ 2 O
& & & &
N > » »
& & © o,s
(©) D) e & N
Kontrolle Sigma-1-Knockdown
EBSS - - + + B B . . Quantifizierung LC3b-lI
Bafilomycin A1 - + - + - + - + *
28 kDa "= s - - Sigma-1-Rezeptor
18 kDa — T — — LC3 1+l

LC3b-ll Flux

55kDa = — S G & Tubulin

Abbildung 4.19: Messen der Autophagischen Aktivitit nach pharmakologischer
und genetischer Manipulation des Sigma-1-Rezeptors. (A) Western-Blot Analyse zur
Messung der autophagischen Aktivitidt nach pharmakologischer Inhibition des SigmalR mit
BD1047 10 pM fiir 4h. (B) Quantifizierung des Western-Blots unter (A), One-way ANO-
VA, n=3. Nach Behandlung mit dem SigmalR-Inhibitor BD1047 zeigte sich eine Reduktion
des autophagischen Fluxes nach Induktion der Autophagie mit EBSS im Vergleich zu nicht
behandelten Zellen. (C) Western-Blot Analyse zur Messung der autophagischen Aktivitéit
im SigmalR-Knockdown 48 h nach Transfektion mit siRNA (Kontrolle = scrambled siRNA,
SigmalR-Knockdown = SigmalR-siRNA). (D) Quantifizierung des Western-Blots unter (C),
One-way ANOVA, n=3. Nach Knockdown des SigmalR in WT Zellen zeigte sich eine Re-
duktion des autophagischen Fluxes nach Induktion der Autophagie mit EBSS.

Zur genetischen Manipulation des SigmalR wurde ein Knockdown mittels siRNA generiert.
Das SigmalR Expressionslevel konnte nach Transfektion mit SigmalR-siRNA reduziert wer-
den (Abbildung 4.19C). Zudem zeigte eine Behandlung mit EBSS auch nach der Trans-
fektion eine Induktion des autophagischen Fluxes in der Kontrolle (scrambled siRNA) um
das 2-3-fache (Abbildung 4.19C und D), was eine Funktionalitidt des Systems auch nach der
Transfektion zeigt. Im SigmalR-Knockdown zeigte sich ebenfalls eine Induktion des autopha-
gischen Fluxes, aber nicht im gleichen Mafle wie in der Kontrolle, weshalb der autophagische
Flux im Knockdown im Vergleich zur Kontrolle nach Induktion der Autophagie um circa
50% reduziert ist (Abbildung 4.19C und D). Insgesamt konnte der autophagische Flux nach
pharmakologischer und genetischer Inhibition des SigmalR nach Induktion der Autophagie
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reduziert werden. Die ermittelten Ergebnisse entsprechen den in den SigmalR-KO Zelllini-
en gemessenen Tendenzen zur Reduktion des autophagischen Fluxes nach Induktion mittels
Néhrstoffmangel und verifizieren so die beobachteten Ergebnisse der SigmalR-KO Zelllinien
Bd5 und Bf9.
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Abbildung 4.20: Messen der Autophagischen Aktivitit nach pharmakologischer
Manipulation des Sigma-1-Rezeptors. (A) Western-Blot Analyse zur Messung der auto-
phagischen Aktivitdt nach pharmakologischer Aktivierung des SigmalR mit ANAVEX2-73,
10 pM fiir 4 h. (B) Quantifizierung des Western-Blots unter (A), One-way ANOVA, n=3.
Nach Behandlung mit ANAVEX2-73 zeigte sich in WT und in Sigm1R-KO Bd5 Zellen keine
Verénderung im autophagischen Flux. (C) Western-Blot Analyse zur Messung der autopha-
gischen Aktivitat nach pharmakologischer Aktivierung des SigmalR mit PRE-084, 1 und 10
pM fiir 4 h. (D) Quantifizierung des Western-Blots unter (C), One-way ANOVA, n=3. Nach
Behandlung mit PRE-084 zeigte sich keine Verénderung im autophagischen Flux in WT Zel-
len.

Zudem wurde der SigmalR wie zuvor beschrieben mittels ANAVEX2-73 und PRE-084 akti-
viert und anschlieend erneut der autophagische Flux bestimmt (Abbildung 4.20; Christ et
al., 2019). Die Aktivierung mittels ANAVEX2-73 wurde in HeLa-WT und zum Nachweis einer
SigmalR Abhéngigkeit in SigmalR-KO Bd5 Zellen durchgefiihrt. Nach Aktivierung mittels
ANAVEX2-73 (10 pM) zeigte sich im WT wie auch im Sigmal-KO Bd5 keine Verdnderung im
autophagischen Flux im Vergleich zu nicht behandelten Zellen (Abbildung 4.20 A und B). Bei
der Behandlung mit dem SigmalR-~Agonisten PRE-084 wurde zusétzlich der autophagische
Flux nach Induktion mittels Nahrstoffmangel durch die Behandlung mit EBSS gemessen,
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um die Funktionalitdt zu iiberpriifen. Zusétzlich wurden zwei verschiedene Konzentrationen
getestet (PRE-084 1 pM und 10 pM; Abbildung 4.20C und D). Die Behandlung mit EBSS
zeigte eine Induktion der Autophagie um das 2-4-fache und damit verbunden die erwartete
Reaktion des zelluldren Systems. In den mit den verschiedenen Konzentrationen von PRE-084
behandelten Proben zeigte sich keine Verédnderung des autophagischen Fluxes im Vergleich
zu unbehandelten Zellen (Abbildung 4.20C und D). Insgesamt zeigten die Behandlungen mit
den SigmalR-Agonisten keine Induktion der Autophagie in HeLa-Zellen.
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Abbildung 4.21: Expression der ER-Phagie-Rezeptoren in HeLa-Zellen. (A)
Western-Blot Analyse der ER-Phagie Rezeptoren im W', in mit dem Antagonisten BD1047
behandelten WT Zellen, 10 pM 2 h Vorbehandlung, und im SigmalR-~-KO Bd5 nach Induktion
von ER-Stress mittels Tunicamycin-Behandlung, 1 pg/ml fiir 48 h. (B) Quantifizierung des
Western-Blots unter (A), keine signifikante Anderung Two- Way ANOVA, n=3. Es zeigte sich
keine Verdnderung in den Expressionsleveln der ER-Phagie Rezeptoren im SigmalR-KO Bd5
und in den mit BD1047 behandelten Zellen im Vergleich zum WT. Auch in den Tunicamycin
behandelten Zellen zeigte sich keine Verdnderung in den Expressionsleveln der ER-Phagie
Rezeptoren im SigmalR-KO Bd5 und in mit BD1047 behandelten Zellen.

Da der SigmalR am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und eine Rolle des SigmalR
an Autophagie vermutet wird (Yang et al., 2019), wurde iiberpriift, ob im SigmalR-KO
und durch pharmakologische Inhibition des SigmalR das Expressionslevel von ER-Phagie-
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Rezeptoren kompensatorisch ansteigt. Dafiir wurde zusétzlich ER-Stress durch Tunicamycin
in den Zellen induziert und das Expressionslevel von ER-Phagie Rezeptoren bestimmt (Ab-
bildung 4.21; Oslowski und Urano, 2011).

Es wurde das relative Expressionslevel der ER-Phagie Rezeptoren FAM134B, TEX264, Sec62
und ATL3 bstimmt. Im Sigmal-KO Bd5 und nach pharmakologischer Inhibition des Sigma-
1-Rezeptors durch BD-1047 konnte keine Verdnderung der ER-Phagie Rezeptoren unter ba-
salen Bedingungen bestimmt werden (Abbildung 4.21A und B). Nach Induktion mit dem
ER-Stressor Tunicamycin wurde im W'T eine tendenziell erhthte Expression der ER-Phagie
Rezeptoren TEX264 und Sec62 gemessen. In den mit BD1047 behandelten Zellen und im
SigmalR-KO zeigte sich jedoch keine Verdnderung nach Induktion mit ER-Stress. Zudem
konnte keine signifikante Verédnderung zum Expressionslevel der ER-Phagie Rezeptoren in
mit Tunicamycin behandelten WT Zellen gemessen werden (Abbildung 4.21A und B).

4.3 Die Rolle des Sigma-1 in der Aggregation von Proteinen

4.3.1 Der Sigma-1-Rezeptor und ER-Stress

Um die Bedeutung des SigmalR auf die Antwort der Zelle auf ER-Stress zu analysieren,
wurde in den Zellen mittels verschiedener ER-Stressoren ER-Stress induziert. Unter anderem
wurde Tunicamycin verwendet, welches die Glykoprotein-Synthese am endoplasmatischen Re-
tikulum inhibiert, was zu einer Anreicherung von ungefalteten Glykoproteinen im ER, und
damit zu ER-Stress fithrt (Oslowski und Urano, 2011). Dafiir wurden HeLa-Zellen fiir 48
h mit Tunicamycin behandelt und das Expressionslevel des SigmalR bestimmt (Abbildung
4.22). Als ER-Stress Marker wurde Bip/GRP78 verwendet (Lee, 2005). Da der SigmalR ein
molekulares ER-Chaperon ist (Hayashi und Su, 2007; Tsai et al., 2009), wurde zuséitzlich
das Expressionslevel von Ubiquitin in HeL.a-Bd5 und in mit dem SigmalR-Inhibitor BD1047
behandelten Zellen verglichen zum WT untersucht. HeLa-WT Zellen wurden dafiir mit 10
pM BD-1047 fiir insgesamt 24 h behandelt.

Die Erhohung des ER-Stressors Bip/Grp78 in den mit Tunicamycin behandelten Proben
zeigt, dass ER-Stress induziert werden konnte (Abbildung 4.22A und B). Zudem konnte das
Expressionslevel des SigmalR in Wildtyp-Zellen nach Behandlung mit Tunicamycin auf das
2-3-fache erhoht werden im Vergleich zu nicht behandelten Zellen. Nach Behandlung mit dem
SigmalR-Inhibitor BD1047 wurde das SigmalR Expressionslevel nach Behandlung mit Tu-
nicamycin nicht signifikant gesteigert, was an der leichten Steigerung des SigmalR Expressi-
onslevels nach Behandlung mit BD1047 liegen kénnte und einer kompensatorischen Reaktion
der Zellen entspricht (Abbildung 4.22A und B). Das Expressionslevel von Ubiquitin ist zwar
nach Behandlung der HeLa-W'T Zellen mit Tunicamycin sowie im Knockout Bd5 tendenziell
erhoht, es konnte aber keine signifikante Verinderung festgestellt werden (Abbildung 4.22A
und B).

Da der SigmalR in Abhéangigkeit von der Calcium-Konzentration im endoplasmatischen Re-
tikulum aktiviert wird (Hayashi und Su, 2007), wurden die Zellen in einer weiteren Analyse
mit Thapsigargin behandelt. Thapsigargin inhibiert die Calcium-ATPase SERCA und fiihrt
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dadurch zu einer Depletion von Calcium im endoplasmatischen Retikulum (Oslowski und
Urano, 2011). Dafiir wurden Wildtyp und SigmalR-KO Zellen Bd5 24-72 h mit Thapsigargin
behandelt und das Expressionslevel von Proteinen untersucht, die an der Unfolded Protein
Response beteiligt sind, wie IRElq, elFP2a und pelFP2a (Abbildung 4.23; Read, 2021).
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Abbildung 4.22: Induktion von ER-Stress in HeLa-Zellen. (A) Western-Blot Analyse
von HeLa-Zellen nach der Behandlung mit 1pg/ml Tunicamycin fiir 48 h und 2 h Vorbe-
handlung mit BD1047. (B) Quantifizierung des Western-Blots unter (A), xp <0,05, % *x p <
0,01, One-way ANOVA, n=4. Fiir die Expression von Ubiquitin wurden keine signifikan-
ten Anderungen festgestellt. Bip /Grp78 diente als Marker fiir die Induktion von ER-Stress,
welcher durch eine Erh6hung von Bip in den mit Tunicamycin behandelten Zellen zu sehen
ist. Behandlung der Zellen mit Tunicamycin fiir 48 h zeigte eine Erhéhung des SigmalR in
WT Zellen. Das Ubiquitin-Level der Zellen konnte im W'T leicht erh6ht werden, zeigte im
Sigm1R-KO und in mit BD1047 behandelten Zellen jedoch keine Verdnderung.
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Abbildung 4.23: Induktion von UPR in HeLa-Zellen. (A) Western-Blot Analyse von
HeLa-Zellen nach Behandlung mit 1puM Thapsigargin fiir 24-72 h, dargestellt sind Bip/Grp78
und SigmalR. (B) Western-Blot Analyse von HeLa-Zellen nach Behandlung mit 1puM Thapsi-
gargin fiir 24-72 h, dargestellt sind IRE1la und elFP2«. (C) Quantifizierung der Western-Blots
unter (A). (D) Quantifizierung des Western-Blots unter (B). (E) Western-Blot Analyse von
HeLa-Zellen nach Behandlung mit 1pM Thapsigargin fiir 24-72 h, dargestellt ist pEIFP2a.
(F) Quantifizierung des Western-Blots unter (E), xp <0,05, % « p < 0,01, % % *p <0,001,
% % % p <0,0001, One-way ANOVA, n=4. Bip/Grp78 diente als Marker fiir ER-Stress und
wurde nach Behandlung mit Tunicamycin erhtht, was eine Induktion von ER-Stress zeigt.
Die Expression des SigmalR konnte in WT Zellen tendenziell erh6ht werden. Es zeigte sich
keine Verédnderung in der Expression von IREla in WT und Sigm1R-KO Bd5 nach Behand-
lung mit Tunicamycin. elFP2a konnte nach 72 h nicht gleichermafien im SigmalR-KO Bd5
wie im WT erhoht werden. Die phosphorylierte Form pEIFP2a wurde nach 72 h Behandlung
im Sigmal-KO Bd5 tendenziell stéirker erhoht als im WT.
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Bip/Grp78 wurde als Marker fiir ER-Stress verwendet. Die Behandlung mit dem ER-Stressor
Thapsigargin fiihrte zu einer Induktion von Bip/Grp78 in WT und SigmalR-KO Zellen Bd5,
was die Induktion von ER-Stress bestitigt (Abbildung 4.23A und C). Durch die Behand-
lung mit Thapsigargin wurde das Expressionslevel des SigmalR im Wildtyp tendenziell auf
das zweifache gesteigert (Abbildung 4.23A und C). IREla wurde im Wildtyp wie auch im
SigmalR-KO Bd5 tendenziell erhoht (Abbildung 4.23B und D). elFP2a zeigte im Wildtyp
eine zeitabhéngige Steigerung, die nach 72 h auf das 3-fache angestiegen ist, wiahrend im
SigmalR-KO Bd5 nur eine Steigerung auf das 1,5-fache erreicht wurde. Dadurch ist das Ex-
pressionslevel von elFP2a nach 48 und 72 h im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert
(Abbildung 4.23B und D). Die phosphorylierte Form von elFP2a wurde im Wildtyp wie
auch im SigmalR-KO Bd5 durch Behandlung mit Thapsigargin auf das 2-3-fache erhcht. Im
Sigmal-KO Bd5 konnte nach 72 h ein hoheres Expressionslevel von pelFP2a auf das 4-5-
fache erreicht werden. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zum Expressionslevel
von pelFP2a in WT Zellen festgestellt werden (Abbildung 4.23E und F).

4.3.2 Der Einfluss des Sigma-1-Rezeptors auf die Aggregation von a-Synuclein

Da der SigmalR im Zusammenhang mit Proteinaggregation und neurodegenerativen Er-
krankungen stehen soll (Nguyen, 2015), wurde der Zusammenhang zwischen a-Synuclein
Aggregation und SigmalR untersucht. Dazu wurden a-Synuclein Uberexpressionskonstrukte
mittels Calcium-Phopshat Transfektion im Wildtyp und im Knockout Bd5 iiberexprimiert.
a-Synuclein ist dabei an Green Fluorescent Protein (GFP) gekoppelt und wurde einmal als
Wildtyp-Konstrukt (aSynWT-GFP) und als Mutante A53T (aSynA53T-GFP) verwendet.
Die Zellen wurden nach dem Ernten mittels des Proteinaggregationsassays in eine 16sliche
und eine unlosliche Fraktion getrennt und das Expressionslevel der unléslichen im Verhéltnis
zur 16slichen Fraktion bestimmt (Abbildung 4.24).

Die erfolgreiche Fraktionierung der Zellen in eine 16sliche und eine unlosliche Fraktion wurde
mittels Histon H4 als Kernprotein fiir die unlosliche Fraktion und SOD-1 fiir die 16sliche
Fraktion tiberpriift. Die Anwesenheit von Histon H4 in der unldslichen Fraktion, nicht aber
in der loslichen Fraktion und die Anwesenheit von SOD-1 in der l6slichen, nicht aber in der
unloslichen Fraktion zeigt die erfolgreiche Fraktionierung der Zellen (Abbildung 4.24A).Wird
das a-Synuclein-W'T Konstrukt in den Zellen iiberexprimiert, wird das Verhiltnis zwischen
unloslicher und 16slicher Fraktion im SigmalR-KO Bd5 im Verhéltnis zum Wildtyp auf das
1,5-fache signifikant erhoht. In der Mutante A53T zeigt sich kein Unterschied im Verhéltnis
von unloslicher zu 16slicher Fraktion im Knockout Bd5 im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung
4.24B und C).
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Abbildung 4.24: Proteinaggregationsassay in HeLa-Zellen nach Transfektion mit
a-Synuclein-Konstrukten. (A) Qualitétskontrolle des Proteinaggregationsassays zum Er-
halt einer 16slichen und einer unléslichen Fraktion. Als Marker wurden SOD-1 fiir die 16sliche
Fraktion (S, Soluble) und H4 fiir die unlosliche Fraktion (P, Pellet). (B) Western-Blot Ana-
lyse der 16slichen und unléslichen Fraktion von HeLa-Zellen 48 h nach Transfektion mit a-
Synuclein Konstrukten. (C) Quantifizierung des Western-Blots unter (B), angegeben ist das
Verhéltnis von a-Synuclein in unloslicher zu l6slicher Fraktion relativ zur Kontrolle, xp <0,05,
t-test, n=4. Es zeigte sich ein erhchtes Verhéltnis von unloslicher zu 16slicher Fraktion des a-
Synuclein WT in SigmalR-KO Bd5 im Vergleich zum WT. Die Uberexpression der Mutante

aSynAb3T zeigte keine Verdinderung.
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Zudem wurden H4-Neurogliom Zellen verwendet, die a-Synuclein tet-off abhéngig iiberex-
primieren, um die a-Synuclein Expression in Abhéngigkeit vom SigmalR zu untersuchen.
Zunachst wurde das tet-off System durch Behandlung der Zellen mit Doxycyclin fiir 48 und
72 h tberpriift (Abbildung 4.25A und B) . Die a-Synuclein Expression konnte durch die
Behandlung mit Doxycyclin signifikant auf das 0,5-0,6-fache reduziert werden, wéhrend das
Expressionslevel des SigmalR durch die Behandlung nicht verdndert wurde (Abbildung 4.25A
und B).
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Abbildung 4.25: Doxycyclin-Behandlung eines a-Synuclein-tet-off Systems in H4-
Zellen. (A) Western-Blot Analyse nach Behandlung mit 1pg/ml Doxycyclin fiir 48-72 h. (B)
Quantifizierung des Western Blots unter (A), xxp <0,01, One-way ANOVA, n=5. Behandlung
mit Doxycyclin zeigt die Funktionsweise des tet-off -Systems. Nach Behandlung mit Doxycy-
clin konnte die Menge an a-Synuclein signifikant reduziert werden. Das Expressionslevel von
SigmalR #nderte sich dadurch nicht.

Zur Untersuchung der Bildung von a-Synuclein Aggregaten wurde ein spezieller Antikorper
(MJFR) im Dot Blot eingesetzt, der mit einer hoheren Priferenz a-Synuclein Oligomere als
Monomere erkennt (Kumar et al., 2020). Die Aggregatbildung wurde in Abhéngigkeit vom
SigmalR untersucht durch Generierung eines Sigma-1-Knockdowns in den H4 Zellen (Abbil-
dung 4.26A-D). In der Western-Blot Analyse wurde zunéchst der Sigma-1-Knockdown und
das totale a-Synuclein Expressionslevel iiberpriift. Durch die Transfektion mit siRNA konnte
das Expressionslevel des SigmalR auf das 0,5-fache reduziert werden. a-Synuclein konnte
in den fiir 72 h mit Doxycyclin behandelten Zellen auch nach der Transfektion auf das cir-
ca 0,4-0,5-fache in der Kontrolle (scrambled siRNA) und im Sigma-1-Knockdown signifikant
reduziert werden (Abbildung 4.26A und B). Der Sigma-1-Knockdown zeigte jedoch keine si-
gnifikante Verdnderung im Expressionslevel von a-Synuclein. Im Dot Blot konnte nach der
Behandlung mit Doxcyclin ebenfalls eine signifikante Reduktion des a-Synuclein Expressi-
onslevels auf das 0,6-0,7-fache in den Kontrollproben (scrambled siRNA) bestimmt werden.
Im SigmalR-Knockdown konnte jedoch nur eine Tendenz zur Reduktion des a-Synuclein
Expressionslevels auf das 0,6-0,7-fache erreicht werden. Die a-Synuclein iiberexprimierenden
Zellen, die nicht mit Doxycyclin behandelt wurden, zeigen nach SigmalR-Knockdown keine
Verénderung des mit dem Antikorper MJFR detektierten Signals (Abbildung 4.26C und D).
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Abbildung 4.26: Genetische Manipulation des Sigma-1-Rezeptors in H4-Zellen
mit a-Synuclein-tet-off System. (A) Western-Blot Analyse der totalen Menge an a-
Synuclein normiert auf Tubulin nach Knockdown des SigmalR, 48 h nach Transfektion mit
siRNA. (B) Quantifizierung des Western-Blots unter (A), xp <0,05, * x p <0,01, One-way
ANOVA, n=5. Die Expression des SigmalR konnte nach Transfektion mit siRNA signifi-
kant reduziert werden. Die Behandlung mit Doxycyclin zeige die erwartete Reduktion von
a-Synuclein auch nach der Transfektion. Ein Knockdown des SigmalR zeigte keine Anderung
im totalen Level von a-Synuclein im Vergleich zur Kontrolle. (C) Dot-Blot Analyse einer ag-
gregierten Form von a-Synuclein mittels des Antikérpers MJFR und Ponceau-Farbung. (D)
Quantifizierung des Expressionslevels von MJFR normiert auf Ponceau aus dem Dot-Blot un-
ter (C), *p <0,05, One-way ANOVA, n=4. MJFR ist ein Antikorper fiir a-Synuclein, der eine
Priferenz fiir die aggregierte Form von a-Synuclein zeigt. In der Kontrolle (Transfektion mit
scrambled siRNA) zeigte sich nach Behandlung mit Doxycyclin die erwartete Reduktion von
a-Synuclein durch das tet-off-System. Im Knockdown konnte die Expression von a-Synuclein
nur tendenziell reduziert werden nach Behandlung mit Doxycyclin und es zeigte sich keine
Verdnderung im detektierten Signal fiir MJFR im Vergleich zur Kontrolle (Transfektion mit
scrambled siRNA) in unbehandelten Zellen.
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4.4 Proteomics-Analyse

Zur weiteren Analyse der Rolle des SigmalR in zellbiologischen Prozessen, insbesondere dem
Lipid-Metabolismus und der Autophagie, wurden Proteomics-Analysen durchgefiihrt. Die
Proteomics Analysen wurden von Kooperationspartnern durchgefiihrt. Dazu wurden Ge-
samtlysate der Zellen des SigmalR-KO Bd5 im Vergleich zum Wildtyp untersucht sowie
der Sigma-1-Knockdown relativ zu seiner Kontrolle (scrambled siRNA). Die Tendenzen von
SigmalR-KO Bdb5 zu Wildtyp sowie Knockdown zu Kontrolle wurden miteinander vergli-
chen. Zunéchst wurden dafiir die Proben generiert und mittels Western-Blot Analyse eine
Qualitétskontrolle der Proben hinsichtlich des SigmalR Expressionslevels durchgefiihrt (Ab-
bildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Qualititskontrolle der Proben fiir Proteomics-Analyse. (A)
Western-Blot Analyse zur Qualitidtskontrolle der Proben WT, SigmalR-KO Bd5, Kontrolle
(WT Zellen transfiziert mit scrambled siRNA) und SigmalR-Knockdown (WT-Zellen trans-
fiziert mit SigmalR-siRNA), 48 h nach Transfektion. (B) Quantifizierung des Western Blots
unter (A), x x % xp <0,0001, One-way ANOVA, n=4. Es zeigte sich deutlich die Qualitéit der
Proben durch die nicht vorhandene Bande fiir den SigmalR im Knockout und die deutliche
Reduktion des SigmalR-Expressionslevels im Knockdown.

Da das Expressionslevel des SigmalR im Sigma-1-Knockdown auf das 0,2-fache im Vergleich
zur Kontrolle signifikant reduziert werden konnte und fiir den Sigmal-KO Bd5 kein Signal
in der Western-Blot Analyse vorhanden war, war die Qualitéitskontrolle erfolgreich und die
Proben wurden fiir die weitere Proteomics-Analyse eingesetzt (Abbildung 4.27A und B).
Zunéchst wurde dabei der SigmalR-KO Bd5 mit dem Wildtyp verglichen und der Sigma-1-
Knockdown mit der Kontrollprobe (Abbildung 4.28).

Innerhalb der Proteomics-Analyse konnten 1304 Proteine detektiert werden, von denen 137
im SigmalR-KO Bd5 im Vergleich zum WT und 178 Proteine im Knockdown im Vergleich zur
Kontrolle verdndert waren. Gleiche Proteinrelationen zeigten sich dabei bei 34 der verénder-
ten Proteine. Die Proteomics-Analyse des SigmalR-KO Bd5 im Vergleich zum Wildtyp zeigte

vor allem Anderungen in den Bereichen Proteinbiosynthese und DNA-Replikation sowie in
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den Proteinen des Zytoskeletts, von denen angenommen wird, dass es sich um unspezifi-
sche Signale handelt. Es zeigen sich aber auch Verdnderungen im Lipid-Metabolismus, der
Protein-Faltung und dem Protein-Abbau sowie in der Immunantwort (Abbildung 4.28B).
Stark erhoht ist LRP4, welches zur Familie der Lipoprotein Rezeptoren gehort und am Ab-
bau von Amyloid-3 Plaques bei Alzheimer beteiligt ist, mit einer log2 difference von circa
5 (Zhang et al., 2020). Weniger stark erhoht sind Rab10, CAPNS1, TGM2 und Caveolin 1
mit einer log2 difference von 1-2, stark erniedrigt ist unter anderem HSPAG6 mit einer log2
difference von -4 (Abbildung 4.28A). Rabl0 ist involviert in den Transport von Proteinen
von frithen Endosomen zum trans-Golgi Netzwerk und auch in den retrograden Transport
von Proteinen zum trans-Golgi Netzwerk, wodurch auch Amyloid-5 und APP iiber Exocy-
tose aus der Zelle transportiert werden konnen (Babbey et al., 2006; Tavana et al., 2019;
Zhang et al., 2016). CAPNS1 gehort zur Familie der Calpain Proteine und fungiert in diver-
sen biologischen Prozessen, unter anderem Apoptose, Adhésion, Sekretion und Autophagie
(Cataldo et al., 2013). Transglutaminase (TGM2) ist ein Enzym, welches verschiedene Re-
aktionen katalysiert, unter anderem Transamidierungen, Protein-Disulfidisomerase Aktivitat
und die Hydrolyse von Guanin- und Adeninnucleotiden. Zu seinen Substraten zdhlen un-
ter anderem NF-xB und Cytochrom ¢ (Gundemir et al., 2012). HSPAG6 ist ein molekulares
Chaperon, welches vor allem bei Stress induziert wird (Ramirez et al., 2014). Da der Sig-
malR ein Calcium-abhéngiges Protein ist, wurden die detektierten Proteine zudem nach
ihrer Calcium-Abhéngigkeit eingeteilt, wobei ein geringer Teil der detektierten Proteine eine
Calcium-Abhéngigkeit zeigte (Abbildung 4.28B). Insgesamt sind hier vor allem die Proteine
LRP4 und Rab10 von Interesse, da sie am Abbau von Amyloid-£ beteiligt sind und somit
einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Verlust des Sigma-1-Rezeptors und der Ag-

gregation von Proteinen zeigen.

Im SigmalR-Knockdown sind im Vergleich zur Kontrolle vor allem Anderungen bei Pro-
teinen im Bereich Proteinbiosynthese, DNA-Replikation und in Proteinen des Zytoskeletts.
Wie im Knockout Bd5 finden sich aber auch Anderungen im Lipid-Metabolismus, in der
Protein-Faltung und dem Protein-Abbau, der Immunantwort sowie in mitochondrialen Pro-
teinen und der Apoptose (Abbildung 4.28D). Schwach erhoht sind unter anderem Ubiquilin
2 (UBQLN2), GLUT1 (SLC2A1) und Annexin A1l mit einer log2 difference von 1-2, wihrend
HSPAG6 stark erniedrigt ist mit einer log2 difference von -4 (Abbildung 4.28C). Ubiquilin 2
fungiert als Protein des Ubiquitin-Proteasom Systems und ist auch am Abbau von Proteinen
iiber Autophagie beteiligt (Zhang et al., 2014). GLUT1 ist ein Transporter fiir die Aufnahme
von Glucose in Zellen (Pragallapati und Manyam, 2019) und Annexin A1l ist ein Calcium-
abhéngiges Phospholipid bindendes Protein, welches an der Proliferation und Differenzierung
von Zellen, Apoptose und an Entziindungsreaktionen beteiligt ist (Shao et al., 2019). Auch
im SigmalR-Knockdown im Vergleich zur Kontrolle ist ein geringer Anteil der detektierten
Proteine Calcium-abhingig (Abbildung 4.28D). Hier steht vor allem Ubiquilin 2 im Zusam-

menhang mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten zelluldren Prozesse.

Der Vergleich von Tendenzen im SigmalR-KO Bd5 und im SigmalR-Knockdown relativ zu
den Kontrollproben zeigt vor allem wieder Verdnderungen in Proteinen der Proteinbiosynthe-
se, des Zytoskeletts und der DNA-Synthese. Auch hier sind Proteine des Lipid-Metabolismus,
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des Metabolismus von Zellen zum Energieerhalt und Annexin-Proteine verdndert. Vor allem
reduziert ist das Protein HSPA6 und erhoht ist unter anderem TGM2 sowie Annexin Al.
In Bezug auf den Metabolismus von Lipiden ist NCEH1 (neutral cholesterol ester hydrolase)
und Caveolin 1 erhoht. LRP4 ist im SigmalR-Knockdown nicht verdndert.
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Abbildung 4.28: Proteomics-Analyse nach Knockout und Knockdown des Sigma-
1-Rezeptors. (A) Volcano-Plot der verdnderten Expressionslevel im Sigma-1-Knockout Bd5
relativ zum Wildtyp, n=4. (B) Verteilung der verédnderten Proteine entsprechend ihrer Funk-
tion und Abhéngigkeit von Calcium im Knockout Bd5. (C) Volcano-Plot der verédnder-
ten Expressionslevel im Sigma-1-Knockdown relativ zur Kontrolle, n=4. (D) Verteilung der
verdnderten Proteine entsprechend ihrer Funktion und Abhéngigkeit von Calcium im Knock-
down.
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Abbildung 4.29: Vergleich der Proteomics-Analyse nach Knockout und Knock-
down des Sigma-1-Rezeptors. (A) Vergleich der verinderten Expressionslevel im Knock-
out Bd5 und im Knockdown des SigmalR. (B) Verteilung der verénderten Proteine entspre-
chend ihrer Funktion und Abhéngigkeit von Calcium im Knockout Bd5 und im Knockdown
des SigmalR.
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4.4.1 Der Sigma-1-Rezeptor und sein Einfluss auf die MAM

Da der SigmalR an der MAM lokalisiert ist und die MAM Funktionen vereint, die auch dem
SigmalR zugesprochen werden, insbesondere Autophagie, Lipid-Metabolismus und Calcium-
Signaling, wurde zusétzlich zur Analyse des Gesamtlysats die MAM isoliert (Abbildung 4.32),
um davon eine Proteomics-Analyse durchzufithren (Hayashi und Su, 2007; Degechisa et al.,
2022). Zudem wurden Kolokalisierungsanalysen mit den Sigma-1-Konstrukten und einem
ER-Marker und einem Mitochondrien-Marker durchgefiihrt. Als ER-Marker wurde wie zuvor
beschrieben Sec62 (Abbildung 4.30) und als Mitochondrien Marker TOM20 (Abbildung 4.31)
eingesetzt (Zhemkov et al., 2021). Die Kolokalisierungsanalysen wurden in HeLa-WT Zellen
und im SigmalR-KO Bd5 durchgefiihrt, um eine Beeintréchtigung der Analyse durch die
Bildung von Oligomeren des SigmalR auszuschlieflen (Schmidt et al., 2019).

Zur Analyse der Kolokalisierung wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient bestimmt. Insge-
samt zeigte das Kontrollkonstrukt Sigma-1-Flag eine moderate Kolokalisierung in HeLa-W'T
und SigmalR-KO Bd5 Zellen mit Sec62 (Abbildung 4.30A und B) und TOM20 (Abbildung
4.31A und B) mit Pearson-Koeffizienten im Bereich 0,5-0,7. Dies zeigt keine vollstéindige
Kolokalisierung des SigmalRs mit den Mitochondrien oder dem ER, aber eine teilweise Ko-
lokalisierung, was die Lokalisation des SigmalR an der MAM bestétigt (Zhemkov, et al.
2021). Fiir den ER-Marker Sec62 konnte in HeLa-WT und im SigmalR-KO Bd5 keine signi-
fikante Anderung des Pearson-Korrelationskoeffizienten fiir die Mutanten E102Q, E138Q und
die Deletionsmutanten d176-223 und d91-109 festgestellt werden (Abbildung 4.30A und B).
Auffillig ist die Reduktion des Koeffizienten nach Uberexpression des Konstruktes d2-29 von
circa 0,3 auf 0,2 im WT und 0,5-0,6 auf 0,1-0,2 im SigmalR-KO Bd5, welches wie in Abschnitt
4.1.4 beschrieben eine moderate Kolokalisation mit Lipid-Tropfchen zeigt. In den mikroskopi-
schen Aufnahmen zeigt sich deutlich die zuvor beschriebene Verinderung des Sigma-1-Signals
von einer im ER verbreiteten, vor allem perinukledren Farbung zu Punctae, die sowohl am
Kern als auch in der Peripherie der Zelle vorkommen (Abbildung 4.30A). Auch in der Ko-
lokalisierungsanalyse mit dem mitochondrialen Marker TOM20 zeigt sich kein signifikanter
Unterschied im Pearson-Koeflizienten in den Mutanten E102Q, E138Q und den Deletionsmu-
tanten d176-223 und d91-109 im Vergleich zur Kontrolle Sigma-1-Flag in Wildtyp-Zellen und
im SigmalR-KO Bd5 (Abbildung 4.31A und B). Lediglich die Deletionsmutante d2-29 zeigte
erneut eine Reduktion des Pearson-Koeflizienten von 0,3-0,4 auf 0-0,1 im WT und 0,4-0,6
auf 0,1-0,2 im SigmalR-KO Bdb aufgrund der Bildung von Punctae anstatt der iiblichen ER
verbreiteten Fiarbung (Abbildung 4.31A). Insgesamt konnte die Lokalisation des SigmalR an
der MAM verifiziert werden, welche durch die Deletion der Transmembrandoméne sowie des
ER-Retentionssignals des SigmalR vermutlich reduziert wird und der SigmalR mit Lipid-
Tropfchen assoziiert (Abbildung 4.16 und 4.17).

Die Isolation der MAM wurde vor der Proteomics-Analyse der MAM-Fraktion mittels ent-
sprechender Marker-Proteine in einer Western-Blot Analyse kontrolliert. Dazu wurden die
Marker ACSL4 als MAM-Marker, Calnexin als ER-Marker und Cytochrom ¢ als Mitochon-
drialer Marker verwendet (Abbildung 4.32A; Wieckowski et al., 2009). Zur Qualitétskontrolle
wurde eine unreine Mitochondrien-Fraktion untersucht. Sie enthélt die reine Mitochondrien-

Fraktion und die reine MAM-Fraktion, die anschlieBend durch Zentrifugation aufgetrennt
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wurden. Der MAM-Marker ACSL4 tritt dabei hauptséichlich in der unreinen Mitochondrien-
Fraktion und in der reinen MAM-Fraktion auf, #hnlich zum ER-Marker Calnexin, wahrend
der Mitochondrien-Marker Cytochrom c, welcher in der Mitochondrienmatrix lokalisiert ist
(Chen et al., 2023), ausschlielich in der unreinen und in der reinen Mitochondrien-Fraktion
vorkommt. Zudem wurde die qualitative Expression des SigmalR in den Fraktionen {iiber-
priift. Dabei ist eine schwache Bande in der ER- und cytosolischen Fraktion, eine etwas
stirkere Bande in der unreinen Mitochondrien-Fraktion und eine stark angereicherte Bande
in der reinen MAM-Fraktion zu sehen. Dies zeigt deutlich die Lokalisation des SigmalR an
der MAM.

Da ein wichtiger Bestandteil der MAM der hohe Gehalt an Cholesterin ist, wurde in den
reinen MAM-Fraktionen die Menge an freiem Cholesterin bestimmt (Abbildung 4.32B). Die
Menge an freiem Cholesterin wurde dabei auf die Menge an Phospholipiden in den Fraktio-
nen normiert und relativ zum HeLa-W'T angegeben. Dabei konnte im Sigma-1-Knockout eine
signifikante Reduktion des freien Cholesteringehalts an der MAM auf das ungefahr 0,7-0,8-

fache bestimmt werden.

Die Proteomics Analyse der MAM wurde ebenfalls von Kooperationspartnern durchgefiihrt.
Da der SigmalR-KO Bd5 im Vergleich zum WT einen sehr hohen Lipid-Gehalt an der MAM
aufwies, konnten mittels Proteomics nur die WT-Proben gemessen werden. Ein Vergleich
der Proteinzusammensetzung der MAM-Proben ist an dieser Stelle daher nicht moglich. Es
konnten bei der Analyse der MAM-Proben des WT insgesamt weniger Proteine detektiert
werden als in der Gesamtanalyse (415 statt 1304), allerdings konnten fiir die MAM spezifi-
sche Proteine detektiert werden. Da die Analyse nicht abgeschlossen werden konnte, fehlen
die Darstellungen im Volcano-Plot. Daher werden an dieser Stelle nur die wichtigsten MAM-
spezifischen Proteine erwéhnt. Detektiert wurden unter anderem VDAC1, GRP75 und VAPB,
die Teil von Proteinkomplexen an der MAM sind und die MAM so stabilisieren (Szabadkai et
al., 2006; Stoicaet al., 2014; Liu und Zhu, 2017; Degechisa et al., 2022). Zudem wurden eini-
ge Lipid-Metabolismus assoziierte Proteine detektiert. Darunter sind unter anderem ACSL3,
ACAT1, FASN und ACLS4, welche am Metabolismus von Lipiden und an der Synthese von
aktivierten Fettsduren beteiligte Enzyme darstellen (Bu et al., 2009; Kuwata und Hara, 2019;
Jensen-Ursated und Semenkovich, 2012; Cases et al., 1998). Fiir eine genauere Analyse wire
es notig die Proteine zu fillen und anschliefend wieder in Lésung zu bringen, um sie so von
den Lipiden abzutrennen. Dazu konnte eine Féllung mit Trichloressigsdure verwendet wer-
den, die schon erfolgreich eingesetzt wurde, um Lipid-Tropfchen assoziierte Proteine zu féillen
und anschliefend fiir ein SDS-PAGE mit darauffolgender Proteomics-Analyse aufzubereiten
(Schrul und Kopito, 2016; Zhang et al., 2011).
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Abbildung 4.30: Kolokalisation verschiedener Konstrukte des Sigma-1-Rezeptors
mit Sec62. (A) Mikroskopische Aufnahmen der Sigma-1-Konstrukte {iberexprimiert in HeLa-
Zellen 48 h nach Transfektion (mittlere Spalten) mit einem vergréferten Bildausschnitt (dufle-
re Spalten), gefirbt mit DAPI (Blau), Flag (Griin) und Sec62 (Rot), aufgenommen mit ei-
ner 100x VergroBerung, Mafistabsbalken entspricht 20 pm. (B) Bestimmung des Pearson-
Korrelations-Koeffizienten mittels Image J, n=3, Two-Way ANOVA. Sec62 ist ein ER-
Marker. Das Konstrukt Sigma-1-Flag zeigt im WT und in SigmalR-KO Bd5 eine moderate
Kolokalisierung mit dem ER-Marker Sec62. Die Mutanten zeigen keine signifikante Veréinde-
rung. Die Mutante d2-29 zeigt eine Reduktion der Korrelationskoeffizienten, die aber nicht
signifikant ist.
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Abbildung 4.31: Kolokalisation verschiedener Konstrukte des Sigma-1-Rezeptors
mit TOM20. (A) Mikroskopische Aufnahmen der Sigma-1-Konstrukte iiberexprimiert in
HeLa-Zellen 48 h nach Transfektion (mittlere Spalte) mit vergrofiertem Bildausschnitt

(duBere Spalte), gefirbt mit DAPI (Blau) Flag (Griin) und TOM20 (Rot), aufgenom-

men mit einer 100x Vergrofierung, Mafistabsbalken entspricht 20 pm. (B) Bestimmung des
Pearson-Korrelations-Koeffizienten mittels Image J, n=3, Two- Way ANOVA. TOM20 ist ein
Mitochondrien-Marker. Das Konstrukt Sigma-1-Flag zeigt im WT und in SigmalR-KO Bd5
eine moderate Kolokalisierung mit dem ER-Marker TOM20. Die Mutanten zeigen keine signi-
fikante Verianderung. Die Mutante d2-29 zeigt eine Reduktion der Korrelationskoeffizienten,

die aber nicht signifikant ist.
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Abbildung 4.32: Isolation der Mitochondrien-ER assoziierten Membran aus
HeLa-Zellen. (A) Western-Blot Analyse zur Qualitétskontrolle der Isolation der MAM.
Es wurde ACSL4 als MAM-Marker, Calnexin als ER-Marker und Cytochrom c als
Mitochondrien-Marker verwendet. Zusétzlich wurde die Expression von SigmalR qualitativ
bestimmt. (B) Bestimmung der relativen Menge an freiem Cholesterin in der MAM-Fraktion
normiert auf den Gehalt an Phospholipiden, xp <0,05, t-test, n=4. Es zeigte sich eine Reduk-
tion an freiem Cholesterin im SigmalR-KO Bd5 normiert auf den Gehalt an Phospholipiden
in der MAM relativ zum WT.



5. Diskussion

5.1 Der Sigma-1-Rezeptor ist ein Modulator der Lipid-Tropf-

chen Dynamik

5.1.1 Verlust des Sigma-1-Rezeptors fiihrt zu einer Akkumulation von
Lipid-Tropfchen

Der Sigma-1-Rezeptor steht im Verdacht am Lipid-Metabolismus des endoplasmatischen Re-
tikulums von Séugetierzellen beteiligt zu sein. Zudem soll er nicht nur am endoplasmatischen
Retikulum sondern auch an Lipid-Tropfchen lokalisiert sein und formt Lipid-raft &hnliche
Mikrodoménen im ER (Hayashi und Su, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Sigma-1-Rezeptors auf den Metabolismus
von Lipid-Tropfchen untersucht. Durch die Charakterisierung der Sigma-1-Knockout Zelllini-
en konnte zunéchst vermutet werden, dass ein Verlust des Sigma-1-Rezeptors in HeLa-Zellen
zu einer Akkumulation in Form einer gesteigerten Anzahl an Lipid-Tropfchen fiithrt (Abbil-
dung 4.1 und 4.2). Die Abhéingigkeit der beobachteten Lipid-Tropfchen Akkumulation von der
Funktion des Sigma-1-Rezeptors konnte durch die Uberexpression des Sigma-1-Rezeptors im
Sigma-1-Knockout gezeigt werden (Abbildung 4.7). Ein zusétzlicher Knockdown des Sigma-
1-Rezeptors in HeLa-Zellen verifizierte die Sigma-1 abhéngige Lipid-Tropfchen Akkumulation
(Abbildung 4.3).

Der Sigma-1-Knockout Bd5 zeigt zudem ein erhohtes Expressionslevel der Proteine GPATS3
sowie DGAT2 und eine Reduktion von LIPE (Abbildung 4.10A). Glycerol-3-Phosphat-Acyl-
transferase (GPAT3) synthetisiert den ersten Schritt der Triacylglycerid-Synthese, wobei
Glycerol-3-Phosphat (G3P) zu Lysophosphatidinsdure (LPA) umgewandelt wird (Sakuma-
ran et al., 2009; Zadoorian et al., 2023). Dies fiihrt zu einer gesteigerten Synthese von Lipid-
Tropfchen (Quiroga et al., 2021). GPAT3 spielt zudem eine entscheidende Rolle in der LPA-
vermittelten Immunantwort (Fan et al., 2023; Quiroga et al., 2021). Erhohte GPAT3 Level in
Kupffer-Zellen fiithrten zu proinflammatorischen Prozessen durch die Bildung von LPA sowie
die Induktion des PERK Signalwegs und einer Akkumulation von Lipid-Tropfchen (Fan et
al., 2023). Ein gesteigertes LPA Level fithrt zudem zu einer Beeintriachtigung der mitochon-
drialen Funktion durch ein reduziertes Membranpotential (Abbildung 5.1; Fan et al., 2023).

Ob das LPA-Level im Sigma-1-Knockout Bdb verédndert ist, miisste mittels Lipidomics nach-
gewiesen werden. Zudem konnte iiberpriift werden, wie sich ein GPAT3 Knockdown auf
die Akkumulation der Lipid-Tropfchen auswirkt. Auch eine Analyse des Membranpotenti-
als (JC-1 Farbstoff als Indikator fiir das Membranpotential) und der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (MitoSox Farbstoff) iiber Durchflusszytometrie (FACS) wére in diesem Zu-
sammenhang sinnvoll (Fan et al., 2023). Zusétzlich konnte der letzte Schritt der Synthese
von Lipid-Tropfchen durch den Knockdown der Enzyme DGAT1/2 und ACAT1/2 blockiert
werden, wie zuvor in Hefen Deletion-Strains der Proteine DGA1, LRO1, ARE1 und ARE2
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generiert wurden (Sandager et al., 2002) und anschliefend die Auswirkungen auf das Mem-
branpotential und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in Mitochondrien im Sigma-
1-Knockout Bd5 im Vergleich zum WT analysiert werden. Dies konnte Aufschluss dariiber
geben, ob die Akkumulation von Lipid-Tropfchen einer Komplexierung von iiberschiissigen

und toxischen Lipidspezies wie LPA dient.

Lipid-
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Abbildung 5.1: GPAT3 induziert die Bildung von Lipid-Tr6pfchen. Induktion von
GPATS3 fiihrt zur Bildung von Lipid-Tropfchen und zur Anreicherung von Lysophospha-
tidsdure (LPA), welche schidigend fiir die Struktur der Mitochondrien ist und zur Induktion
des PERK/elFP2a/ATF4 Signalwegs fithrt (Fan et al., 2023). Die Abbildung wurde mit Bio-
render.com erstellt.

Diacylglycerol-O-acyltransferase 2 (DGAT?2) synthetisiert mit DGAT1 den letzten Schritt der
TAG-Synthese, wobei Diacylglycerin in Triaclglyceride umgewandelt wird (Cases et al., 2001;
Zadoorian et al., 2023). Obwohl DGAT1 und DGAT?2 dieselbe Reaktion katalysieren sind ihre
zelluldren Funktionen nicht redundant. Wihrend DGAT2 vor allem an der de-novo Synthe-
se von Triacylglyceriden beteiligt ist, fungiert DGAT1 in der Bildung von Triacylglyceriden
aus exogenen Lipidquellen wie Olséure und der Veresterung von freien Fettsiuren, die durch
eine erhohte Lipolyse oder Autophagie freigesetzt werden, wodurch DGAT2 vorgeschaltet zu
DGAT1 arbeitet (Wurie et al., 2012). Die Hormon sensitive Lipase Typ E (LIPE) hydrolysiert
Triacylglyceride aber vor allem Diacylglycerin (Rodriguez et al., 2010).

Die Lipid-Tropfchen Akkumulation im Sigma-1-Knockout Bd5 kann durch die vorliegenden
Ergebnisse durch eine gesteigerte Synthese sowie einen verminderten Abbau von Triacylgyl-
ceriden erkldrt werden. Da DGAT?2 erhoht ist, handelt es sich vermutlich um eine gesteigerte
de-novo Synthese von Triaclyglyceriden. Eine Behandlung mit Olsiure zeigte im Sigma-1-
Knockout zudem nur eine geringe Steigerung der Anzahl an Lipid-Tropfchen, wihrend im
Wildtyp die Anzahl an Lipid-Tropfchen deutlich gesteigert werden konnte (Abbildung 4.9). In
diesem Zusammenhang wére es interessant die Rate der Fettsduren-Oxidation (3-Oxidation)
und der ATP-Synthese in den Mitochondrien zu untersuchen und die Kolokalisierung von

Lipid-Tropfchen mit Mitochondrien. Die geringe Steigerung der Anzahl an Lipid-Trépfchen im



KAPITEL 5. DISKUSSION 98

Sigma-1-Knockout Bd5 nach Behandlung mit Olséure kénnte auf eine gesteigerte Oxidation
der Fettsduren in den Mitochondrien aber auch auf ein zellulires Maximum an Lipid-Tropf-
chen zuriickzufiithren sein und die Tatsache, dass die Synthesemachinerie der Lipid-Tropfchen
ausgeschopft ist. Zudem miisste hier auch die Grofle und die Fliache der Lipid-Tropfchen pro
Zelle in Betracht gezogen werden. Zusétzlich konnten die Zellen auch mit Palmitinsidure be-
handelt werden, welche im Vergleich zu Olsiure die Bildung von Lipid-Trépfchen in einem
geringeren Mafle steigert, dafiir aber primér die Oxidation von Fettsduren in den Mitochon-
drien steigert und dadurch zu einer Fragmentierung der Mitochondrien fithrt (Eynaudi et
al., 2021). Durch die Quantifizierung der Lipid-Tropfchen und die Messung der Rate der
Fettsiure-Oxidation in WT und Sigma-1-Knockout Bd5 nach Behandlung mit Olséure und
Palmitinsdure konnten Riickschliisse auf den Transport und Umsatz von Lipiden in den Zel-
len gezogen werden (Schenkel und Bakovic, 2014; Cohen et al., 2015; Eynaudi et al., 2021).

Wie zuvor von Bekbulat et al. anhand von Rabl8 beschrieben, wurde der Zusammenhang
zwischen Autophagie und der Lipid-Tropfchen Akkumulation im Sigma-1-Knockout Bd5 ana-
lysiert (Bekbulat et al., 2020). Wihrend die Lipid-Trépfchen im Rab18-Knockout durch Néhr-
stoffmangel nicht mobilisiert werden konnten fiir die Bildung von Autophagosomen (Bekbulat
et al., 2020), konnten die Lipid-Trépfchen im Sigma-1-Knockout Bd5 bei Ndhrstoffmangel ab-
gebaut werden (Abbildung 4.8). Ein Zusammenhang zwischen Lipid-Trépfchen Akkumulation
und Autophagie besteht daher vermutlich nicht. Zudem &nderte sich das unter basalen Be-
dingungen beobachtete Expressionslevel von Lipid-Metabolismus assoziierten Proteinen im
Sigma-1-Knockout Bd5. Die Expression der Enzyme GPAT3 und DGAT2 war nach 6 h nicht
mehr erhoht sowie AGPAT zusétzlich reduziert und nach 12 h war die Expression von LIPE
auch nicht mehr reduziert (Abbildung 4.10 B und C). Dies zeigt, dass die Zellen in der Lage

sind Lipid-Tropfchen zu mobilisieren und sich dabei den dufleren Begebenheiten anzupassen.

Eine gesteigerte Lipid-Tropfchen Akkumulation tritt zudem auch bei erhohter Induktion der
Autophagie auf, wobei die Biogenese der Lipid-Tropfchen die Zelle dann vor Lipotoxizitéit
schiitzt und abhéngig ist von DGAT1 (Nguyen et al., 2017). Da das Expressionslevel von
DGAT1 im Sigma-1-Knockout jedoch nicht erhoht ist (Abbildung 4.10) und die Autophagie
nicht induziert ist (Abbildung 4.18), besteht auch hier kein Zusammenhang zwischen Auto-
phagie und Lipid-Tropfchen Akkumulation.

5.1.2 Auswikungen von Mutationen und Deletionen des Sigma-1-Rezeptors
auf die Akkumulation der Lipid-Trépfchen

Die Mutanten E102Q und E138Q stehen im Verdacht neurodegenerative Erkrankungen aus-
zuldsen, wobei E102Q in ALS und E138Q in distale hereditédre Motorneuropathie involviert ist
(Al-Saif et al., 2011; Li et al., 2015; Gregianin et al., 2016). Bei ALS-Patienten konnte zudem
ein Zusammenhang zwischen Lipid-Trépfchen Dynamik und der Bildung von Lipid-Peroxiden
festgestellt werden (Simpson et al., 2014). In Glia-Zellen aus Drosophila Larven konnte gezeigt
werden, dass die Biogenese von Lipid-Tropfchen in Folge von oxidativem Stress die Akku-
mulation von reaktiven Sauerstoffspezies und die Oxidation von ungeséittigten Fettsduren
reduziert (Bailey et al., 2015). Eine Depletion von Seipin in einem Hefe spezifischen ALS

Modell fithrte zudem zu einer gesteigerten TDP-43 vermittelten Toxizitét (Armakola et al.,
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2012). Da die Akkumulation der Lipid-Trépfchen durch die Uberexpression der Mutanten re-
duziert werden konnte, konnte jedoch kein Einfluss der Mutanten auf die Akkumulation der
Lipid-Tropfchen festgestellt werden. Die Mutante E102Q liegt zwar im sterol binding domain-
like motif (SBDLI, G91-T109), dem aber eine zentrale Rolle in der Liganden-Bindung des
Sigma-1-Rezeptors zukommt. Die Mutation E138Q befindet sich in der Chaperondoméne des
Sigma-1-Rezeptors, Aminosdure 112-223, weshalb hier ein Zusammenhang zum verédnderten
Lipid-Metabolismus aufgrund der Position eher unwahrscheinlich erscheint (Aishwarya et al.,
2021).

Den sterol binding domain-like motifs des Sigma-1-Rezeptors werden unterschiedliche Funk-
tionen zugesprochen. Zum einen wird von einer Rekrutierung des Sigma-1-Rezeptors an die
MAM durch die Cholesterinbindestellen ausgegangen (Zhemkov et al., 2021). Die sterol bin-
ding domain-like motifs sollen aber auch mafigeblich fiir die Ligandenbindung des Sigma-1-
Rezeptors sein. In der gefalteten Form des Sigma-1-Rezeptors stehen die beiden Doménen
nahe beieinander und umhiillen die gebundenen Liganden in der Ligandenbindestelle. Sie in-
teragieren dabei vor allem mit den hydrophoben Bereichen des Liganden. Dabei liegt SBDLII
auf dem Liganden auf und interagiert auch mit der Membran (Pal et al., 2007; Pal et al., 2008;
Ossa et al., 2017). Sogar innerhalb der Transmembrandoméne des Sigma-1-Rezeptors wurde
eine Cholesterinbindestelle identifiziert, carc-like motif. Es konnte sogar gezeigt werden, dass
Mutationen im carc-like motif, die die Cholesterinbindung schwéchen zu einer Verteilung des
Sigma-1-Rezeptors im ER und zu einer reduzierten Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors an
der MAM fiihren (Zhemkov et al., 2021).

Die generierten Deletionsmutanten der Doménen SBDLI und SBDLII zeigten im Rescue-
Experiment keinen Einfluss auf die Akkumulation der Lipid-Tropfchen (Abbildung 4.15).
Durch die Deletion der Transmembrandoméne blieb die Akkumulation der Lipid-Tropfchen
im Rescue erhalten (Abbildung 4.15). Auch war die subzellulire Lokalisation des Sigma-
1-Rezeptors nach Deletion der Transmembrandoméne beeintrichtigt (Abbildung 4.30 und
Abbildung 4.31). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Funktion des Sigma-1-Rezeptors
in der Dynamik der Lipid-Trépfchen durch die Transmembrandoméne und subzelluldre Loka-
lisation des Sigma-1-Rezeptors bestimmt wird. Es kdnnte ein Zusammenhang zur neu iden-
tifizierten Cholesterinbindestelle innerhalb der Transmembrandoméne, dem carc-like motif
und der Lokalisation an der MAM bestehen (Zhemkov et al., 2021). Fiir einen eindeutigen
Nachweis an dieser Stelle fehlen aber noch weitere Analysen mit spezifischeren Mutationen
in der Transmembrandoméne. Dazu kénnten die in der Literatur erwédhnten Mutationen des

carc-like motifs eingesetzt werden (Zhemkov et al., 2021).

Der Sigma-1-Rezeptor soll nicht nur an der MAM, sondern auch an ER-assoziierten Lipid-
Tropfchen lokalisiert sein. Es konnte dabei eine Kolokalisation des Sigma-1-Rezeptors mit
cytosolischen Lipid-Tropfchen nach Deletion der Aminoséuren 2-29 festgestellt werden. Der
Effekt trat auch bei der Deletion des ER-Retentionssignals d2-28 auf, war aber nicht so
deutlich wie nach Deletion der Transmembrandoméne und des ER-Retentionssignals d2-29
(Hayashi und Su, 2003). Eine Kolokalisation des Sigma-1-Rezeptors mit den Lipid-Tropf-

chen konnte durch Kolokalisierungsanalysen und die Bestimmung des Pearson-Koeffizienten
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nicht nachgewiesen werden (Abbildung 4.16 und Abbildung 4.17). Auch die Deletionsmutan-
ten d176-223 und d91-109 zeigten keine Kolokalisierung mit den Lipid-Tropfchen. Lediglich
durch die Deletion der Transmembrandoméne konnte eine Assoziation des Sigma-1-Rezeptors
mit den Lipid-Tropfchen beobachtet werden. Die Kolokalisierung der Deletionsmutante d2-29
mit den Lipid-Tropfchen kénnte im Zusammenhang mit dem Einfluss der Mutante auf die
Lipid-Tropfchen Akkumulation stehen, kénnte aber auch in den hydrophoben Bereichen des
Sigma-1-Rezeptors begriindet sein. Da der Sigma-1-Rezeptor nicht mehr an die ER-Membran
gebunden ist, assoziiert er vermutlich mit hydrophoben Bereichen in der Zelle. Um den Zu-
sammenhang zwischen Lipid-Tropfchen Akkumulation und Kolokalisation in der Deletions-
mutante d2-29 zu zeigen, miissten weitere Analysen durchgefithrt werden. Dazu kénnten
weitere Mutanten generiert werden, denen sowohl die Transmembrandoméne als auch die
hydrophoben Bereichen des Sigma-1-Rezeptors fehlen und hinsichtlich der Lipid-Tropfchen

Akkumulation und der Kolokalisierung mit Lipid-Tropfchen analysiert werden.

5.2 Genetische oder pharmakologische Inhibition des Sigma-
1-Rezeptors beeinflusst die Autophagie

Der Sigma-1-Rezeptor beeinflusst die Autophagie in Sdugetierzellen. Ein Knockout des Sigma-
1-Rezeptors in neuronalen Zellen fiihrte zu einer Reduktion des autophagischen Fluxes durch
Inhibition der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen (Yang et al., 2019). Die Behand-
lung des Sigma-1-Rezeptors mit Liganden in Bezug auf Autophagie wird kontrovers diskutiert.
Oftmals fiihrt eine Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors zur Induktion der Autophagie mittels
diverser Agonisten, wie ANAVEX2-73 und PRE-084 sowie AF710B und T-817 MA (Christ
et al., 2019; Prasanth et al., 2021). In dem Zusammenhang wird der Sigma-1-Rezeptor auch
als mogliches Target fiir die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert
(Prasanth et al., 2021). Es wird aber auch beschrieben, dass Sigma-1-Antagonisten die Auto-
phagie induzieren im Zusammenhang mit ER-Stress und der Induktion der Unfolded Protein
Response (Kim et al., 2010). Auch wurde eine Aktivierung der Autophagie nach Inhibition
des Sigma-1-Rezeptors gezeigt, wobei eine Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors keinen Effekt
auf die Autophagie zeigte (Schrock et al., 2013).

Eine Tendenz zur Reduktion der Autophagie konnte in mehreren Sigma-1-Knockout Zell-
linien Bd5 und Bf9 gezeigt werden (Abbildung 4.18). Ein Knockdown des Sigma-1-Rezeptors
in HeLa-Zellen reduziert den autophagischen Flux signifikant (Abbildung 4.19). Die generier-
ten Ergebnisse entsprechen daher den Erwartungen der Literatur (Yang et al., 2019). Auch
durch den Inhibitor BD-1047 konnte die autophagische Aktivitéit signifikant reduziert werden
(Abbildung 4.19), was im Gegensatz steht zur Induktion der Autophagie nach Inaktivierung
des Sigma-1-Rezeptors (Kim et al., 2010). Insgesamt fiihrt ein Verlust der Sigma-1-Rezeptor
Funktion zu einer Reduktion der Autophagie unter Néhrstoffmangel. Dass in den Sigma-
1-Knockout Zelllinien nur eine Tendenz zur Reduktion der Autophagie gemessen werden
konnte, konnte an kompensatorischen Effekten liegen. Eine Aktivierung mit PRE-084 und
ANAVEX2-73 zeigte keine Anderung in der autophagischen Aktivitit (Abbildung 4.20). Der
Sigma-1-Rezeptor zeigte jedoch in klinischen Studien einen positiven Effekt auf die Auto-

phagie nach Behandlung mit Sigma-1-Agonisten und stellt daher ein potentielles Target fiir
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die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen dar (Prasanth et al., 2021). Unter
Umsténden wire eine Analyse des autophagischen Fluxes nach Behandlung mit Sigma-1-
Agonisten in neuronalen Zellen erfolgreich, da der Sigma-1-Rezeptor vor allem im Kleinhirn

exprimiert wird (Aishwarya et al., 2021).

ER-Phagie ist eine selektive Form der Autophagie, die dem Erhalt der ER-Homdostase dient
und wird durch spezifische ER-Phagie Rezeptoren vermittelt (Chino und Mizushima, 2020).
Zu den untersuchten ER-Phagie Rezeptoren zihlen FAM134B, der neben einer LC3 Doméne
auch eine Reticulon-Homology Domain besitzt zur Kriimmung der ER-Membran und Sec62
sowie Tex264, welche eine LC3 Domiine besitzen (Bhaskara et al., 2019; Chino et al., 2019;
Fumagalli et al., 2016). Weiterhin wurde ATL3 untersucht, welches vor allem an GABARAP
bindet (Chen et al., 2019). Da der Sigma-1-Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum loka-
lisiert ist und einen Effekt auf die Autophagie zeigt (Hayashi und Su, 2007; Yang et al., 2019;
Christ et al., 2019), wurde eine Funktion des Sigma-1-Rezeptors als ER-Phagie Rezeptor und
eine durch den Knockout des Sigma-1-Rezeptors kompensatorische Steigerung bekannter ER-
Phagie Rezeptoren vermutet. Eine Induktion gingiger ER-Phagie Rezeptoren konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden (Abbildung 4.21). Vermutlich ist der Sigma-1-Rezeptor demnach
kein ER-Phagie Rezeptor.

5.3 Die Rolle des Sigma-1-Rezeptors hinsichtlich ER-Stress

und Proteinaggregation

Der Sigma-1-Rezeptor ist ein Calcium-abhéngiges Protein am endoplasmatischen Retikulum,
welches dort als Chaperon fungiert und dadurch eine protektive Funktion fiir das zelluldre
System besitzt (Hayashi und Su, 2007; Mitsuda et al., 2011). Sigma-1-Rezeptor Liganden
zeigten in diversen Studien zudem eine neuroprotektive Funktion (Peviani et al., 2014; Penke
et al., 2017). ER-Stress induzierte das Expressionslevel des Sigma-1-Rezeptors nach Behand-
lung mit Tunicamycin und Thapsigargin (Hayashi und Su, 2007). Der Sigma-1-Rezeptor ist
zudem auch an der Regulation der Unfolded Protein Response beteiligt (Shi et al., 2021).
IREla wird durch den Sigma-1-Rezeptor in vitro stabilisiert und Uberexpression des Sigma-
1-Rezeptors in Kardiomyocyten steigerte die Expression von phosphoryliertem IREla und
XBP1 (Mori et al., 2013; Alam et al., 2017).

PERK ist einer der ER-Stress Sensoren der UPR, welcher durch fehlgefaltete Proteine und
Storungen im Gleichgewicht von Lipiden aktiviert wird (Volmer et al., 2013; Wang et al.,
2018). PERK ist zudem an der MAM angereichert (Verfaillie et al., 2012). Uberexpression
des Sigma-1-Rezeptors fiihrte zu einer Inhibition der Expression von p-PERK und der Sigma-
1-Rezeptor Agonist (+)-Pentazocin reduzierte die Expression von PERK unter ER-Stress in
retinal ganglion cells 5 (Hayashi und Su, 2007; Ha et al., 2011). Eine Induktion der Prote-
inexpression des Sigma-1-Rezeptors in Folge von ER-Stress iiber den PERK/elFP2a/ATF4
Signalweg konnte ebenfalls gezeigt werden (Mitsuda et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte das Expressionslevel des Sigma-1-Rezeptors nach lang an-
haltendem ER-Stress tendenziell induziert werden (Abbildung 4.22 und 4.23). Durch Thapsi-
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gargin Behandlung, die eine Calcium-Depletion des ER bedingt und dadurch vermutlich eine
Aktivierung des Sigma-1-Rezeptors, konnte der Faktor e[F P2« reduziert werden und eine ten-
denzielle Steigerung der phosphorylierten Form pelFP2a gemessen werden. Dies lasst im Hin-
blick auf die Ergebnisse aus der Literatur eine modulierende Funktion des Sigma-1-Rezeptors
auf den PERK/elFP2a/ATF4 Signalweg vermuten. Zusétzlich konnte der Sigma-1-Rezeptor
iiberexprimiert oder die Zellen mit Agonisten behandelt werden, um so die Ergebnisse aus

der Literatur zu verifizieren.

Neurodegenerative Erkrankungen sind geprigt von der Anreicherung von Proteinaggrega-
ten bedingt durch Stress oder Alterungsprozesse (Penke et al., 2017). Der Sigma-1-Rezeptor
als molekulares ER-Chaperon und Effektor der Unfolded Protein Response moduliert vermut-
lich den Abbau von fehlgefalteten Proteinen (Hayashi und Su, 2007; Mori et al., 2013; Alam
et al., 2017). Sigma-1-Rezeptor Agonisten fiihrten zu einem Abbau von Protein Aggregaten
und der Reduktion von ER-Stress in Fibroblasten von ALS-Patienten und in SOD-1 M&ausen
(Prause et al., 2013; Mancuso et al., 2012). Ein Sigma-1-Knockout fithrt in M&usen zu einer
gesteigerten a-Synuclein Aggregation in dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra (Hong
et al., 2017).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer genetischen Manipulation des
Sigma-1-Rezeptors auf die Aggregation von «-Synuclein untersucht. Ein erhthtes Expressi-
onslevel von unléslichem a-Synuclein konnte dabei nur nach Uberexpression des a-Synuclein
Wildtyp Konstrukts gezeigt werden, withrend die Uberexpression der Mutante A53T keine
Verénderungen im Sigma-1-Knockout Bd5 im Vergleich zum Wildtyp zeigte (Abbildung 4.24).
Moglich wire eine Komplexierung der fehlgefalteten Proteine durch die Lipid-Tropfchen in
der Zelle, insbesondere im Sigma-1-Knockout Bd5 (Vevea et al., 2015; Moldavski et al., 2015;
Xu et al., 2005; Jarc und Petan, 2019). Auch hier wére eine Blockierung der Lipid-Tropfchen

Biogenese und eine anschlieflende Analyse der gebildeten Proteinaggregate sinnvoll.

Ein Sigma-1-Knockdown fiithrte in H4 Neurogliom Zellen zu keiner induzierten a-Synuclein
Aggregatbildung. Dies kénnte an kompensatorischen Effekten liegen, da die Zellen dauerhaft
a-Synuclein iiberexprimieren und ihr zellulires System auf die gegebene Situation angepasst
haben. Ob eine Reduktion des Sigma-1-Rezeptors im zelluldren System eine Anreicherung
von Protein Aggregaten in Hinblick auf neurodegenerativen Erkrankungen bedingt, bedarf
weiterer Analysen, eventuell in einem tet-on statt tet-off System oder in Zellen aus Patien-

tenmaterial wie in zuvor aufgefiihrter Studie (Prause et al., 2013).

5.4 Genetische Manipulation des Sigma-1-Rezeptors zeigt einen
Effekt auf die Expression spezifischer Proteine (Proteo-
mics)

Um gemeinsame Unterschiede im Sigma-1-Knockout verglichen mit dem Sigma-1-Knockdown

zu finden, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Proteomics Analyse der Gesamtlysate der

in Abbildung 4.27 aufgefiihrten Proben durchgefiihrt. Es konnten insbesondere Proteine des
Zytoskeletts, der Proteinbiosynthese und der DNA-Replikation detektiert werden. Vermutlich
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handelt es sich hierbei um unspezifische Verdnderungen, die aus der hohen Konzentration der
Proteine in den Zellen resultieren. Es konnten aber auch einige Proteine detektiert werden,
die im Zusammenhang mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten zelluldren Prozessen

stehen.

Im Sigma-1-Knockout Bd5 war vor allem LRP4 fast 10-fach erhoht, welches am Abbau von
Amyloid-5 in Astrozyten beteiligt ist. Bei Alzheimer Patienten konnte ein reduziertes Level
von LRP4 im Gehirn festgestellt werden (Zhang et al., 2020). Im Sigma-1-Knockdown ist
LRP4 jedoch unverédndert. Es konnte sich dabei demnach um einen klonalen Effekt handeln,
der durch die Selektion der Zellen entsteht. LRP4 kénnte aber auch kompensatorisch induziert
werden. Ein Knockdown von LRP4 und eine anschlielende Analyse von Proteinaggregaten

wire an dieser Stelle sinnvoll.

Auch im Sigma-1-Knockout aber nicht im Sigma-1-Knockdown erhéht war Rab10, welches
am retrograden Transport und der Exocytose von Amyloid-3 aus dem zelluldren System be-
teiligt ist. Auch hier kénnte es sich um einen klonalen Effekt oder einen kompensatorischen
Effekt handeln. Dennoch ist eine Erhéhung von Proteinen, die am Abbau von Amyloid-3
beteiligt sind auffillig und kénnte auch hier mittels eines Knockdowns von Rabl0 genauer

untersucht werden.

In Bezug auf den Metabolismus von Lipiden waren die Proteine NCEH1 und ACADVL si-
gnifikant erhcht im Sigma-1-Knockout Bd5 sowie im Sigma-1-Knockdown verglichen zu ihren
Kontrollen. NCEH1 ist eine neutrale Cholesterinesterhydrolase, die vor allem mit LIPE die
Bildung von Schaumzellen in Makrophagen verhindert. Ein Knockdown von NCEH1 in Ma-
krophagen fiihrte zu einem reduzierten Cholesterin-Efflux aus den Zellen, sodass iiberschiissi-
ges Cholesterin in Form von Cholesterinestern in Lipid-Tropfchen gespeichert wurde (Sekiya
et al., 2009). Die Erhshung kénnte ein kompensatorischer Effekt der Zellen sein auf die Reduk-
tion von LIPE, die zumindest im Sigma-1-Knockout mittels gqPCR gemessen werden konnte.
ACADVL ist das Enzym, das den ersten Schritt der p-Oxidation von Fettsduren in den
Mitochondrien katalysiert (Goetzmann et al., 2007). Fettsduren fiir die -Oxidation in den
Mitochondrien werden von Lipid-Tropfchen bereitgestellt (Talari et al., 2023). Uberschiissige
langkettige Fettsduren fordern die Bildung von Lipid-Tropfchen (Fujimoto et al., 2006) und
Schéden der Mitochondrien steigern die 5-Oxidation der Mitochondrien fiir eine schnelle Ge-
nerierung von ATP und NADH (Audano et al., 2019). Ein Verlust des Sigma-1-Rezeptors steht
im Zusammenhang mit einer funktionalen Stérung der Mitochondrien (Crouzier et al., 2021;
Tagashira et al., 2023). Hypothetisch wire eine kompensatorische Steigerung der S-Oxidation
aufgrund eventueller Schiden der Mitochondrien denkbar, miisste aber in weiteren Experi-

menten verifiziert werden.

Weiterhin ist das Protein Caveolin-1 erhoht, welches ein multifunktionales Membranprotein
an Lipid rafts ist und an der Regulation der Endocytose, der Signaltransduktion, der Stres-
santwort von Zellen und dem Transport von Cholesterin beteiligt ist (Yang et al., 2022; Vizio
et al., 2008). Caveolin-1 kommt zudem auf der Oberfliche von Lipid-Tropfchen vor und re-
guliert dort den Lipid-Metabolismus und die Bildung von Lipid-Troépfchen (Kuo et al., 2018;
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Robenek et al., 2004). Ein Knockout von Caveolin-1 in Endothelzellen fiithrte zu einer Re-
duktion von Lipid-Tropfchen durch eine gesteigerte Lipolyse (Kuo et al., 2018). Caveolin-1
befindet sich auch an den Kontaktstellen von Lipid-Tropfchen mit Mitochondrien und férdert
so den Transport von Fettsduren von den Lipid-Tropfchen zu den Mitochondrien fiir die S-
Oxidation. Knockdown und Knockout von Caveolin-1 in humanen Fibroblasten fithrt zu einer
reduzierten mitochondrialen Respiration und in Adipocyten konnten durch einen Caveolin-1
Knockout die Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und Lipid-Tropfchen reduziert werden
(Cohen et al., 2004; Yu et al., 2017; Yang et al., 2022). Zudem reguliert Caveolin-1 auch
den Cholesterin-Transport zwischen ER und Mitochondrien (Quest et al., 2018). Cholesterin
induziert auch eine Akkumulation von Caveolin-1 auf Lipid-Tropfchen (Lay et al., 2006). Ob
es einen Zusammenhang zwischen dem erhohten Caveolin-1 Level, der Bildung von Lipid-raft
dhnlichen Mikrodoménen, der eventuellen §-Oxidation und der Akkumulation von Lipid-

Tropfchen gibt, miisste in weiteren Analysen untersucht werden.

5.5 Der Sigma-1-Rezeptor bedingt die Stabilitit der MAM

Der Sigma-1-Rezeptor ist an der Bildung und Modulierung von Lipid-raft &hnlichen Mirko-
doménen im endoplasmatischen Retikulum beteiligt (Hayashi und Su, 2003; Palmer et al.,
2007; Zhemkov et al., 2021). Die Lipid rafts sind angereichert mit Cholesterin, welches zur
Rekrutierung spezifischer Proteine fiithrt (Zhemkov et al., 2021). Der Sigma-1-Rezeptor selbst
besitzt mehrere Cholesterinbindestellen (Zhemkov et al., 2021; Pal et al., 2008). Vermutlich
fungiert der Sigma-1-Rezeptor auch in der Bindung und Insertion von Cholesterin in Li-
pidmembranen (Palmer et al., 2011). Ein Knockdown des Sigma-1-Rezeptors reduzierte den
Cholesterin-Gehalt und den Sigma-1-S-Integrin Komplex in Lipid-rafts, was eine Stabilisie-
rung der Lipid rafts durch den Sigma-1-Rezeptor zeigt (Palmer et al., 2011). Die Interaktion
des Sigma-1-Rezeptors mit Cholesterin bedingt die Bildung der Cholesterin-reichen Mikro-
doménen im ER (Zhemkov et al., 2021). Zudem bedingt ein Sigma-1-Knockdown eine ver-
groflerte Distanz der Mitochondrien zum endoplasmatischen Retikulum und reduziert damit
die Stabilitdt der MAM (Tagashira et al., 2023).

Die Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors an der MAM konnte mittels Kolokalisierung mit
den Marker-Proteinen Sec62 und TOM20, wie zuvor beschrieben (Zhemkov et al., 2021)
analysiert werden. Es konnte eine teilweise Kolokalisierung des Sigma-1-Rezeptors mit den
beiden Markern gezeigt werden, was die subzelluldre Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors an
der MAM verdeutlicht (Abbildung 4.30 und 4.31). Zudem war der Sigma-1-Rezeptor deut-
lich in der isolierten MAM-Fraktionen angereichert (Abbildung 4.32). Die Mutanten E102Q
und E138Q), sowie die Deletion der sterol binding domain-like motifs SBDLI und SBDLII
zeigten keinen Einfluss auf die Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors. Nach Deletion der Trans-
membrandoméne verlor der Sigma-1-Rezeptor seine typische ER-dhnliche Farbung im perinu-
kledren Bereich und bildete punktuelle Strukturen in der Zelle, die mit den Lipid-Tropfchen
kolokalisieren (Abbildung 4.16 und 4.17). Die Transmembrandoméne ist daher essentiell fiir
die subzelluldre Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors an der MAM. Es ist ein Zusammenhang
moglich zwischen der neu identifizierten Cholesterinbindedoméne und der Rekrutierung des

Sigma-1-Rezeptors an die MAM (Zhemkov et al., 2021). Um einen Zusammenhang herzustel-
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len miissten jedoch weitere Analysen durchgefiihrt werden, insbesondere die Charakterisie-

rung spezifischerer Mutationen innerhalb der Transmembrandoméne.

Nach erfolgreicher Isolierung der MAM aus HeLa-Zellen konnte eine Reduktion der Choleste-
rinmenge im Sigma-1-Knockout Bd5 relativ zum Wildtyp bestimmt werden. Dies unterstiitzt
die These der Funktion des Sigma-1-Rezeptors in der Stabilitdt von Lipid-raft &hnlichen
Mikrodoménen und in der Bindung von Cholesterin an spezifischen Mikrodoménen im ER
(Palmer et al., 2007; Tagashira et al., 2023). Die MAM ist eine Plattform mit spezifischer
Funktion, zu denen insbesondere Autophagie und Calcium-Signaling gehoren (Hamasaki et
al., 2013; Arasaki et al., 2015; Colombi et al., 2011; Rizzuto et al., 1998). Vor allem aber gilt
sie als Zentrum fiir die Synthese von Lipiden (Rusinol et al., 1994; Cui et al., 1993; Vance,
1990). Durch die Verinderungen im Cholesteringehalt an der MAM im Sigma-1-Knockout
Bd5 konnte sich auch deren Proteingehalt und eventuell auch die Expression von Proteinen
des Lipid Metabolismus &ndern. Daher sollte eine Proteomics-Analyse der isolierten MAM-
Fraktionen durchgefiihrt werden. Aufgrund des hohen Lipid-Gehalts in den MAM-Fraktionen
im Sigma-1-Knockout Bd5 konnte die Messung nicht durchgefiihrt werden und es ist an die-
ser Stelle keine Aussage iiber die Verinderung in der Proteinzusammensetzung moglich. Zur
weiteren Charakterisierung miissten hier die Proteine gefillt, mittels SDS-PAGE getrennt
und extrahiert werden (Schrul und Kopito, 2016; Zhang et al., 2011).

Sigma-1-Knockout

Mitochondrium — Mitochondrium

ER

Sigma-1-

Rezeptor Verénderungen in der

Protein- und
Lipidzusammensetzung?

o .
l, ‘\ I' ‘\‘
, ‘\ II \‘
I, \“ ", \
K Sphlngollpld \ Anderungen im Transport K
N \ von Lipiden an der MAM?
. .
Ch°|eSte”” Sphingolipid  Cholesterin § Cholesterin

Abbildung 5.2: Hypothese zum Einfluss des Sigma-1-Rezeptors auf die Stabilitét
der MAM. Ein Knockout des Sigma-1-Rezeptors an der MAM fiihrt zu einer Reduktion
des Cholesterin-Levels an der MAM. Theoretisch wire ein Clustering von Cholesterin an der
MAM durch den Sigma-1-Rezeptor moglich. Durch die Verinderungen in der Lipidzusam-
mensetzung konnte es auch zu Anderungen in der Proteinzusammensetzung kommen, die
den Metabolismus und Transport von Lipiden beeinflussen (Palmer et al., 2007; Zhemkov et
al., 2021). Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.



6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel die Rolle des Sigma-1-Rezeptors im Lipid-Metabolismus
sowie in der Autophagie, bei der Regulation des ER-Stress und bei der damit verbundenen

Aggregation von Proteinen zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Verlust und eine reduzierte Funktion des Sigma-1-Rezeptors
in Saugetierzellen zu einer Akkumulation von Lipid-Trépfchen fiihrt. Die erhohte Anzahl an
Lipid-Tropfchen begriindete sich dabei in einer gesteigerten Synthese und einem verminder-
ten Abbau von Triacylglyceriden und Diacylglyceriden. Zudem konnte die Akkumulation der
Lipid-Tropfchen auf einen strukturellen Bereich des Sigma-1-Rezeptors eingeschrinkt wer-
den. Da ein Verlust der Transmembrandoméne, nicht aber der sterol binding domain-like
motifs, einen Einfluss auf die Akkumulation der Lipid-Tropfchen zeigte, wird die Regulation
der Lipid-Tropfchen Dynamik vermutlich mafigeblich durch die Transmembrandoméne des
Sigma-1-Rezeptors bestimmt. In der Transmembrandoméne konnte in einer vorherigen Studie
eine neue Cholesterinbindedoméne identifiziert werden und die Deletion der Transmembran-
doméne fiihrte in der vorliegenden Arbeit zu einer verdnderten subzelluldren Lokalisation des
Sigma-1-Rezeptors von der MAM zu den Lipid-Tropfchen der Zelle (Zhemkov et al., 2021).

Die subzellulidre Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors an der MAM konnte verifiziert werden.
Knockout des Sigma-1-Rezeptors fithrte zu einer Reduktion der relativen Menge an freiem
Cholesterin an der MAM, was die Hypothese unterstiitzt, dass der Sigma-1-Rezeptors als
Cholesterin bindendes Protein in Lipid-raft dhnlichen Mikrodoménen fungiert (Palmer et al.,
2011; Zhemkov et al., 2021). Vermutlich fungiert der Sigma-1-Rezeptor auch als stabilisie-
rendes Element an der MAM und beeinflusst eventuell so die Homdoostase von Lipiden und
dadurch die Akkumulation der Lipid-Tropfchen (Tagashira, 2023; Palmer et al., 2011).

In Bezug auf Autophagie konnte eine tendenzielle Reduktion der autophagischen Aktivitét
bei Néhrstoffmangel nach genetischer und pharmakologischer Manipulation der Zellen be-
stimmt werden. Die Reduktion der Autophagie steht vermutlich nicht im Zusammenhang
mit der veréinderten Lipid-Tropfchen Dynamik. Ein eindeutiger Hinweis auf die Rolle des
Sigma-1-Rezeptors in Bezug auf ER-Stress und Protein Aggregation konnte in der vorliegen-
den Arbeit nicht gezeigt werden. Es konnten aber Hinweise gefunden werden, die die Theo-
rien der Literatur unterstiitzen. Nach Induktion von ER-Stress zeigte sich eine Anderung im
PERK /eIFP2a/ATF4 Signalweg (Ha et al., 2011; Hayashi und Su, 2007) und Uberexpression
von a-Synuclein fithrte partiell zu einer gesteigerten Bildung von vermutlichen Aggregaten
im Sigma-1-Knockout (Hong et al., 2017).

Zusammenfassend l&dsst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit ein Einfluss des Sigma-
1-Rezeptors auf die Dynamik der Lipid-Tropfchen gezeigt werden konnte, der vermutlich auf
der Bildung von Cholesterin reichen Mikrodoménen im ER, insbesondere der MAM beruht.

Fiir eine eindeutige Aussage sind in diesem Zusammenhang noch weitere Analysen notwendig.
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7. Ausblick

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen dem Sigma-1-Rezeptor und der Dynamik
von Lipid-Tropfchen in HeLa-Zellen sowie eine mogliche Verkniipfung zur Transmembran-
doméne des Sigma-1-Rezeptors hergestellt werden. Weiterhin konnte der Sigma-1-Rezeptor
als moglicher Stabilisator der Mitochondrien-ER assoziierten Membran und als Modulator
der Autophagie charakterisiert werden. Eine Destabilisierung der MAM und eine Verénde-
rung der Lipid-Tropfchen Dynamik geht auch mit neurodegenerativen Erkrankungen einher,
weshalb dem Sigma-1-Rezeptor als mogliches Target in der Behandlung von neurodegenera-

tiven Erkrankungen eine wichtige Rolle zukommt (Pailluson et al., 2017; Nguyen et al., 2017).

Fiir eine genauere Aussage sind weitere Untersuchungen notwendig. Zum einen kénnten spe-
zifischere Deletionen in der Transmembrandoméne generiert werden, insbesondere des carc-
like-motifs, welches essentiell fiir die Bindung von Cholesterin ist (Zhemkov et al., 2021), und
im Rescue-Experiment sowie in Kolokalisierungsanalysen auf eine méglichen Einfluss auf die
Lipid-Tropfchen Akkumulation und die Lokalisation des Sigma-1-Rezeptors untersucht wer-
den. Weiterhin kénnte die Biogenese von Lipid-Trépfchen blockiert werden und anschliefend
die Bildung von Proteinaggregaten und die Funktionen der Mitochondrien analysiert werden.
Eine Aufreinigung der MAM-Proben und anschliefende Analyse kénnte zudem Aufschluss

iiber die Verinderungen der Proteinzusammensetzung an der MAM geben.

Auch die Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs der Lipid-Tropfchen Dynamik und
des Sigma-1-Rezeptors in Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen wéren von gesteigertem
Interesse. Vor allem das Allel €4 von ApoE, welches bei neurodegenerativen Erkrankungen
oftmals mit einer Lipid-Trépfchen Akkumulation verkniipft ist, wére in diesem Zusammen-
hang von Interesse, da auch schon ein genetischer Polymorphismus des Sigma-1-Rezeptors
und das spezifische Allel €4 von ApoE als Risikofaktor fiir die Entwicklung von Alzheimer
identifiziert werden konnten (Tambini et al., 2016; Lin et al., 2018; Farmer et al., 2019; Huang
et al., 2011).
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8. Summary

The present thesis aims at investigating the role of the Sigma-1-receptor in lipid metabolism,

autophagy, ER-stress and the associated aggregation of proteins.

Studies in this work have shown, that loss and a reduced function of the Sigma-1-receptor in
mammalian cells lead to an acccumulation of lipid droplets. The increased number of lipid
droplets was caused by an increased synthesis and a reduced degradation of triacylglycerides
and diacylglycerides. In addition, the accumulation of lipid droplets could be limited to a
certain part of the Sigma-1-receptor’s structure. Since a loss of the transmembranedomain
but not of the cholesterol binding domain, could show an effect to the accumulation of lipid
droplets, the regulation of the lipid droplet dynamic is probably essentially influenced by the
transmembranedomain of the Sigma-1-receptor. In the transmembranedomain a new chole-
sterol binding site was identified in a former study and in the present thesis the deletion of
the transmembranedomain leads to a changed subcellular localization of the Sigma-1-receptor
from the MAM to the lipid droplets (Zhemkov et al., 2021).

The subcellular localization of the Sigma-1-receptor to the MAM could be verified. A Sigma-
1-receptor knockout leads to a reduction of free cholesterol at the MAM supporting the
hypothesis of Sigma-1 as a cholesterol clustering protein in lipid-raft like microdomains (Pal-
mer et al., 2011; Zhemkov et al., 2021). Presumably, the Sigma-1-receptor functions as an
stabilizing element at the MAM, eventually influencing the homeostasis of lipids and thereby
the accumulation of lipid droplets (Tagashira, 2023; Palmer et al., 2011).

In the context of autophagy, the autophagic activity under starvation tends ro be redu-
ced by genetic and pharmacologic manipulation of the Sigma-1-receptor. The reduction of
autophagy is probably not connected to the changed lipid droplet dynamics. A clear indica-
tion for the role of the Sigma-1-receptor in ER stress and protein aggregation could not be
found in the present work, but there were indications supporting the published results from
the literature. Induction of ER stress leads to a change in the PERK /elFP2a/ATF4 signaling
pathway (Ha et al., 2011; Hayashi und Su, 2007) and overexpression of alpha-synuclein tends
to a probably increased aggregation of alpha-synuclein in the Sigma-1-Knockout (Hong et al.,
2017).

Summing up the present work could show an influence of the Sigma-1-receptor to the dyna-

mic of lipid droplets, which is probably due to the formation of cholesterol rich microdomains

in the ER, especially the MAM. For a more detailed statement further studies are necessary.
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10.3 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

ABAM Antibiotika- Antimykotikum

ACADVL acyl-CoA dehydrogenase very long chain

ACAT acetyl-CoA acyl transferase

ACSL3 Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 3

ACSL4/FACL4 acyl-CoA synthetase long chain/ fatty acid coenzym A ligase long-chain
4

Act Actin

AF710B ANAVEX3-71

AGPAT 1-acylglycerol-3-phosphate- O-acyltransferase

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

AMP Adenosinmonophosphat

AMPK AMP aktivierte Proteinkinase

APEX Apurinic/Apyrimidinic Endodeoxyribonuclease 2

APOE Apolipoprotein E

APP Amyloid Precursor Protein

APS Ammoniumpersulfat

ARE1 Sterol O-acyltransferase 1

ARE2 Sterol O-acyltransferase 2

aSyn a-Synuclein

ATF4/6 activating transcription factor 4/6

ATG autophagy related gene

ATGL adipose triglycride lipase

ATL3 Atlastin GTPase 3

ATP Adenosintriphosphat

Bip binding itmmunoglobulin protein

BSA Bovines Serum Albumin

C12orf44 Chromosome 12 open reading frame 44

CAPNSI gene Calpain small subunit 1 (CSS1)

CGI-58 Comparative gene identification 58

CNX Calnexin

Cyt c Cytochrome ¢

DAPI 4,6-Diamidin-2-phenylindol

DAG diacylglycerol

DEPC Diethylpyrocarbonat

DGA1 Diacylglycerol O-acyltransferase 1

DGAT1/2 Diacylglycerol-acyltransferase 1/2

DIAPHI gene Diaphanous related formin 1 protein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Deozxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

EBSS Earle’s Balanced Salt Solution
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Abkiirzung Bezeichnung

ECL Enhanced chemoluminescence

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetic acid

EGTA Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’, N -tetraacetic acid
elFP2« Eukaryotic translation initiation factor 2A

EMC endoplasmic reticulum membrane protein complex
ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAD Endoplasmic reticulum associated protein degradation
Erg2 C8 sterol isomerase

ERMES ER-mitochondria encounter structure

EV empty vector

FAM134B Family With Sequence Similarity 134 Member B
FASN Fatty acid sybthase (Acyl-carrier-Protein)

FCS Fetal calf serum

FIP200 FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa
G3P Glycerol-3-phohsphate

GAPARAB Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein
GFP Green fluorescent protein

GLUT1 Glucose transporter 1

GPAT3 Glycrol-3-phosphate acyltransferase 3

GPI Glycosylphosphatidylinositol

Grp78 Glucose requlated protein 78

HACD3 Very-long-chain-3-hydrozyacyl-CoA dehydratase 3
H4 Histon 4

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
HRP Horseradish peroxidase

Hsc70 Heat shock cognate 70

HSL Hormon sensitive Lipase

HSP70 Heat shock protein 70

HSPAG6 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 6
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

IP3R3 Inositol-1,4,5-trisphosphate receptor type 3

TPAG 1-(4-Iodophenyl)-3-(2-adamantyl)guanidine

IREla Inositol-requiring enzyme 1

LAMP2 Lysosomal associated membrane protein 2

LC3 Microtubule-associated protein 1A /1B-light chain 3
LD Lipid droplets

LIPA Lipase A, lysosomal acid type

LIPE Lipase E, hormon sensitive type

LIR LC38 interacting region

LPA Lysophosphatidic acid

LRO1 Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase
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Abkiirzung

Bezeichnung

LRP4
MAM
MEM
MCU
Mifnl/2
mTOR
MTORC1
NCEH1
NF-«B
OMM
PCR
PDI
PEMT2
PERK
PI3K
PIC
PIK3C3
PKR
PLIN1/3
PLPP2
PNPLA2
PSS1/2
PTPIP51
Rab10
RB1CC1
RNA
ROS

RT
SBDL
SDS-PAGE
SERCA
SNARE
SOD-1
STIM1
TAG
TDP-43
TEMED
TGM2
TOM20
Tub
ULK1/2
UPR
UVRAG

Low-density lipoprotein receptor-related protein 4
Mitochondria ER associated membrane

Minimal Essential Medium

Mitochondrial calcium uniporter

Mitofusin 1/2

Mammalian target of rapamycin

mTOR-complex 1

Neutral cholesterol ester hydrolase 1

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Outer mitochondrial membrane

Polymerase chain reaction

Proteindisulfid-Isomerase

Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase
Protein Kinase RNA-Like ER Kinase
Phosphoinositide-3-kinase

Protease inhibitor cocktasl

Phosphatidylinositol 3-Kinase Catalytic Subunit Type 3
Proteinkinase R

Perilipin 1/3

Phospholipid Phosphatase 2

patatin like phospholipase domain containing 2
Phosphatidyl serine synthase 1/2

protein tyrosine phosphatase interacting protein 51
Ras-related protein 10

RB1 Inducible Coiled-Coil 1

Ribonucleic acid

Reactive oxygen species

Raum Temperatur

Sterol binding domain-like motifs

Sodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamid Gel Electrophoresis
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
Superoxiddismutase-1

Stromal interaction molecule 1

triacylglyceride

Transactive response DNA binding protein 43 kDa
Tetramethylethylendiamin

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2
Translocase of outer mitochondrial membrane
Tubulin

Unc-51-like autophagy-activating kinases 1/2
Unfolded Protein Response

UV radiation resistance-associated gene protein
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Abkiirzung

Bezeichnung

VAPB
VDAC1
VDCC
VPS15/34
WIPI1/2
XBP1

Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C
Voltage-dependent anion-selective channel 1
voltage-dependent calcium channels

Vacuolar protein sorting-associated protein

WD-repeat protein Interacting with Phospholnositides

X box binding protein
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10.4 Plasmidkarten
Plasmid pCMV6-Myc-Flag (EV)

F1 ori
CMV

pCMV6-Myc-Flag

a
4

4881 bp

Kan/Neo resistance

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCACGCGTACGCGGCCGCTCGAGCAGAAACTCATCTCA
GAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTTAAACGGCCGGCCGCGGTCATAGC
TGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTG
CCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGG
GGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAG
TGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATT
CCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCC
AACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTG
TCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTGGCCATGCCCAACCGGTGGG
ACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGTTGAATTGGGTACGCGGCCA
GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTG
AGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTT
CTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCA
GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCC
ACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAAC
AAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC
TTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGC
CTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGG
CGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAACAAACG
ACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTTC
AGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAA
AACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTC
GGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCG
GCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGT
CCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAA
GCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGC
GAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGT
TTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTC
TCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGA
CAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAG
GGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCC
GATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCA
ATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTC
TGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCG
GAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGC
ATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGC
CTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGGACTCTTCCTT
TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAA
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TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGG
TTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTT
CGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAA
AAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGT
TCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTT
GCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-Myc-Flag (Sigma-1-Flag)

F1 ori
CmvV

) Sigma 1 Plasmid
Kan/Neo resistance

+*

5550 bp

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGTGGGC
CGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCTGACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCG
CGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCG
GCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGGCGCCAT
GTGCCTTCTGCACGCCTCGCTGTCCGAGTATGTGCTGCTCTTCGGCACCGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTAC
TGGGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACC
CAGGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGCC
GGGGCGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACCCAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATAC
TCTTCGCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCCAGGACCCTACGCGTACGCGGCCGCTC
GAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTTAAACG
GCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTG
GAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATA
ATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGC
CTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCAT
ATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGA
ACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTG
GCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGT
TGAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA
ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA
GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
GGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACT
TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAA
GGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA
ACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGG
GGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAAC
CCCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGT
ATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCA
TCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCA
GGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGAT
GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATC
ACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTT
TCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGG
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CGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACG
TGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATC
AGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCA
GTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCC
TCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAAC
ACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTG
CGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAA
AAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCC
ATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACT
AATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATG
CATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTT
CCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA
AGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCC
CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCT
TTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-E102Q-Myc-Flag (E102Q-Flag)

F1 ori

Bacterial promoter for Kan

T7

- E102Q Mutation
1,000 -

Sigma 1 Plasmid E102Q

Kan/Neo resistance Sigma 1 Receptor

5550 bp

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGTGGGC
CGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCTGACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCG
CGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCG
GCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGGCGCCAT
GTGCCTTCTGCACGCCTCGCTGTCCCAGTATGTGCTGCTCTTCGGCACCGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTAC
TGGGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACC
CAGGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGCC
GGGGCGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACCCAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATAC
TCTTCGCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCCAGGACCCTACGCGTACGCGGCCGCTC
GAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTTAAACG
GCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTG
GAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATA
ATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGC
CTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCAT
ATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGA
ACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTG
GCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGT
TGAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA
ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA
GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
GGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACT
TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAA
GGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA
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ACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGG
GGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAAC
CCCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGT
ATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCA
TCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCA
GGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGAT
GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATC
ACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTT
TCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGG
CGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACG
TGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATC
AGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCA
GTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCC
TCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAAC
ACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTG
CGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAA
AAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCC
ATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACT
AATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATG
CATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTT
CCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA
AGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCC
CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCT
TTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-E138Q-Myc-Flag (E138Q-Flag)

F1 ori

Bacterial promoter for Kan

Sigma 1 Plasmid E138Q

Kan/Neo resistance

#

~4,000 5550 bp

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGEGTGGGC
CGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCTGACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCG
CGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCG
GCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGGCGCCAT
GTGCCTTCTGCACGCCTCGCTGTCCGAGTATGTGCTGCTCTTCGGCACCGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTAC
TGGGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGACAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACC
CAGGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGCC
GGGGCGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACCCAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATAC
TCTTCGCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCCAGGACCCTACGCGTACGCGGCCGCTC
GAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTTAAACG
GCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTG
GAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATA
ATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGC
CTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCAT
ATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGA
ACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTG
GCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGT
TGAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA
ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA
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GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
GGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACT
TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAA
GGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTA
ACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGG
GGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAAC
CCCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGT
ATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCA
TCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCA
GGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGAT
GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATC
ACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTT
TCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGG
CGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACG
TGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATC
AGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCA
GTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCC
TCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAAC
ACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTG
CGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAA
AAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCC
ATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACT
AATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATG
CATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTT
CCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA
AGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCC
CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCT
TTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-d176-223-Myc-Flag (d176-223-Flag)

F1 ori

T7

1,000 _

Sigma 1 Plasmid Truncation
176-223

.
*

5406 bp

Kan/Neo resistance

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGTGGGC
CGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCTGACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCG
CGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCG
GCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGGCGCCAT
GTGCCTTCTGCACGCCTCGCTGTCCGAGTATGTGCTGCTCTTCGGCACCGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTAC
TGGGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACC
CAGGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGC
CGGACGCGTACGCGGCCGCTCGAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGAT
GACGACGATAAGGTTTAAACGGCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCC
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CCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGT
CTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTA
GGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTC
AAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTG
GTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAA
TTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCC
AGACACAGCATAGGCTACCTGGCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGG
GTCCACTCAGTAGATGCCTGTTGAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCG
CGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCC
GACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCG
TTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTC
CAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGC
TACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT
ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGC
AGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCA
ATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCG
AACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAG
TGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCA
TAGCGCGGGTTCCTTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAG
ATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGA
ATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAA
GAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGC
CAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAA
TCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGC
ATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGAC
CGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTAT
GCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCA
CTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAG
CCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCC
TGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCC
AAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGC
AAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAAT
AAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCG
GGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGT
TGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACA
TTCCACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAG
CGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCG
CCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCC
GCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAG
GGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG
ATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAAC
CCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAA
AATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-d176-223-Myc-Flag (d2-29-Flag)

F1 ori

T7

Sigma 1 Plasmid 30-223

Kan/Neo resistance

&L
*

5466 bp

2,500
v

\
'

Sequenz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTG
TTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTAC
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GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAA
TTCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCGCG
AAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCGGC
GGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGGCGCCATGT
GCCTTCTGCACGCCTCGCTGTCCGAGTATGTGCTGCTCTTCGGCACCGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTACTG
GGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACCCA
GGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGCCG
GGGCGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACCCAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATACT
CTTCGCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCCAGGACCCTACGCGTACGCGGCCGCTCG
AGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTTAAACGG
CCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGG
AAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAA
TATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGG
AACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCC
TCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCATA
TTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAA
CCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTGG
CCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGTT
GAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAA
CGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAG
GCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT
CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTG
TGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTT
ATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTG
GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGT
AGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAG
GATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCAT
GAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
CCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGG
GAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACC
CCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGTA
TTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCAT
CCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAG
GTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATG
CGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCA
CGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTT
CCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGC
GAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGT
GCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCA
GCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAG
TCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCT
CGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACA
CGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGC
GTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAA
AAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCA
TGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTA
ATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGC
ATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTTC
CGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT
ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAA
GCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCC
TTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTA
CGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT
TGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTT
TGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT

Plasmid pCMV6-Sigma-1-d91-109-Myc-Flag (d91-109-Flag)

F1 ori

Sigma 1 Plasmid deletion 91-109
Kan/Neo resistance B

m
*

5493 bp

145



Sequenaz:

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTATATA
GCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAA
TATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGG
CAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAAT
TCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGTGGGC
CGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCTGACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCG
CGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTACGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCG
GCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGACGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGCCTTGGG
CTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTACTGGGCTGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGG
CACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACCCAGGGGAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCC
AAACACATGGATGGTGGAGTACGGCCGGGGCGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACC
CAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATACTCTTCGCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCC
AGGACCCTACGCGTACGCGGCCGCTCGAGCAGAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGCAGCAAATGATATCCTGGATTACA
AGGATGACGACGATAAGGTTTAAACGGCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTGAACAGATCCCGGGTGGCATCCCTGTGAC
CCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCA
TTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAA
CCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCT
GGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTT
TTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCT
CCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGG
ACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTGGCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCTCATG
CGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGTTGAATTGGGTACGCGGCCAGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAA
AGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCG
AAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTT
ACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT
AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCT
TGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGG
CGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAA
GCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC
AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAAC
GAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTT
TTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCC
TTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGGGTCTCGGTGGGGTATC
GACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAACAAACGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATT
GCCGTCATAGCGCGGGTTCCTTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCA
GCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGG
CGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAA
CTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCA
TTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGATCCGCCACACCCAGCCGGCCACAG
TCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGC
CGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATC
GACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATC
AAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTG
CCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTC
GTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACC
GGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGC
CTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGAT
CGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCT
CTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGA
GTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTT
CCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTA
ACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTAT
TGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGC
CACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCG
CCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGG
GCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGG
CCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCT
GATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT
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Plasmid pEX-K248-Sigma-1-d91-109

Sigma-1-Receptor d91-109

PEX-K248

*
Kanamycin resistance

3153 bp

pUC origin

Sequenz:

TAACTAATGTGGATCCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGGCGGTGGGCGTGGGCCGCGCTGCTCCTGGCTGTCGCAGCGGTGCT
GACCCAGGTCGTCTGGCTCTGGCTGGGTACGCAGAGCTTCGTCTTCCAGCGCGAAGAGATAGCGCAGTTGGCGCGGCAGTA
CGCTGGGCTGGACCACGAGCTGGCCTTCTCTCGTCTGATCGTGGAGCTGCGGCGGCTGCACCCAGGCCACGTGCTGCCCGA
CGAGGAGCTGCAGTGGGTGTTCGTGAATGCGGGTGGCTGGATGGCCTTGGGCTCCCGCGGCCACTCGGGGCGCTACTGGGC
TGAGATCTCGGATACCATCATCTCTGGCACCTTCCACCAGTGGAGAGAGGGCACCACCAAAAGTGAGGTCTTCTACCCAGGG
GAGACGGTAGTACACGGGCCTGGTGAGGCAACAGCTGTGGAGTGGGGGCCAAACACATGGATGGTGGAGTACGGCCGGGG
CGTCATCCCATCCACCCTGGCCTTCGCGCTGGCCGACACTGTCTTCAGCACCCAGGACTTCCTCACCCTCTTCTATACTCTTC
GCTCCTATGCTCGGGGCCTCCGGCTTGAGCTCACCACCTACCTCTTTGGCCAGGACCCTGCGGCCGCTAACTAATGTGTGGG
CGATCGCTCTAGAGCTAGCGAATTCTTTCCTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA
AGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAA
CCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACA
GAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTG
GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC
CGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCC
AAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGG
TAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGT
TCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGG
AAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTAC
GCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAA
GGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAA
GTATATATGAGTAAAAATATTCCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGG
ATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATG
ATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACA
ATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTG
CCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACG
TTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCCCACCTTGCTCCTG
CCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGC
GAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGG
GCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGC
CTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTA
TCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAACCGGTAATATTATTGAAGCA
TTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATT
TCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCC
TTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG
CGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCAT
CAGAGCAGATTGTACTGAGAGTTTCCCAATTGGTCGACCTCGAGTTAATTAACGTA
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Plasmid pEGFP-N1

CMV promoter

f1 origin

Neo/Kan resistance

Sequenz:

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACTCGAGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACC
GGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAA
CGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCAC
CGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCA
ACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGG
AGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGA
ACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACAC
CCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAG
AAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGC
GGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCT
GAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGC
ATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAAGGCG
TAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAA
TCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATT
AAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCA
AGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAG
CCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCT
GCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAAT
ATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTC
CCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGC
AGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGC
CCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCT
ATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTC
GCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAAC
AGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTC
CGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCT
CGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGC
TCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCAC
CAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCAT
CAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGC
GATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGAC
CGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTT
TACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTT
CGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTC
GGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTAGGGGG
AGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCAC
GGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGG
GGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCG
GGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGAT
CTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTA
GAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAG
CGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTG
TTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAG
CGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGT
GAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGA
TTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCT
GGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGCATTAGTTATTAAT
AGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGG
CTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGA
CGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTG
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ACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTA
CGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGG
ATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAAC
AACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGT
CAGATCC

Plasmid pEGFP-aSynWT-N1

CMV promoter alpha Synuclein

GFP

1 origin

Neo/Kan resistance

Sequenz:

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACTCATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTC
AAAGGCCAAGGAGGGAGTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGG
TGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGGTGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGT
GACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAG
CAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGC
CTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCGAGGTACCGC
GGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC
TGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGA
AGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAG
CCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC
TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATG
GCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGA
GCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACG
AGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAAC
CTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTT
ACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCAT
CAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTT
TAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGG
AACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGT
GAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTA
GAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCA
AGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTC
GGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTG
ATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGT
GGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCC
CCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCA
TCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGC
CGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCG
GCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTT
TTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCG
TTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATC
TCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGC
TACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGAT
GATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGAT
CTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCC
GGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG
AGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCT
ATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCT
TCGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAA
GACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCC
CACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGG
GCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCAT
TTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACT
GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAA
AAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
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GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACC
TCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTT
ACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACT
GAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAG
GGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCT
CTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACG
GTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCC
ATGCATTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAA
TAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC
AAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCT
ACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGC
GGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTT
TCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGC
TGGTTTAGTGAACCGTCAGATCC

Plasmid pEGFP-aSynA53T-N1

A53T

CMV promoter alpha Synuclein

1,000~

~4.000 PEGFP-aSynuceinA53T-N1

a
ar

5157 bp

f1 origin

Neo/Kan resistance

Sequenz:

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACTCATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTC
AAAGGCCAAGGAGGGAGTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGG
TGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGGTGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGT
GACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAG
CAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGC
CTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCGAGGTACCGC
GGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC
TGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGA
AGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAG
CCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC
TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATG
GCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGA
GCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACG
AGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAAC
CTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTT
ACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCAT
CAATGTATCTTAAGGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTT
TAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGG
AACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGT
GAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTA
GAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCA
AGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTC
GGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTG
ATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGT
GGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCC
CCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCA
TCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGC
CGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCG
GCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTT
TTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCG
TTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATC
TCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGC
TACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGAT
GATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGAT
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CTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCC
GGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG
AGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCT
ATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCT
TCGCCCACCCTAGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAA
GACAGAATAAAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCC
CACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGG
GCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCAT
TTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACT
GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAA
AAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACC
TCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTT
ACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACT
GAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAG
GGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCT
CTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACG
GTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCC
ATGCATTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAA
TAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC
AAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCT
ACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGC
GGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTT
TCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGC
TGGTTTAGTGAACCGTCAGATCC
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