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EINLEITUNG 1.

1. Einleitung

1.1. Proteinhomdostase und ihre pathobiochemische Bedeutung

Eine bedeutende Herausforderungjeder Zelle ist die Aufrechterhaltung der Integritdt und
Funktionalitat der Gesamtheit ihrer Protene, des Proteoms Das physiologische Gleichgewicht
aus Synthese, Stabilitdt und Abbau der Proteine wird aBroteinhomoostaseoder Proteostase
bezeichnet(Lamb et al, 2013). Sie istessentidl, denn nur die Gewahrleistung der Proteostase
ermdglicht den korrekten Ablauf von Stoffwechselvorgange, weswegen sieauch unter sich
verandernden Umweltbedingungen erhalten bleiben muss. Die Zelle nutzt ein komplexes
Qualitatskontrollsystem, dasfir die korrekte Synthese, Faltung und den Umsatz von Proteinen
verantwortlich ist, indem sie die Sruktur der Proteine uUberpriift und fehlgefaltete oder
beschadigte Proteineentfernt (Goldoerg, 2003 Kubota, 2009. Dieses Proteinqualitéatskontroll -
netzwerk setzt sich ausmolekularen Chaperonen dem Ubiquitin-ProteasomSystem undder
Autophagiezusammen(Toddeet al, 2009; Hartl et al, 2011).

In gealterten Zellen oder Organismeittreten haufiger fehlgefaltete Proteine auf, was gleichzeitig
ein Risikofaktor fiir neurodegenerative Erkrankungen ist (Ryter et al, 2014). Diese
fehlgefalteten Proteinewerden zusétzlichim Alter vermehrt zu Aggregaten akkumuliert (Boyaet
al., 2013 Ryter et al, 2014). Um diese aggregierten Proteine nachzuweisen, wurdeim einer
Studie die unldslichen Proteine in C.elegansund S. cerevisiaeanalysiert. Interessanterweise
wurde eine betrachtliche Uberlappung zwischen den altersabhzngigen unléslichen Protemén
Hefe und Wurmidentifiziert (Boyaet al, 2013, Kirkin et al, 2009, Deretic et al, 2013). Einige
dieser Proteine diein S. cerevisia@ind in C.elegansgefunden wurden,werden im Menschenmit
Krankheiten assoziiert, deen Pathologien durch fehlgefaltete oder aggregierendeProteinen
entstehen (Boya et al, 2013). Jedoch isunbekannt, ob die altersabh&ngige Akkumulation von
unléslichen Proteinen eine Ursache fir zellulare Dysfunktion beider Alterung ist oder infolge

der fortschreitenden Abnahme der Proteostasentsteht (Toddeet al, 2009).

Insbesondereneurodegenerative Krankheiten sind mit einer gestorten Proteinhomgostase und
der damit verbundenen Akkumulation von beschéadigten oder fehlgefalteteriProteinen assoziiert
(Cajigas et al, 2010, Morawe et al, 2012). Proteinaggregation wird verbunden mit der
Amyotrophen Lateralsklerose, der AlzheimerO OAE AT  +derHuringdr B @A EAT + OAT EEA
der Parkinsond OAE AT  +<0wid aipEafSinGcleinopathien wie Demenz mit Lery Bodies
und Multipler Systemarophie (Goedertund Spillantini, 2006; Nagaiet al., 2007, Sanchezet al,
2003; Scherzinger et al, 1997 Spillantini und Goedert, 200Q0. Um nur zwei Beispiele von

Proteinen aufzuzeigen die in solchen Erkrankungen akkumulieren und aggregieren kénnen
1



EINLEITUNG 1.

lasst sich einmaldas Huntingtin der( OT OET COi 1 8 OAE A, derd didsds Erahkhéit
veranderte Protein aggregiert im Verlauf der Erkrankung zunehmend, oder bei der
Ubertragbaren Soongiformen Enzephalopathie (Prionenkrankheit) werden die organische
Toxine (Prionen), dievirusdhnlichen Eigenschafteraufweisen,in Bundel akkumuliert (Arrasate
et al, 2004; Caugheyund Lansbury, 2003.

Auch Erkrankungen, die nicht neurodegenerativ sid, wie die nichtneuropathische systemische
Amyloidose werden mit Proteinaggregation in Verbindung gebrach{Chiti und Dobson, 200§.
Diese grol3e Anzahl a Krankheiten, die mit fehlgefdteten oder beschadigtenProteinen in
Zusammenhang stehtzeigt wie wichtig der Erhalt der Proteostase fir die einzelne Zelle und

auch den gesamten Organismus ist.

1.2. Molekulare aperone ProteasomAutophagieund Proteostase

Das Qualitatskontrollsystem der Proteinhoméostase mustehlgefaltete Proteine erkennen und
fur deren effektive Entfernung sorgen um eine massive Aggregation zu verhinderr{Kubota,
2009). Im zellularen Umfeld tragen neusynthetisierte Proteine das Risiko sich aberrant zu

falten, 2u aggregieren und potenziell toxische Formen anzunehmen.
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Komponentenfur den Abbau von fehlgefalteten und aggregierteProteinen (Hartl et al,
2011).
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Das Roteostase-erhaltende Netzwerk (Abbildung 1) besteht aus mehreren hundert Proteinen,
darunter Molekulare Chaperone, die die neugebildeten Proteine bei ihrer Faltung oder
Ruckfaltung unterstiitzen, oder dem UbiquitinProteasom-System (UPS) und der Autophagjelie

den Abbauirreversibel fehlgefalteter und aggregierter Proteine vermitteln(Powerset al, 2009).

1.2.1. Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone nutzen effektive Mechanismen um Aggregation zu verhindern und
effiziente Faltung zu férdern (Hartl et al, 2011; Ouyanget al, 2014). Somit spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Proteinqualitatskontrolle und der Aufrechterhaltung der
Proteinhomdostase (Lamb et al, 2013). Viele kleine Proteine falten sich ohne andere
Zellkomponenten oder Energieaufwand korrekt aufgrund ihrer AminosauresequenfDobson
und Karplus, 1999. Die meistenPolypeptide aber brauchen molekulare Chaperone fiir eine
effiziente Faltung (Hartl, 1996). Diese speziellen Proteine unter ihnen Mitglieder der
HitzeschockProtein(HSP-Familie, bilden ein komplexes ChaperonNetzwerk, das die korrekte
Faltung und Rlckfaltung von Protsen unterstiitzt (Wanget al, 2013; Altenhofer et al, 2010).
Die Mitglieder der HSPFamilien werden nach ihrem Molekulargewicht klassifiziert,
beispielsweise HSP40, HSP60, HSP70, HSP100 und kleine HSRall HSPs(Hartl et al, 2011).

Molekulare Chaperonespiren fehlgefaltete Proteine auf und fuhren sie dem Proteinabbau
system zu, wenn eine Faltungm denaturierten Zustandnicht mehr erreicht werden kann (Erlich

et al, 2012). Dabei unterstitzen Mitglieder der HSP70und der HSP9@Familie, zusanmen mit
den Chaperoninen (HSP60) als molekulare multikomponente Komplexe die Faltung von
Proteinen und werden durch ATP und andere Cofaktoren reguliert. Sie erkennen hydrophobe
Aminosauren, die bei nichtnativen Proteinen freiliegen. Bei der Faltung konne sie mit ATR
unabhéngigen Chaperonen wie den kleinen HSPs, die gjtoldaserOfungieren und die Reaktion
abpuffern, kooperieren. Beispielsweise gehdren zu deHSP70Proteinfamilie das konstitutiv
exprimierte HSC70 Heat Shock Cognate 71 kDa Protgiauchbekannt als HSPA8Heat Shock 70
kDa Protein8), und Stressinduzierte Formen. Der ATPabhangige Reaktionszyklus von HSP70
wird durch Chaperone der HSP40(Dnadyamile und NucleotideExchange Factorsreguliert
(Kampinga und Craig, 201Q Mayer, 2010. Mitglieder der HSRFamilien sind eine Gruppe
hochkonservierter homologer Proteine, beispielsweise findet sich ein HSP70rtholog auch in

C.eleganamit der Bezeichnung HSP11QMorley und Morimoto, 2004).

Akkumulieren trotz der Aktivitat der Chaperone fehlgefaltée oder beschadigte Proteinemiissen
diese effizient abgebaut werden. Der Zelle stehen dafiir zwei verschiedene Mechanismen zur

Verfigung, dadJbiquitin-ProteasomSystem sowie die Autophagie(Abbildung 1).
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1.2.2. Das Ubiquitin -Proteasom-System

Der proteasomale Abbauist ein wichtiger Faktor, um die Qualitat intrazellularer Proteine zu
wahren und selektiv fehlgefaltete oder beschadigte Polypeptide zu degradieren. In
eukaryotischen Zellen verhindert das UPSdie Akkumulation von nicht-funktionellen und
potentiell toxischen Proteinen (Junget al, 2009h). Dies& Prozessist vor allem bei sich stark
verandernden Umweltbedingungen essentiell. Zu diesen gehéren Hitzestress oder oxidativer
Stress. Aber auchbei einer Reihe von Krankheiten wie den bekannten neurodegenerativen
Erkrankungen oder Mukoviszidose spielt de proteasomale Abbau eine grof3e Roll¢Goldberg,
2003).

Das UPS ist fur den Abbau von redundanten oder abnorman, kurzlebigen Proteinen
verantwortlich (Kipreos und Pagano, 2000. Der Proteinabbau durch UPSerlauft mehrstufig

und findet in Gegenwart von Ubiquitin, drei Klassen von Enzymen undem Proteasom statt.
Anfangs wird das abzubauendeProteinsubstrat mit Ubiquitin markiert (Klionsky und Emr,
2000). Dies erfolgt tUber die krz aufeinander folgenden katalytischen Funktionen von drei

Enzymen,bezeichnet als E1, E2 und E3. Diést notwendig, um die richtige Polyubiquitinierung
des Substratszu gewahrleisten(Martin et al, 2005). Letztlich wird das ubiquitinierte Protein im

Proteasom abgebautDas Poteasom ist ein proteolytischer Komplex, der sowohim Zellkern als
auch im Zytosol vorhanden ist. Es besteht aus einenmohlen zylindrischen Multienzymkern
(20S-Einheit), der fur den Abbau der Verbindungenverantwortlich ist und zwei zusatzlichen

regulatorischen Einheiten, den19SCaps die beidedie gleiche Struktur aus drei Untereinheiten
haben und sich an den gegenibeibgenden Enden der 20&inheit befinden (Handley et al,
2013; Dereticet al, 2013).

Neben dem proteasomalen Abbau existiert in der Zelle noch der lysosomale Abbau mittels
Autophagie. Der autophagosomale Abbauist ein ubiquitarer Prozess zum Recycling
fehlgefalteter Polypeptide, langlebiger Proteine, Makromolekilen und beschéadigte oder alter

Organellen(Klionsky et al, 2007).

1.2.3. Autophagie z ein Uberblick

Der Abbau mittels Autophagie ist 8@ hochkonservierter eukaryotischer Degradationsprozess
bei dem Teile des Zytosols oder Organellen iDoppelmembrarvesikeln (Autophagosomen)
abgesondert werden, die dann mit degradativen Organellen (Lysosa@n) fur den Abbau und das
Recycling der resultierenden Makromolekllen verschmelzefAbbildung 2; Yangund Klionsky,
2009). Dieser Pfad kann durch viele Umwelteinfliisse stimuliert werden, darunter Nahrungs
oder Wachstumsfaktorenmangel, Hypoxie, reaktive Sauerstoffspezies, DiS$&haden,
4
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Proteinaggregation, geschadigte Organellen, oder intrazelluldare Pathoger&imulusabhangige
und basale Signaltransduktionswege muissen aktiviert werden um die verschiedenen Phasias

autophagosomalen Abbauszu koordinieren. Autophagie wird neben anderen ellularen

Stressantworten stimuliert und ist eine zentrale Komponente der integrierten Stressantwort
(Kroemer et al, 2010).

Iysosome

degradative

autophagosome
immature phag

isolation membranes/ autophagosome
preautophagosomal structures
Inductlon Expansion Closure Fusuon Degradatlon
ULK1 Alg16L complex LC3 Rab7
PI3K-complex | LC3 Vii1b
mAtg9

Abbildung 2: Schemades Autophagiewegesin Saugerzelleram Beispiel der

Makroautophagie(Longatti und Tooze, 2009.
Die Autophagie wurde das erste Mal in den 1960er Jahren beschriebéDe Duveund Wattiaux,
1966) und der spezifische Abbau mittels Autophagie wurddast zehn Jahre spater entdeckt
(Bolender und Weibel, 1973. Diesubstratspezifische Autophagie baut nur elektiv ein Substrat
ab und wird dann benannt nach ihrer abzubauenden ZellkomponenteZum Beispielbeschreibt
Xenophagie den Abbau von Bakterien und Viren,gfrephadge baut aggregierte Poteine ab
Pexophagieentfernt Peroxisomen, und Mtophagie Mitochondrien (Johanserund Lamark, 2017,
Kristensen et al, 2008, CuanalaeContreraset al, 2013). Spater folgte die erste morphologische
Beschreibung von Autophagie irS.cerevisiag(Takeshigeet al, 1992), und bis heute wurden die
Vorgéange des autophagosomalen Abbaus am besten und sehr detailliert in der Hefe aufgeklart
(Stromhaug und Klionsky, 2001). In einem Hochdurchsatzanalys bei dem nach
Autophagiemutanten gesucht wurde, wurden die ersten ATGs (fophagy-Related @ne$
entdeckt und bis heute sind Uber 30 essentielle Autophagiroteine beschrieben worden
(Tsukadaund Ohsumi, 1993 Klionsky et al, 2003). Der Prozess der AutophagosomeBildung
wird in Hefe und Saugerzellen durch hoclkonservierte Proteine vermittelt und somit ist dieser
Vorgang bei beiden gleichartig. Die meisten der involvierten Proteine wurden als erstes in
S.cerevisiaeentdeckt (Longatti und Tooze, 2009. Die ersten der hochkonservierten ATGs, die im
Saugrsystem nachgewiesen werden konnten, waren ATG5 und ATGZI2lers et al, 2012
Mizushimaet al, 1998).
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Abbildung 3: Eine schematischéDarstellung der autophagosomalen Abbauwege mit den

lysosomalen /vakuolaren Systema: das Modellzeigt Aspekte von Hefen und tBheren

Eukaryonten (Klionsky et al, 2007).
Wie Abbildung 3 zeigt sind alleProzessebei denen man von Autophagie sprichvergleichsweise
komplex vernetzt und oft nur schwer vollstandig voneinander zu trennen. Man urterscheidet
allgemeindie Chaperonvermittelte Autophagie, die Mikroautophagie und die Makroautophagie
Mikroautophagie ist ein Prozess, in dem Lysosomen direkTeile des Zytoplasma fiir den Abbau
aufnehmen. Bei derChaperonvermittelte n Autophagie erkennen zytoplasmatische Chaperon
Proteine losliche Proteine mit einer bestimmten AminosaureSequenzund transportieren diese
zu den Lysosomen. Makroautophagie ist ein Prozess, in dem @mcht-selektive Aufnahme von
zytoplasmatischem Material erfolgt, einschlie3lich Organellen, das abgebaut weden soll
(Klionsky et al, 2007). Dabeiwerden die Zellkomponenten mit einer Membran umschlossen, die
anschlieRend als Vesikel mit den Lysosomen fusioniert um die Bestandteile zu degradieren
(Girard und McPherson, 2008 Vilarino-Guell et al, 2014). Zu den bisher beschriebenen
Autophagiesubstraten gehoren Proteinaggregate, Lipidtrépfchen, dysfunktionale Organellen und
eindringende Krankheitserreger (Hubbard et al, 2012). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit steht

die Makroautophagie imFokus der Untersuchungen.

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

Bedingungen bei einer niedrigen Aktivitat ab. Unter unglnstigen Bedingungen wie
6
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Nahrstoffmangel, wird sie hochreguliert, wodurch die Zelle wigerhin mit Nahrstoffen versorgt
wird um die grundlegenden Zellaktivitaiten aufrecht zu erhalten (Details siehel.2.3.7).

Autophagie ist dann ein effektiver intrazelularer RecyclingMechanismus.

1.2.3.1. Makroautophagie

Die Makroautophagie im Folgenden nun als Autophagie bezeichnet, unterteilt sich in vier
Phasen: die Imluktion, die Nukleation, die Elongation und die DegradatiofLongatti und Tooze,
2009). Abbildung 4 zeigt die verschiedenen Phasen und deren Regulatiomit beteiligten

Proteinenim Detail.
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Abbildung 4: lllustration der Regulationswegesowie denHauptphasen des
makroautophagischen Ablaus (Quelle:Cell signaling 2014/ Details siehe Tex).

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

Target of Rapamycih inhibiert bei normaler N&hrstoffversorgung aktiv die Autophagie(Noda

v
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und Ohsumi, 1998, kann aber durch AMPK (AMRktivierende Proteinkinase) inhibiert werden,
die ein Sensor flur den Energiegehalt der Zelle i§Gwinn et al, 2008). mTOR deaktiviert sellst
den ULKKomplex, der aus ULK1, ULK2UNG51-like kinasg, mATG13 Mammalian ATG18
FIP200 (Focal Adhesion Kinase Family Interacting Protein of 200R@d ATG101 gebildet wird
indem es diesen Komplex phosphoryliert. Wird die Autophagie durch N&hrstoffamgel angeregt
und mTOR deaktiviert, sind ULK1/2 aktiv und konnen ihrerseits mATG13 und FIP200

phosphorylieren und die Initiation einleiten (Junget al, 20093).

Auf die Induktion folgt die Autophagieinitiation, ein komplexer Prozess, der in der Bildung von
Autophagosomen resultiert (Funderburk et al, 2010; Itakura et al, 2008). Zunéchst wird eine
Isolationsmembran gebildet deren Herkunft im Sauger noch umstritten ist. Als Donor der
DoppelschichtMembran kommen Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrium,
Plasmamembranund andere Zellkompartimente in Fragg(Hamasakiet al, 2013, Ravikumar et
al., 2010g Ravikumar et al,, 2010b).

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

Abbildung 5: Zwei Ubiquitin-ahnliche Konjugationssysteme sindiir die Autophagie
erforderlich: A.Im Ubiquitin-Systemunterteilt sich die Ubiquitinierung in drei Schritte:
Zuerst aktiviert Enzym E1die Ubiquitin -Konjugation und vermittelt das aufgenommene
Ubiquitin katalytisch an Enzym E2 Schlief3lichwird Ubiquiti n mittels E3-Ligase auf ein
Substratprotein tUbertragen. Die Entfernung des Ubiquitin wird durchein
deubiquitinierendes Enzym (DUB) katalysiert. B. Das ATG12und das IC3
Konjugationssystem weiserfunktionelle Ahnlichkeit mit dem Ubiquitin -Systemauf.
Beide Systeme verwenden eire1-8hnliches Enzym (ATG7) in der ersten
Aktivierungsstufe. Darachwerden die E2-&hnlichen Enzym-Konjugategebildetindem
ATG12 aufATG10bzw. LG auf ATG3lbertragen wird. Letztlich wird ATG12 an ATG5
abgegeben, das in einem Komplex mit AT6L die E3-Ubiquitin -LigaseRolle Gbernimmt
und den Austausch eines RESchwanzegqPhospatidylethanolamin) gegen ATG3
katalysiert. ATG4entfernt (entsprechendDUB) das LC3 vom PEShaidet al, 2013).
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Die Isolationsmembran wird zum reifen Autophagosom vergroRRert, woranzwei Ubiquitin-
ahnliche Konjugationssystene, ATG12 und ATG8/LC3Konjugatonssystem, beteiligt sind
(Abbildung 5; Gengund Klionsky, 2008). ATG12 wird durch ATG7, einem EEnzym, aktiviert
und auf ATG10, einem EEnzym Ubertragen und letztendlich an ATG5 gebundegTanidaet al,
1999; Tanidaet al, 2001). Der ATG12ATG5Komplex verbindet sich mit ATG16L und kann nun
die Expansion der Isolationsmembran vorantreiben (Mizushima et al, 2003, Mizushima und
Yoshimori, 2007). Im zweiten Ubiquitin-ahnlichen Konjugationssystem sind Proteine der ATG8
Familie die SchlusselproteineMicrotubule-associatedProteins 1A/1B Lght Chain 3B(MAP1LC3B
oder LC3) wurde als erstes Mitglied dieser Familie entdeckKabeyaet al,, 2000). Alle Mtglieder
sind essentiell fir die Autophagie und haben die gleiche Struktur. Sie bestehen aus zwei
] -Helices am Nterminalen Ende und einem Ubiquitirdhnlichen Kern (Kabeyaet al, 2004;
Weidberg et al, 2010). Neben LC3 gehoren zu dieser Proteingruppe GABARABafnma
Aminobutyric Acid Recepteassociated Proteihund GATE16 Golgiassociated ATPasenhancer
of 16 kDa (Weidberg et al, 2010). Mitglieder der ATG8Proteinfamilie wie LC3 werden als
Vorlauferproteine synthetisiert und durch die Cysteinprotease ATG4B am-@&rminalen Ende
geschnitten (Hemelaaret al, 2003, Tanida et al, 2004). Diese unlipidierte Form (ATG8) wird
mit einem Phosgatidylethanolamin (PE) konjugiert und somit zu ATGS8Il. Dabei wird ATG8
zunachst durchATG7 (EXEnzym) aktiviert und auf ATG3 (E2Enzym) Ubertragen. Durch ATG5
ATG12ATG16L (E3Enzym) wird ATG3 durch den PESchwanz ausgetauschtind es entsteht
lipidiertes ATGS8Il (Kabeya et al, 2000, Tanida et al, 2004). Die Mitglieder der ATGS
Proteinfamilie sind wahrend des ganzen Prozesses miautophagosomalen Membranen
assoziiert, sinddort fur die Elongation und Reifung von Autophagosomen essentialind sind

letztlich Bestandteildes reifen Autophagasoms(Weidberget al, 2010).

Fur die anschlieRendeDegradation werden die Autophagosomen entlang der Mikrotubuli zu den
Lysosomentransportiert, wo sie mit diesen fusionieren(Kimura et al, 2008). Fur diese Fusion
werden weitere Proteine, wie z. B. ESCREfjdosomal Sorting Complex Required for Transport
SNARESs $oluble Nethylmaleimidesensitive FactoAttachment Receptorund RAB7 Ras related
in Brain) (Atlashkin et al, 2003; Filimonenko et al, 2007, Jageret al., 2004) bendtigt. Das Protein
UVRAG UV Radiation Resistaneassociated Geneist an der Reifung und der Fusion der
Autophagosomen mit den Lysosomen beteiligt. UVRAG aktiviert Proteine der Klass¥RS das
sind membranstandige Proteine spezifisch fur Vakuolenund interagiert mit RAB7, wodurch
diesesaktiviert wird . Die Aktivierung von RAB7 fuhrt zur Fusion des Autophagosoms mit dem
Lysosom, wodurch Autolysosomen entstehelfLiang et al, 2008). Im Anschluss an die Fusion
werden im Autolysosom die zytoplasmatischen Bestandteile, die dort eingeschlossen sind, durch

lysosomale Hydrolasen abgebaut.
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Der Abbau von Autophagiesubstraten wie Proteinen, Proteinaggregata, Organellen und
Bakterien mittels Autophagie kanndurch Adapterproteine (Cargorezeptoren)selektiv verlaufen
(Boyle und Randow, 2013 Johansen und Lamark, 2011). Dabei sind Cargorezeptoren
entscheidend, die mit LC3 interagieren und Uber die spezifischen Bindung vormarkierten
Proteine oder Organellen die Einschleusung dieser Substrate in die Autophagie vermitteln
(Johansenund Lamark, 2011; Shvetset al, 2008). Bisher wurden folgende Cargorezeptoren
beschrieben Sequestosomé (p62/SQSTM1 oder p62),NBR1 (Neighbour of BRCA Gene, 1
NDP52 (Nuclear Dot Protein 52 kDa CALCOCO2C@alciumBinding and CoiledCoil Domain
Containing Protein 2 und Optineurin. p62/ SQSTM1beispielsweise besitzteine UBADomane

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

Als Bestandteil des Proteostas®etzwerks hat die Autophagieweitreichende Effekte. Siespielt
eine zertrale Rolle im Zellstoffwechsel, da sie das Recycling von metabolischen
Vorlaufermolekiilen aus dem Abbau von komplexen Molekilersteuert (Ryter et al, 2014).
Daruber hinauskann sie viele verschiedene Funktionen in der zellularerHomdostaseaustiben,
darunter die Regulation der OrganellenHomdostase, de programmierten Zelltods, von
Entziindungen, sowievon angelorener und erworbener Immunitat (Boyaet al, 2013; Deretic et
al., 2013). Sie kanndas Immunsystem nicht nur regulieren sondern sogaals Teil diesesgelten,
da sie zur Abwehr von Pathogenen wie Bakterien und Viren beitragBoyle und Randow, 2013
Kageyamaet al, 2011). Dieser Abbauweg hataber auch eine funktionelle Rolle in der
Adipozyten- und Skelettmuskeldifferenzierung, der Regulation der Nahrungsaufnahmegdem
Abbau und Lagerung von Lipidtrépfchen undder physiologischen Reaktionenauf kdrperliches
Training (Ryter et al, 2014). Erhohte Autophagie unterdriickt die Nekrose in einer Zelle und
erhdht deren Lebenserwartung (Eisenkerg et al, 2009, Samaraet al, 2008). Gestorte oder
dysfunktionale Autophagie kann pathdogische Folgenbei Stoffwectselstérungen wie Diabetes,
GlykogenSpeicherErkrankungen und Myopathien haben und wird dariber hinaus in
Verbindung gebrachtmit Insulinresistenz und Fettleibigkeit (Christian et al, 2013; Ouyanget al,
2014; Wanget al, 2013, Choiet al, 2014). Diese Funktionen und Effekte der Autophagie sind

nur einige Beispiele und zeigemnvie essentiell dieser Abbauweg ist.

Dartber hinaus ist der lysosomale Abbau mittels Autophagie eng mit dem intrazellularen
Vesikeltransport vernetzt. Beispielsweise koordiniert das Beclindinteragierende Protein
ATG14L endozytotische Ablaufe indem es mit dem SNARBEBsoziierten Protein Snapin
interagiert (Kim et al, 2012). Dieser Vesikeltransport steht unter anderem unter der Kontrolle
von RAB GTPasen und ihren regulatorischen Proteinefstenmark und Olkkonen, 2001) Wie
schon erwéahnt fuihrt beispielsweise die Aktivierung von RAB7 zur Fusion des Autophagosoms

mit dem Lysosom(Lianget al, 2008).
10
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1.3.Grundlegende Funktionen von RABI Pasen

Der Membran- und Vesikeltransport, bei dem dieAutophagie auch eine Rolle spieltsteht wie
schon zuvor erwahnt,unter der Kontrolle von RABGTPasen(Stenmark und Olkkonen, 2007)).
Diese gehdren wie RSund RHOSGTPasenzur Gruppe cr kleinen GTPasen $mall GTPases
(Pochynyuk et al, 2007) und bisher wurden in S&ugern tber 70 verschiedene RAB GTPasen
entdeckt (Szatmari und Sass, 2013. Siesind eine groRe Familie hochkonservierter Proteine in
Séaugerzellen(Chavrier et al, 1990), dabei ist die Funktion der RABProteine das Erkennen von
Vesikeh und Organellen(Pfeffer, 2001; Zerial und McBride, 200J). Die richtige Sortierung und
Anordnung von Membrana wahrend des Vesikeltransport ist wichtig fir die Zelle und den
gesamten OrganismugDenekaet al, 2003, Grosshanset al, 2006, Hutagalung und Novick,

2011).

Y o

© % Lysosome
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% Rab11 e
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Abbildung 6: Intrazellulare Vesikeltransportwege unddie Lokalisierung von
ausgewahlten RABs: Endoplasmatischen Retikulum(ER), TransGolgiNetzwerk (TGN),
sekretorischen Vesikel (CV), sekretorischen Granul&esikel (RV), Melanosomen(M),
frihe Endosomen (EE), RecyclingEndosomen (RE)spate Endosomen(LE), (Stenmark
und Olkkonen, 200J).
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RAB GTPasen wurden das erste Mal in genetischen Analysen lber Mutanten der Protein
Sekretion entdeckt (Novick et al, 1980, Salminen und Novick, 1987) und in diesem
Zusammenhang auch gleichzeitigler zyklische Mechanismus ihrer Aktivitat beschrieben Die
Aktivierung und Inaktivierung der RAB-Proteine ist essentieller Bestandteil der Erkennung

ankommender Vesikel(Bourne, 1988).

Effector

R e

Abbildung 7: Der zyklische Verlauf der RABAktivierung und Inaktivierung: Details
siehe Text(Barr, 2013)

In Abbildung 7 ist ein einfaches Model der Aktivierung von RABGTPasen gezeigtDas
prenylierte RAB-Protein ist an das Chaperon GDIGQuanine Nucleotide Displacement Inhibitor
gebunden (Pylypenko et al,, 2006). Die Partitionierung de prenylierten Komponente zwischen
der hydrophoben Tasche des GDI under Membran-Doppelschicht erlaubt dem RABProtein
schnell und reversibel mit der Membranoberflache zu interagierenWenn die GIP-gebundene
inaktive Form des RAB-Proteins auf sein GEF Guanine Nucleotide Exchange Factdrifft, [6st
sich das GDI, das GEF bindet utalischt GDP durch GTP aygvodurch dasRAB-Protein aktiviert
wird. Das GTRyebundeneaktive RABProtein kann nun spezifisch an seine Effektoren binden
und seine bblogische Aufgabe erflillenDie Bindung des ®I ist in diesem distand nicht méglich
und das RABProtein kann an der Membran akkumulieen. Trifft das GTPgebundene RAB
Protein auf sein GAP GTPase Activating Prote)nhydrolisiert dieses das GTP zu GDIhd einem

freien Phosphat und in&tiviert dadurch das RABwieder, somit ist der Kreislauf geschlossen.

Die RAB GTPaseFamilie kann neben ihrer Aufgabe als hochkonservierte Bestandteil der
Vesikeltransportwege (Stenmark, 2009 auch noch andere Aufgaben erflllen wiez.B.
lonenkanalregulation (Pochynyuk et al, 2007). Auch muss ein RB nicht nur eine Funktion

erfullen. So kénnen RB5 und RAB1O einerseits in der Endozytose und dem Recycling wirken,

12
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andererseits neuronale Funktionen wie Vesikelausschittung von Hormoneuand trophischen

Faktoren ubernehmen (Sasidharanet al, 2012).

Aufgrund ihrer groRen Bedeutung fir den intrazellularen Vesikeltransport ist es nicht
Uberraschend, dass RAB Proteine auch die Autophagie untditzen (ltoh et al, 2008; Lipatova
et al, 2012, Longatti et al, 2012, Popovicet al, 2012). Eswurden beispielsweiseVerbindungen
zwischen ATGProteinen und RAB GTPaserbeschrieben(Fukudaund Itoh, 2008). Dabeikonnte
gezeigt werden dass ATG16L als Effektor von RB33 wirken kann. Weitere Mitglieder der RAB-
Familie und verwander kleiner GTPasen, die ader Autophagie beteiligtsind, sind RAB9 bei der
ATG5/ATG *unabhangigen Autophagosomehildung, RABlund RAB5bei der Regulation der
TORCZAKktivitat, RAB4, RAB8, RAB11 und RAB32ikaer Autophagosomenbildung und-reifung
oder RAB7 undRAB24 (Chuaet al, 2011; Szatmariund Sass, 201X.

Darlber hinaus wurden verschiedene TBC(TREBUB2CDC16)Doméanenhaltige RABGAPs mit
Autophagie assoziiert(Carroll et al, 2013; Itoh et al, 2008, Longatti et al,, 2012, Popovicet al,
2012). RAB GTPaseaktivierende Proteine enthalten diese hoch konservierten BGDoméane um
die Aktivitat der RAB GTPaseliber einen Dual-Finger-Mechanismuszu regulieren, dennzwei
katalytischen Reste in transFormation spielen eine entscheidenden Rollegin Arginin-Finger,
der analog zun katalytischen Zentrum von GARProteinen der Ras / Rho-Familie ist und ein
Glutamin-Finger, der ebenfalls interagiert. Durch diesen DuaFinger-Mechanismusder TBG
Doméane beschleunigen RAB GAPs die GTRHydrolyse und dabei scheint der exponierte
Argininrest ein kritischer Faktor fur diese katalytische Aktivitdt in vitro und in vivo zu sein(Pan
et al, 2006). TBGDomanen sind vermutlich charakteristisch fir RABGAB, die mit mehr als
einem RAB-Protein interagieren kdnnen und somit verschiedene Stoffwechselwege

koordinieren (Frasaet al, 2012).

In einer Protein-Protein-Interaktionsstudie wurden 14 dieser TBGDomaneenthaltenden RAB
GAPs als direkte Interaktionspartner von ATG8/odifikatoren identifiziert. Diese kdokalisierten
ebenfdls mit LC3positiven Autophagosomen TBC1D5, eines der in dieser Analyse
identifizierten RABGAPS, enthik sogar zwei LIRMotive. Unter basalen Bedingungen ist dieses
Protein an Endosomen lokalisiert Wahrend induzierter Autophagie wurde TBC1D5icht mehr
endosomal lokalisiert, sondern an LC3positiven Autophago®men. Vermutlich ist dieses
RABGAPunter basalen Bedingungen anendozytischenMembrantransport beteiligt, wahrend es
bei induziertem N&hrstoffmangel Teil der Autophagie-Maschinerie wird (Popovic et al, 2012).

Dies verdeutlicht den koordinativen Charakter einiger RABGAPS.

13
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1.3.1. RAB3 und RAB3GAP

Die RAB GTPaseRAB3 ist unter anderem in neuronalem Gewebe zu findewm dort fur die
korrekte Funktion der Prasynapsen zu sorgerfStar et al, 2005 und spielt eine Rolle bei der
Ca*-abhangigen Exozytos€Oishiet al, 1998). RAB3 hat mindestensvier Isoformen RAB3A, B, C
und D, die ubiquitar zu finden sind RAB3A ist das haufigste RB-Protein im Gehirn und prasent
in allen Synapsen. Durch die Bindung seines EffektordNRspielt es eine kritische Rolle bei der
Freisetzung von NeurotransmitterVesikeln (Li und Chin, 2003. RAB3A, B und C werden auch in
endokrinem Gewebe exprimiert und RB3B wird in hohen Spiegeln in der Hypophysegebildet,
wo es fur die @®@nadotropin-Ausschittung mitverantwortlich ist (Tasaka et al, 1998). Die

RAB3A-Aktivitat wird mit dem anterograden APPTransport assoziiert(Szodoraiet al, 2009).

RAB3GEFund RAB3GAP sind im Zusammenspiel mit Rabconnectn fir die korrekte
Aktivierung und Inaktivierung von RAB3 zustandig (Kawabeet al, 2003). RAB3GEF stimuliert
die Umwandlung der GP-gebundenen inaktiven Form zur GTRebundenen aktiven Form,
wahrend RAB3GARdie reverse Reaktion unterstitzt(Oishi et al, 1998). Das aste Mal wurde
RAB3GAP in den 90er Jahren charakterisieffFukui et al, 1997, Naganoet al, 1998). Die in
diesem Protein enthaltene RAB3GABiIndedomane beinhaltet die Switch FRegion fir die
Bindung zu RAB3 und Ubersdineidet sich mit der RabphilinBinde-Domane (Clabecqget al,
2000). RAB3GAP wurde lgher funktionell mit der RAB GTPase RB3 beschrieben was zur
Namensgebung dieses GAPs fuhr{&akaneet al, 2006) und ist zusténdig fur die synaptische
Homoostase bei der VesikelfreisetzungMuller et al, 2011). RAB3GAP kontrolliert diedieseund
ist mechanistisch zu einem spaten Zeitpnkt der Vesikelausschittung wirksam(Muller et al,
2011). Darlber hinaus ist RAB3GAP bisher dasinzig bekannte RABGAP ohne die zuvor

beschriebene TBE@omane(Frasaet al, 2012).

In einem Mausestamm konnte durch eine homozygote Mutation in der katalytischen
Untereinheit von RAB3GAP1 dessen Funktion vollstandig ausgeschdlteerden. Obwohl die
Tiere kein intaktes RAB3GAP1 exprimierten, waren sie lebensfahig und fertil. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in den Expressionsniveaus von RAB3A oder anderen synaptischen
Proteinen beobachtet werden. Allerdings konnte gezigt werden, dass die GTH®ebundene Form
von RAB3A im Gehirn akkumuliert und, dass die @aabhangige Glutamatfreisetzung aus

zerebrokortikalen Synaptosomen in den mutierten Mausen gehemmt i¢Sakaneet al, 2006).

Bei Mutationenim Menschfiihrt die Verminderung oder der Ausfalldes RB3GARPKomplexeszu
Entwicklungsstorungen, diegekennzeichnetsind durch geistige Retardierung, Katarakte, kleinen
Kopf und Hypogonadismus. Anfangs wurde die katalytischéJntereinheit RAB3GAP1 im

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

okularen und neurologischen trophischen Faktorer{Aligianis et al., 2005).

In einer neueren Studiewurden RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in einer Untersuchung Uber die
Interaktionen innerhalb des Autophagienetzesentdeckt und dort mit der ATG8Familie
assoziiert (Behrendset al, 2010). DaRAB3GAP1/2 anVesikeltransport und Fusion beteiligt ist
und Vesikeltransport ein wichtiger Bestandteil der Autophagie lasst sich nicht ausschlief3en,

dass RAB3GAP weitere Funktionen als nur Neurotransmittekusschuttung als Aufgabe hat.

1.4.FEZ1, FEZ2 und RAB3GAP

In Yeast TweHybrid AssayStudien von humanenfotalen Gehirnen wurde eine Interaktion von

FEZ1 mit RAB3GAP entdecktOrr und Zoghbi, 2007 Assmannet al, 2006). FEZ1 gehdort zur
Fasciculation and Elongation ProteirZetaFamilie, diesewurde von Bloom und Horvitz durch

genetische Analysedes C. elegan®roteins UNG76 entdeckt. Im Wurm hat UNE76 eine

strukturelle Rolle in der Bildung und der Aufrechterhaltung axonaler Biindel und Ubertragt
Signale zur intrazellularenMaschinerie, die axonales Wachstum und Adhasion reguliert. Es iist
Zellkdrpern und Prozessea aller Nervenzellen wahrend der Entwicklung zu finden(Bloom und

Horvitz, 1997).

Das Saugerhomolog von UNTZ6 FEZ1hat viele Funktionen.Es steht zB. in Wechselwirkung mit
E4B, einer U-Box-Ubiquitin -Protein-Isopeptid-Ligase mit CGZeta, einer Proteinkinase,oder mit
DISC1, dem Agnoproteides menschlichen Polyomavirus J&/irus. Agnoproteine sind Proteine,
die nur von manchen SaugetiePolyomaviren kodiert werden. Dieses zusatzliche Protein ist ein
relativ kleines Polypeptid und Ubtmehrere Funktionen aus(Gerits und Moens, 2013. Daruber
hinaus agieren FEZ1 und seinParalog FEZ2nit NEK1, einer Proteinkinase die inpolyzystischen
Nierenerkrankung und DNAReparaturmechanismenin der G2 / M Phase des Zellzyklus beteiligt
ist (Assmannet al, 2006).

Die FEZZdefiziente Mauszeigt keine offensichtliche abnormale Gehirnarchitektur, obwohl sie
leichte Verhaltersstorungen, einschliel3lich eines Hyperlokomotionspanotyp und eine erhéhte

Reakltiionsfahigkeit auf Psychostimulanzieraufweist (Suet al, 2006).

Die homologen Proteine UNG76, FEZ1 und FEZ2hesitzen in ihrem Aufbaueine konsewierte

Coiled-Coil-Region an ihrem &erminalen Ende (Bloom und Horvitz, 1997; Fujita et al, 2004;
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Kuroda et al, 1999. CoiledCoil-Domanen koénnen untereinander oligomerisieren und
vermitteln Protein-Protein-Wechselwirkungen(Burkhard et al, 2001, Straussund Keller, 2008).
FEZ2 kann im Saugersystem durch seine sehr &hnliche Struktur die Funktionen von FEZ1
Ubernehmen und eventuelle Effektebei der Herunterregulation von FEZ1 kompensieren

(Alborghetti et al, 2011).

Dartber hinaus wirkt FEZ1 zusammen mit SCOCShort CoiledCoil Protei und UVRAGIM

komplexen Netzwerk derAutophagie.SCOC interagiert mit FEZ1 und bildet einen trimerischen
Komplex mit UVRAG. Dieser beeinflusst wiederum ULK1das Einfluss auf die
Autophagieinduktion hat, und Beclinl, das wiederum Teil dieser Induktion ist und auf die
Membrannukleation des Autophagosomsvirkt. Dadurch wirkt FEZ1 als negativer Regulator der

Autophagie (McKnightet al, 2012).
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1.5.C. elegansls Modellorganismus

Der FadenwurmC. elegasist als frei lebender Nemato@ aus der Gruppe der Rhabditiden im

Boden gemalRigter Zonenweit verbreitet. Er wurde in den 1960er Jahren von Sydney Brenner

als molekularbiologischer Modellorganismus eingefihrt, der durch diese Arbeit auf dem Gebiet
AAOATNAOEOAEAT 2ACOI AGET 1 AAO |/ OCAT AT OxEAEI OT ¢
zusammen mit H. Robert Horvitz und John E. Sulston den Nobelpreis fir Medizin und
Physiologie im Jahre 2002 erhielt (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/
laureates/2002/). C.elegansist zur Klarung biologischer Fragestellungengeeignet, da effir die

Forschungeinzigartige und vorteilhafte Eigenschaften aufweist.

Distal gonad

'\~ ~ S F
Pharynx . Q@ O TR - - - »
lntcsl:n = 3 ’ ~ Anits
o us

Proximal gonad
©WormAtlas

Abbildung 8: Anatomie vonC. elegans
(http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html)

Der Wurm ist morphologisch und genetischeinfach organisiert (Abbildung 8). Er ernahrt sich
zB. von Mikroorganismenund l&sst sichdurch seinen geringen Anspruch an seine Nahrunig
grolRer Zahl auf Agarplatten, die mit Bakterien beschickt sind, kultivieren. Laborpopulationen
bestehen unter normalen Kulturbedingungen fat ausschlielBich aus Hermaphroditen die sich
durch Selbstbefruchtung vermehr@ und jeweils etwa 300 Nachkommen erzeugenDies
ermdglicht die Generierungklonaler Populationen. Der Wurm zeichnet sichweiterhin durch
Eutelie aus: Das Entwicklungsschicksabler einzelnen Zellen ist zu Beginn der Furchung
festgelegt (Mosaikentwicklung). Ein Hermaphrodit weist 959 somatische Zellen auf, wovon
insgesamt 302 das Nervensystemausbilden (Hodgkin, 1988. Durch das Phanomen der
Zellkonstanz ist das Schicksal jeder Zelle von ihrer Entstehung bis zu ihrer Position im adute
Wurm zeitlich und réumlich festgelegt, sdass sich definierte Zellgruppen leicht analysieren
17
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lassen (Sulston und Horvitz, 1977). Erleichtert wird dies zusatzlich durch die Transparenz der

Wirmer und ihre Grof3e von etwa 1 mm.

C. elegansentwickelt sich in einer Generationszeit von drei Tagen (bei 20°C) aus einer
befruchteten Eizelle (ber vier unterschiedliche Larvabtadien (L1-L4) zu einem adulten Wurm
(Sulstonund Horvitz, 1977). Unter unglinstigen Lebensbedingungen wie Nahrungsmangel kann
der Entwicklungszyklus im L2Stadium unterbrochen werden und es entstehersogenannte
Dauerlarven (Hu, 2007). Diese sind durch eine extrem verdickt&utik ula und einen reduzierten
Stoffwechsel in der Lage bis zu mehreren Monatemnter unginstigen Bedingungen zu

uberleben.
Adult (1110-1150 pm)
(capable of egg laying)
8 hr/ g __________________ i ; S ..
Young adult laid at Gastrul
(900—9940 um) Fest clae age( 0 m appsro?(‘ mzlely 30- cell]

4/adult molt «eee.. Comma
10h/ ole! e\
1.5-fold
' [N D
Y

/\ L4 (620-650 pm)

‘ \10“”0““]5

Dauer (400 pm)

L3 (490-510 pm) 13 hr

\  ——— / Predauer (L2d) arrest if no food
\ )

crowding ‘ /
starvation L1 (250 pum) *
N -

high temp

i 12 hr
L1/L2 molt IntroFigé

Abbildung 9: Lebenszyklus vonC. elegans
(http://www.wormatlas.org/verl/ handbook/fig.s/IntroFIG6.jpg) .

Ein breites Spektrum molekularbiologischer Methoden ermdéglicht die genetische Manipulation

von C. elegansDie USamerikanischen Biologen Andrew Z. Fireund Craig C. Mellcerhielten

ihren Nobelpreis im Jahre 2006ebenfalls fur ihre Arbeiten an C. elegansAndrew Z. Firewar

Schiler von Sydney BrennerSiewurden mit dem Nobelpreis fur Medizin fir die Erforschung

von RNA) T OAOZAOAT Uh AEIT 6 AOEAEOAT fausOIAE@ T @RI O OEMAEC

ausgezeichnet [ttp://www.nobelprize.org/nobel_prizes/ medicine/laureates/2006/ ).

Die RNAInterferenz (RNAI) ist ein natirlicher Mechanismusvon Eukaryoten um zielgerichtet

Gene stummzuschalter{Abbildung 10). RNAi beruht auf einer Wechselwirkung kurzer Stucke
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von RNAmit der mRNA unter Beteligung mehrerer Enzymkomplexe Als Folge wird die mRNA
in mehrere Bruchsticke gespalten unddadurch die genetische Information stummgeschaltet
(Ahringer, 2006). C. eleganswutzt RNAFWege umkodierende Gene, Pseudogene, Transposons,
und andere nichtkodierenden RNAszu beeinflussen.Neben mehreren hundert microRNAs
produziert der Wurm Tausende von anderen kleinen RNAs, die durch die Bildung vaisRNA
zum Silencing also zur StummSchaltung dieserhomologen Gene fihrt(Billi et al, 2014). Dies
kann man sich zu nutze machen um Kkinstlich Gene im Wurm stummzuschalteDazu
exprimieren RNAiBakterien eine dsRNA mit einer bestimmten Sequenz. Durch Ftterung dieser
Bakterien kdnnen spezifisch Gene mit der homologen Sequenz herunterreguliert werden
(Kamathet al, 2001).

dsRM A

&) SIRMNA Urwdnding
(RISC activation

TR L8

Target recogenition
Target

4
!' Cleavage
'wmwuvwwce

@D‘mﬁm degradation

ne Protein expression

Abbildung 10: RNAInterferenz (RNAI) ist ein komplexer molekularbiologischer
Mechanismus, bei dem Gene stillgelegt werdeGéne Silencing Doppelstrangige RNA
(dsRNA), die entweder kiinstlich in die Zelle eingebracht wird oder aus einem viralen
Angriff stammt, wird von dem EnzymkomplexDicerin kurze RNAStucke (SiRNA)

zerlegt. Ein weiteres Enzym nimmt dann einen Strang der siRNA auf und bitaen Risc
Komplex (RNAkinduced silencing complgxDieser bindet an den komplementéaren
Abschnitt der mRNA und trennt diese auf. Anschlieend wird die RNA an dem
komplementaren Abschnittvom RiscKomplex zerschnitten Die zerschnittene mRNA ist
sehr ingtabil und wird rasch abgebaut, die Expression eines spezifischen Gens ist damit
unterbunden (Takeshitaet al, 2007).

19



EINLEITUNG 1.

C. elegansbietet neben dieser Methode noch viele andere Mdglichkeiten als Modellorganismus in
der Naturwissenschaft genutzt zu werden. Zum Bspiel lassen sich transgene Hermaphroditen
Uber Mikroinjektion von DNA generieren oder Genetiiber chemische Mutagenes®eeinflussen
(Fire, 1986; Fire et al, 1998). Der dritte mit C. eleganserbundene Nobelpreis wurde im Jahre
2008 vergeben, alsder USamerikanische Biologe Martin Chalfie zusammen mit Osamu
Shimomura und Roger Y. Tsien den Nobelpreis fur Chemie fur die Einflhrung des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) in die biomedizinische Grundlagenforschung erhielt. Die
Arbeiten von Martin Chalfie wurden ebenfallsan C.elegansdurchgefiihrt. Auch Chalfie war 1977
zu dem Team um Sydney Brenner an derUniversitit Cambridge gestoRen
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/  laureates/2008/). C. elegansvar dartber
hinaus der erste Modelbrganismus dessen Genom 1998 vollstandig sequenziert wurde
(Consortium, 1998.
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1.6.Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es in einer RNAkvermittelten ProteostaseAnalyse von
Chromosoml in C. elegan$senezu finden, die potenzielle Modilatoren der Proteinhomdostase
sind, und diese nder zu untersuchen. Hierfir wurden mithilfe von RNA-Interferenz Gene in

einem Luc::GFFReporterwurm herunterreguliert .

Potenzielle Modulatoren, die als interessante Kandidaten in deRNAFvermittelte Proteostase
Analyseaufgefallen sind, wurdenin verschiedenen Wurmsystemen auf weitere Effektbeztiglich
der Proteostaseuntersucht. Letztlich sollte die Auswahl der Kandidatenauf eine kleine Zahl
beschréankt und deren genauer Mechanismus innerhalb der Modifikation der Proteinstabilitat
charakterisiert werden. Zu diesenExperimenten gehorten Versuchebei denen die Aggregation
von PolyQ35:YFP im AM146System, der Paralysd’hanayp und die Veranderung ThioflavinS
CAEROAOAO ! ¢CCOACAOAwWwWuUNsiamm ynd die Effdkte &uf diemAmtpphagie

mittels eines GFRPLGG1Konstrukt analysiert wurden.

Das Augenmerk lag darin, die im Nematodensystem gefundenen Proteine im Anschluss an ihre

Charakterisierung in C.elegansin das Saugersystem zu Uberfihrerund dort molekular und

funktionell zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Liste dler in dieser Arbeit verwendetenGerate (soweit nicht anders

angegeben)

C. elegansKultivierung

Axiovert FluoreszenzMikroskop

Zeiss(Gottingen)

Inkubatoren

Thermo (Dreieich)

Life ScienceMikroskop Olympus 1X81

Olympus (Hamburg)

Modular Stereo Microscope for Fluorescent

Imaging Leica MZ10 F

Leica Microsystem (Wetzlar)

Stereomikroskop Sz61

Olympus (Hamburg)

Zellbiologie

AbsaugSystemVacuSafe

Integra (Fernwald)

Amaxa Nucleofector Maschine

Lonza (Wuppertal)

Inkubatoren

Binder (Tuttlingen)

Sterilbanke

Heraeus (Hanau)

Zentrifuge: Multifuge 3 SR

Heraeus (Hanau)

Proteinbiochemie

Brutschréanke

Binder (Tuttlingen)

Heizblock Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg)

Mikrotitterplattenlesegerat Multiscan RC

Thermo Labsystem (Ulm)

Mini protean Il Western Blotting system

BioRad (Miinchen)

Netzteil Powerpac 300

BioRad (Munchen)

Sonifikator Micro Ultrasonic Cell Disrupter

Fisher (Schwerte)

LaserscanningMikroskop LSM 710

Zeiss (Gottingen)

LAS3000 Intelligent Dark Box

Fuji (Dusseldorf)

XCell Sure Lock Western Blotting System (NuPage

Invitrogen (Karlsruhe)

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge Mikro 200R

Hettich, Tuttlingen

22




MATERIAL UNDMETHODEN 2.

Molekularbiologie

iQ ReaiTime-PCRThermozykler BioRad (Miinchen)
PCR DNA Thermozykler Biometra (Gottingen)
Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophores8ystem BioRad (Miinchen)
Zentrifuge Universal 32 R Hettich (Tuttlingen)
Allgemeines

Dampfsterilisator VarioClav H+P (Oberschlei3heim)
Kihlschranke 4 °C Liebherr (Kirchdorf)
Mikrowellenofen Progress(Nurnberg)
pH-Meter C6825 Schdt (Mainz)
Spektrophotometer Beckmann(Muinchen)
Zentrifuge Universal 32 R Hettich (Tuttlingen)

2.1.2. Chemikalien und Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Kits wurden, soweit nicht ander@ngegeben,
von den FirmenAbcam (Cambridge UK),Addgene(Cambridge, MA USA)Agilent Technologies
(Santa ClaraCA USA),BD BioscienceqSan Jose, CA, USAiozym Scientific GmbH Hessisch
Oldendorf, Deutschland),Carl Roth GmbH + Co. KGKarlsruhe, Deutschland),Cell signaling
Technology (Boston, MA, USAPDianova GmbH (Hamburg, Deutschlandknzo Life Scienes
GmbH (Lorrach, Deutschland),Greiner BioOne GnbH (Frickenhausen Deutschland), A.
Hartenstein Gesellschaft fur Labor und Medizintechnik mbH (Wilrzburg / Versbach,
Deutschland), Jackson ImmunoResearch Laboratoriesinc. (West Grove, PA, USA), Jena
Bioscience GmbH (Jena, Deutschland)C Laboratories(Woburn, MA, USA),Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland), LSBio (Seattle, WA USA),MachereyNagel GmbH & Co. KG
(Daren, Deutschland), MBL International Corporation (Woburn, MA USA), Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) Merck Millipore (Billerica, MA, USA) New England Biolabs (Ipswich,
MA, USA), neoab (Heidelberg, Deutschland),Novus Biologicals(Littleton, CQ USA),PROGEN
Biotechnik GmbH (Heidelberg, Deutschland), Promega Corporation ProteinTech Group
(Madison, W, USA),Roche (Basel, Schweiz)Santa CruzBiotechnology, Inc. (DallasTX, USA),
Sarstedt AG & Co (Numbrecht, Deutschland), SigmaAldrich Corporation (St. Louis, MOUSA),
Starlab GmbH (Hamburg, Deutschland)Thermo Fisher Scientific (Waltham, MAUSA) undvWR
International (Arlington Heights, IL, USAbezogen
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Tabelle 2: Verwendete Kits

Verwendung

Name

Firma

RNAIsolation

Absolutely RNANanoprep Kit

Agilent Technologies
(Santa ClaraCA USA)

ReverseTranskription

Omniscript RT Kit

Invitrogen / Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland)

PolymeraseKettenreaktion

Omniscript RT Kit

Qiagen Hilden, Deutschland)

Ligation Rapid Ligation Kit Roche(Basel, Schwei}
DNA, RNA und Protein Nucleo Spin Gel and PCR MachereyNagel (Diren,
Aufreinigung Cleanup Deutschland

Plasmid-Préparation

Roti®-Prep Plasmid

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Quantitative Real Time PCR

Sensi Mix SYBR & Fluorescent Ki

Bioline (Luckenwalde,
Deutschland)

2.1.3. Puffer und Lésungen

Tabelle 3: Bakterienndhrmedien

LB-Medium Trypton 1 % (w/v)
. . . Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
(Luria -Bertani medium ) NaCl 0.5 % (Wiv)
in bidest-H20, pH 7.0 mit NaOH
LB-Agarplatten LB-Medium
Bacto-Agar 0,5 % (w/v)
Antibiotika Ampicillin 100 pg/ml
Endkonzentrationen Chloramp_hemcol 25 pg/mi
Kanamycin 50 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Tetracyclin 12,5 pg/ml
SOCGMedium Bacto-Trypton 2%
0,
(Super Optimal broth with Hefeextrakt 0.5 %
Catabolite repression) NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCI2 10 mM
MgSO4 10 mM
Glucose 20 mM
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Tabelle 4: Puffer und Lésungen zur Benutzung in de€aenorhabditis elegans

Kultivierung
10x M9-Ldsung NaHPQ, Anhydrat 609
KH.PQ,, Anhydrat 3049
NacCl 59
NH4CI 10g
dH,O ad 1000 ml
NGM-Platten NaCl 0,3% (w/v)
. Bacto-Pepton 0,25% (w/v)
(nematode growth medium ) Bacto-Agar 1.6% (Wiv)
PPB (pH 6,0) 25 mM
CaC} 1 mM
MgSQ 1mM
Uracil 200 pg/ml
Cholesterol 500 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml
RNAi-Platten NaCl 0,3% (w/v)
Bacto-Pepton 0,25% (w/v)
Bacto-Agar 1.6% (w/v)
PPB (pH 6,0) 25 mM
CaC} 1 mM
MgSQ 1mM
Uracil 200 pg/ml
Cholesterol 500 pg/ml
Ampicillin 100 pg/ml
)y Ol pOoiDRAUI |
thiogalactopyranoside (IPTG) 1uM
2x Einfrierlosung NaCl 100 mM
PPB (pH 6,0) 50 mM
Glycerin 30% (v/v)
MgSQ 0,3 mM
Permeabilisierungslésung € -Mercaptoethanol 5%
Triton X 1%
TriszHCI (pH 7.4) 125mM
Phosphatgepufferte NaCl 8,0g
Salzlésung KCI 0,29
- NaHPQ 1,42¢g
ézll?nse)—phosphate buffered KHPO, (pH 7,4) 0.27 g
dH0 Add 1l
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Tabelle 5: Puffer und Lésungen zur Benutzung in deSaugerzelKultivierung

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

Elektroporationspuffer KCI 135 mM
CaCi 0.2mM
MgCb 2 mM
EGTA 5 mM
HEPES (pH 7.5) 10 mM
hitzeinaktiviertem FCS 25 %

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

Eindeckmedium

I-Phenylendiamin

1 mg/ml (Endkonzentration)

Glycerol 70 %
PBS(pH 8,5) 1x
NP40 Lysispuffer Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM
NaCl 150 mM
(Co-1P) EDTA 2mM
EGTA 1mM
NP40 (Igepal) 0,5%

Tabelle 6: Puffer und Lésungen fiir biochemische Methoden

4x Ladepuffer Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM
SDS 4 % [wiv]
Glycerin 40 % [viv]
Bromphenolblau 0,2 %[viv]
r -Mercaptoethanol ¢mm (1 Fil

Polyacrylamidgele Trenngel (12%):
40% Acrylamid/Bisacrylamid
(29:1) 2 ml
1,5 M TrisHCI (pH 8,8) 2,5ml
SDS 0,4%
dH.O 4,5 ml
10% APS 100
TEMED 10l
Sammelgel (4%):
40% Acrylamid/Bisacrylamid 0,75 ml
(29:1)
0,6 M TrisHCI (pH#6,8) 2,5ml
SDS 0,4%
dH.O 6,5 ml
10% APS 100
TEMED 10pl

1x SDSLaufpuffer Tris-HCI (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
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1x Transferpuffer Tris-HCI (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)

1x Ponceau S Ponceau 0,025% (w/v)

Trichloressigsaure 1% (wiv)
Blockierungspuffer PBS 1x
Tween-20 0,05% (v/v)
Trockenmilchpulver 5% (wi/v)
PBS/Tween-20 PBS 1x
Tween-20 0,05% (v/v)
10x PBS NaCl 137 mM
Phosphate 12 mM
KCl(pH 7,4 2,7mM
ECHL6sung: Losung A:
Tris-HCI (pH 8,6) 0,1 M

Luminol

0,025 % (Wiv)

Losung B:
para-Hydroxycommarinsaure 0,11 % (w/v)
in DMSO
Losung C
H.O, 30 %
Tabelle 7: Puffer fir molekularbiologische Methoden
1x TAE Puffer TrispH 7,5 44,5 mM
Borsaure 45,5 mM
EDTA 1mM

2.1.4. Bakterienstamme

Tabelle 8: Namen und Genotypen der verwendeten Bakterienstdmme

Stamm

Genotyp

DH5Q (Invitrogen, Karlsruhe, SupE44 .lacU169 (F80 lacl q Z .? 15) hsdR17 recAl end Al
Deutschland) gyr A96 thi-1 rel Al

HB101 (CGQOMinnesota, USA) F- Z (gpt-proA)62 leuB6 ginV44 aral4 galk2 lacYl Z
(mcrCmrr) rpsL20 (Str r) xyl-5 mtl-1 recA13

HT115 (Ahringer LabRNAilibrary, F-, mcrA, mcrB, IN(rrnBrrnE)1, rncl4::Tnl10 (DE3 lysogen: lavUV5
Cambridge, UK) promoter -T7 polymerase) (IPTG-inducible T7
polymerase) (RNAse Il minus)
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2.1.5. Nematoden

Tabelle 9: Namen und Genotypen der verwendeten Wurmlinien

Wurmlinie Genotyp

N2 Wildtyp

AM140 Punc54[Q35::YFP]

CL2006 dvis2 [pCL12(Puncu T ¢, E! [ T ¢ GoNDIO@Y ¢+ OT |
GFP::.LGA-Wirmer ex[Plgg1::GFP::LGA]/pRF4[rol -6 (sul006)]
Luc::GFPWirmer Pmyo-3(Luc::GFP/pRF4 [rot6 (sul006)]

2.1.6. Zelllinie n

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft
Humaneembryonale Nierenzelle American Type Culture Collection
(human embryonidkidneycells =HEK293a) (Manassas, VAUSA

Hier wurden HEK-293a-Zellen verwendet, die seit Anfang der 1970er Jahre bestehen. Sie
wurden als Transformationsprodukt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle Human
Embryonic Kidney mit DNA-Teilen des menschlickn Adenovirus 5 geschaffefAhringer, 2006).

2.1.7. Plasmide

Tabelle 11: Plasmide zur Expression des RNAi va@. elegang E. coli

Plasmid Merkmale

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

Bakterielle Resistenz: Ampicillin

Tabelle 12: Uberexpressionin humanen Zellen

Uberexpression Name

FEZ1Plasmid pCMV6FEZX:Myc

FEZ2 Plasmid pCMV6EFEZ2Myc
RAB3GAP1Plasmid pCl neeMyc Rab3Gap p130
RAB3GAPZPlasmid pCl neeMyc Rab3Gap p150
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2.1.8. siRNAZ Zellkultur

Tabelle 13: Verwendete siRNANn humanen Zellen

Name Sequenz

ns_siRNA 5- AUUCUCCGAACGUGUEA
siFEZ11 5-CAA CAA CUG GUC CUA UGA A
SIFEZ12 5-CCA GUU ACA GAU CCA AGRA G
siFEZ21 5-CAG CUG GAU AUG CAC UGA A
siFEZ22 5-GCU GGA UAU GCACUC AAJ C
SiRAB3A1 5-GCGCCAAGGACAACAULRA
SiIRAB3A?2 5" -GGACAACAUUAACGUCARG
SiRAB3B1 5-GGAGAACAUCAGUGUAASG
SiRAB3B2 5-AGGAGAACAUCAGUGUAZG
SiRAB3C1 5-GUACAAGAUUGGUCAAGRIC
SiRAB3G2 5-CAUUAAUGUCAAGCAGAEA
SiRAB3D1 5-GGAGAACAUCAAUGUGAZG
SiRAB3D2 5-CAUCGCCAAUCAGGAALRCC

SiRAB3GAP1la

5-UCAGUACACUCACUUAUEA

SiRAB3GAP1b

5-UCAUUCACCAGAUUAGU

siRAB3GAP2L 5-UGACUUGGCUCUGUUAEIA
siRAB3GAP2 5-UGAACCACAAGAACCUGRA
2.1.9. Primer

Tabelle 14: Quantitative EchtzeitPCRPrimer in C. elegans

AR42 for 5-TGCAGAATTCCGACATGAET
AR42 rev 5-CACCTTTGTTTGAACCCARA
rbg-1 for 5-TGGCTCACGAGCTCAATATG
rbg-1 rev 5-GTGTTCGCTGATTTGGGAIT
rbg-2 for 5-CCGAGCAACAGAAAAGAAEG
rbg-2 rev 5-CACATCGGAAAAGCCAATIT
rpl-21 for 5-CCAGTCCCAGCTTTGAAGAG
rpl-21 rev 5-ACAATCTCGAAACGGAGT&G
atg-7 for 5-GCTGATCCTTCTCCTGTH&C
atg-7 rev 5-CTCCATCTGCTGAGCATTEA
bec1 for 5-CAAAGAAGGCCAGATTCA&GC
bec1 rev 5-CTGGAGCATCAGATGGGAAT
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Tabelle 15: quantitative EchtzeitPCRPrimer in humanen Zellen

fezl for 5-GTCCATGGAGGACCTCGTRAA
fezl rev 5-TGGATCCCTCCAGTCTTEIG
fez2 for 5-CTTGCTGCTTGTTTCACGAC
fez2 rev 5-ACTGGAACCAGCAAAAGTSEC
p62/SQSTM1 for 5-GACTACGACTTGTGTAGCTC

p62/SQSTM1 rev

5-AGTGTCCGTGTTTCACCTIEC

rab3gap-1 for

5-AGCAGACCTGATAAGTGAGTGETA

rab3gap-1 rev

5-AGCAGACCTGATAAGTGAGTGTA

rab3gap-2 for

5-TGCTTGTCGAAATCAGGTABC

rab3gap-2 rev

5-GACATGGCAGGTGGACTAT-BIT

rpl 19 for 5-GAA ATC GCC AAT GCC AAGTC
rpl 19 rev 5-TTC CTT GGT CTT AGA CCT GCG
rab3A for 5-ACTGGTCCACCCAGATCAAG
rab3A rev 5-CCACGTTCTGATGACACEAC
rab3B for 5-GAGAGGGTTGTTCCCACTIA
rab3B rev 5-AAAGGCCTGCCTTACACTEA
rab3C for 5-ATCTGCATTCGTCAGCAGRG
rab3C rev 5-TGTATCTTTCCTGGCCTGET
rab3D for 5-TACTGTGGGCATCGATTFRA
rab3D rev 5-TCCTGATTGGCGATGTCATA

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

rbg-2 for

5-ATTAGCGGCCGCTGACTCAGCACGTTCCATGITCTG

rbg-2 rev

5-TGCTGCTAGCTTAATTGGCTAAGCAGTGTGBTTG
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2.1.10. Antikorper

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

Name

Hersteller

anti-Actin

A5060, Sigma Aldrich

Anti-ATG7 clone D12B11

8558, Cell Signaling

Anti-ATG3

3415, Cell Signaling

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

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

anti-p62/SQSTM1

GP62C, Progen

anti-RAB3GAP1

SAB4500914, Sigma Aldrich

anti-RAB3GAP2

HPA026273, Sigma Aldrich

anti-Tubulin clone DM1A

T9026, Sigma Aldrich

Alle HRP Horseradish

Immunoresearch

peroxidagekonjugierten Zweitantikdrper

waren von Jackson

31



MATERIAL UNDMETHODEN 2.

2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

Alle fur die Kultivierung von Bakterien gendzten Puffer und Losungen finden sichn Tabelle 3.

Die genutzten Bakterienstimme lassen sich ifiabelle 8 finden.

2.2.1.1. Bakterienanzu cht

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

Flussig beziehungsweise Plattenkultur iber Nacht herangezogen.

2.2.1.2. Herstellen von bakteriellen Dauerkulturen

Klone oder bakterielle Wirtsstamme kénnen Uber eineddngeren Zeitraum beiz80 °C gelagert
werden. Dazu wurde ein Klon in 3 ml Flassigkultur herangezogen und bei Erreichen des
exponentiellen Wachstums (Okyonm = 0,6) wurden 900 ul Bakteriensuspension entnommen und

mit 90 yl DMSO in einem Kryordhrchetbei z80°C gelagert.

2.2.1.3. Transformation von Bakterien

Ein 25pul-Aliquot von $ ( v-Bakterien wurde auf Eisaufgetaut und anschlielend mit 56300 ng
Plasmid-DNA oder 5pl Ligationsansatz versetzt. Nach einer 15 bis 30-minutigen
Inkubationszeit erfolgte ein Hitzescho& von 42°C fiir 30 secDie Zellen wurden fur 2 min auf Eis
abkihlen lassenund anschlieBend mit 250ul SOGMedium versetzt und 1h bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. Im Anschluss wurden 50 bis 12% der Bakteriensuspension auf

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

2.2.2. Caenorhabditis elegans-Methoden

Alle fur die Kultivierung von C. eleganbkendtigten Puffer und Lésungen finden sich inrabelle 4.

Die genutzten Wurmstdmme lassen sich imabelle 9 finden.

2.2.2.1. Kultivierung

Die verwendetetn C.elegansstammen aus demraenorhabditis Genetics Cen@und wurden
unter Standardbedingungen(Sasidharanet al, 2012, Stiernagle, 1999 auf NGM (ematode
growth medium)-Platten kultiviert, die mit einem Rasen vonE. coliHB101 beimpft worden sind.

Die Wirmer wurden bei 15 oder20°C kultiviert und mit einem ausgeglihten PlatirDraht oder
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durch Ausschneiden kleiner AgarQuadrate unter Verwendung eines ausgegliihten Skalpells von

Platte zu Platte transferiert.

2.2.2.2. Bakterielle Starterkulturen

C. elegansvurde unter monoxenischen Bedingungen kultiviert, wobei deiE. coliStamm HB101
als Nahrungsquelle vewendet worden ist. Dieser Stamm ist wacilauxotroph, was gewahrleistet,
dass sein Wachstum auf den verwendeten NGMlatten limitiert blieb. HB101 Bakterien wurden
auf LB/Streptomycin-Agarplatten ausgestrichen und lber Nacht bei 37°C kultiviert. Eine
einzelne Kolonie wurde gepickt und in 100 ml LB/Strepomycin bei 37°C herangezogen. Dabei
wurde auf Schitteln verzichtet, um eine optimale Dichte der Bakterienkultur zu erreichen.
Sowohl die ausgestrichene Platte als audlie Flissigkultur wurden bei 4°C gelaget und waren
bis zu 4 Wochen verwendbar. M dieser Starterkultur konnten nun die NGMPlatten beschickt

werden.

2.2.2.3. Herunterregulation von mRNA -Spiegeln mittels RNA-Interferenz

RNABakterien exprimieren eine dsRNA mit einer bestimmten Sequenin C. elegan&ktnnen
durch Fatterung dieser Bakterien spezifisch Gene mit der homologen Sequenz herunterreguliert
werden (Kamath et al, 2001). Diese sogenannte RNAInterferenz (RNAIi) beruht auf einer
Wechselwirkung kurzer Fragmente von RNA mit despezifischenmRNA vonC. elegansinter
Beteiligung mehrerer Enzymkomplexe. Als Folge wird die mRNA in mehrere Bruchstiicke
gespalten und die zu Ubertragende Information wird zerstort oder eine Translation in ein
Protein verhindert (Ahringer, 2006).

Hier wurden RNAI Bakterien des E. coliStammes HT115 die spezifische dRNA exprimieren,
genutzt. Diese stammeraus dernAhringer Lab RNAI librargdmit der sich jedes Gen au€. elegans
herunterregulieren lasst (Fraser et al, 2000, Kamath et al, 2003, Kamath et al, 2001). Die
Bakterienkulturen lagenin gefrorener Form in 96-Well-Schalenauf -80°C vor und wurden zur

Benutzung auf LBPIlatten mit Ampicillin und Streptomycin kultiviert.

Die Herunterregulation im Wurm erfolgte auf dafir vorgesehenen RNAPlatten, die mit
Ampicillinund ) OT B OiDA-thiogalpctopyranoside (IPTG)versetzt waren. Das IPTG aktiviert
den lavUV5Promoter, der fir die Transkription der T7-Polymeraseverantwortlich ist und somit

die RNAInterferenz aktiviert.

Hierfir wurde ein Bakterienklon von HT115, dessen L4440/ector die gewiinschte Sequenz
enthalt, zuerst in LB/Ampicillin/Streptomycin -Flissigmedium bis zum Erreichen des

exponentiellen Wachstums (Okonm=0,6) auf dem Schuittler bei 37°C kultiviert und
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anschlieRend abzentrifugiert. Die Bakterien wurden anschlieRend in M@uffer mit 1 uM IPTG
resuspendiert und auf RNAiPlatten ausgesét Nachdem der Bakterienrasen auf den Platten

abgetrocknet war, konnten darauf de Wirmer behandelt werden.

2.2.2.4. Synchronisierung einer C. elegans-Kultur mittels Eiablage

Um eine vergleichbare und gleichalte Population vog. elegangu erhalten, wurde die Zeit der
Eiablage beschranktHierfur wurden L4-Larven vonC. elegansuf RNAiPlatten transferiert und

fir 24 h bis zum Erreichen des Adultstadiums auf diesen Platten belassen, in dieser Zeit
begannen diese Muttertiere auch mit der Eiablagdie eierlegenden Wirmer wurden nun auf
frische RNA#PIatten Uberfihrt und dort 2 bis 6 Stunden bkassen bis sich die gewiinschte Anzahl
an Eiern auf der Platte befand. Die daraus schlipfenden Larven entwickelten sich anschliel3end

Zu einer synchronisierten Wurmpopulation.

2.2.2.5. RNAivermittelte Proteostase -Analyse

Das Zieldieser RNAkRvermittelte n Proteostase-Analysewar es alle Gene des Chromosoms | von
C. elegansnittels der RNAi" A E O A O EAniingeA L&al® RNAI librarpherunter zu regulieren
und deren Effekte auf die Proteinstabilitdt im Wurm zu untersuchen.Hierfir wurde ein
Wurmmodell genutzt, dasstabil Luc::GFAmM Hautmuskelschlauch exprimiert (Luc sLuziferase).
Durch Hitzestress wird dieses Protein denaturiert, was im Mikroskop als Aggregate sichtbar
wird. Durch Herunterregulation eines Gens kann man diese Aggregation beeinfluss@ern et
al., 2010).

Die Behandlung durch RNAnterferenz begann bereits bei den Muttertieren im L4Stadium.Als
Negativ-Kontrolle dienten RNAiBakterien, die nur einen Leervektor beinhalten
(eV=empty Vector). As Positivkontrolle wurde HSP110, ein Hitzesobckprotein dessen
Herunterregulation zu einer beschleunigten Aggregation im Hitzestress fuhrtgenutzt Die
Wirmer wurden zur Eiablage im Adultstadium auf neue Platten gesetzt und die daraus
entstehenden Nachkommenverblieben bis zum Hitzestess auf diesen Platten. Nach 48
befanden sich die Tiere im L3Stadium und wurden kontrolliert fir 1 bis 2h bei 37,5+ 1°C
gestresst. Regelmafig wurde die Aggregation der Kontrollen unter dem Mikroskop tberprift.
Die NegativKontrolle eV sollte noch keine Aggregate zeigen, die Positivkontrolle HSP110
hingegen musste die ersten Aggregate zeigen. Die anderen Tiere, die mit RNAi der zu

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

Wurmer aus dem AM140Stamm exprimieren unter einem une54-Promoter ein Polypeptid mit

35 Glutamin (Q35 = Polyglutamin), das an gelffuoreszierendes Protein (YFP =yellow
fluorescent protei) gebunden ist.Im Menschen fiihrt die Aggregation von Polyglutain zur
Huntington-Krankheit (Orr und Zoghbi, 2007 Shoulsonund Young, 201). Mit fortschreitendem
Alter von C. elegansaggregiert dieses Polgeptid auch im Wurm, dies lasst sich unter dm
Mikroskop als gelbfluoreszierende Aggregate im Hautmuskelschlauch erkennen. Durch
Ausschalten gewisser Gene mittels RNAI lasst sich diese Aggregation verschlechtern oder

verbessern.

Gene ausC. elegansdie in der zuvor beschriebenenHochdurchsatzanalyseauffallig und von
erhohtem Interesse waren, wurden nun in diesem Wurmstammmittels RNA-Interferenz
ausgeschaltet.Die Behandlung erfégte bei 20°C.Die Herunterregulation mittels RNAi begann
schon bei den Muttertieren wahrend diese sie noch im L4Stadium befanden Nach einem Tag
wurden die Muttertiere zur Eiablagen auf neue RNAPIlatten umgesetzt. Auf diesen Platten
verblieben die Nachkommen bis zu ihrem L&tadium,danachwurden die Wirmer taglich auf
neue RNAiBedingungen transferiet. Am dritten Tag Adultstadium war die Aggregation des
Polyglutamin am besten zu beobachten und die Starke der Aggregation konnteter dem
Mikroskop beurteilt und von denWirmern konnte mittels Life Science Mikroskop Olympus 1X81

Aufnahmengemachtwerden.

2.2.2.7. Paralyse-Prifung

Tiere des C. elegansStamm CL2006 exprimieren humanes Beta | Ul T EA tigihrgm 1 1 ¢
Hautmuskelschlauch, was mit fortschreitendem Alter des Wurms zu einem ParalySdanotyp
fuhrt bei dem sich letztlich nur noch die Kopfregion beweg(Cohenet al, 2010). Durch RNAi
lasst sich dieser Phanotyp verschlimmerroder verbessern wobei die Wirmerdadurch friher

oder spéater paralysieren.

Die Synchronisation der Wurmpopulation erfolgte wie zuvor beschrieben Gber eine kontrollierte
Eiablage Ab diesem Zeitpunkt wurden die Wirmer auf 15°C kultiviertAls Kontrolle dienten
eV-Bakterien. Fur die Kontroll-Bedingungen und jede Behandlung wurdefe drei RNAiPlatten
mit jeweils etwa 25 Wirmern eingesetzt. Sobald diese das {Stadium erreicht hatten wurden
sie taglich auf neue RNAPIatten transferiert und ab dem ersten Tag adult wurden die Tiere auf
Paralyse hin untersucht.Als paralysiert galten Wirmer, die nocham lebensind, aber den Rest
des Korpers nicht mehr bewegen kénnen. Dazu wden sie mit einem Platindraht berthrt,

wobei nicht paralysierte Wirmer den Korper von diesem Rei wedbewegen, wahrend

35



MATERIAL UNDMETHODEN 2.

paralysierte, noch lebende Wiirmer nur noch O EEOAO ten. 7® ArandédeA E
(vorstehende Vulva = protruding vulva, Wiurmer mit Legenot = bag of worms) oder
verschwundene Wirmer wurden aus der Statistik (Gesamtpopulation) entfernt Die Kontrolle
der Paralyse erfolge taglich bis zum zwdlftenTag des Erwachsensem Jedes Einzelexperiment

wurde sechs Mal durchgefihrt.

2.2.2.8. Thioflavin SFarbung

Die zuvor erwahntenBeta-Amyloid 42-Aggregate des CL200&Vurmstamms lassen sich mittels
Thioflavin SFarbung unter dem Mikroskop sichtbar machen(Morita et al, 2009, Wu et al,
2006). Dazu wrden die Wirmer genauso behandelt wie bei der Paralyskontrolle (2.2.2.7),
allerdings entnahm man am dritten Tag adult die gewlinschte Anzahl i€re und Uberfuhrte sie
fur 24 h bei 4°Cin 4% ParaformaldehydePBS.Danachwurden diese Wirmer fir weitere 24h
bei 4°C in Permeabilisierungslosung inkubiert. Die Tiere wurden anschlieBend mit PBS
gewaschen und mit0.125% Thioflavin S (Sigma) in 50%kEthanol fur 2 min gefarbt und mit 50%
Ethanol fur 2 min gewaschenDanach wurde das Ethanol miM9 ausgewaschen und die Wirmer
konnten mikroskopiert werden. Hierfir wurden die Tiere auf 3% AgarosePlattchen auf
Objekttrager Uberfuhrt. FluoreszenzBilder wurden mittels konfokaler Mikroskopie mit dem
LaserScanningMikroskop LSM710aufgenommen. hHerfir wurden gestaffelte Aufnahmen der
Kopfregion des Wurmes bei 40facheiergroRerung, einer Anregung bei 458 nm undEmission
zwischen 470 und 490nm gemacht. AnschéfRend wurden die gestaffelten Bilder mit ImageJ
zusammengefihrt und die Aggregate pro Kopfregion in jedem Tier ausgezahie Mikroskopie

erfolgte in drei unabhangigen Experimenten mit jeweils mindestens zehn Wirmern.

2.2.2.9. Autophagie -Untersuchung mit GFP::.LGQ@-exprimierenden Wirmern

In diesem Experiment wurde ein Wurmstamm genutzt, der extrachromosomabFRPmarkiertes
LGG1 exprimiert.LGG1 entspricht dem humanen ATGR.C3, GABARABder GATE16 Familie)
und ist ein AutophagieMarker. Autophagielasst sich durch Hungern induzieren, ddurch lassen
sich GFRpositive punktformige Areale in den Saumzellenvon C. elegansbeobachten, die

préaautophagosomale und autophagosomale Stkiuren darstellen (Melendezet al, 2003).

Da das GFP::LGG nur extrachromosomal im Wurm exprimiert wird, zeigen nicht alle Tiere
diesen Phanotyp.Allerdings ist er mit einem RollerPhanotyp gekoppelt, was die Selektion
AOI AEAEOAOO8 111 A nOi 11 AT AAT OMarkerOi AO AAOEOUAT AC

Die Behandlung mittels RNAi der Wurmer erfolgte im L4Stadium der Muttertiere. Beim

Erreichen des L4Stadiums wurden die Nachkommen als Kontrolltiere auf frische RNAlatten
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transferiert oder auf nahezu bakterienfreie RNAiPlatten umgesetzt um die Autophagie ber
Hungern Uber Nacht zu stimulieren. Ganz bakterienfrei sollten die Platten nicht sein, da die
Wurmer sonst zu sehr aushungern undiicht mehr mikroskopierbar sind. Daher wurden beim
Umsetzen der Wirmer immer wenige Bakterien mittransferiert. Nachdem dieWurmer Uber
Nacht auf Kontroll oder Hungerbedingungen gehalten wurden, konnten sie mikroskopiert
werden. Zur Quantifizierung wurden fur 20 Wirmer pro Wurm zwei bis drei Saumzellen
aufgenommenund anschlieBend wurden die punktférmigen fluoreszierenden Areale pro Zelle
gezéahlt. Verglichen wurde die Induktion der Autophagie, also die Vermehrung der
autophagosomalen Strukturenvon mit Bakterien versorgten Wirmern und Wirmern ohne
Nahrung. Als Negatvkontrolle diente eV und als Positivkontrolle Beclin 1,ein kanonischer

Faktor der Autophagie.

2.2.3. Zellbiologische Methoden

Alle in der Zellbiologie verwendeten Puffer und Losungen finden sich iffabelle5.

2.2.3.1. Kultivierung von humanen Zellen

Adharente HEK293aZellen wurden in Zellkulturmedium in geeigneten Zellkulturschalen
ausplattiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte imBrutschrank bei 37°C95% Luftfeuchtigkeit
und einer Kohlenstoffdioxid-Konzentration von 5%. Um die Zellen zu passagieren, wurden sie
unter Verwendungvon 1x Trypsinvon der Zellkulturschale geldst und in geeigneten Zaellengen

auf neue Schalen ausplattiert.

2.2.3.2.  Zellulare Dauerkultu ren

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden humane Zellen in flissigem Stickstoff gelagert. Dazu
wurden subkonfluente Zellen von den Zellkulturschalen trypsiniertdurch milde Zentrifugation
pelletiert und anschlieRend in Kulturmedium, supplementiert mit10% DMSO, resuspendiert. In
einer Isopropanokhaltigen Einfrierbox wurden 1 ml Zellsuspension beg80 °C langsam in einem

Kryogefald eingefroren und nach 6 bis 8 h in flissigem Stickstoff gelagert.

2.2.3.3. Transiente Transfektionen

Fir die transiente Transfektion mit Plasmiden odersmall interfering RNA (siRNA) wurde die
Elektroporationstechnik angewendet. Mittels Plasmiden kdnnen Gene Uberexprimiert und

mittels siRNA herunterreguliert werden.
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siRNA-Oligonukleotide wurden tber MWG Eurofins bezogen und entworfersighe Tabelle 13).
Die siRNAs wurden in 1xsiMAX Universal Buffer ¢ { CTt 1 Q CA20 BEOOg@lagéiDid A AE

verwendeten Plasmide finden sichn
Tabelle12.

Zur Elektroporation wurden etwa 70% konfluente Zellen mittels 1x Trypsin/EDTA von der
Schale gelost, abzentrifugiert und anschlie3end wurde die gewtinschte Anzahl Zellen in 400 pl
Elektroporationspuffer mit 15-20 pg sSiRNA oder Plasmid gelést und in eine
Elektroporationskuvette (4 mm, Sigma) uberfuhrt. Mithilfe eines AmaxaC©-Elektroporators
wurden die Zellen nach Gebrauchsanleitung des Geratslektroporiert und anschlie3end fir

5 min ruhen gelassen, um den Eintritt des Transgens in die Zelturch die permeabilisierte
Zellmembran zu gewahrleisten. Anschlie3end wurden die Zellen mit Zellmedium auf Schalen
ausgesat Nach 24h wurde das Medium gewechselt und nach 48 konnten die Zellen

weiter verarbeitet und / oder behandelt werden.

2.2.3.4. Behandlung mit Bafilomycin A1 und Rapamycin

Bafilomycin Al ist eintoxisches makrolides Antbiotikum, das ausStreptomyces griseustammt
und als spezifischer Inhibitor von vakuolaren H+ATPasewirkt . In Zellen verhindert es die
Ansauerung der atophagosomalen Strukturen. Somit kbnnen diese nicht abgebaut werden und
laufen im Zytoplasma auf. Dies kann zur Bestimmung desautophagischen Flues genutzt
werden (siehe 2.2.4.7. Rapamycin ist ein Aktivator der Autophagie und stammt aus dem
Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicusEs blockiert mTOR mammalian target of

rapamycin und hebt somit dessen Autophagidhemmende Wirkung auf.

HEK293aZellen kénnen 48h nach Elektroporation behandelt werden. Hierfur wurden die
Zellen zuerst mit PBS gewaschen und dann wurde zu den Zellen Medium gegeben, dass 1 pM
Bafilomycin Al und/ oder 10puM Rapamycinoder die gleiche Mage DMSO als Kontrolle

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

2.2.3.5. Optische Darstellung von Autophagie in Zellen

Der Zellstamm HEK293a ptfLC3 exprimiert LCBmicrotubule-associated protein 1 light chain 3
beta), das GFP und RFjekoppelt ist. Hierdurch lassen sich autophagosomale Strukten in der
Zelle beobachten. LC3 wird an ein sich bildendes Autophagosom rekrutiert und somit
fluoreszieren diese griin und rot. Verschmilzt dieses anschliel3end mit einem Lysosom zu einem
Autolysosam und der pHWert im Inneren sinkt, wird das grine GFP zerstoért und zurtick

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

HEK293 a ptfLC3w~urden nach transienter Transfektion mit RAB3GAP siRNA auf Deckglasern in
1,55 cm Schalen unter Standardbedingungen kultiviertAls Kontrollen dienten Zellen die mit

nonsense siRNA transfiziert wurdenNach 48h konnten die Zellen behandelt werden.

Als vorbereitender Schritt zum Eindeckelnwurden die Zellen zunachstzweimal mit 1x PBS
gewaschen undanschlieBend fir 25 min mit 3,5% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur
fixiert. Im Anschluss wurde dreimal mit 1x PBS gewaschen und daraufhin fir 6 min mR0 °C
kaltem 90%igem Methanol behandelt. Dieser Schritt diente der Permeabilisierung der
Membranen, um das spatere Eindringervon Farbstoff zu gewahrleisten. Nach weiterenvier
Waschschritten mit 1x PBS wurden die Deckglasenit 1:100 DAPI fur 10 min inkubiert um die
Zellkerne anzufarben. AnschlieRend wurde noch zwei weitere Male mitXIlPBS gewaschenZum
Schluss wurden die Deckglasemit einer Pinzette aus den Schalerentnommen und mit
Eindeckmedium auf einen Objekttrager Uberfuhrt, mit Mgellack versiegelt und bei-20°C

gelagert.

Die Aufnahmen derHEK293 a ptfLC3erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie mit dem Laser
ScanningMikroskop LSM710und die nachfolgende Bearbeitung der Bilder erfolgte mit den
BildbearbeitungsprogrammenimageJ und Photoshop CS 5.Adobe).

2.2.3.6. Colmmunoprazipitation

Eine Colmmunoprazipitation (ColP) ist eine biochenmische Methode, bei dermittels eines
Antikdrpers ein Antigen aus einer Losung konzentriert wird Beim Herunterziehen sollen dabei
mit dem Antigen interagierende Proteine ebenfalls aufkonzsriert werden. Somit lassen sich

Protein-Interaktionen nachvollziehen.

Es wurden daflir eine 15cmSchale HEK293&kellen, die mindestens zu 70% konfluentwar,

bendtigt. Die Zellen wurden auf E§ verarbeitet, mit kaltem 1x PBS gewaschen und mit NP40
Lysispuffer (HEK-Zellen 1000pl/ Schale, IMR90 30Qul / Schale) versetzt. Mit einem Zellschaber
werden die Zellen zunédchsnur angekratzt und dann 15min auf Eis inkubiert. Danach konnten

AEA AT T AT O1 11 O00R 1LAERetenfoiOhKubatohsgefa® libarfutEtiwerdek 1
In zwei milden Zentrifugationsschritten (1000g, 10min, 4°C) wurden nicht bendtigte Zellreste
pelletiert. Vom Uberstand wurde dieProtein-Konzentration bestimmt. Fiir den Versuch wurden

1000 pg Protein eingesetzt und auf Inl mit NP40-Lysispuffer aufgefillt. Um die Reinheit des
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Proteinlysats zu erhéhen und somit die Unspezifitat zerniedrigen wurde das Lysatfur 1 h bei
4°C mit 25ul rPierce Protein A/G Magnetic Bea@s(Thermo Scientifi§ unter Rotieren
vorinkubiert. Danach wurde das Lysat von demagnetischen Kigelcherbefreit und entweder
mit 1 pug Primarantikdrper oder 1 pg korrespondierendemimmunglobulin G-Antikoérper versetzt
und wieder fir 1 h bei 4°C unter Rotieren inkubiert. Anschlieend werden die Proben auf
frische, gewaschenanagnetische Kigelchemipettiert und wieder fir 1 h bei 4°C unter Rotieren
reagieren gelassen. Nun kénnen mithile des magnetischen Probenstanders diPierce Protein
L7 - Acl A @e&sdanmeltAiddAdér Dberstand verworfen werden. Nachdem drei Mal mit
NP40-Lysispuffer gewaschen wurden, wurden diemagnetischen Kigelchenin 20 ul 2x SDS
Ladepuffer resuspendiert. Dielnkubation erfolgte bei Immunglobulin GAntikorpern, die von
Maus oder Meerschweinchen stamen bei 99°C fir Smin unter maRigem Schitteln und bei
Immunglobulin G-Antikdrpern, die vom Kaninchen stammten bei Raumtemperatur fur 1@nin
und maximalem Schitteln. Zum Pelletieren wird bei héchster Stufe und Raumtemperatur fur
eine Minute abzentrifugiert. Vom Uberstand wrrden 15 pl abgenommen und konnten nun auf

ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen werden.

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

Alle in der Proteinbiochemieverwendeten Puffer und Losungen finden sich ifabelle 6.

2.2.4.1. Proteinpraparation

Zum Ernten von Saugerzellen wurde stetslx Lysispuffer verwendet, der hierfir durch

Verdinnung mit HO frisch hergestellt und zusatith stets mit Proteinaseinhibitor (protease
inhibitor cocktail (PIC, 1:100; Sigma Aldrich) versetzt wurde. Subkonfluente Saugerzellen
wurden mit kaltem 1x PBS gewaschen und nactugabe vonlx Lysispuffer mechanischmithilfe

eines Zellschabersron den Zellkulturschalengeschabt. Die Lysate wurden kurz sonifiziert und
anschlieBend fur 5 min bei ®°C inkubiert. Die Lagerung der Poteinpraparate erfolgte

bei -80°C.

2.2.4.2.  Proteinquantifizierung

Die Roteinkonzentration wurde nach der BCA (BicichinorSaure)}Methode ermittelt und das
Protokoll wie vom Hersteller (BioRad) beschrieben durchgefiihrt. Durch die Komplexbildung
der Proteine mit Ci#* lonen (Biuret-Reaktion) werden diese reduziert und bilden mitBCA einen
violetten Farbkomplex. Die Absorption des Farbkomplexes kann photometrisch bestimmt und

dadurch die Konzentration der eingesetzten Proteinlésung ermittelt werden.
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Die Proteinproben wurden mit dem BCAReagenz versehen und bei 60°C fur 20 min inkiert.
Zur Quantifizierung wurde eine RinderserumalbuminStandardkurve erstellt, welche auf die
gleiche Weise wie die Proteinproben behandelt wurde. Im Anschluss der Inkubation wurden alle
Proben photometrisch bei 560 nm gemessen. Es wurde immer eine Dopipestimmung

durchgefunhrt.

2.2.4.3. SDSPolyacrylamid -Gelelektrophorese

Zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die von Laemmli
beschriebene Methode der denaturierenden SDBAGE eingesetzt(Laemmli, 1970. Hierzu
wurden entweder selbstgegossene Gele unteverwendung der Miniblot-Kammer der Firma
BioRad(Herts, Grof3britannien) oder 4-12% NuPage BisTris-Gradientengeleim NuPage System

der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland verwendet.

Die Praeinproben wurden zundchst mit Ix Ladepuffer versetzt und 2 min bei 99C inkubiert.
Die beiden Agentierny -Mercaptoethanol und SDSdie im Ladepuffer enthalten warensowie das
Aufkochen bei 99C denaturigen die Proteine. Zuséatzlich erhalten die Proteine durch die
Bindung von SDine negative Ladung Somit erfolgte die Auftrennung der Roteine nach ihrem
Molekulargewicht, unabh&ngig von ihrer Eigenladung. Als Proteingrof3enstandard wurdgage
Ruler Prestained Protein Laddé& | & A O iThetnm® ASGiéntific, Darmstadt, Deutschland

verwendet.

Die Gele wurden in eine HEktrophoresekammer eingespannt und diese wurde mit ihrem
dazugehorigenLaufpuffer beflillt. Nach dem Beladen des Gels mit den Proteinproben wurden
diese zunéchst bei 80100 V in das Gel einlaufen gelassen und danach bei 1B80 V aufgetrennt.

Das Gel wurde anschlieRend fur die WWern Blot Analyse verwendet.

2.2.4.4. Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran mittels Western Blot

Durch den Western Blot werden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine mittels eines
elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Audlieser Membran kénnen
die Proteine anschlieRend durch Antikdrperbindung spezifisch nachgewiesen und quantifiziert

werden.

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

der Proteine erfolgte bei 30 V Uber Nacht.
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Zur Uberpriifung des Transfers wurde die Membran etwa 30 sec in eine Ponceafr@bedosung
gelegt und anschlieRend mit dbO gewaschen. Durch dieeversible Bindung des Poncea® an

die Proteinbanden konnte die Qualitat des Transfers tberpruft werden.

2.2.4.5. Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine auf die Mebran erfolgte ihr immunologischer
Nachweis: Dazu wurde die Nitrocellulosemembran zunéchst unter Schutteln fur-2 h in
Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit einer geeigneten ¥rdinnung des primaren Antikérpers tber Nacht
bei 4°C. Die Antikdrper wurden inPBS/Tween-20 mit 0,02 % Natriumazid angesetzt. Danach
wurde die Membran dreimal fur je 15 min mitPBS/Tween-20 gewaschen und anschlieend fir
1-2 h mit einem geeigneten sekundaren, Peroxidadenjugierten Antikdrper bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mitPBS/Tween-20 erfolgte die
Nachweisreaktion mit Hilfe einer+ ECL-L6sung. Hierfur wurde die Membran mit ECLLOsung
(1000t 1, EOOT C ' h pnmn Loddung,Gheénéit. DasChenliminespenzfdgnal

wurde mit der LAS3000 Intelligent Dark Box der Firma Fuji aufgenommen

2.2.4.6. Densitometrische Auswertung der Western Blots

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

einbezogen.

2.2.4.7. Analyse der autophagischen Aktivitat

Die Bestimmung des autophagischen Fluxes ist eine etablierte Mdglichkeit die autophagische
Aktivitat der Zelle zu untersuchen(Behl, 2011). In dieser Arbeit wurde der autophagische Flux
der Autophagie-Substrate p62/SQSTMY1, einem Cargorezeptorund LC3Il, der lipidierten Form
von LC3, ermittelt (Mizushima und Yoshimori, 2007). Beides sind Substrate des
autophagosomalen Abbaus. Blockiert man mithilfe von Bafilomycin Al die Ansauerung der
Lysosomen und somit den autophagosomalen Abbau, akkumulieren beide Proteine. Durch die
Differenz zwischen den Proteinmengenunbehandelter und mit Bafilomycin Atbehandelter

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

unbehandelten Kontrolle subtrahiert undsomit der autophagische Flux ermittelt.
2.2.5. Molekular biologische Methoden

2.2.5.1. Primerdesign

Primer, die zum Nachweis eines bestimmten Gens bendtigt wurden, wurden mithilfe des
Internetprogramms ~ Primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3 -0.4.0/) entwickelt.  Selbst
entworfene Primer wurden mithilfe der beiden InternetWerkzeuge Oligo Analyzer
(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/default.aspx) und Oligo Calculator
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) auf ihre wichtigsten Par ameter
hin untersucht. Zum Schluss wurde mittels BLASWerkzeug der NCBlinternetseite
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nochmals Uberprift, ob die entwickelten Oligo
Nukleotide wirklich nur das gewlnschte Gen amplifizieren. Wenn die entstandenenrifer

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

2.2.5.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PolymeraseKettenreaktion ist eine Methode, umNukleins&uren in vitro zu vervielfaltigen.
Dieser Prozess wird durch die hitzestabildag DNAPolymerase (nvitrogen) katalysiert oder im
Falle von Klonierungen durch die korrekturlesendePhusion HighFidelity DNA- Polymerase
(NEB).

Die PCR wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt: ein P@Rsatz mit einem
Gesamtvolumen von 2.l enthielt 1-5 ng PlasmidDNA, 10 nggenomischer DNA oder 1ul cDNA,
jeweils 15pmol rgensédund rantisensedPrimer, 2,5ul 10x PCRPuffer, jeweils 0,54 10 mM
dNTPs, MgCI2 in eineEndkonzentration von 1 mM sowie 0,5 U Tagoder PhusionPolymerase.

Der Ansatzwurde mit destilliertem Wasserauf 25 pl aufgefullt.

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt: zunbenaturieren der Doppelstrange
wurde die DNA fir 5 min bei 95Cinkubiert. Es folgte diePrimerhybridisierung (30-45 sec)bei
einer Primer-spezifischen Temperatur, im Idealfall liegt diese Temperatur um 60°CNach dem
Anlagerungsschritt wurde dieTemperatur fir die Elongation auf 72°C erhdht. Die Extensionszeit
ergab sich aus der Lange des zamplifizierenden Fragments. Generell wurden flur dieTag
Polymerase 60 sec und fudie PhusionPolymerase 30 sec pro 1000 bp verwendet. Im ndchsten

Schritt wurde erneut fur 10-45 sec bei 98C inkubiert, um DNA wieder fiir die folgende
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Primeranlagerungin ihre Einzelstrange zu denaturieren. Insgesamt wurden jaach Anwendung
20-35 Zyklen durchgefiihrt. Zuletzt erfolgte eine funfminidige Endextension bei 72C, um

teilweise synthetisierter DNA-Strénge zu vervollstandigen.

2.2.5.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugerzellen

RNA ist im Vergleich zu DNA anfallig fur spontanand enzymatisch katalysierte Hydrolyse,
weswegen das Arbeiten mit RNA ein hoheres Mal3 an Sterilitat und Sorgfalt verlangt. Daher
wurde auch stets mit Diethylpyrocarbonat (DEPGpehandeltem, bidestilliertem Wasser
gearbeitet. DEPC inaktiviert RNasen durctkovalente Modifikation eines Histidinrestes im

aktiven Zentrum.

Fir die Isolierung von GesamRNA wurde dasnAbsolutely RNA Nanoprep Kitvon Agilent
Technologies verwendet und wie vom Hersteller vorgesehen vorgegangeline zusatzliche
15-minidtige Behandung mit DNasen bei 37 °C verringerte die Gefahr von DNA

Kontaminationen.

2.2.5.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA basiert auf der Absorption der
Nukleinsauren bei 260 nm. Die Messung wurde in Quarzkivetten gen destilliertes Wasser als
Nullwert durchgefiihrt. Die Konzentration der Nukleinsauren wurde durch das LamberBeer

Gesetz ermittelt.

2.2.5.5. ReverseTranskription / Synthesevon cDNA

Zur Durchfiihrung der Reversen Transkriptase PCR (RFCR) wurde daspmniscriptRT KitOvon
Qiagen verwendet. Mit diesem konnten spafisch RNASequenzen in cDNA ugeschrieben

werden.

GesamtRNA (~1000 ng) wurde mit DEP@WVasser auf 10 ul aufgefillt und 5 min bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA zwenaturieren. Der Reaktionsansatz
wurde anschlieBend sofort auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der RMNWAolekile zu
verhindern. Zum gleichen Ansatz wurden 2 pl 10x Puffer, 2 pul 5 mM dNTPs, 2 pl 10 umol QGligo
dT15-Primer, und 4 U Reverse Transkriptasews dem Kit und zusétzlich 0,25 pl RNaskhibitor

(40 U, Promega)in einem Endvolumen von 20 pl gegeben. Eine Kontrolle, die keine Reverse
Transkriptase enthielt, wurde zum Nachweis auf Kontamination mit DNA mitgefihrt (Mock).
Der Ansatz wurde 60 min bei 3 °C inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde beg20 °C

aufbewahrt.
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2.2.5.6. Restriktionsverdau der DNAmit Restriktionsendonucleasen

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

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

Hier wurden standardmé&fig Restriktionsenzyme von NEB mit ihren dazugehorigen
Reaktionspuffern verwendet. 0 OT t C $. ! 1 AA O nexUhit ReStdktibhsenzyid O A
eingesetzt und mit 1x geeignetem Reaktionspuffeversehen. Falls es flr die Reaktion eines
Enzyms notwendig war, wurde entsprechend 1x BSA gegeben(NEB). Die Inkubation erfolgte

fur mindestens 4h bei einer fir die Enzymakivit &t optimalen Temperatur, diese betrug meist
37°C.

2.2.5.7. Ligation

Unter Ligation versteht man die enzymkatalysierte Verknupfung zweier DNAoder RNA
Segmente an ihren Enden. Dabei wird das -Blydroxy-Ende mit dem 5-PhosphatEnde der
Nukleinsdurensegmente mit Hife des Enzyms Ligase durch Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung verbundenMithilfe dieser Technik lassen sich Vektoren und Inserts zu

einem funktionsfahigen Plasmid verbinden.

( EAO x O @®Apkl DNAkigation, KitO(Roche) verwendet. Dazu wurden 15Qg Insert-DNA
und 50 ug VektorDNA mit 1x Dilutic Puffer auf 10ul aufgefillt und mit 10l Ligationspuffer
und 1l Ligase versetzt. Die Reaktion erfolgte fur gin bei Raumtemperatur.lm Anschluss

folgte eine HitzeschockTransformation von DH5QBakterien (siehe2.2.1.3.

2.2.5.8. Plasmid-Praparation

Um Plasmide verwenden zu kdnnen, werden diese mithilfe von Bakterien vermehrt und miussen

dann anschlieRend wieder aus diesen ¢épahiert werden.

Ein Bakterienklon, der das gewiinschte Plasmid enthaltyurde Uber Nacht in 3 ml LBMedium,
supplementiert mit einem geeigneten Antibiotikum, angezogen. Durch Zentrifugatiomwurden
die Bakterien pelletiert und die Plasmide unter Verwendungdes rRoti®-Prep Plasmi@® + E O
(Roth) nach Vorgaben des Herstellers isoliert. Die Konzentration und Reinheit d&r&paration

wurde photometrisch quantifiziert und das isolierte Plasmid bez20 °Caufbewahrt.
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2.2.5.9. Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA

DNA lasst sichaufgrund ihrer negativen Ladungin Agarosegelen elektrophoretisch auftrennen
und analysieren. Dabei wurden je nach GroRe deswarteten Fragments Gele mit 1 bis 2%

Agarosegehaltverwendet.

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewiinscatMenge Agarose (w/v) mit IXTAE Puffer
(Tabelle 7) OAOOAEAT 8 . AAE EOOUAI | OFET AE-&thmmesOgAAT v
(2 mg/ml) hinzugegeben. Dieser DNAnterkalierenden FluoreszenzFarbstoff ermdglicht die

spatere Visualisierung der DNA nach Anregung mit UbMcht. Die aufzutrennende DNA wurde

vor dem Auftrag auf das Gel mit 1x,- AOO 2 O1 A O (Ferindniadi JerGeheh.LDAdDrch

wird einerseits die Dichte der DNALOsung erhdht, um ein Absinken in die Geltaschen zu
ermdglichen, und andererseits einéVisualisierung der Wanderung im Gel gewdhrleistet, da der
Auftragspuffer Bromphenolblau enthalt, das etwa auf H6he eines 500 bp DNAagments

migriert. Zur Bestimmung der FragmentgréRen in bp wurder8 ul desn,- AOO 201 AO $. ! |
MixO j & A O lald Madkér Quetragen. Die Gele wurden unter UBeleuchtung (254366 nm)

fotografiert.

2.2.5.10. Praparative Agarose-Gelelektrophorese

Die praparative AgaroseGelelektrophoresewird zum Isolieren bestimmter DNA-Fragmenteaus

zum Beispiel PCRAnsatzen genutzt Die DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und das
gewilnschte DNAFragmentunter UV-Licht (312 nm) mit einem Skalpellherausgeshnitten. Eine

zu hohe UVBelastung zerstért DNA, daher sollte mdglichst schnell gearbeitet werderbas

isolierte Fragment wurde aus der Agarose mittelsn,. OAT AT 3 PET ' AOPOAT A 0

(Macherey-Nagel) wie beschrieben eluiert.

2.2.5.11. Quantitative Echtzeit- PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression bestimmter Genm Saugerzellen und Nematoderauf
MRNAEbene wurden quantitative Echtzeit-PCR durchgefiihrt. Das Endvolumen der PCR

betrug 25 pl und enthielt neben der zu untersuchenden cDNA 12,6l 3 AT OE -PER 39" 2 ¢
Reagenzmischungaus demn, & 1 O1 O A @k Kifm@ Bidlirie €otyie 100 pmol derzugehdrigen

Primer (Tabelle 14 und Tabelle 15). Die PCRReagenzmischung enthielt 2x PGRuffer, dNTPs

sowie die TagPolymerase. Die PCR wurde imQ RealTime-PCR Thermozykler (Biorad)

durchgefuhrt. Die PCR Bedingungen waren hierbei vergleichbar mit denen der konventionellen

o#28 ! 00 AAT 'i Pl EEAEEAOEI T OEOOOAT xOGhinktetAAOEAT E
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nach dem die Amplifikation des PCHrodukts in die exponentielle Phaseliberging. Unter

Verwendung geeigneter Referenzgen&urde der 3Ct-Wert ermittelt .

2.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SigmaStat (SYSTAT). Alle
Ergebnisse wurden mittels tTest oder One Way Anova auf Sidikanz geprift. Das
Signifikanzniveau lag bei 5 %Angegeben wurden Sigifikanzen als * PS 0,05, ** PS 0,01 und

** PS0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Aufklarung und Céarakterisierung neuer Proteosmse

beeinflussender Gene iné€legans

3.1.1. RNAkvermittelte Proteostase-Analyse von Chromosom in C.elegans

zeigt mogliche neue Modulatoren der Protein -Homoostase

C.elegansist seit den 1960er Jahren ein haufig genutzter Modellorganismus zur Untersuchung
zahlreicher molekularbiologischer Fragestellungenund bietet viele Vorteile in der Forschung
vor allem durch die relativ einfache Mdglichkeit der genetischen Manipulation. Hier wurde
dieser Nematodk genutzt, um in einer ProteostaseAnalyse nahezu alle Geneon Chromosom |
durch RNAInterferenz nacheinander auszuschalten, und den Einfluss dieses Verlusisf die

Stabilitat von Proteinenzu untersuchen.

Um Starke undUmfang von Aggregation in einem Modellorganismus sichtbaru machen und
somit auf die Qualitd des Proteostaseinflusses schlieRen zu kénnen wurde eine Wurmlinie
verwendet, die Luc:GFP unter der Kontrolle eines Muskelpromotors exprimiert
(Pmyo-3::Luc::GFRAbbildung 11).

P

::Luc::GFP

RS,

myo-3*

Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnaime desNematoden C.elegansmit
Luc::GFPExpression in MuskelzellenKern et al,, 2010).

Diese Wirmer zeigeneine klare Korrelation zwischen der Stabilitdét von Luc::GFP und der
Aktivitat zellularer Faktoren zur Erhaltung der Proteostase(Kern et al, 2010). Somit konnte
dieser C. elegansStamm im Verlauf dieser Arbeit als Modellorganismus genutzt werdeam die
Proteinstabilitat nach Herunterregulation bestimmter Gene durch RNAzu untersuchen.Fur die
RNAInterferenz wurden die BaktA OE AT E 1 Cadedorhabditi® elagans RNAI feeding libr&hh

die von der Julie Ahringer Gruppe am Wellcome CRC Institute (University of Cambridge,
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Cambiidge, Grol3britannien) generiertwurden, genutzt (Fraseret al, 2000, Kamath et al, 2003;
Kamathet al, 2001).

Bei der RNAivermittelten Proteostase Analyse des Chromosoms | und ausgewabhlter, weiterer
Klone in C. elegansvurden die getesteten Gene in Bezug zu eindlegativkontrolle (Leervektor /

eV =empty VectoJ und der Positivkontrolle HSP110 (Hitzeschockproteinl10) beziglich ihrer
Aggregation von Luc::GFP untersucht. Die entsprechenden Gene wurden herunterreguliert und

die Wirmer nach Hitzestress fluoreszenzmikroskopisch untersuchtAbbildung 12).

L |

"
) L
eV ) L3 HSP110

Negativkontrolle "-k“ Positivkontrolle

9

Abbildung 12: Mikroskopische Aufnahmen vorC.elegans die Luc::GFP im Muskel
exprimieren, nachHitzeschock(weifRe Pfeile = AggregateMalistab = 50um): A. Eszeigte
sich keine Aggregation von Luc::GFP in der eKontrolle. B. Das Konstrukt aggregierte
nachHerunterregulation von HSP110mittels RNAI.
Insgesamt wurden hier 2680 RNAFKIone untersucht. Im ersten Durchgang waren 435 RNAI
Klone auffallig beziglich einer veradnderten Proteinaggregation. Die identifizierten Klone
wurden nochmals getestet,wonach letztlich 359 Kandidaten als mdgliche Modulatoren der

Proteostasebestatigt wurden.

Wahrend alle auffalligen Klone nochmals in einem zweiten Durchgang kontfigrt wurden,
wurden auch von den negativen Klonen Stichproben genommen. Hierbei waren 6,67 % als falsch
negativ bewertet (Abbildung 14 B). Diese Analyse diente dazu di&tringenz der Untersuchung
nochmals zu validieren. Da nur ein geringer Prozentsatz der Stichproben falsch negativ bewertet
wurde, konnte die von uns im Labor etablierte manuelleHochdurchsatzanalyse alsrelativ

zuverlassig engestuft werden.
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1 |RNA-Bibl. Anmerkungen Sauger-Homo. Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe

2 |I-1-A10  MO01D7.1; F-box protein Nein ubiquitination Proteostase
3 [I-1-B17  WO5F2.4; Isoform F of Proteoglycan 4 Ja Schmierung innerhalb gelenkiger Ver Strukturproteine
4 |I-1-C01  F53G12.6 (spe-8); Isoform 2 of Tyrosine-prote Ja Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase, Spermat: Tyrosin-Protein Kinase; Aktin-Zytosk: Signaltransduktion
5 |1-1-C16  WO3F11.5 (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
6 [1-1-DO5  KO3ES5.1 (neto-1); Isoform of Neuropilin and tc Ja NETO (Neuropilin and Tolloid-like) homol Modulatorische Untereinheit des net Signaltransduktion
7 |1-1-D16  E01A2.10 (poml-3); serum paraoxonase/aryles Ja PON (paraoxonase) and MEC-6 Like Antwort auf oxidativen Stress Oxidativer Stress / E
8 |1-1-D20  E01A2.4 (let-504); NF-kappa-B-activating proteJa Progression des mittleren Larvenstadiun Transkriptions-Repressor Genexpression
8 |1-1-E02  F23(8.5; Isoform 1 of Electron transfer flavopi Ja spezifischer Elektronenakzeptor fiir r Oxidativer Stress / E
10|1-1-E07  R119.1 (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
11|1-1-E08  F23(8.8; Isoform 1 of Serine/threonine-proteil Ja Zellpolaritdt und Dynamik der Mikrot Signaltransduktion
12(1-1-E09  R119.2; Isoform 1 of Probable Xaa-Pro aminog Ja Freisetzung von N-terminalen Amino Posttranslationale P
13(1-1-E19  R119.7 (rnp-8); RNP (RRM RNA binding domair Nein RNP (RRM RNA binding domain) containing Genexpression
14|1-1-E20  C55C2.2 (ssp-19); Sperm Specific family, class . Nein Unbekannte Funktic
15|1-1-FO1  T28F2.7 (acd-5); Isoform 1 of Amiloride-sensit Ja Sdureempfindliches Degenerin Kationen-Kanal mit hoher Affinitét fii Kanal- und Transpor
16(1-1-FO3  T28F2.8 (col-51); Collagen alpha-1(1) chain Ja Kutikulakollagen spezifisch fiir Knorpelgewebe Strukturproteine
17/1-1-F11  D1037.4 (rab-8); Ras-related protein Rab-8B Ja Rab verwandtee Protein der Ras-GTPase: Schliisselregulatoren des intrazelluld: Signaltransduktion
181-1-G13  F56A6.2 (hum-7); Isoform 2 of Myosin-Ixa Ja unkonventionelle schwere Kette des Myc Myosine sind Aktin-basierte Motor-N Signaltransduktion
19|1-1-G16  Y23H5A.4 (spe-47); defective Spermatogenesi Nein Einziges C. elegans Homolog des Saugetier-Typ-11-Melanom-Antigen Unbekannte Funktic
20/1-1-G24  F40E3.2 (mage-1); Melanoma-associated antig Ja hemmt die Zellzyklus-Progression un Zellzykluskontrolle
21(1-1-HO3  T12F5.3 (glh-4); Isoform 1 of Probable ATP-de| Ja maogliche Keimbahn-RNA-Helikase Mogliche Funktion bei Keimzellentwi Genexpression
22(1-1-H10  R12E2.15; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
23(1-1-H12  C18E3.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
24|1-1-H17  C32E8.1; E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23  Ja E3 ubiquitin-protein ligase Proteostase
25|1-1-H18  C18E3.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
26|1-1-H21  C32E8.3; Tubulin polymerization-promoting pr Ja Mikrotubulibiindel-Bildung Strukturproteine
27|1-1-H24  C18E3.7 (ppw-1); Isoform 2 of Protein argona Ja PAZ (PIWI/Argonaut/Zwille) / PIWI-Dom RNA-vermitteltes Gen-Silencing (RNA Genexpression
28(1-1-111 Y95B8A.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktic
29/1-1-120 F32B5.8 (cpz-1); Cathepsin Z Ja Homolog von Cathepsin z-like Cystein-Pr Carboxy-monopeptidase / Carboxy-[ Posttranslationale P
30|1-1-123 Y95B8A.8; Isoform 1 of Zinc finger RNA-bindinJa maoglicherweise an posttranskription Genexpression

Abbildung 13: Auschnitt aus der ExcelTabelle der aufféalligen RNAKIone aus derRNAF

vermittelten Proteostase-Analyse.
Alle RNAi-Klone, die die Aggregation von Luc::GFP positiv oder negativ beeinflusst@nyrden in
einer Tabelle katalogisiert @bbildung 13). AnschlieBend wurden Sequenzbezeichnung und
Name unter Anmerkungen hinzugefiigt. Mittls der OnlineDatenbank www.wormbase.og
wurde ermittelt, ob es ein Saugerrtholog zum entsprechendenC. elegangsengibt und welche
Funktionen im Wurm bekannt sind. Mittels der ProteinDatenbankwww.uniprot.org wurden die
Funktionen des Saugerhomologs emittelt. Um diese Auswertung abzuschlieBen wurden die
Klone, falls ihre Funktion bekannt war, in eine von neun verschiedenen funktionellen Gruppen
eingeordnet. Die vollstandige Liste allergefundenen Modulatoren findet sich im Anhang
(siehe7.4)

Identifizierte Gene,die ein Sdugerhomologaufwiesen, waren besondes interessant, da siein
spateren Studien auch ins Saugersystem Ubertragen werdddnnten. Tatsachlich wiesen 251
der gefundenenKandidaten ein bekanntes Sdugerhomologuf (70,90 %, Abbildung 14 A). RNAF
Klone, derenkodierten Proteine eine bekannte Funktion hatten,waren wiederum von Interesse,
da sie sichzumeist einem bestimmten Stoffwechselwegzuordnen lieRen. abei hatten 69,49 %
aller identifizierten Klone eine bekannte Funktion Diese unterteilten sich in neun verschiedene
funktionelle Gruppen.Die grof3te Gruppestellten Gene/ Proteine, die an der Signaltransduktion
beteiligt waren (25,61 %). Einen geringeren Anteil bildeten Gene/ Proteine, die mit der
sie Teil MRNA

Genexpression assaiiert wurden (23,17 %), well von Transkription,

Prozessierung oder der Proteinbiosynthesesind. Gend Proteine der posttranslationalen
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Protein-Modifikation (15,04%) und Strukturproteine (12,20%) waren haufig vertreten.
Kleinere Gruppen bildeten Kanal und Transportproteine (8,94 %), Gene der Proteostase
(6,91 %), der ZellzyklusKontrolle (3,66 %) oder der DNARepaatur bzw. Replikation (2,03%).
Auffallig war, dass nur ein ganz geringer Teil der gefundenen Kandidatdswut Literatur an der
Proteostase beteiligt ist (6,91 %).

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

6,67 %
B Gene mit P ‘J ,,

Saugerhomolog
O Gene ohne
Saugerhomolog

7 i |
T 2910% |
/ 1

\\ O negativ bestétigte Klone

70,90 % B falsch negative Klone

C Anteil positiver Klone mit und ohne D Die verschiedenen Funktionen
bekannter Funktion der positiv bewerteten Klone

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

- O Genexpression

B Mit bekannter @ Kanal- und Transportproteine
Funktion 25,61% B Oxidativer Stress /

B Ohne bekannter p Elektronentransport
Funktion ¥ B Posttranslationale
Protein-Modifikation

B Proteostase

I Signaltransduktion

B Strukturproteine

B Zellzyklus-Kontrolle

[ 2317% .

2,44

Abbildung 14: Auswertung der RNArvermittelten Proteostase-Analyse inC. elegans

A. Anteil positiver Klone mit und ohne Saugerhomologn = 359). B. Anteil falsch

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

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

(n =246).
Allerdings muss hier bericksichtigt werden, dass nicht jedes Gen, das in défochdurchsatz
RNAFrAnalyse gefunden wurde, auch wirklich einen direkten Einfluss auf die Stabilitdt von
Proteinen haben muss Schaltet man ein essentiellesGen durch RNAiI aus, hat dies
schwerwiegende Folgen fir die Physiologie des Wurms, wasich sekundarund damit indirekt
die Aggregation von Proteinen beeinflussen kannDiese falschpositiven Treffer gdt es in

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

Um neueModifikatoren der Proteinstabilitat aus der RNArvermittelten ProteostaseAnalyse zu
bestatigen und néher zu charakterisieren, wurden bestimmte Kandidaten ausgewahlt und in
anderen Wurmmodellen, in denen sich Einflisse auf die Proteostase beobachten lassen,

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

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

359 Gene als neue Modulatoren
der Proteostase ermittelt

Weitere Charakterisiering
neuer Modulatoren der Proteostase

Post-Analyse

64 Kandidaten flr weitere
Analysen ausgewihlt

<A

AM140-Wurmsystem:
Analyse des Einflusses auf die

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

Proteostase-Analyse

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

<A

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

rbg-1/rbg-2 beinflussten
Aggregationvon AR42

'
g8

§' 5 GFP::LGG-1-exprimierende Wirmer:

£ Analyse des Einflusses auf die Autophagie

Abbildung 15: Diagramm der ndheren Charakterisierung ausgewahlteneuer
Modulatoren der Proteinstabilitat in verschiedenen C.elegansModellsystemen.
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3.1.2.1. Nahere Beschreibung der Proteostase-beeinflussenden Faktoren

mittels Untersuchung von PolyQ::YFRAggregation in AM140

Um die aus der RNAivermittelten Proteostase-Analyse ausgewéhlten Kandidatennéher zu
charakterisieren, wurden diese in einem Polyglutamin(PolyQ)}Wurmmodell (AM140-Stamm)
untersucht. Dieser Wurmgamm exprimiert ein Polypeptid von 35Glutaminresten, das an gelb
fluoreszierendes Protein fusioniert ist (Puncss::Q35::YFP) Dieses Konstrukt aggregiert
altersabhangig in den Muskelzellenund kann durch eine verdnderte Proteostase im
Aggregationsgrad verandert werden. Wahrend Luc::GFP schon allein durch den Hitzestress
aggregieren kann und somit ein zweiter Stressfdor einen viel geringeren Einfluss brauchtum
die Aggregation von Luc::GFP zu beeinflusseist das PolyGReporterprotein nicht so einfach in
seing Aggregation zu beeitrachtigen, da PolyQerst im Laufe der Zeitdurch die Alterung des
Wurms aggregiert (Morley et al, 2002). Gen€d Proteine, die hier eine Ver&nderung de
Aggregation von PolyQ::YFP verursacten, bestdtigen den Einfluss der ausgewahlten

Kandidatenauf die Proteostase

Zusatzlich zu Klonen die durch die HochdurchsatZRNAFAnalyse gefunden wurdenwurden hier
weitere Gene untersucht Die ausgewahlten Gene aus der Hochdurchsatzanalyse und die
zusatzlichen Kandidaten wurden im AM140-Wurmsystem nacheinander mittels RNAI
ausgeschaltet undanschlieBend wurdedie Veranderung der Aggregation von PolyQ35::YFP nach
jeder Herunterregulation fluoreszenzmikroskopisch untersucht Abbildung 16). Jeder RNAi
Kandidat wurde dabei mit eV als Negativkontrolle abgeglichenTabelle 18 zeigt die hier
untersuchten RNAiKlone von Chromosom |, deren Ergebnisse aus der vorrangegangenen
Analyse und der Zusammenfassung nach zwei Durchgédngen im AMaM@rmsystem. Rot

markierte Kandidaten waren in dieser Analyse auffallig.

PolyQ::YFP-Aggregat
\

7%

Abbildung 16: AM140-Wurmer exprimieren ein Polypeptid von 35 Glutaminresten, das
an gelbfluoreszierendes Protein fusioniert ist FluoreszenzAufnahme einer Muskelzelle,
PolyQ35::YFP aggregiert altersabhangig im Wurm (weif3er PfeMal3std = 10pum).
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Tabelle 18: Im AM140-Wurmsystem untersuchte RNAiKlone des Chromosom |
(+= Verstarkung der Aggregation/ = keine Effekte = Verminderung der Aggregation)

Ergebnisse aus

RNAI- Ergebnisse aus RNAI- Analyse von
Bibliothek Bezeichnung | Hochdurchsatzanalyse | PolyQ:YFP
1-1-D05 KO3E5.1 + /
1-1-D16 E01A2.10 ++ -
1-1-E08 F23C8.8 + /
1-1-HO3 glh-4 + /
1-1-H17 C32E8.1 ++ /
1-1-H21 C32E8.3 + /
1-1-H24 ppw-1 + +7?
1-1-H24 ppw-1 + /
1-1-120 cpz-1 ++ +
1-1-123 Y95B8A.7 - +
1-1-L23 C50F2.1 +++ -
1-1-M23 gsal ++ /
1-1-P0O1 T20F5.6 / +
1-1-P0O3 T20F5.7 ++ +
1-2-C23 C44E4.5 ++ /
1-2-F14 CO06A5.8 / ++
1-2-F16 CO06A5.9 / + -
1-2-G02 fncm-1 + /
1-2-102 B0261.6 + -
1-2-M21 F28B3.1 + /
1-2-N08 chn-1 ++ +
1-2-001 F28B3.4 + +
1-2-P02 T08B2.5 + /
1-3-D06 wdr-23 + +
1-3-E16 gpc-2 + /
1-3-F12 rlbp-1 + +
1-3-G16 E02D9.1 + +
1-3-J18 eat5 + /
1-3-J22 F13G3.10 + /
1-3-K10 C55B7.10 + /
1-3-L09 F55D12.2 + /
1-3-L10 F52A8.6 + +
1-3-N16 rbg-2 - +
1-3-001 F57B10.9 + /
1-3-003 dad-1 + +
1-3-P10 dod-18 + +
1-3-P12 C54G4.7 + /
1-4-A08 R0O5D11.6 ++ /
1-4-A15 rme-8 + ++
1-4-A22 cfim-1 + +
1-4-B01 F36F2.3 /

1-4-B04 C36F7.2 + /
1-4-C03 ins-18 + ?
1-4-D01 snx-3 + ?
1-4-G22 tin-13 + /
1-4-102 hlh-16 + /
1-4-J11 lin-41 + +
1-4-K09 FO2E9.7 +

1-4-K10 F29D10.2 / +
1-4-L01 F16A11.1 / /
1-4-L09 C17E4.3 / /
1-4-L12 hrdl-1 + +
1-4-L15 C17E4.6 + /
1-4-L21 nkb-1 + /
1-4-M01 unc-120 + +
1-4-M14 unc-29 + +
1-4-001 K02B12.6 +? /
1-5-A07 T24D1.2 / /
1-5-A09 T24D1.3 / +
1-5-B08 aars-2 + +
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Im ersten Durchgangwurde flr 31 der 64 untersuchten Kandidaten gezeigt, dassdiese die
Aggregation von PolyQ::YFP beeinflusstein der Wiederholung verblieben noch 20 Klone als
auffallig. Von diesen20 Kandidaten wurden flinf ausgewahlt, die ndher charakterisiert werden
sollten, da sie eine interessante Funktion und oder eine andere bemerkenswerte Eigenschaft
aufwiesen (Abbildung 17): PON2/ poml-3 (PON [paraoxonase] and MEC6 Like), BO061.6
(unbekannte Funktion), rbg-1 (RAB GARRelated 1), rbg-2 (RAB GAP Related),2und FHAD1
(Forkheadassociated [FHA] RFosphopeptideBinding Domain-Homolag).

Die Herunterregulation von PON2 poml-3 und B0261.6 verringerten die Aggregation von
PolyQ::YFP imVergleich zu eV (nicht gezeigt) Rbgl und rbg-2 erhdhten die Anzahl der
Aggregatedes Konstrukts (Abbildung 17). FHAD1zeigte den deutlichsten Einfluss, was durch

die sehr starke Akkumulation von Aggregatereutlich wurde (nicht gezeigt).

eV Kontrolle

O
p L
PR F ]

rbg-1 RNAi

Abbildung 17: Veranderte Aggregation von PolyQ35::YFP natterunterregulation
verschiedener Gene mittelfRNAi(weil3e Pfeile = AggregatdylalRstab= 100 pm):
A.eV-Kontrolle B. + C.Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 erhéhten die Anzahl von
Aggregaten
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Tabelle 19: Nahere Charakterisierung asagewahlter RNAiKlone, die die Aggregation voPolyQ35::YFP nach Herunterregution beeinflussten

Nummer Gen Name Wormbase.org Uniprot.org Quellen Gruppe

(Ahringer -

Bibliothek)

[-1D16 E01A2.10 | PON [Paraoxonase] and | http://www.wormbase.org/species/ http://www.uniprot.org/ (Balch et al, 2008, | Oxidativer
MEG 6 Like (pomi3) / c_elegans/gene/WBGene00077701?| uniprot/Q15165 Hetz, 2013 Kikis et | Stress/
humanes Homolog PON2| query=E01A2.10#04-9e16df8-10-el al.,, 2010, Peterset al, | Elektronen-
(Serum Paraoxonaseé 2012) transport
Arylesterase 2 Isoform)1

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

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

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

(Chromo- (rbg-1) c_elegans/gene/WBGene000043177?| uniprot/Q15042

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

[-3-N16 T22C1.10 | RAB GAPétated 2 http://www.wormbase.org/species/ http://www.uniprot.org/ - Signat
(rbg-2) c_elegans/gene/WBGene000043187?| uniprot/Q9H2M9 transduktion

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

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

(Chromo- FHAD1Forkhead c_elegas/gene/WBGene00015291? | uniprot/B1AJZ9 Mahlapuu, 2002

som Il) associated (FHA) query=C01B12.8#049e16df8-10-e Durocherund

Phosphopeptide Binding
Domain 1(FHAD1)

Jackson, 2002
Durocheret al,, 2000,
Kaufmannund
Knochel, 1996
Schroderund
Kaufman, 2005
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Die Homologe der getesteten Gene und ihre Funktiagind in Tabelle 19 zusammengefasst. Von
besonderem Interessewaren dabei rbg-1 und rbg-2 (RAB GAP Related+2). Rbg1l mit der

Sequenz X6P08 findet sich auf dem >Chromosom Das rbg-2-Gen T22C1.10ist auf

Chromosom| lokalisiert. Dasrbg-1-Saugerhomologlsofam 1 of RAB3 GTPastivating Protein

Catalytic Sibunit ist die regulatorische Untereinheit eines GTPasaktivierenden Proteins, das
spezifisch RAB GTPasen der RARMterfamilie reguliert. Das humane Ortholog von rbg-2 ist

RAB3 GTPasactivating Protein Noncatalytic Subunit und bildet die nicht-katalytische

Untereinheit dieses RAB3GAKomplexes.

Da das in derRNAivermittelten Proteostase-Analyse genutzte RNAPlasmid vonrbg-2 aus der
Ahringer-Bibliothek zu Beginn dieser Arbeit zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen in
verschiedenen Experimenten fihrte und dieEinflisse nicht stringent nachvollziehbar waren,
wurde ein neues RNAiPlasmid kloniert (siehe7.5). Die verstarkte Aggregation von PolyQ::YFP
wurde mit diesem neuen Klon bestatigt und alle weiteren Experimente wurden anschliel3end

mit diesem Plasmid durchgefuhrt.

Die Herunterregulation von PON2 poml-3, FHAD1, B0261.&bg-1 und rbg-2 mittels RNAI hatte
somit Einfluss auf die Hitzestressvermittelte Aggregation von Luc::GFP in der Proteostase
Analyse und fiihrte im AM140Wurmsystem zu einer veranderten Aggregation von PolyQ::YFP.
Im Folgenden sollen died &I T £ + AT AE #&¥p@vlerendéhi Wurmstamoq CL2006

naher charakterisiert werden.

3.1.2.2. Weitere Charakterisierung der identifizierten Gene m ittels Paralyse -
Untersuchung in CL2006

Um PONZ poml-3, FHAD1, B0261.6tbg-1 und rbg-2 weiter beztglich ihrer Beanflussung der

Proteostase zu charakerisieren, wurde die Herunterregulation dieser Gene im CL2006
Wurmsystem betrachtet. Wirmer dieses C. elegansStammes exprimieren humanes Beta

Amyloid 42 in ihrem Hautmuskelschlauch (Puncss::Ar42), das mit zunehmenden Alter

oligomerisiert und aggregiert.$ E A O A -Aggregate wirken im Muskel des Wurms toxisch und

dasfuhrt nach einer gewissen Lebensspanneu einem ParalysePhéanotyp bei dem sich letztlich

nur noch die Kopfregion bewegt(Cohenet al, 2010). Durch eine Veréanderung der Proteostase
lasssnOEAE AEA | CCOACAOQEIT 1T &Phdnotyp peeinfluseh.Dle Wiidn&r 0 AOAT
wurden nach Vollendung der Larvalentwicklungtéaglich auf Paralyse unersucht. An Tagl2

endete diese Analyse, da ab diesem Alter erst@lterserscheinungen auftreten, die keine

Differenzierung zwischen RNAiEffekt und altersrelevanten Veranderunge mehr zulassen
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Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse der Paralys&xperimente mit PON2 / poml-3, FHADL1,
B0261.6,rbg-1 und rbg-2. Der RNAkRvermittelte Verlust von FHAD1besald keinen Einfluss auf
die Paralyse im Vergleich zu den Kontrollwiirmern(Abbildung 18 A). Die Herunterregulation
von PON2/ poml-3 fuhrte zu einer interessanten Auswirkung auf den Paralys&hénotyp. In den
ersten Tagen wurde die Paralyserate im Vergleich zu edéhandelten Wirmern zunéchst
verbessert, spater allerdings paralysierten die Wirmer sehr raschsodass am Ende kein
positiver Effekt beobachtet wurde (Abbildung 18 A). Die Herunterregulation mittels RNAi von
B0261.6 verbessere den Phéotyp der CL2006Wirmer Uber den gesamten Verlauf des
Experiments (Abbildung 18 A). Auch zuvor konntebeim Verlust von B0261.6eine geringere
Aggregationvon Luc::GFP und PolyQ::YHestgestellt werden. Allerdings kann hiemoch keine
Aussage Uber einenMechanismus gemacht werden, da Uber das Gen im Wumoch nichts
bekannt ist und auch bisher noch kein Sdugerhomolog gefunden wurdgomit bietet sich dieses

Genfir zukunftige Untersuchungen seier Funktion und seineg Wirkung auf die Proteostasean.

Die Paalyse-Experimente mit PON2 poml-3, FHAD1 und BO0261.6 wurden bei einer

Temperatur von 20°C durchgefiihrt. Im Verlauf der Experimente zeigte sich allerdings, dass bei

dieser Temperatur viele Wirmer aus der Gesamtpopulation entfernt werden mussten, dhese

UAET OAEAEA oO0ERTT OUPAT 1T AAAT AAO O0AOAI UOA AT Ox|
Hautmuskelschlauch stort die Fahigkeit Eier abzulegen, da auch die Muskeln der
Geschlechtsorgane und des Eilegipparats von der Paralyse betroffen sind. Viele Wirmer

zeigtel A PProduding VuvaOh AAE AAO OEAE AEA xAEAI EAEAT '/
O00i 1 PAT 1T AAO OBafgorAVbimOdl s$AERBI ERTT AT AEA AAOOI AEA
Eier nicht legen und die Nachkommen schliipfen noch im Korper. Ab einer gewissero& der

Larven stirbt das Muttertier. Wird das ParalyseExperiment allerdings bei einer Temperatur von

nur 15°C durchgefihrt, beschranken sich diese fiir die Analyse problematischen Phanotypen wie

Az oo~ 2

Wurmpopulation.

Der RNAtvermittelte Verlust von rbg-1 zeigte einen verstarkten ParalysePhéanotyp, & Tag acht
war dieser Effekt signifikant (Abbildung 18 B). Auch die Herunterregulation vonrbg-2 erhéhte
den prozentualen Areil paralysierter Wirmer, allerdings weniger stark alsrbg-1, denn erst ab
Tag zehn waren hier die Effekte signifikant Abbildung 18 C). Die erhthte Paralyserate nach
RBG1 und RBG2-Verlust ist ein indirekter Hinweis, dass die Aggregation des humanén Zim
Hautmuskelschlauchs dieses Wurmstamms verstarkt wurde. Im folgenden Experiment soll
gezeigt werden, dass die Herunterregulation vonbg-1 und rbg-2 zu mehr ! 1 TAggregaten
fuhrt.
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Abbildung 18: Neue Modulatoren der Proteostase verandern die Paralyse von CL2606
Wirmern: ! 1 tAggregation im Muskel von CL2008Vurmern fihrt zu einem Paralyse
Phanotyp (Versuche bei 13Cund 20°C) A. Im Vergleich zur eV¥Kontrolle zeigte
FHADL-Verlust keinen Effektauf die Paralyse(n = 85). Die Herunterregulation von

PON2/ poml-3 zeigte erst eine Verbesserunglieses Phanotypsdie Werte ndherten sich
dann aber wieder dem Niveau der Kontrollean (n = 16).B0261.6-Verlust erniedrigte den
prozentualen Anteil paralysierter Wirmer (n = 79). B. Die Herunterregulation mittels

RNAI vonrbg-1 zeigte einen verstarkten Paralyse Phanotyp wahrend einer

Versuchsdauer von 12 Tagen (eVi= 316, rbg-1: n=308). Ab Tag8 war die Verstarkung

der Paralyse signifikant (n=6;*PSmthmuhnmBap 0OBA OeesWapAng). mh mp
C.Der Verlust von RBG2 zeigte ebenfalls eineerhdhte Paralyse, allerdings waen diese
Effekte nicht ganz so stark wie berbg-1im Verlauf von 12 TageneV:n =273, rbg-2:

n =295). Der Unterschiedin der Paralyserate zwischereV undRBG2-Verlust war erst

AA 4AC pm OECI E AEGdWaPAjoda E oh & 0 S mhmu
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3.1.2.3. Nahere Beschreibung der Proteostase-beeinflussenden Faktoren
mittels Untersuchung der Aggregation von Thioflavin S-gefarbten
Ar 42-Aggregaten in CL2006

Der RNAivermittelte Verlust von RBG1 und RBG2 beschleunigte die ROAT UOA AAO 111
AoPOEI EAOAT AAT 71 Oi AO8 51 AEAGHAghregatEdu kaimrdliéred, | EO A
kénnen diese mit Thioflavin S gefarbt und fluoreszenmikroskopisch anasiert werden (Morita

et al, 2009 Wu et al, 2006).

Abbildung 19 A zeigt die fluoreszenamikroskopische Aufnahme einegeprasentativen drei Tage
adulten Wurms nach eVKontrollbehandlung. Die Kopfregion wurde ds definierter Bereich
bestimmt und die Anzahl a&r Aggregate, die sichldarin befand, ermittelt (weiRer Kasten). Die
Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 vermehrt die Anzahl der!  wAggregateim Vergleich
zu den eVKontrollwirmern (Abbildung 19 B + C). Dies wurde auch in der Positivkontrolleatg-7
nachgewiesen.ATG7 ist ein essentielles Protein der Autophagie und zeigt die katalytische
Aktivitat einer E1-Ubiquitin-Ligase(Tanidaet al, 1999, Tanidaet al, 2001).

Um auszuschlieBen, dass digerstarkte Akkumulation von Thioflavin S-positiven Aggregaten
und die daraus resultierendeveranderte Paralyserate nach Verlust von RBG/ RBG2 durch
A OE E E O &pidgel veqirsacht wurden, wurden RIPCRAnalysen durchgefihrt und gezeigt,
AAOGO AEA %@b OA OO HleiManpilation mittets RNAA AlddtAbEeinfluss wurde
(Abbildung 19 D). Die erfolgreiche Herunterregulation vonrbg-1, rbg-2 und atg-7 wurde

ebenfalls mittels RFPCRAnNalyse bestéatigt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der RNA&rmittelte Verlust von RBG1 und
RBG2 die Aggregation von LUcGFP nach Hitzestress und die altersabhéngige Aggregation von
PolyQ::YFP verstarkt. Darliber hinaus zeigen ! 1 Texprimierende Wurmer nach
Herunterregulation von rbg-1 und rbg-2 friiher eine Paralyseals die Kontrollwirmer, was auf
eine geforderte Aggregation dieses Amyloid zuriickzufuhren ist. Anschlieend soll nun gezeigt
werden durch welchen Mechanismus der Verlust dieser beiden GeheProteine zu einer

veranderten Proteostase fuhrt.
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Abbildung 19: RNArvermittelter RBG1 und RBG2-Verlust fordert die Aggregation von
I 1 tigCL2006Wirmern: ! 1 tAggregate, die sich in den Muskeln des Wurmstammes
CL2006 bilden, wurden mit Thioflavin SFarbung fluoreszenzmikroskopisch sichtbar
gemacht A. Aufnahme einesdrei Tage adulten reprasentativen CL2006-Wurms nach eV
Behandlung Kopfregion stellt Bereich der Auswertung dar(weil3er Kasten, Mafl3stab =
100 pm). B. Aufnahmendes definierten AnalyseBereichs N2-Wildtyp -Wurmer dienten
zur Bestimmung des unspezifischen Hintergrund<CL2006-Wirmer nach eV
Behandlungdienen alsNegaivkontrolle . De! 1 tAggregation wude durch rbg-1 und
rbg-2 Herunterregulation verstarkt . Der RNAtvermittelte Verlust von ATG7 diente als
Positivkontrolle (Mal3stab = 20um). C.rbg-1 und rbg-2 Herunterr egulation erhdhte die
Anzahl der Aggregate in der Kopfregion im Vergleich zu eV signifikant, dabei wigdler
RNAkvermittelte Verlust von RBGL1 starker alsder von RBG2. Die Herunterregulation
von atg-7 diente als Positivkontrolle (eV: n=42,rbg-1: n=45,rbg-2: n= 35,atg-7:
n=ct N & 0 S mnh0OYt-TED ARTPERANAYseB zeigen, dasie
Herunterregulation der untersuchten Proteinekeinen Einfluss auf die Expressioron

I' 1 tbewirkte (n = 3, Mittelwert + Stabw) und dassdie Spiegel der untersuchten Gene
nachRNArBehandlungherunterreguliert waren (rbg-1: n=4,rbg-2: n = 2,atg-7: n = 3,
ces 0 STesp.hmmph
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3.1.3. Der RNAkrvermittelte Verlust von RBG1 und RBG2 inhibiert die
Autophagie

Nachdem gezeigtwar, dass der Verlus von RBG1 und RBG2 die Aggregation von Proteinen
verstarkt, sollte nun geklart werden auf welchem Weg RBG und RBG2 die Proteostase
beeinflussen. Interessanterweise wurden die Saugerhomage RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in
einer Analyse des autophagischen Newerks mit der Autophagie verbunden (Behrendset al,
2010), sodass hierauch gezieltder Einfluss von RBGL und RBG2 auf diesenintrazellularen
Abbauweg untersucht wurde. Dazu wurde ein Wurmstamm verwendet, der ein GFP::L.GG
exprimiert. LGG1 ist das C.elegansOrtholog von MAPLLC3 und ein Mitglied der ATGS8
Proteinfamilie. Das Konstrukterlaubt die Beobachtung von (pra)autophagosomalen Strukturen,
da Mitglieder der ATG8Proteinfamilie mit autophagosomal& Membranen assoziiert sind und
diese hier durch ihre Markierung mit GFP fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemachterden
kénnen. In den an der Oberflaichedes Wurms gelegenen Saumzellen lassen sich duralieses
GFP::.LGA-Konstrukt punktférmige (préa)autophagosomale Strukturen untersuchen(Melendez
et al, 2003).

Diese GFP::LGG&-exprimierenden Wurmer wurden nach RNAivermitteltem Verlust von RBG1
und RBG2 im letzten Larvenstadium entweder auf Kontrdl-Agarplatten mit Bakterien
(+Bakterien) oder tber Nacht auf nahezu bakterienfreiePlatten (-Bakterien, siehe Methoden
2.2.2.9 Uberfuhrt (Abbildung 20). Auf den Platten, die nahezu ohne Bakterien waren, ukde
somit Uber Nacht bei den Wirmern Hunger induziert. bter eV-Kontrollbedingungen wurde die
AutophagieMaschinerie durch diesen Hunger aktiviert und lieR sich in Form von
(prd)autophagosomalen Strukturen beobachten (Abbildung 20 A). In rbg-1 und rbg-2
Herunterregulation mittels RNAi konnte diese Indktion der Autophagie nicht beobachét
werden. De Zahl der (Prad)Autophagosomen in diesen Zellen &ahneltder Anzahl in den
Kontrollzellen, die nicht gehungert hatt&. Bec1 diente als Positivkontrolle. BECLIN1 ist ein
kanonischer Faktor der Autophagig(Funderburk et al,, 2010; Itakura et al,, 2008). Somit wurde
gezeigt, dass @ Herunterregulation vonrbg-1 und rbg-2 die Proteostase durch eineverringerte
Autophagie storte. Die Induktion dieses Abbauweges bleibt nach RN&éermittelter

Herunterregulation der hier untersuchten Gene aus.
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Abbildung 20: RNArvermittelter Verlust von RBG1 und RBG2 st6rt die Autophagie:In
GFP::LGd-exprimierenden Wirmer lassen sich (préd)autophagosomale Strukturen
fluoreszenzmikro skopisch in Saumzellen darstellenA. Waren die Wirmer mit Nahrung
gut versorgt, lieRen sich keine Unterschiede in der Anzahl der (préd)autophagosomalen
Strukturen in den untersuchten Zellen erkennen $Bakterien]. Hungerten die Wirmer
Uiber Nacht aufnahezubakterienfreien Agarplatten bildeten sichbei der e\ Kontrolle
vermehrt (Prd)Autophagosomen, berbg-1 und rbg-2 Herunterregulation blieb diese
Vermehrung aus {Bakterien], (Maf3stab =50 um). B. Die Anzahl der
GFP::LGA-positiven Punkte pro Saumzelle erhdhte sich nach Hungéber Nacht in der
eV-Kontrolle. Diese Zunahme zeigte sich nicht beilRNArvermittelten Verlust von
RBG1 und RBG2. Als Positivkontrolle diente bec1-Herunterregulation. Die
Unterschiede zwischen eV undbg-1, rbg-2 bzw. bec1l RNAiFBehandlungwaren
signifikant (eV:n = 58/64,rbg-1: n=38/41,rbg-2: n = 33/40,becl: n=48/42;

** PS0,001).
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3.1.4. Zusammenfassung der Ergebnisse imWurmsystem

Mit einer RNAkvermittelten ProteostaseAnalyse in C. elegansvurden neue Modifikatoren der
Proteinstabilitat identifiziert und eine Auswahl dieser Faktoren wurde in verschiedenen
Wurmstammen auf ihren Einfluss auf die altersabhangige Aggregation vdPolyQ35::YFP, die
Effekte auf den Paralysé?hanotyp in CL2006Wurmern und die Veranderung der Aggregation
von Thioflavin SC A /ER O A O dntersucht. Der Verlust von RBA und RBG2 zeigte in diesen
Experimenten eine veranderte Proteostase. Diese Beeinflussung des Proteostasenetzwerks
konnte mithilfe eines Wurmstamms, der ein GF::LGGL-Reporter exprimiert, auf eine Stérung
der Autophagie zurlckgefiihrt werden Somit konnten rbg-1 und rbg-2 als neue Faktoren der
Proteostase und der Autophagie identifiziert werdenDiese Erkenntnisse wurden im weiteren

Verlauf dieser Arbeit in dasSaugersystem Ubertragen.
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3.2. Der RAB3GARomplex im Saugersystem

Die RNAtvermittelte ProteostaseAnalyse inC. elegangihrte zu der Identifikation von RBG1
und RBG2 als neue Faktoren der Proteoste und der Autophagie. Das human®rtholog von
RBG1 ist RAB3GAP1 und da®©rtholog von RBG2 ist RAB3GAP2. Beide Untereinheiten bilden
zusammen den heterodimererRAB3 GTPasactivating ProteinrKomplex, von dembekannt IST,
dass er dieUmwandlung der GTPgebundenen aktiven Formzur GDRgebundenen inaktiven
Form der RAB GTPaseRAB3 stimuliert (Aligianis et al, 2005, Aligianis et al, 2006). Im
Folgenden wurden nun die neuen Erkenntnisse aus C.elegansins Saugersystem ubertragen.
Hierfir wurden RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in humanen Zellen herunterreguliert oder
Uberexprimiert und die dadurch verursachten Veranderungen in der Autophagie untersuchtUF
die folgenden Experimentewurden zwei verschiedene Zellgsteme verwendet, namlich klonale,
menschliche embryonale NierenZellen (Human Embryonic Kidney 293ells= HEK2934Graham
et al, 1977), sowie primare, menschliche, fetale Lungen-Myofibroblasten (IMR90-Zellen;
(Alborghetti et al, 2010).

3.2.1. Die Herunterregulation von RAB3GAR/2 hemmt die Autophagie

Die Herunterregulation der Komponenten des heterodimeren RAB3GAIKomplexesvie RNAI
zeigte Einfluss auf die Autophagie in WesternblotAnalysen von HEK293&Zellen (Abbildung 21).

In den Einzelherunterregulationen von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 akkumulierte mehr
unlipidiertes LC3-1 als in der NonsenseKontrolle (Abbildung 21 A+C). Der autophagische Flux
von p62/SQSTM1und LC3Il war allerdings nur geringfligig verandert wenn jeweils nur
RAB3GAP1 oder RAB3GAP2 herunterreguliert wurdeDie Herunterregulation der enzelnen
Komponenten zeigte somit eine gestorte LC3-Lipidierung, allerdings resultierte dies nicht in

einer gestorten autophagosomalen Biogenese.

Erst die Manipulation beider Komponenten RAB3GAP1 und RAB3GAP2 zeigte eine gestorte
Autophagie. Beeinflussteman RAB3GAP1 und RAB3GAP2 gemeinsaAbbildung 21 B) zeigte
sich mehr LC3l und zusatzlich eine gestorte autophagische Aktivitdt, die sib an dem
verringerten autophagischen Flux vorLC3 1l und p62/SQSTM1zeigte (Abbildung 21 D). Da nur
die Herunterregulation beider Komponenten des heterodimeren RAB3GARomplexes eine
veranderte Autophagiezeigte, wurde im weiteren Verlaufder Arbeit nur noch die Autophagie

durch Doppelherunterregulation von RAB3GAR/2 untersucht.
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Abbildung 21: Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP?2 zeadiffekte auf die
Autophagie in HEK293aZellen,die mit der angegelenen siRNAransfiziert wurden und
nach 48h fur 4 h mit DMSO {) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden (Tubulin
diente als Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzelherunterregulation von
RAB3GAP1 und RAB3GAPEsliel? sich eine erhdhte Akkumulation von LC3| im
Vergleich zur Kontrolle beobachten B. Immunoblot-Analyse nach
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2 Eskonnte eine Akkumulation vonLC3 1l
beobachtenwerden und der autophagischeFlux vonp62/SQSTM1und LC3Il war
deutlich verringert nach RAB3GAP1/2Herunterregualtion. C.Statistische Auswerturg
der Einzelherunterregulationen von RAB3GAP1 und RAB3GARf#ie Menge an
LC31/Tubulin war signifikant erhoht, aber der autophagischeFlux von LC3II und
p62/SQSTM1war nicht verandert nach Herunterregulation (Statistik: n = 4; Mittelwert £
Stabw; * PS Tt I-tast). ). Statistische Auswertung der Doppelherunterregulation wn
RAB3GAP1/2: die Menge an LGBTubulin war signifikant erhdht und der
autophagischeFlux von LC3II und p62/SQSTM1war signifikant verringert in der

t-test).

Herunterregulation von RAB3GAP1/3 3 OAOEOOEE] 1

E tn - EOOAI
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Auch in humanen, primaren IMR9GFibroblasten waren die in der klonalen Linie gezeigten
Effekte zu beobachten (Abbildung 22). In der Immunoblot-Analyse war nach
Doppelherunterregulation von RABGAP1/2 die Akkumulation von unlipidiertem LC3 deutlich
erkennbar (Abbildung 22 A+B). Auch der verminderte autophagche Flux vonp62/SQSTM1und
LC3IlI war in IMR90-Fibroblasten zusehen (Abbildung 22 C+D) Die Herunterregulation von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in IMRERIlen bestatigt die Ergebnisse aus den kloten HEK293a
Zellen.Die Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in klonalen HEK293allen und

in primaren IMR90-Fibroblasten stort die autophagosomale Biogenese.
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Abbildung 22: Herunterregulation von RAB3GAP1/Zeigte Effekte auf die Autophagie
in IMR90-Zellen, die mit der angegebenen siRNwansfiziert wurden und nach 48 h fiir
4 h mit DMSO {) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden (Tubulin diene als
Ladekontrolle; Quelle:Spang Feldmannet al.2014): A. Immunoblot-Analyse nach
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2: Es liel sich eingkkumulation von LC3/
beobachten und derautophagischeFlux von p62/SQSTM1und LC3-1I war deutlich
vermindert nach Herunterregulation. B.-D. Satistische Auswertung der
Doppelherunterregulation von RAB3GAP1/2: disMenge an LC3/Tubu lin war
signifikant erh6ht und der autophagischeFlux von LC3II und p62/SQSTM1war
vermindert im Vergleich zur Kontrolle (Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw; *PS 1 h mu N
t-test).
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3.2.2. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Herunterregulation von
RAB3GAR/2

In Western-Blot-Analysen zeichnete sich die Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP2
durch eine Akkumulation von unlipidiertem LC3I| und einem verminderten autoghagischen Flux
von LC3Il und p62/SQSTM1laus. ImFolgenden sollen diese Effekte fluoreszenzmikroskopisch
in HEK293a und IMR90-Zellen dargestellt werden.

Die hier verwendeten klonalen HEK293aZellen tragen stabil ein ptfLC3Plasmid und
exprimieren ein GFR und RFRgekoppeltes LC3.Dadurch lassen sichAutophagosomen als
farbige punktférmige Strukturen darstellen. Im neutralen Milieu des Zytoplasmas erscheinen
autophagosomale Strukturen durch beide Farbstoffe in gelber Farbe. Verschmelzen die
Autophagosanen mit Lysosomen wird das weniger stabile GFP durch das saure Milieu zerstort
weswegenAutolysosomen als rote Strukturen zu erkennersind. Wahrend im HEK293aSystem
mit stabil transfizierten Zellen gearbeitet wurde wurden in Fibroblasten autophagosomale
Strukturen durch Immunfarbung sichtbar gemacht umdie Autophagie zu untersuchen. LC3
wurde mit Dylight488-Farbstoff griin und p62/SQSTM1 mit Cy5-Farbstoff rot markiert.
Autophagosomale Strukturen lieBen sichsomit in diesen Zellenals rote und somit LC3
markierte oder griine und somit p62/SQSTMZgekoppelte punktférmige Strukturen darstellen.

Unter basalen Bedingungen erschienen die Nonsense und die RAB3GAP1/ZSiRNA
transfizierten HEK293a- und [IMR90-Zellen gleich und zeigten wenige bis keine
Autophagosomen(Abbildung 23 A/ Abbildung 24 A). NachBafilomycin Al-Behandlung zeigten
sich in den NansenseZellen mehr autophagosomale Strukturen aldarbige Punkte. Dieser Effekt
blieb bei den Zellen in denen RAB3GAP1/Aerunterreguliert war, aus. Hier liefen durch die
Bafilomycin Al-Behandlung keine autophagosomalen Strukturen auf.Die autophagosomale

Biogenesewar durch RAB3GAR/2 -Herunterregulation gestort.

Um die Autophagiepharmalogischzu induzieren wurde Rapamycin eingesetzt. Dieses Ageist
ein Aktivator der Autophagie denn esblockiert mMTOR und hebt somit dessen Autophagie
hemmende Wirkung auf.Die Nonsensetransfizierten klonalen und primaren Zellen zeigten
durch die RapamycinBehandlungeine erhdhte Bildungvon Autophagosomen(Abbildung 23 B/
Abbildung 24 B). Diese akkumulierten durch die Behardlung mit Bafilomycin Al. Nach
Induktion der Autophagie mittels Rapamycinkonnten in der Herunterregulation von RAB3GAP1
und RAB3GAP2 weniger autophagosomale Strukturen beobachtet werdenals in den
Kontrollzellen. Auch eine Bafilomycin Al-Behandlung konnte kaum eine erhéhte Bildung von
Autophagosomen in den Rapamychbehandelten Zellen nach RAB3GAP1/Blerunterregulation

bewirken.
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Sowohl die konfokale Mikroskopie von ptfLCHEK293aZellen als auch die Immunfarbung von
IMR90-Fibroblasten zeigten unter basalen und Rapamycifinduzierten Bedingungen weniger
Autophagosomen als in den Nonsenseehandelten Zellen, was darauf schlie3en lasst, dass die
autophagosomale Biogenese gestowvar. Diese Ergebnisse bestatigen die Erkenntnisse aus den
Western-Blot-Analysen in denen durch die Herunterregulation von RAB3GAP1/2 die
autophagosomale Biogenese ebenfalls gehemmt war, was sich an einem verminderten Flux von
LC3Il und p62/SQSTM1 zeigte. Im weiteren Verlauf soll un gezeigt werden, wie sich eine
erhohte Menge von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 im Vergleich zum Verlust dieser beiden Proteine

verhalt.

Abbildung 23 (folgende Seite) : Konfokale Aufnahmen von HEK293&ellen, die stabil
das ptfLC3Plasmid tragen und dadurch GFRund RFRgekoppeltes LC3 exprimieren:
Herunterregulation von RAB3GAP1 und RAB3GAP?2 zeigte Effekte auf die Autophagie in
diesenZellen, die mit der angegebenen siRNttansfiziert wurden und nach 48 h fir 4 h
mit DMSO (Kontrolle), mit Bafilomycin A1 und/oder mit Rapanycin behandelt wurden
(DAPI diente zur NucleiFarbung, Maf3stab = 5Qum). A. Bei den unbehandelten
Kontrollzellen liel3en sich sowohl bei der Nonsese- als auch bei der RAB3GAP1/2
Transfektion keine punktférmigen autophagosomalen Strukturen beobachten. N&c
Bafilomycin A1l-Behandlung le3en sich rote und gelbe Autopbhgosomen in der
NonsenseKontrolle beobachten(weil3e Pfeile). Dieser Effekt trat in der
Herunterregulation nicht auf. B. Induziert man die Autophagie mithilfe von Rapamycin
lieRen sich in der NorsenseKontrolle viele rote und gelbe punktformige Strukturen
beobachten. Nach Bafilomycii1-Behandlung wurden diese Autophagosomen vermehtrt.
Nach RapamycirBehandlung zeigten sich ider RAB3GAP12-Herunterregulation in
HEK?293a viel weniger autophagosomal Strukturen als in den Nonsens&ellen. Auch
durch zusatzliche Manipulation mit Bafilomycin A1l akkumulierten weniger
Autophagosomenin den RAB3GAP1/2siRNAbehandelten Zellen
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Abbildung 24: Konfokale Aufnahmen von LC3und p62/SQSTMZEImmunfarbung in
IMR90-Fibroblasten: Herunterregulation von RAB3GAPLnd RAB3GAPZeigte Effekte
auf die Autophagie in diesen Zellen, die mit der angegebenen siRNA manipuliert wurden
und nach 48 h fur 4 h mit DM® (Kontrolle), mit Bafilomycin A1 und/oder Rapamycin
behandelt wurden (DAPI diente zur NucleFéarbung, Mal3stab = 50 um
Primarantikérperfarbung = anti-LC3 und anti p62/SQSTM1/ Sekundarantikdrper =
Dylight488 (griin) und Cy5 (rot); Quelle:Spang Feldmannet al.2014). A.Bei den
unbehandelten Kontrollzellen liel3en sich sowohl bei der Nonsese- als auch bei der
RAB3GAP1/2Herunterregulation punktformigen autophagosomaleStrukturen
beobachten. NactBafilomycin Al-Behandlung vermerten sich diese in derNonsense
Kontroll-Zellen wahrendsich dieser Effek nach RAB3GAP1/2Herunterregulation nicht
beobachten lield B. Induziert man die Autophagie mithilfe von Rapamycirakkumulierten
in der NonsenseKontrolle viele Autophagosomen Nach Bafilomycin AiBehandlung
wurden diese Strukturenvermehrt. Bei den RAB3GAP1/2iRNAbehandelten
Fibroblasten zeigten sich nach RapamychBehandlung viel wenigerautophagosomale
Strukturen als in den Nonsense&Zellen. Auch durch zuséatzliche Manipulation mit
Bafilomycin Alakkumulierten viel weniger Autophagosomenin den
RAB3GAP1/2siRNAtransfizierten Zellen als in den Kontrollzellen
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3.2.3. Die Uberexpression von RAB3GAP1/2fordert die Autophagie

Der Verlust von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 fihrte in Westdstot-Analysen und
Fluoreszenzmikroskopie zu einer gestdrten autophagosomalen Biogenesem desen Einfluss
auf die Autophagie durch RAB3GAR/2 zu bestdtigen wurde zusatzlich zu de siRNA
vermittelten Herunterregulation auch die Uberexpression beider Komponenten mithilfe von

Plasmidennédher betrachtet.

In den klonalenHEK293aZellen konnte ineinzelnen Experimenten nach Einzeluberexpression
ein Einfluss auf die Autophagie beobachtet werdefAbbildung 25 A), diese Einfluss war aber
wie bei der Herunterregulation Gber mehrere Versuche nicht nachzuweisenApbildung 25 C).
Erst die Uberexpression beider Untereinheiten des RAB3GAfbmplexes zeigte eine Erhohung
des autophagschen Fluxes vorp62/SQSTM1und LC3Il im Vergleich zur LeervektorKontrolle
(Abbildung 25 B+D). Dies konnte man in dieser Zelllinie allerdings nuschwach erkennen. Um
diese Tendenz derverdnderten Autophagiein den HEK293aZellen zu bestétigen, wurde
Uberexpression von RAB3GAP1/2 auch in IMR9Bibroblasten untersucht.

72



ERGEBNISSEI 3.

A B
HEK293A RAB3GAP1 RAB3GAP2 HEK293A Leer- RAB3GAP1/2
Leervektor Plasmid Plasmid Vektor Plasmid
Bafilomycin A1 - + - + - + Bafilomycin A1 - + - +
RAB3GAP1 | —_— - | RAB3GAP1 . —
RAB3GAP2 . Sy e—
RAB3GAP2 -
P62/SQSTM1| i HE S SN e
p62/SQSTM1 | * - —
LC3-1 | ‘
LC3-1I
Tubulin | e S S S
Tubulin‘ W - — — ‘

c —
X _ —
x 2 23
2 0200 n=3 59150 n=3
B M leervektor T ¥ M Leervektor
£ 215 |  WRAB3GAPL § 8 B RAB3GAP1
2 & Uber- S 5100+ Uber-
a0 2 .
] g 100 expression a0 g expression
g— (a] ERAB3GAP2 -g_ a 50 ERAB3GAP2
£ 150 Uber- S Uber-
‘F < expression 3: < expression
= & 0 & 0
mn 2 )
9 <%

D —
(< —
=g 23
X =150, n=5 x =250 n=5%
z £ N

L w =

3 5 » 5200+
§ X 100- M Leervektor % x M Leervektor
® 9 ORAB3GAP1/2 2 Q190 ORAB3GAP1/2
© .. [oT1] .
< = Uber- & 2190 Uber-
8 QI 50 expression g- Q| expression
23 Sz
=% o L W& o
on 2 ol
o o
-

Abbildung 25: Uberexpressionvon RAB3GAP1 und RAB3GAP?2 zeigte Effekte auf die
Autophagie in HEK293aZellen, die mit denangegebenerPlasmidentransfiziert wurden
und nach 48 h fur 4 h mit DMSO-Y oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden
(Tubulin diente als Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzdlberexpression
von RAB3GAP1 und RAB3GARRer Flux vonLC3I und p62/SQSTM1wirkte verandert
nach Einzelherunterregulation im Vergleich zur Kontrolle. B. Immunoblot-Analyse nach
Doppeluberexpressionvon RAB3GAP1/2Der autophagischeFlux vonp62/SQSTM1und
LC3 I war erhdéht nach Doppelherunterregulationim Vergleich zur Leervektor

Kontroll e. C.Statistische Auswertung der Einzelliberexpressiorvon RAB3GAP1 und
RAB3GAPZ2Es zeigte sich kein Effekt nach Einzelherunterregulatio(Statistik: n = 3;
Mittelwert * Stabw;t-test). D. Statistische Auswertung der Doppeélberexpressionvon
RAB3GAP1/2: @ér autophagischeFlux von LC3Il und p62/SQSTM1war in der Tendenz
nachPlasmid-Transfektion erhoht im Vergleich zur Kontrolle (Statistik: n =5; Mittelwert
+ Stabw;t-test).
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In den primaren IMR90-Fibroblasten zeigte sich eine deutliche Erhéhung des autophiaghen
Fluxes vonp62/SQSTM1und LC3II nach Uberexpression von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in der
Immunoblot-Analyse im Vergleich zur LeervektorTransfektion (Abbildung 26, A+B). Dies
bestatigt die tendenziellen Effekte aus den HEK293Zellen. Die Uberexpression von
RAB3GAP1/2 fordert die autophagosomale Biogenessd zeigt somit denreziproken Effekt zur
Herunterregulation von RAB3GAR/2 . Der RAB3GAKomplex ist ein positiver Regulator der
Autophagie.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass RAB3GAP1l und RAB3GARR autophagosomale
Biogenese und somit den autophagischen FluXérdern, bleibt nun offen Gber welche
MechanismenRAB3GAP1/2 in der Autophagievirken.
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Abbildung 26: Uberexpression von RAB3GAP1 urldAB3GAPZeigte Effekte auf die
Autophagie inIMR90-Fibroblasten, die mit den angegebeneRlasmiden transfiziert
wurden und nach 48 h fur 4 h mit DMSO-)J oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt
wurden (Tubulin diente als Ladekontrolle; Quelle:Spang Feldmannet al.2014):
A.Immunoblot-Analyse nach Doppelliberexpression von RAB3GAP1/2: Der Flon
p62/SQSTM1und LC3I1l war deutlich erhoht im Vergleich zur LeervektorKontrolle.

B. Statistische Auswertung der Doppeliberexpression von RAB3GAP1/2: der
autophagischeFlux von LC3Il und p62/SQSTM1war im Mittel nach Uberexpression
signifikant erhoht, (Statistik: n =4; Mittelwert + Stabw;s 0  SIndr*P 8 v 11, b-tESH
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3.2.4. Die Effekte der RAB3GAPs auf die Autophagie sind unabhéngig von der
RAB GTPase RAB3

Bisher wurde der RAB3GARKomplex (wie sich auch bereits aus der Namensgebung erschliel3t)
mit der Regulation der GTPase /B3 und der Neurotransmitter-Ausschittung an neuronalen
Synapsenassoziiert (Muller et al,, 2011; Sakaneet al, 2006). Um zu analysieren, ob der Einfluss
auf die Autophagievon RAB3GAP1/2 Uber RB3 vermittelt wird, wurde die Auswirkung der
RAB3Herunterregulation auf die Autophagie untersucht. RAB3 hat mindgens vier
verschiedene Isoformen, die sich in ihrer Funktion kompensieren kénne(Schluter et al,, 2006;
Schluter et al, 2004). Um diese kompensatorishen Effekte zu verhindern wurden
RAB3A B, Cund D gleichzeitig mithilfe von siRNA herunterreguliert.

Die RAB3A-D siRNATransfektion zeigte in HEK293aZellen keine veranderte Lipidierung von
LC3 und auch keinenEinfluss auf den autophagischen Flux vonLC3 oder p62/SQSTM1
(Abbildung 27 A). Die RAB3AD Herunterregulation hatte hier somit keine Effekte auf die
Autophagie und a@hnelte der Nonsens&ontrolle. Die Doppelherunterregulation von RAB3GAP1
und RA3GAP2 zeigte im Immunoblot, wie zuvor beschrieben, eidkkumulation von LC3I und
eine Verminderung des autophagischen Fluxes vap62/SQSTM1und LC3II.

Abbildung 27 (folgende Seite) : Herunterregulation von RAB3A-D zeigte keine Hekte
auf die Autophagie in HER93a-Zellen, die mit der angegebenen siRNA transfiziert
wurden und nach 48h fir 4 h mit DMSO {) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt
wurden (Tubulin diente als Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analysenach
Herunterregulation von RAB3A-D und RAB3GAP1/2: Die RABA-D siRNATransfektion
zeigte keine Effekte auflie Lipidierung von LC3oder den autophagisclen Flux von
LC3l und p62/SQSTM1, wahrend die RAB3GAP1/Herunterregulation eine gestorte
Lipidierung von LC3 und einererniedrigten autophagischenFlux vonp62/SQSTM1und
LC3l im Vergleich zur NonsenseKontrolle zeigt. B. StatistischeAuswertung der
Herunterregulation von RAB3GAP1/2: LC3 akkumulierte und der autophagische Flux
von LC3II und p62/SQSTM1war nach RAB3GAP1/2Herunterregulation im Vergleich
zur Kontrolle vermindertj 3 OAOEOOEEG 1T E 11N - E@HAIl xAOO
C.Statistische Auswerturg der Herunterregulation von RABA-D: die Lipidierung von
LC3H, und der autophagischeFlux von LC3Il und p62/SQSTM1warenim Vergleich zur
Kontrolle nach RAB3AD siRNA-Behandlung nichtverdndert (Statistik: n = 3; Mittelwert
* Stabw n.s. = nicht signifikantt-test). C.Agarosegel einer PCR von HEK292@NA nach
Nonsense (NS) undRAB3A-D siRNATransfektion (siRNA), RPL19 diente als
Ladekontrolle: RAB3A war die am meisten exprimierte RB3-Isoform in HEK293a und
ihr Spiegel konnte inder Herunterregulation deutlich gesenkt werden. In geringerer
Menge war RAB3D nachzuweisen, aber auch hier konnte eine Herunterregulation
nachgewiesen werden. HEK293Zellen exprimieren kein FAB3B und RAB3C.D. gPCR
Analyse der Expression von RB3A und RAB3D: Die Expressionsspiegel der mRNA von
RAB3A und RAB3D waren nach Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle in

drei unabhéngigen Experimenten vermindert (Statistik: n = 3, Mittelwert: Stabw).

75

3 (



0
RAB3A RAB3D

ERGEBNISS 3.
A
HEK293a RAB3
Nonsense RAB3A-D  gap1/2
SiRNA SIRNA SIRNA
Bafilomycin - + - + - +
RAB3GAP] [—= v = == |
RAB3GAP2 [ = o v \
P62/SQSTML o sy e s e s |
LC3-I - — —
- —_—
LC3-1I
Tubulin| -—————-I
250 —=— n=4 150 = n=4 £ F150 — n=4
X0
p— > -
R 200 o e
= B Nonsense 100 B Nonsense 5 S 00 B Nonsense
E 150 | Kontrolle 1 Kontrolle § 3 1 Kontrolle
e O RAB3GAP1/2 ORAB3GAP1/2 'g"p g ORAB3GAP1/2
~.100 - — Herunter- 50 Herunter- -g_ o 50 Herunter-
oh regulation regulation 84 regulation
Q 50 — S a
0 0- a2 0
o
ns _ § _ '\_E‘ —_ n.s. _
150 ”'3';' n=3 & 150 - n=3
3 XD
— -— s O
X . [~
= B Nonsense @ B Nonsense % @ W Nonsense
c A ] [ A
= 100 Kontrolle 8§ Kontrolle 5 EIOO Kontrolle
Y 172}
< O RAB3A-D E’ ORAB3AD & 2 O RAB3A-D
-'.._,__ 50 | Herunter- g. Herunter- § o 50 | Herunter-
s regulation § regulation 8 regulation
(8] < 2 <
— 1 ) H =
= ©
0 oh o 0 F—
8] o
-
E —
s
E = 100 n=3
3 2
b
-"a’_ S 80 -
2%
S R 60
2 £
$ 3 40
g W
> i
@S 20
2 £
‘5=
S g L
€Z
E

76



ERGEBNISSEI 3.

Zum Nachweis dererfolgreichen Reduktion der RAB3Isoformen durch siRNATransfektion
wurde eine PCRAnalyse durchgefuhrt In einer AgarosegelElektrophorese nach einer PCR zum
Nachweis von RAB3AB, Cund D konnten in HEK293aZellen nur RAB3A und RAB3Dund deren
Herunterregulation nachgewiesen werden Abbildung 27 C). Diese klonale Zelllinie exprimiert
somit nur zwei Isoformen von FAB3. Um den genauen Umfanger Reduktion von RAB3A und
RAB3D zu bestimmen, wurden deren Spiegel nach Herunterregulation mitseuantitativer
PCRAnNalysenermittelt. Hier konnten die verminderten Mengen der mRNASpiegel von RB3A
und RAB3D bestatigt werden (Abbildung 27 D).

Die Herunterregulation von RAB3AD zeigte in HEK293a&Zellen keinen Effekt auf die
Autophagie. Im Folgenden wurdealieses Experimentin IMR90-Fibroblasten durchgefuihrt. Auch
die RAB3AD siRNATransfektion in IMR90-Fibroblasten zeigte keine verandee Lipidierung
von LC3 aler einen Einfluss auf den autophagischen Flux von L@Boder p62/SQSTML1 in der
Immunoblot-Analyse im Vergleich zur Nonsens&ontrolle (Abbildung 28 A+C). IMR90Zellen
exprimieren vier Isoformen A-D von RAB3. Diese konnten durch siRNBehandlungin ihren

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

Die Herunterregulation von RAB3AD mittels siRNA zeigte somit in HEK293Zellen und in
IMR90-Fibroblasten keinen Effekt auf die Prozessierung von LC3 und die autophagosomale
Biogenese. Die Wirkung von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 auf die Autophagie wird nach

Erkenntnissenaus diesenExperimente nicht Uber die GTPase RAB3 vermittelt.
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Abbildung 28: Herunterregulation von RAB3A-D zeigte keine Effekte auf die Autophagie
in IMR90-Fibroblasten, die mit der angegebenen siRN#ansfiziert wurden und nach

48 h fir 4 h mit DMSO {) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden (Tubulin diene
als Ladekontrolle;Quelle:Spang Feldmannet al. 2014): A. Immunoblot-Analyse nach
Herunterregulation von RAB3: Die RAB3A-D siRNATransfektion zeigtekeine Effekte auf
LC3 und p62im Vergleich zur NonsenseKontrolle. B. qJPCRAnalyse der Expression von
RAB3A, B, C undD: Die Expresionsspiegel der mRNA von RB3A-D waren nach
Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle indrei unabhangigen Experimenten
signifikant vermindert (Statistik: n = 3; Mittelwert + Stabwl] 0 66 S*80.600; OT A 0
t-test). C. Statistische Auswertung der Herunterregulation von RB3A-D: die Menge an
LC31 und derautophagischeFlux von LC3Il und p62/SQSTM1waren im Mittel nach
RAB3AD siRNABehandlung nicht verandert(Statistik: n = 4; Mittelwert + Stabw;

n.s.= nicht signifikant; t-test).
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3.3.Untersuchung der Interaktionen von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 mit

anderen Proteinen

Bisher konnte gezeigt werden, dass diRAB3GAR neue Faktoren des Autophagienetzwerkes
darstellen. In Yeast TweHybrid-Studien von humanenfétalen Gehirnen wurde eine Interaktion
von FEZ1 mit RAB3GAP entdeckAssmannet al, 2006, Orr und Zoghbi, 2007. Dariiber hinaus
wirkt FEZ1 zusammen mit SCOC und UVRAG in der Autophalgiaschinerie. SCOC interagiert
mit FEZ1 und bildet einen trimerischen Komplex mit UVRAG. Dieser beeinflusst wiederum ULK1
und Beclinl und dadurt wirkt FEZ1 als negativer Regulator der Autophagi€éMcKnight et al,
2012). Im Weiteren sollte daher untersucht werden, ob RAB3GAP1 aat RAB3GAP2 direkte
Proteininteraktionen mit Faktoren der Autophagie oder auch FEZ1 odetlessenParalog FEZ2

eingehen

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

untersuchten Autophagie -Gene in der Celmmunoprézipitation

In  Vorversuchen der Colmmunoprazipitation (Co-IP) wurden RAB3GAP1l::MYC und
RAB3GAP2::MYC in klonalen HEK292Zellen Uberexprimiert und anschlie3end wurde mit den
Antikorpern fir RAB3GAP1, RAB3GAP2 undMYC die entsprechenden Antigene prazipitiert. In
der Immunoblot-Analyse wurden diese Proben nach Interaktionen mit gelaufigen Autophagie

Proteinen untersucht (Daten nicht gezeigt).

Es konntenhier keine Proteininteraktionen mit LC3, p62SQSTM1 ATG7, ATG3 oder GABARAP
beobachtet werden obwohl RAB3GAP1 und RAB3GAP2 schofs dnteraktionspartner mit
Mitglieder der ATG8Proteinfamilie beschrieben wurden (Behrends et al, 2010). ATG3 und
ATGY7 sind an der Prozessierung von LC3 beteiligt und GABARAPnNsben LC3ein weiteres
Mitglied der ATG8Protein-Familie (Weidberget al, 2010).

3.3.2. Die Celmmunoprazipitation zeigte keine direkte Interaktion von FEZ1,
FEZ2 und RAB3GAP1

Da schon eineProteininteraktion von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 mit FE#1 einem anderen
Zellmodell beschrieben wurde, wurden des Weiteren CelPs zwischen FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1
und RAB3GAP2 durchgefihrtum diese Interaktion auch im hier eingesetzten Zellmodell

nachzuweisen(Assmannet al, 2006, Orr und Zoghbi, 2007).

Nach Uberexpression von RAB3GAP1::MYC und RAB3GAP2::MYC undRighDownmit FEZ1-

und FEZ2Antikorper konnte aber keine Proteininteraktion gezeigt weden (Daten nicht
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gezeigt). Aus dem gleichen Zelllysat wurdemit dem ¢-MYCAntikérper Proteine prazipitiert.

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

Um dieses Ergebnis zu bestétigen, wurde auch der umgekehrte Versuchsaufligguvahlt indem
FEZ1:MYC und FEZ2:MYC uberexprimiert wurden und dePull Down mit RAB3GAP1
Antikorper durchgefiihrt wurde (Daten nicht gezeigt). Doch auch diesen CelPskonnten keine

Interaktion en zwischen RAB3GAP1 und FEZ1 oder FEZ2 nachgewiesen werden.

In der Colmmunoprazipitation konnte keine direkte Proteininteraktion zwischen RAB3GAP1/2
und FEZ1 oder FEZ2 festgestellt werderm diese Interaktionsstudien zu ergénzen, wurden
IP/MS-Analysen, die in Kooperation mit Christian Behrends (Institut fur Biodemie Il der

GoetheUniversitat, Frankfurt am Main) durchgefuhrt wurden, angefugt(siehe Ergebnissed.3.3).

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

Fur die Interaktions-Analysen [Christian Behrends (Institut fir Biochemie Il der Goethe
Universitat, Frankfurt am Main)] wurden FEZL, RAB3GAP1 und RAB3GAPals FLAG
Hamagglutinin(HA)-Fusionsproteine in HEK293aZellen exprimiert. Die eluierten antiHA-
Komplexe wurden trypsiniert und mittels Massenspektrometer analysiert. Anschlieend
wurden die Kandidaten mit der hochsten InteraktionsWahrscheinlichkeit Gber das Programm
ComPASHlentifiziert (Behrendset al, 2010, Sowaet al,, 2009).

Auch diese IP/MS-Analyse zeigte keine direkte Interaktion zwischenrRAB3GAP1/2 und FEZ1
Fur RAB3GAP1/2 konnten Interaktionspartner wie RFWD2 weitere COPProteine oder
C110RF2identifiziert werden, wahrend fir FEZ1 SCOC nachgewiesen wurde. Diese Proteine
wurden zuvor schon mit Autophagie in Verbindung gebrachfClaerhoutet al, 2012, Kobayashi

et al, 2013, McKnightet al, 2012, PerezVictoria et al, 2010).

Das Protein DNAJC13/RMES, das eirRolle in der endosomalen Membransortierung spielt,
wurde als gemeinsamer Interaktionspartner von RAB3GAP1 und FEZ1 identifizieftUrra et al,
2013).
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Abbildung 29: Proteom-Analyse von FEZ1, RAB3GAP1 und RAB3GARRelle:Spang
Feldmannet al., 2014): Das kombinierte Schema zeigt die in der Analyseéentifizierten
maglichen Interaktionspartner (HCIB. Bait-Proteine wurden als FlagHamagglutinin
(HA)-Fusionsproteinein HEK293a-Zellen exprimiert. Proteine, die inden Anti-HA-
Immunkomplexen eluiert wurden, wurden durch Massenspektrometrie (LEMS/MS)
analysiert und alsHCIPsvon CompPASHlentifiziert.
GABARAP und GABARAPL1, zwei Mitglieder der AFB®tein-Familie, wurden als mogliche
Interaktionskandidaten fur die RAB3GAPs identifiziert, konnten ale den strengen
Ausschlussverfahren, die diese Methode vorgibind die fiir jedes Experiment statistisch neu
ermittelt werden, nicht standhalten (Sowa et al, 2009). In einer vorangegangenen Analyse
konnte eine Interaktion der RAB3GAPs mit ATGBroteinen gezeigt werden(Behrends et al,
2010). Dort wurden aber ATG8Proteine als Bait genutzt und dadurch war die Interaktion
vermutlich starker.

Eine Liste aller gefundenen mdglichen Interaktionspartner KICIB und deren strenge, von

ComPAS$estgelegen Ausschlusskriterien Score$ finden sich im Anhang (sieh€.6).

So wie in der Cdmmunoprazipitation konnte auch in der IP/MSAnalyse keine direkte

Interaktion zwischen RAB3GAP1 oder RAB3GAP2 zu FEZ1 nachgewiesen werden.
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3.4. Die Effektevon FEZ1 und FEZ&uf die Adophagie im Vergleich zu
den Veranderungen durclden RAB3GAP1fKomplex

Da weder in den Cdmmunoprazipitationen noch in der IP/MS-Analysen eine direkte
Interaktion von RAB3GAP1/2 und FEZPR festgestellt werden konnte, wurden im Weiteren die
Effekte von RAB3GAP1/2 im Vergleich zu FEZ1 und FEZ2 untersuchiier konnte gezeigt
werden, dass RAB3GAP1/2 als positive Regulatoren dekutophagie wirken. FEZ1 wurde
hingegen als ein negativer Regulator der Autophagiebeschrieben, was hier bestatigt werden
sollte (McKnight et al, 2012). Das FEZiHomolog FEZ2 kann im Saugersystem durch seine sehr
ahnliche Struktur die Funktionen von FEZ1 Gbernehmen und eventuellauswirkungen bei der
Herunterregulation oder Uberexpressionvon FEZ1 kompensieren(Alborghetti et al, 2011).
Daher war es naheliegend den Einfluss von FEZ1 und auch FEZ2 auf die Autophagie zu
bestimmen und diese Erkenntnisse mit denen der Manipulation von RAB3GAP1/2 zu

vergleichen.

Die Funktion von FEZ1 als negativer Regulatokonnte hier bestéatigt werden, dem FEZL
Herunterregulation erhéht den autophagischen kix von LC3Il, wahrend die FEZ1
Uberexpression diesenin der Tendenz verringerte (Abbildung 30 A+B / Abbildung 31 A+B).
Zusatzlich zeigte FEZ2 den gleichen Einfluss auf die Autophagie, denn FEEZ2unterregulation
forderte die Autophagie und FEZ2berexpression hemmteden autophagischen Flux von LG8
tendenziell. Hier konnte FEZ2 somit ebenfalls als negativer Regulator der Autophagie

beschrieben werden.

Der grofdte Einfluss auf die Autophagie konnte aber durch eine Doppelmiaulation erreicht
werden. Die Herunterregulation von FEZ1 und FEZ@emeinsamerhdhte den autophagosomalen
Flux von LC3Il und die Doppeliuberexpression von FEZ1/2 hatte sogar noch einen gré3eren
Einfluss als die Manipulation von nur einem FEZrotein (Abbildung 30 C+D / Abbildung 31
C+D).Die beiden Homologe FEZ1 und FEZ2 konnen offensichtlich durch ihre sehr &hnliche
Struktur auch ihre Funktionen in der Autophagie gegenseitig kompensiergnwas hier in der
Uberexpression von nur einem FEZProtein gezeigt wurde. Erst eine Doppeliiberexpression

verminderte den autophagischen Flux von LG8 in HEK293A Zellen signifikant.
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Abbildung 30: Herunterregulation von FEZ1 und FEZZeigte Effekte auf die Aitophagie
in HEK293aZellen, die mit der angegebenen siRN#ansfiziert wurden und nach 48h
fur 4 h mit DMSO ) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden @Aktin diente als
Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzelbrunterregulation von FEZ1lund
FEZ2 DieFEZX und FEZ2Herunterregulation zeigte einen starken Einfluss auf den
autophagischen Flux von LGH im Vergleich zur Nonsenseontrolle. B. Statistische
Auswertung der Einzelherunterregulation von FEZ1 und FEZ2: der autophagische Flux
von LC3 I war in beiden Herunterregulationen signifikant erhdht im Vergleich zur

6  St-teshhQdmmunoblot-Analyse
nach Doppelherunterregulation von FEZ/ 2: Die FEZ1 und~EZ2 siRNATransfektion
zeigteeine starke Erhéhung des autophagischen Flux vdnC3 im Vergleich zur
NonsenseKontrolle D. Statistische Auswertung derDoppelherunterregulation von
FEZ1/2: der autophagischeFlux von LC3II war signifikant im Vergleich zur Kontrolle
(Statistik: n=4; MIOOAT x AOO M 3 Otdsh. €£.gPCRANalyseSdertErpressign
von FEZ1 und FEZ2Die Expressionsspiegaeler mRNA vonFEZ1 und FEZ2varen nach
Herunterregulation im Vergleich zur Kontrolle vermindert (Statistik: n = 3;

Kontrolle (Statistik: n =4; Mittelwert £ Stabw; 0

Mittelwert + SEM t-test)
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Abbildung 31: Uberexpressionvon FEZ1 und FEZ2 zeigte Effekte auf die Autophagdn
HEK293aZellen, die mit denangegebenerPlasmidentransfiziert wurden und nach 48h
fur 4 h mit DMSO ) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt warden (Aktin diente als
Ladekontrolle): A. Immunoblot-Analyse nach Einzeliiberexpressiomon FEZ1 und FEZ2:
Die FEZ1 und FEZ2Plasmid-Transfektion zeigteeinen geringen Einfluss auf den
autophagischen Fluxvon LC3 im Vergleich zul_eervektor-Kontrolle. B. Statistische
Auswertung der Einzeliberexpressionvon FEZ1 und FEZ2: deautophagischeFlux von
LC31l war nach FEZ1 und FEZ2Plasmid-Transfektion tendenziell vermindert (Statistik:
n = 4; Mittelwert £ Stabw; t-test). C. Immunoblot-Analyse nach Doppélberexpression
von FEZ1/2: Die FEZ1 und FEZRlasmid-Transfektion einen starken Einflu aufden
autophagischen Flux von LG3l im Vergleich zurLeervektor-Kontrolle D. Statistische
Auswertung der Doppeliberexpressionvon FEZ1/2: derautophagischeFlux von LC3lII
war signifikant vermindert (Statistik: n = 4; Mittelwert +3 OAA x N Ottest). S mTh o N
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Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden die Effekte auf die Autophagie auch in IMRSZellen
validiert. Um hier die kompensatorischen Effekte zwischenFEZ1 und FEZ2 géanzlich
auszuschlieBen, wurden in den priméren Zellen alle weiteren Versuche unter den Bedingungen
der Doppelherunterregulation durchgefihrt. Zusatzlich wurde diese Manipulation mit dem
Einfluss von RAB3GAP1/2 verglichen.

In den primaren IMRO0-Fibroblasten konntein der Herunterregulation von FEZ1 und FEZ2 &t
gleiche Einfluss wie in den klonalen HEK293aZellen beobachtet werden @bbildung 32). Der
autophagscheFlux von LC3Il war signifikant erhéht. Die Herunterregulation des RAB3GAP12
Komplexes fuhrte, wie schon zuvor gezeigt, zum gegenteiligen Effekt undrminderte diesen
Flux signifikant. FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 wirken inhrer Funktion antagonistisch.

A
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Abbildung 32: Herunterregulation von FEZ1/2 und RAB3GAP1/2zeigte Effekte auf die
Autophagie inIMR90-Fibroblasten, die mit der angegebenen siRNA transfiziert wurden
und nach 48 h fur 4 h miDMSO {) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt wurden
(Tubulin diente als Ladekontrolle) [Quelle: Spang Feldmannet al.2014]: A. Immunoblot-
Analyse nach Herunterregulation der angegebenen Proteine: Die FEZ1/2 siRNA
Transfektion zeigteeine starke Erhohung desLC31l-Fluxes. Die RAB3GAP1/2
Herunterregulation verminderte diesen Flux. Bei der Behandlung mit der siRNA aller
Komponenten wirkte die Akkumulation von LC3 1l wieder wie bei der Nonsense
Kontrolle. B. Statistische Auswertung deHerunterregualtion von FEZ1/2, RAB3GAP1/2
und FEZ1/2 + RAB3GAP1/2Die FEZ12 siRNATransfektion zeigtetber

funf unabhéngige Experimente einestarke Erh6hung desautophagosomalen Fluxes von
LC3l. Die Herunterregulation von RAB3GAP1/Zerminderte diesen Flux.Die
Transfektion aller Komponenten gemeinsanzeigten keinen Effekt im Vergleich zur
NonsenseKontrolle (Statistik: n = 5 Mittelwert £ Stabw; n.s = nicht signifikant0 ¢ S
Ol A 0 gwtestt mhmp
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Darlber hinaus konnte in diesem Zellsystemageigt werden, das sich dies&inflissegegenseitig
aufheben, wenn allevier Komponenten gemeinsam in den Zellen in ihrer Expression vermindert
sind. Werden FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1 und RAB2GAP2 gleichzeitig herunterregylbbachtet

man den gleichen autophagischenlex von LC3II wie in der NonsenseKontrolle.

Zusétzlich zu den Herunterregulationsanalysen wurde auch die Uberexpression von FEZ1 und
FEZ2in IMR90-Zellen untersucht und mit der Uberexpression von RAB3GAP1/2 verglicherDie
Uberexpressionvon FEZ1/2 vermindert in primaren Fibroblasten den autophagischerfrlux von
LC31I, wahrend, wie schon beschrieben, die RAB3GAPL@berexpressiondiesen Flux erhoht
(Abbildung 33). FEZ1/2-Uberexpression hemmt die Autophagie, wahrend die RAB3GAP1/2
Uberexpression diesen Abbauweg fordert.Werden aber alle Komponenten gemeinsam
Uberexprimiert kompensieren sich die beobahteten Effekte undder autophagische Flux von

LC3 1l verhalt sich wieder wie in derLeervektor-Kontrolle.
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Abbildung 33: Uberexpressionvon FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 zeigte Effekte auf die
Autophagie inIMR90-Fibroblasten, die mitden angegebenerPlasmidentransfiziert
wurden und nach 48 h fur 4 h mit DMSO-) oder mit Bafilomycin Al (+) behandelt
wurden (Tubulin dient als Ladekontrolle; Quelle:Spang Feldmannet al.2014):
A.Immunoblot-Analyse nach Uberexpressioder angegebenerProteine: Die FEZ12-
Plasmid-Transfektion zeigte eine starkeverminderung desautophagischen Fluxes von
LC31l. Die RAB3GAP1/2Uberexpressionerhohte diesen Flux. Bei defJberexpression
aller Komponenten wirkte die Akkumulation vonLC3-II wieder wie bei der Leervektor-
Kontrolle. B. Statistische Auswertung der Herunterreguldion von FEZ1/2, RAB3GAP1/2
und FEZ1/2 + RAB3GAP1/2: Die FEZ2tPlasmid-Transfektion zeigte Uberfunf
unabhangige Experimente eine Verminderundes autophagosomalen Fluas von LC3lI.
Die Uberexpressionvon RAB3GAP1/2erhohte diesen Flux. Die Transfektion aller
Komponenten gemeinsam zeigten keinen Effekt im Vergleich zueervektor-Kontrolle
(Statistik: n = 5; Mittelwert + Stabw; P* S0,05; t-test).
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Zusammenfassend wureé hier gezeigt, dass RAB3GAP1 und RAB3GAP2 positive Regulatoren der
Autophagie sind und FEZ1 und FEZ2 negativ auf diesen Abbauweg wirkerDa in
vorrangegangenen Experimentenkeine direkte Protein-Interaktion von RAB3GAP1/2 und
FEZ12 festgestellt werden lonnte, wurde untersucht, ob die Einflisse von RAB3GAP1,
RAB3GAR, FEZ1 und FEZ auf die Autophagieeinen funktionellen Zusammenhang besitzen.
Dazu wurden diese Proteine gemeinsam inhumanen Zellen Uberexprimiert oder
herunterreguliert. Interessanterweise hoben sich die Effekte gegenseitig auf, wenn die
Proteinmengen aller vier Komponenten FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in der Zelle
erhdht oder erniedrigt waren. Dies zeigt eine funktionelle Verbindung, da bei gleichzeitiger
Manipulation aller Komponenten die Aktivitdt der Autophagie, gemessen am autophagischen
Flux von LC3Il, wieder auf den Niveau der Kontrollen war. Das FEZ1 und FEZ2 die Effektmn
RAB3GAP1 und RAB3GAPAaf den autophagischerFlux ausbalancieren und dies auch in die
andere Richtung funkioniert, steigert die Relevanz des hier untersuchtefRAB3BGARKomplexes

und festigt seine Rolle in der Autophagie.
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4. Diskussion

Die Autophagie ist eineukaryotischer Stoffwechselweg, derintrazellulare Komponenten wie
Proteine und Organellen gezielt aus dem Zytosol entfernfYang und Klionsky, 2009). Die
Initiation dieses Abbauwegesist gekennzeichnet durch die Bildung einer Vorlauferstruktur mit
Doppelmembran, die als Isolationsmembran bezeichnet wird. Diese expandiert zu einem
Vesikel,der das Autophagiesubstrateinschlief3t und dann als Autophagosom bezeichnet wird.
Das Autophagsom wird kontrolliert zu Lysosomen transportiert und verschmilzt mit diesen
zum Autolysosom Worin die Bestandteile abgebaut werden und Aminosduren und Lipide

wieder regeneriert werden (Mizushimaet al, 2008).

Die Generierung der Isolationsmembran und die Reifung der Autophagosomen sinhéngig
von einer koordinierten und effizienten Membrandynamik und einem gut funktionierendem
Vesikeltransport. RAB GTPasen und ihre regulatorischen Proteine wie die RABGAPS spielen eine
wichtige Rolle im Membrantransport und sind hochkonservierte Bestandiile des zellularen
Vesikeltransports (Denekaet al, 2003, Grosshanset al, 2006, Stenmark, 2009. Aufgrund ihrer
Bedeutung gibt es zahlreiche RAB GTPasen und RABGAPSs, die Bestandteil dmpRAagie sind
und dort eine Rolle im Vesikel und Membrantransport spielen (Fukuda und Itoh, 2008). So
konnte gezeigt werden, dass z.B. ATG16L als Effektor von RAB33 wirken kann. Weitere
Mitglieder der RABFamilie, die an der Bildung der Autophagosomen und deren Reifung beteiligt
sind, sind neben einigen anderen RAB9 bei der ATG5/ATGAUnabhangigen
Autophagosomenbitiung oder RAB5, RAB24 und RAB{Chua et al, 2011). Dartber hinaus
wurden verschiedene TBEDomanenhaltige RABGAPs mitler Autophagie assoziiert(Carroll et

al.,, 2013 Itoh et al, 2008, Longatti et al, 2012, Popovic et al, 2012). TBCProtein-Doméanen
vermitteln die Inaktivierung von RAB Proteinen und scheinen charakteristisch fir RABGAPs zu
sein, die mit mehr als einem RA®rotein interagieren kdnnen und somit verschiedene

Stoffwechselwege koordinieren(Frasaet al, 2012).

Die Autophagie spielt beim Abbau von fehlgefalteten oder beschadigten Proteinen mit
zunehmendem Alter eines Organismus eine immer grofRere Roll&u diesem Zépunkt sind
Zellen und Gewebe anfélliger fehlgefaltete Proteine und Aggregate zu bild@oyaet al, 2013,
Ryter et al, 2014). Diese aggregierten odewubiquitinierte n Proteine missen in alten Zellen
somit verstarkt durch Autophagie abgdaut werden (Gamerdingeret al, 2009, Morawe et al,
2012). Hierbei spielen Proteine deBcl2 AssociatedAthanogenéBAQ-Familie fir die selektive
Autophagie eine bedeutende Rolle. In der alten Zelle und durch erhéhten zelluddir Stress wird

BAG3 vermehrt exprimiert, was dazu fuhrt, dass der Abbau mittels Autophagie geférdert wird.
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BAGL1 hingegen, ein Protein welches den Proteinabbau mittels Proteasom férdert, wird im Alter

vermindert exprimiert (Behl, 2011 Gamerdingeret al, 2009).

Als Teil des komplexen Netzwerks, das die Homoostase des Proteoms aufrechterhélt, unterstitzt
die Autophagie die Proteinstabilitat. Diese ist fur jede Zelle essentiell und nur durch #r
Aufrechterhaltung kénnen alle Stoffwechselvorgange korrekt ablaufen und die Gesundheit eines
Organismus erhalten bleiben. Daher muss sie auch unter sich verdndernden Bedingungen
gewabhrleistet sein und eine gestérte Proteostase sowie die damit verbundeidkumulation von
beschadigten oder fehlgefalteten Proteinen spielen in vielen Erkrankungen, insbesondere
neurodegenerativen Krankheiten, eine Rolle(Cajigas et al, 2010, Morawe et al, 2012).
Proteinaggregation wird verbunden mit Amyotropher Lateralsklerose, Alzheimer, Huntington,
Parkinson und alphaSynucleinopathien wie Demenz mit Lewy Bodies und Multipler
Systematrophie (Goedert und Spillantini, 2006; Nagai et al, 2007, Sanchezet al, 2003
Scherzinger et al, 1997, Spillantini und Goedert, 200Q. Auch Ekrankungen, die nicht
neurodegenerativ sind, wie die nichtneuropathische systemische Amyloidose werden mit

Proteinaggregation in Verbindung gebrach{Chiti und Dobson, 200§.

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

diese Proteinhomdostase aufrechterhdlt, ist die Autophagie ein ssntieller Abbauweg.

4.1. Der RAB3GAKomplex beeinflusst die Autophagie in C. elegans und

humanen Zellen

In dieser Arbeit wurden ausgehend von einerRNAkrvermittelten ProteostaseAnalyse in
C.elegans rbgl und rbg-2 als neue Faktoren der zellularen Proteostase gefunden, die im
Weiteren im Saugerzellsystem mit der Autophagie und molekular mit der Bildung von

Autophagosomen assoziiert wurden.

Um die Starke und den Umfang von Aggregation in einer Hochdurchsatzanalyse dimem
Modellorganismus sichtbar machen zu koénnen, wurde in einer vangegangenen Arbeit ein
transgener C. elegansstamm generiert, der Luc::GFP, einen Proteinfaltungsreporter unter der
Kontrolle eines Muskelpromotors tragt, welcher nach Hitzestress aggegiert und Auskunft Gber
die Qualitdt des ProteostaséNetzwerks gibt (Kern et al, 2010). Dieser Wurmstamm wurde in

einer RNAkrvermittelten Proteostase-Analyse mit dem Ziel neue Faktoren der Proteostase zu
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entdecken, genutzt Bisher wurde das Chromosom |sowie weitere ausgewéhlte Kandidaten
analysiert. Dabei wurden unter diesen Genen zahlreiche auffallige RNWione entdeckt, die die
Aggregation von Luc::GFP beeinflussten. Hierzu gehértebg-1 und rbg-2 (siehe Ergebnisse
3.1.1). Diese moglichen Modulatoren der Proteostase wurden in dieser Arbeit naher
charakterisiert. Der Verlust von RB& und RBG2 beeinflusste reben der Aggregation von
Luc::GFP auch in weiteren Experimenten die Aggregation von PolyQ35::YFP, den Paralyse
Ph&notyp von CL2006Wiirmern und die Akkumulation Thioflavin SC A /R O A O-Aggreghte 1 ¢
(siehe Ergebnisse3.1.2.1bis 3.1.2.3. Das komplexe System, das die Proteostase aufrecht erhalt,
besteht unter anderem aus moleklaren Chaperonen, dem UPS und der Autophadidartl et al,
2011). Wird einer dieser Faktoren gestort, ist das gesamte Proteom nicht mehr im
Gleichgewicht. Hier konntegezeigt werden, dass die Proteostase durch den Verlust bzw. die
Reduktion von RBGL und RBG2 gestort wurde. Um zu Uberpriifen welche Komponente des
ProteostaseNetzwerks durch RBGL/ RBG2 beeinflusst wird, wurden diese Gene in einem
Wurmstamm, der ein GP::LGGiKonstrukt exprimierte, herunterreguliert (Melendez et al,
2003). LGG1 istin Mitglied der ATG8Proteinfamilie und dasLC3Homolog in C. elegansind
wirkt somit als Schlisselprotein in der Autophagie. Dadurch, dasmi GFP::LGGReporterwurm

die Bildung von (préd)autophagosomalen Strukturen gestort war und diese Effekte denen der
Herunterregulation von becl, einem wichtigen Regulator der Autophagieglichen, wurde
gezeigt, dass die beiden untersuchten Proteine in derufophagie wirken und dadurch die

Proteostase storerkdnnen (siehe Ergebnisse3.1.3).

Im Weiteren wurde die Bedeutung beider RGBs im Saugersystem untersucht. Die
Sawerhomologe RAB3GAP1 und RAB3GAP2 bilden zusammen den -fid@n Proteinkomplex
RAB3GAP. RAB3GAPL1 ist die katalytische und RAB3GAP2 die rkeltidlytische Untereinheit
dieses heterodimeren KomplexeqFukui et al, 1997). Hier konnte gezeigt werden, dasbeide
positive Modulatoren der Autophagie darstellen(Abbildung 34). Die Manipulation von einer
Untereinheit zeigte nur einen geringen Eifluss auf die Autophagie, veranderte man allerdings
die Spiegel beider Untereinheiten des Komplexes gleichzeitig wurde die Autophagie in klonalen
HEK293aZellen und priméaren IMR9GFibroblasten stark veréndert. Durch Verringerung von
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 klaumulierte unlipidiertes LC3, was auf eine gestorte
autophagosomale Biogenese hinweist und was eine verringerte autophagische Aktivitat zur
Folge hatte (sieheErgebnisse3.2.1). Die Beeinflussung der autophagischen Biogenese durch die
RAB3GAPs wird durch die Untersuchung von ATG3 und ATG16L1 unterstitdte in unserer
Arbeitsgruppe ebenfalls durchgefiihrt wurde, und dieebenfalls eine Akkumulation von LC3lI
und eine verminderten Aktivitdt der Autophagie ergab (Spang, Feldmannret al., 2014). Diese

beiden Proteine sind bekannte Faktoren der LGBipidierung und Autophagosomenreifung
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(Shaid et al, 2013). Umgekehrt bewirkte die verstarkte Expression von RAB3GAP1/2 eine
erhohte autophagische Aktivitat (sieheErgebnisse3.2.3).

RAB3GAP1
+
RAB3GAP2
AN _
RAB18 =
DNAJC13 AUTOPHAGOSOMEN
GABARAP 'sl 3 -BILDUNG
+ 3
FEZ1
| Lo \scoc
+
"""" ... AUTOPHAGIE
' UVRAG

Abbildung 34: Ubersichtsbild tiber die Funktionen von RA3SGAP1 und RAB3GAIR2
Saugersystemder heterodimere Komplex, der sich aus diesen beiden Untereinheiten
bildet, spielt eine Rolle an neuronalersynapsen und hat Einfluss auf die Autophagie
(schwarze, durchgehende Pfeile nteraktion / Wechselwirkung; schwarze, gestrichelte
Pfeile = CelLokalisation; graue Pfeile = mogliche Interaktion; griine Pfeile = Férderung;
rote Pfeile = Hemmung)
Neben der Aklumulation von LC3| wurde zudem in unserer Arbeitsgruppe in Fibroblasten
gezeigt, dass auch die Konjugation von GABARAP nach dem Verlust von RAB3GAP1/2 gestort
war (Spang, Feldmanret al. 2014). GABARAP ist neben LC3 ein weiter&itglied der ATGS
Proteinfamilie. Offenbar sind RAB3GAP1/2 fir die effiziente Lipidierung von ATGS8
Familienmitgliedern notwendig und beeinflussen somit die Bildung von Autophagosomen. Dies
wurde durch die Immunfarbungen der endogenen Autophagosomen in IMRYBibroblasten
bestétigt, die nach RAB3GARIRNABehandlung verringerte Mengen an LGaund p62/SQSTM1

positiven Vesikeln zeigten (siehéergebnisse3.2.2).

Die detaillierte Funktion der lipidierten ATG8Familienmitglieder ist unklar, aber in einer ATG3
Knockout-Maus, wobei ATG3 als EEnzym-ahnliches Protein bei der ATG&.ipidierung fungiert,
wurde die Akkumulation unreifer autophagosomalen Vorlauferstrukturen nachgewieseliFujita
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et al, 2008, Sou et al, 2008). Dies deutet darauf hin, dass die ATE@BEKonjugation eine
Voraussetzung fir AutophagosonReifung ist und verschiedene ATG&amilienmitglieder
scheinen einzelne Schritte der Autophagosomenbildung zu beeinflusséweidberg et al, 2010).
Dieser Prozess ist in hohem MalRRe von einer ausreichenden Membranverfiigbarkeit abhangig
und die RAB3GAPs konnten die Ubertragung von Lipiden zu der sich bildenden
Isolationsmembran unterstitzen. Mehrere RABGAPSs, die mit LC3 interagieren, wurden bereits
als Modulatoren der Initiation der Autophagie beschrieben und kiirzlich wurden RAB3GAP1 und
RAB3GAP2 in einem ATGBiteraktom proteinbiochemisch nachgewiesen (Behrends et al,
2010; Itoh et al, 2008, Longatti et al, 2012 Popovic et al, 2012). Diese Assoziation des
RAB3GARKomplexes mit Mitgliedern der ATGS8Protein-Familie wird unterstitzt durch
GABARAB und GABARAPL1 ashwache Interaktionspartner von RAB3GAP1/2 in der hier
gezeigten IP/MSAnalyse, die in Kooperation mit Christian Behrends (Institut fir Biochemie I

der GoetheUniversitat, Frankfurt am Main) durchgefuhrt wurde (siehe Anhang7.6).

Des Weiteren konnte durch Anne Feldmann eine @mkalisation von RAB3GAP1 mit LC3 oder
GABARAP in IMR9@Fibroblasten gezeigt werden, wobei eine erhebliche Menge aller drei
Proteine an Lpidtropfchen co-lokalisierte (Spang, Feldmannet al., 2014). LC3 und anderen
Autophagie-verwandte Proteine sind dort vorhanden um die zellularen Lipidspeicher als
Autophagiesubstrate nutzen zu kénner(Singh et al, 2009). Dabei wird der Metabolismus von
Lipidtropfchen hauptsachlich tber Autophagie reguliert, was die Lokalisation von LC3 an diesem
Organell erklart (Velikkakath et al, 2012). Ein weiterer Zusammenhang zwischen
autophagischer Aktivitat und Lipiden zeigt sich beider Bildung der Isolationsmembran. Hier
werden Phospholipide fur die Ausdehnung und Neubildung der autophagosomalen Membran
bendtigt. Die Entstehung und die Herkunft der Membrdipide der Isolationsmembran sind noch
umstritten. Als Donor der Doppelschicl-Membran kommenEndoplasmatisches Retikulum (ER)
Mitochondrium, Plasmamembran und andere Zellkompartimente in Fragend auch die Bildung
der Membrande novoist méglich (Hamasakiet al, 2013; Ravikumar et al, 20108 Ravikumar et
al, 2010b, Girardi et al, 2011). Beispielsweise wird am ER die Biosynthese der
Doppelmembran-bildenden Phospholipide aus Lipiden erhdht, wenn die Ingktion der
Autophagie gefordert wird (Girardi et al, 2011). Der Transport von Lipiden zu dem Ort der
Autophagosomenbildung bendtigt ein streng koordiniertes Membran  und
Vesikeltransportsystem und steht unter anderem unter der Kontrolle von RAB GTPasen und
ihren regulatorischen Enzymen wie den RABGAP§Stenmark und Olkkonen, 200]). Die
RAB3GAPs konnten somit die Ubertragung von Lipiden zu der sich bildenden

Isolationsmembran unterstitzen.
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Diese Erkenntnisse werden nicht nur durch die Akkumulation von LGBund den verminderten
autophagischen Flux nach Herunterregulation von RAB3GAP1/2 in WesteBlot-Analysen
sondern auch durch Ergebnisse in der konfokaleMikroskopie gestitzt. Die Untersuchungen
von ptfLC3-HEK293aZellen und Immunfarbungen von IMR96Fibroblasten bestétigte, dass die
Bildung von autophagosomalen Strukturen gestort war (siehe Ergebnisse 3.2.2). Eine
Behandlung mit Bafilomycin Al zeigte in den Kontrollzellen ei@ starke Akkumulation der
Autophagosomen, das nach RAB3GAPZXRerunterregulation gar nicht bis minimal auftrat. Die
Bildung dieser vesikularen Strukturen wurde durch die verminderten Spiegel von RAB3GAP1/2
gestort, was durch eine gehemmte Ubertragung von Lipiden vermittelt welen kann. Dies
unterstutzt die wahrscheinliche Funktion von RAB3GAP1 und RAB3GAP2, die den

Membrantransport zu sich bildenden Autophagosomen koordinieren.

Die Erkenntnisse der Herunterregulation von RAB3GAP1/2 wurde durch die Uberexpression
beider Komponerten des RAB3GAKomplexes bestatigt (sieheErgebnisse 3.2.3). Erhdhte
Spiegel von RAB3GAP1/2 bewirkte in HEK293Zellen und IMR90OFibroblasten verstarkte
autophagische Aktivitat, gemessen am Substratflux von p62/SQSTM1 und LC3Wahrend also
durch verringerte Spiegel von RAB3GAP1/2 der Transport von Lipiden zu dem Ort der
Autophagosomenbildung gestért sein konnte und sich dadurch nur wenige autophagosomale
Strukturen bilden, konnte die Uberexpression der RAB3GAPs den Membrarund
Vesikeltransport und somit die Bereitstellung dieser Membrankomponenten erheblich férdern,

was den beobachteten erhdhten autophagischen Flux erklaren wirde.

Interessanterweise kann diesesRABGAP in der Autophagie wirken ohne eine TB@omé&ne zu
besitzen. Wie schon zuvor beschrieben sind im Sauger einige FBGméanenhaltige RABGAPs
mit dem autophagosomalen Abbau verbunden worderfCarroll et al, 2013, Itoh et al, 2008
Longatti et al, 2012, Popovic et al, 2012). Proteine enthalten diese hoch konservierten TBC
Domé&ne um die Aktivitdt der RAB GTPasen Uber einen Diahger-Mechanismus zu regulieren,
dabei spielen zwei katalytischenReste in transFormation eine entscheidenden Rolle: ein
Arginin-Finger, der analog zum katalytischen Zdérum von GARProteinen der Ras/ Rho-
Familie ist und ein GlutaminFinger, der ebenfalls bei der Reaktion eine Rolle spielt. Durch
diesen DualFinger-Mechanismus der TBEDoméne beschleunigen RABGAPs die GHdrolyse
und dabei scheint der exponierte Argininrest ein kritischer Faktor fur die katalytische Aktivitat
in vitro und in vivo zu sein(Panet al, 2006). TBGDomanen sind vermutlich charakteristisch fur
RABGAPs, dienit mehr als einem RABProtein interagieren kdnnen und somit verschiedene
Stoffwechselwege koordinieren Bisher wurde davon ausgegangen, dass diese TBGmane
essentiell ist, damit ein RABGAP in der Autophagie wirken kan(Frasa et al, 2012). Der

RAB3GAPKomplex ist das erste RABGAP ohne THIomane, das mit Autophagie in Verbindung
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gebracht wurde. Diese Domane scheint somit nicht seentiell fiir die Beteiligung am
autophagosomalen Abbau, denn es konnte gezeigt werden, dass das -TBRGanenfreie
RAB3GAP einen Einfluss auf die Initiation und die Aktivitat der Autophagie.

Wahrend hier gezegt werden konnte, dass RAB3GAP1 und BAGAR positive Modulatoren der
Autophagie sind und die Autophagosomenbildung beeinflussen, wurde der RAB3GAP1/2 bisher
nur mit der Regulation der RAB GTPase RAB3 und der NeurotransmitteAusschittung an
neuronalen Synapsen assoziiertMuller et al, 2011; Sakaneet al, 2006). Dabei unterstitzen die
RAB3GAPs die synaptische Homoéostase und sind mechanistisch zu einem spaten Zeitpunkt der
Vesikelausschittung wirksam (Muller et al, 2011). Durch den Knock Out von RAB3GAP1
akkumuliert die GTRgebundene Form von RAB3A im Gehirn und die Eabhangige
Glutamatfreisetzung aus zerebrokortikal® Synaptosomen ist gehemm(Sakaneet al,, 2006). Um

zu untersuchen, ob der Einfluss der RAB3GARsIf Autophagie auch Uber diese RAB GTPase
vermittelt wird, wurden die Auswirkungen einer RAB3-Herunterregulation auf die Autophagie
untersucht (sieheErgebnisse3.2.4). Es konnte keine Veranderung der LGBipidierung und auch
kein Einfluss auf die AutophagieAktivitat festgestellt werden, was vermuten lasst, dass die
Wirkung der RAB3GAPs nicht Gber RAB3 vermittelt wird (siehdiskussion 4.2). Allerdings
konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die enzymatische Aktivitat von RAB3GAP
essentiell fir die Rolle in der Autophagie ist (Spang, Feldmaret al., 2014). Dau wurde ein
Arginin (R) der GARDoméne durch ein Alanin (A) ausgetauscht, was zu einer starken
Verminderung der GTPasektivierenden Aktivitat fuhrt (Clabecget al, 2000). Die Expression
des nutierten RAB3GAP1 (R728A) zusammen mit dem WildtyRAB3GAP2 verhindert die
erhohte Aktivitit der Autophagie, die sonst bei der Uberexpression debeiden Wildtyp
RAB3GAPseobachtet wurde. Dies unterstreicht die Notwendigkeit der GTPasaktivierende
Aktivitat des RAB3GAP1 fur ihren Einfluss auf Autophagie, und zeigt, dass dieser Effekt
vermutlich durch eine bisher unbekannte RAB GTPase vermittelt wird. Ein mdglicher Kandidat
ist die RAB GTPase RAB18, denn Mutationen in RAB3GAP1, RAB3GAP2 und RAB18 wurden mit
dem Warburg Micro Syndrom und dem Martsolf Syndrom assoziierfHandley et al, 2013).
RAB18 konnte somit die RAB GTPase fiir RAB3GAP1/2 in der AutophaggsieheDiskussion
4.2).

Um die Funktion der RAB3GAPs in der Autophagie naher zu charakterisierervurden im
Weiteren mogliche Interaktionspartner dieser Proteine gesucht. Inveast TweHybrid-Studien
von humanen btalen Gehirnen wurde eine Interaktion von FEZ1 mit den RAB3GAPs entdeckt
(Assmann et al, 2006, Orr und Zoghbi, 2007. In dieser Arbeit konnte weder in den
Colmmunopréazipitationen, noch in der IP/MSAnalyse, die in Kooperation mit Christian

Behrends (Institut fiir Biochemie 1l der GoetheUniversitat, Frankfurt am Main) durchgefihrt
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wurden, eine direkte Interaktion von RAB3GAP1l, RAB3GAP2 und FEZ1 festgestellt vesrd
(siehe 3.3). Allerdings ist in dieser proteomischen Analyse das ProteibnaJ (Hsp40) Homolog,
Subfamily C, Member 18DNAJC13) als direkte Verbindung zwischen RAB3GAP1 und FEZ1
festgestellt worden. In Untersuchungen bei denen die Effekte von RAB3GAP1/2 und FEZ1/2 auf
die Autophagie verglichen wurden, konnte gezeigt werden, dass die Doppelherunterregulation
von FEZ1 und sines Paralogs FEZ2 gemeinsam eine Erhéhung der Autophagie bewirkte,
wahrend deren Uberexpression den reziproken Effekt hatte. Die Manipulation des
RAB3GAP1/2Komplexes fuhrt zu antagonistischen Ergebnissen. Interessanterweise hoben sich
diese Effekte gegeseitig auf, wenn die Proteinmengen aller vier Komponenten FEZ1, FEZ2,
RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in der Zelle erhdht oder erniedrigt waren (siebeskussion 4.3).
Diesefunktionelle Korrelation von RAB3GAP1/2 und FEZ1/2 bestarkt die Rolle der RAB3GAPs
innerhalb des AutophagieNetzwerkes.

Ausgehend von deRNAkrvermittelten Proteostase-Analyse des Chromosoms | i€.elegans die
zur ldentifizierung von RBG1/ RBG2 als neue Faktoren der Proteostase bzw. der Autophagie
fuhrten, wurden in dieser Arbeit RAB3GAP1 und RAB3GAP2 als positive Modulatoren der
Autophagie charakterisiert. Die Herunterregulation von RAB3GAP1/2 vermindert die
autophagosomale Biogenese, wahrend in défberexpression die autophagische Aktivitat erhéht
wird. Der TBGDomaénenfreie RAB3GAP1/2Komplex moduliert die Initiation der Autophagie
und hat somit Auswirkungen auf intrazellulare Proteinaggregation. Neben der bekannten
Modulation der synaptischen Homastase konnte RAB3GAP1/2 in das Autophagidetzwerk
integriert werden und sein Funktionsspektrum auf Autophagie und Proteostase erweitert

werden.

4.1.1. Konnten die Erkenntnisse dieser Arbeit zu neuen therapeutischen

Ansatzen im Micro - und Martsolf -Syndrom ftihre n?

Mutationen in den hier untersuchten Komponenten des RAB3GARbmplexesverursachenein
bekanntes Krankheitsbild, das mit schweren Schaden an Gehirn und Augen, und endokrinen
Storungen einhergeht(Aligianis et al, 2005; Aligianis et al, 2006). Dieses Krankheitsbild wird
unter dem Begriff Microo und Martsolf-Syndrom oder WarburgMicro-Syndrom
zusammengefassi{Handley und Aligianis, 2012). Bisher wurde vermutet, dass die Pathologien
durch eine fehlerhafte exozytotische Ausschittung von okularen und neurologischen
trophischen Faktoren verursacht wird, da RAB3GAP1/2 bisher nur mit RAB3 asacert wurde
(siehe Diskussion 4.2; (Aligianis et al, 2005). Zusatzlich wurden RAB3GAP1 und RAB3GAP2 in
dieser Arbeit mit dem autophagosomalen Abbauweg in Verbindung gebracht. Diese

Erkenntnisse kdnnten zu neuen therapeutischen Ansatzen dieser Erkrankungen fihren.
95



DISKUSSION 4.

In einem Mausestamm konnte durch eine homozygote Mutation in der Kkatalytischen
Untereinheit RAB3GAP1 dessen Funktion vollstandig ausgeschaltet werden. Obwohl die Tiere
kein intaktes RAB3GAP1 exprimierten, waren sie lebensfahig und fertil. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in den Expressionsniveaus von RAB3A oder anderen synaptischen
Proteinen beobachtet werden. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Ggébundene Form
von RAB3A im Gehirn akkumuliert und, dass die €aabhangigen Glutamatfreisetzung aus

zerebrokortikalen Synaptosomen in den mutierten Mausen gehemmt i¢6akaneet al, 2006).

Vor kurzem hat sich gezeigt, dass neben anderen Warbublicro-Syndromassoziierten
Proteinen, mutantes RAB3GAPdie GrofRe von Lipidtropfchen beeinflussiLiegel et al, 2013).
Zusatzlich zeichnet sich ein Mausmodell dieser Erkrankung durch einen verénderten
Fettstoffwechsel aus (Carpanini et al, 2014). Die Lokalisierung von RAB3GAP1 an diesen
Organellen weist nun auf eine funktionelle Verbindung zwischen RAB3GAPs, Autophagie und
dem Metabolismus von Lipidtrépfchenhin und bietet einen mdglichen molekularen Weg, delr

den Lipidtrépfchen-Phénotyp des WarburgMicro-Syndrom verantwortlich sein kénnte.

Neben dem gestdrten Metabolismus von Lipidtrépfchen zeigt das Warbuigicro-Syndrom auch
neurodegenerative  Storungen. Dabei ist Proteinaggregation ein Risikofaktor fir
neurodegenerative Erkrankungen und entsteht durch eine gestorte Proteostad&oedertund
Spillantini, 2006; Nagaiet al, 2007, Sanchezet al,, 2003, Scherzingeret al, 1997; Spillantini und
Goedert, 2000. Neben molekularen Chaperonen und dem UPS, ist die Autophagie ein zentraler
Teil, der die Proteostase aufrecht erhalHier konnte im Modellorganismus gezeigt werden, dass
der Einfluss von RAB3GAPL RBG1 und RAB3GAP2 RBG2 auf die Autophagie ausreichend ist
um die Proteinaggregation zu erhdhen(Hartl et al, 2011). Denn eine gestdrte Autophagie
beeinflusst die Proteostase und eine daraus resultiende Anh&ufung von missgefalteten
Proteinen erhoht das Risiko Proteinaggregate auszubilde(Ryter et al, 2014). Die gestorte
Autophagie kann somitein Grund fiir die Entstehung deiNeurodegeneration im WarburgMicro-
Syndrom sein, da die Mutationen von RAB3GAP1/2 dazu fuhren, dass dieser Proteinkomplex
seine Rolle in der Proteostase nicht mehr wahrnehmen kann. Diese Erkenntnis wird durch die
Tatsache gestutzt, dass auch die Mutatiomon RAB18, die als mdgliche RAB GTPase von
RAB3GAP1/2 in der Autophagie gilt, ebenfalls zum gleichen Krankheitsbild fihfHandley und
Aligianis, 2012).

Um zu neuen therapeutischen Ansatzen uz gelangen kann untersucht werden, ob das
beschriebene Krankheitsbild des WarburgMicro-Syndroms auf eine gestorte Proteostase, die
durch eine gehemmte Autophagie verursacht wird, zurickzufihren ist und entsprechend

kénnen durch die gewonnena Erkenntnisse neue Behandlungsmaoglichkeiten entwickelt
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werden. Zusatzlich zeigder Einfluss vonRAB3GAP1/2auf die Proteostase ber die Autophagie
weitere Erkenntnisse zum Verstandnis des komplexen System, dass die Proteinstabilitat
aufrecht erhalt, und kann vielleich auch zur Aufklarung weiterer Krankheiten, die mit

fehlgefalteten oder geschéadigten Proteinen in Verbindung stehen, seinen Beitrag leisten.

4.2. Der Einfluss von RAB3GAP1/2 auf die Autophagie ist unabhangig

von RAB3, kdnnte aber Uiber RAB18 vermittelt sein

Bisher wurde der RAB3GAP1/2Komplex nur mit der Regulation der GTPase RAB3 und der
Neurotransmitter -Ausschittung an neuronalen Synapsen assoziiefMuller et al, 2011; Sakane

et al, 2006). Um zu erértern ob der Einfluss des RAB3GAfomplexes tber RAB3 erfolgtwurde
diese RAB GTPase in Saugerzellen herunterreguliert und der Einfluss auf die Autophagie

biochemisch untersucht (sieheErgebnisse3.2.4).

RAB3 besitzt mindestens vier verschiedene Isoformen A bis Tasakaet al, 1998). Diese
konnen sich in ihrer Funktion kompensieren(Schluter et al, 2006, Schluter et al, 2004; Tasaka

et al, 1998). Um dies zu verhindern wurden alle Isoformen zugleich herunterreguliert. Die
RAB3AD siRNATransfektion hatte weder in HEK293aZellen noch in den IMR9€Fibroblasten
einen Einfluss auf Autophagie. Die Lipidieing von LC3 und auch die autophagische Aktivitat,
gemessen am Flux vonp62/SQSTM1 und LC3Il waren im Vergleich zu Kontrolle nicht
verandert. Dies zeigt, dass die Beeinflussung der Autophagie durch die RAB3GAPs nicht durch

RAB3 vermittelt werden kann.

Da die funktionellen Eigenschaften von RAB3GAP1 und RAB3GAP2 bisher nur mit RAB3
assoziiert wurde, bleibt nun offen wie der Komplex aus beiden Untereinheiten in der Autophagie
genauwirken kann. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die enzymatische Aktiti von
RAB3GAP1/2 essentiell fiur seine Rolle in der Autophagie ist, da eine GiARktive Mutante von
RAB3GAP1 im Vergleich zum Wildtyp RAB3GAP1 keinen Einfluss auf die Autophazpgte.
(Spang, Feldmanret al.; 2014). Dies unterstreicht die Notwendigkei der GTPaseaktivierenden
Funktion des RAB3GAP1 fur ihren Einfluss auf Autophagie, und zeigt, dass dieser Effekt
vermutlich durch eine bisher unbekannte RAB GTPase vermittelt wird. Ein vielversprechender
Kandidat fur die Rolle der RAB GTPase in der Autbagie ist RAB18. Denn RAB3GAP1 und
RAB3GAP2 fuhren bei Mutationen zum Micro und MartseByndrom (Aligianis et al, 2005
Aligianis et al, 2006) und vor kurzer Zeit wurde aud die GTPase RAB18 mit diesem
Krankheitshild in Verbindung gebracht (Groll et al, 1997, Handley und Aligianis, 2012

Hartmann-Petersenet al, 2003).
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RAB18 ist ein ubiquitar exprimiertes Protein mit besonders hoher Expression im Gehirn und
wurde zuerst als endosomales Protein in Epithel2len von Niere und Darm der Maus
beschrieben (Lutcke et al, 1994). Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass RAB18 eine
weitreichende intrazellulare Verteilung hat. Es ist im Golgkomplex, am ER, an Lipidtropfchen
und im Zytosol von verschiedeen Zelltypen lokalisiert (Dejgaard et al, 2008, Martin et al,
2005; Ozeki et al, 2005). Im Gehirn wurde RAB18 in Verbindung mit synaptischen Vesikeln
isoliert und an sekretorischen Granula in neuroendokrinen Zellen beobachtet und spielt dort
eine kritische Rolle bei der Augenentwicklung und der Neurodegeneratio(Bem et al., 2011;
Takamori et al, 2006, VazquezMartinez et al,, 2007).

In einer kirzlich erschienenen Untersuchung wurde eine funktionelle Korrelation und eine Go
Lokalisation von RAB3GAP1/2 und RAB18 gezeigtGerondopouloset al, 2014). Hier konnte der
RAB3GAP Komplex als das spezifische RAB18GHEBugnine Nucleotide Exchange Facor
identifiziert werden, wobei RABGEFs die reverse Reaktion von RABGAPSs steuern und somit zum
Austausch von GDP zu GTP an der RAB GTPase fuhren. Der RABBGABlex lokalisiert am ER
und ist fur die korrekte Ausrichtung von RAB18 am ER notwendig. In derbfvesenheit von
RAB3GAP oder RAB18 ist die Struktur des ER gestdrt, somit sind RAB18 und der RAB3GAP

Komplex fur die normale ERStruktur erforderlich.

Die Lokalisation von RAB18 an Lipidtropfchen und seine Assoziation mit dem Fettstoffwechsel
sind weitere Hinweise, dass der hier untersuchte RAB3GARomplex mit RAB18 in der
Autophagie wirkt, da RAB3GAP mit LC3 oder GABARAP ebenfalls an Lipidtropfchen lokalisiert
sind (Crews, 2003; Spang, Feldmanret al, 2014). LC3 und anderen Autophagiwerwandte
Proteine sind dort vorhanden um de zellularen Lipidspeicher als AutophagieSubstrate nutzen

zu kénnen und der Metabolismus von Lipidtrépfchen wird hauptsachlich Gber Autophagie und
somit vielleicht tiber RAB18 und RAB3GAP regulie(Singhet al, 2009; Velikkakath et al, 2012).
Zusétzlich gab es in unserer Arbeitsgruppe die ersten Hinweise, dass RAB18 ebenfalls einen
Effekt auf die Autophagie ht (siehe Bachelorarbeit Ariane Kroell). Um die funktionelle
Verbindung von RAB3GAP1/2 und RAB18 naher zu validieng wurden die Effekte auf die
Autophagie bei der Herunterregulation und der Uberexpression des RAB3GA®mMplexes mit
denen durch Beeinflussuig von RAB18 verglichen wie es in dieser Arbeit mit RAB3 und FEZ1/2
gemacht wurden. Dies konnte in ersten Versuchen zeigen, dass die RABERinflussung den
gleichen Effekt auf die Initiation der Autophagie und den autophagosomalen Flux hat wike
Manipulation von RAB3GAP1/2.Diese Erkenntnisse werden im Moment naher betrachteDie
RAB GTPase RAB18 kdnnte somit zusammen mit RAB3GAP an Lipidtrépfchen in der Autophagie

wirken.
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DarlUber hinaus wird im Moment analysiert, ob beide Proteine RAB18 und RAB3GAIRekt
interagieren. In der Studie Uber den Erhalt der normalen B-Struktur wurde bisher eine
CoLokalisation beschrieben und RAB3GAP als RAB18GEF beschrielj&erondopouloset al,

2014)8 wET A AEOAEOA )1 OAOAEIOWilrol Binding Adsaydl adi@ewlese®E E 1 /EA
werden, da RAB GTPasen und ihre regulatschen Proteine keine feste Bidung eingehen, wenn

sie aufeirander wirken. Hierfir kénnen Coelmmunopréazipitationen mit Guanosin5-O-
(3-thio)triphosphat (GTPS) durchgefuhrt werden. Durch seineVeranderung verbindet GTPS
RABGTPasen und ihre RABGAPs stalfiltoh et al, 2008), und somit konnte mit diesem
Interaktionsnachweis die funktionelle Verbindung zwischen RAB3GAP und RAB18 bestatigt

werden.

4.3. FEZ1 und FEZ2 haben antagonistische Effekte zu RAB3GAP1/2

Um die Funktion von RAB3GAP1/2 in der Autophagie ndher zu charakterisieren, wurde in dieser
Arbeit nach mdglichen Interaktionspartner gesucht. Wie schon zuvor erwahnt wurde ilYeast
Two-Hybrid-Studien von humanenfétalen Gehirnen eine Interaktion von FEZ1mit RAB3GAP
entdeckt (Assmannet al, 2006; Orr und Zoghbi, 2007. Im Saugersystem wirkt FEZ1 zusammen
mit SCOC und UVRAG in der Autophagie und reguliert diesegagv (McKnight et al, 2012).
Bisher wurde sein Homolog FEZ2 nicht direkt mit Autophagibeschrieben, aber in dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass es den gleichen hemmenden Effekt auf diesen Abbauweg ausibt
(siehe Ergebnisse3.4). Reguliert man FEZ2 in humanen Zellen herunter wird die Autophagie
signifikant erhoht, wahrend seine Uberexpression zu einer Verminderung des autophiaghen
Fluxes von LCA3lI fuhrt. Es ist bekannt, dass FEZ2 bei der normalen Bindelung und Ausdehnung
im Axon die gleiche Faktion wie FEZ1 ausibt und somit das Funktionsspektrum der FEZ
Homologe Uberlappt (Alborghetti et al, 2011). Hier konnte gezeigt werden, dass FEZ2 auch
bezogen auf ik Autophagie die gleiche Aktivitat wie FEZ1 aufweist.

In dieser Arbeit konnte weder in den Cdmmunoprazipitationen, noch in der IP/MSAnalyse, die
in Kooperation mit Christian Behrends (Institut fur Biochemie Il der GoethdJniversitat,
Frankfurt am Main) durchgefiihrt wurden, eine direkte Protein-Protein-Interaktion von
RAB3GAP1, RAB3GAP2, FEZ1 und FEZ2 festgestellt wer(lahe Ergebnisse 3.3). Fur den
RAB3GAFKomplex konnten Interaktionspartner wie Ring Finger And WD Repeat Domain 2
(RFWD2), weitere COHProteine oder Chromosome 11 Open Reading Frame(Q110RR)
identifiziert werden, wahrend fur FEZ1 SCOC nachgewiesen wurde. Diese Proteine wemd
zuvor schon mit der Autophagie in Verbindung gebrachtClaghout et al, 2012, Kobayashiet al,
2013; McKnight et al,, 2012, PerezVictoria et al., 2010). RFWD2, auch bekannt als C&®Rotein

CoatomerKomplex 1(COP1), eine E3Jbiquitin-Ligase, wurde in Krebszellen entdeckt, wo es
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essentiell fir die Autophagie ist. Die Herunterregulation von COP1 verringert das Uberleben der
Zelle und beeintrachtigt die produktive Autophagie nach EfStress. Dariiber hinaus ist dieser
CoatomerKomplex in vielen Krebszellen hochreguliert und eine Hemmung von COR&nnte
den Zelltod von Krebszellen férdern, wenn die Apoptose gestort igClaerhoutet al, 2012). Die
Rolle dieser E3Ubiquitin-Ligase COP1 im autophagosomalen Abbau wird bestarkt durch die
Tatsache, dass es als Interaktionspartner von FIP200, einem essentiellen Regulator der
Autophagie im Sauger identifiziert wurde (Kobayashiet al, 2013). Als Bestanteil des Golgk
Associated Retrograde ProteiGARP)}Komplexes spielt C1DRR2, auch bekannt alsVacuolar
Protein Sorting 51 HomologVP$%1P), an dem retrograden Transport von frilhen und spaten
Endosomen zum Trans-GolgiNetzwerk (TGN) eine entscheidende Rolle Eine
Herunterregulation der GARPUnNtereinheiten beeintrachtigt das TGN, die Sortierung
lysosomaler Enzyme, den endosomalen Cholesterifransport und auch die AutophagigPerez
Victoria et al, 2010). De Interaktion der RAB3GAPs mit CORP1RFWD2 und V$1P/ C110RR
unterstitzt die Rolle des RAB3GAIRomplexes im autophagosomalen Netzwerk und kénnte zu
weiteren Erkenntnissen fihren durch welche Mechanismen RAB3GAP1/2 ihre Funktion

ausfihren.

Wahrend keine direkte Interaktion von RAB3GAP1/2 und FEZ1 in der IP/M8nalyse
nachgewiesen werden konnte, ist allerdings in dieser proteomischen Analyse das ProtdéimaJ
(Hsp40) Homolog, Subfamily C, Member IBNAJC13) als direkte Verbindung zwischen
RAB3GAP1 und FEZ1 festgestellt worden. D&3. elegan®©rtholog RME8 (ReceptorMediated
Endocytosis B war auffallig in der Hochdurchsatzanalyse von Chromosom | und im Wurm
wurden bei Herunterregulation von RME8 endozytische Defekte festgestellfUrra et al, 2013).
Das Saugerhomolog DNAJC13 weist die Dfadmane adi und spielt eine Rolle in der
endosomalen Membransortierung (Urra et al, 2013). Sein Hauptbindungspartner ist das
ubiquitar exprimierte Chaperon HSCO0. DNAJC13 RMES8 hat Funktionen im intrazellularen
Transport, wird mit RAB5 assoziiert und seine Dnalboméne spielt vermutlich eine Rolle fur die
Funktion der CoChaperone auf Endosomer{Frydman, 2001, Urra et al, 2013). Durch seine

Interaktion mit FEZ1 und RAB3GAPL1 kdnnte es interessant fur weitere Untersuchungen sein.

Da keine direkte Interaktion von RAB3GAP1/2 und FEZ1 festgestellt werden konnte, wurde
untersucht, ob die Effekte von RAB3GAP1/2nd FEZ1/2 einen funktionellen Zusammenhang
besitzen (siehe Ergebnisse 3.4). Dazu wurden diese Proteine gemeinsam in priméren
Fibroblasten Uberexprimiert oder herunterreguliert. Interessanterweise hoben sich die Effekte
gegenseitig auf, wenn die Proteinmengen aller vier Komponenten FEZ1, FEZ2, RAB3GAP1 und

RAB3GAP2 in der Zelle erhtht oder erniedrigt waren. Dies zeigt eine funktionelle Verbindung,
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da bei gleichzeitger Manipulation aller Komponenten die Autophagie wieder auf den Niveau der

Kontrollen war.

Das FEZ1 und FEZ2 die Effekte des RAB3G&dMplexes auf den autophagchen Flux
ausbalancieren und dies auch in die andere Richtung funktioniert, steigert die Rebanz des hier
untersuchten Komplexes und festigt seine Rolle in der Autophagie. FEZ1 bildet zusammen mit
SCOC und UVRAG, einen trimerischen Kompledbildung 34) und dieser wiederum reguliert
ULK1 und Beclinl, zwei Gene der Initiation deAutophagie, negativ. Somitvirkt FEZ1 auf die
Autophagosomenbildung(McKnight et al, 2012). Wahrenddessen beeinflussen RAB3GAP1/2 als
positive Regulatoren die Initiation der Autgphagie. RAB3GAP wirkt ebenfalls auf die
Autophagosomenbildung, stort die LC3.ipidierung und verhélt sich @hnlich wie ATG3 und
ATG16L1. Dieser Einfluss auf die Initiation und die Aktivitit der Autophagie hangt
hdchstwahrscheinlich mit seiner Rolle im Vesikltransport zusammen. Der Transport von
Membranen von anderen Zellorganellen zum sich bildenden Autophagosom oder auch die
Bereitstellung von Phospholipiden benétigt einen gut koordinierten Membran und
Vesikeltransport, der unter der Kontrolle von RAB GTPasen und ihren regulatorischen Enzymen
wie den RAB GAPs steh{Stenmark und Olkkonen, 200]). Die RAB3GAPs koordinieren
vermutlich die Ubertragung vonLipiden zur sich bildenden Isolationsmembran, was wiederum
auch die gestorte Lipidierung von LC3 erklart, die nur an autophagischen Membranen

stattfinden kann (sieheDiskussion4.1).

Der funktionelle Zusammenhang von FEZ1/2 und RAB3GAP1/2 als negative bzw. positive
Regulatoren der Autophagie bestatigt die Rolle der Untereinheiten des hier untersuchten
RAB3GAPKomplexes in der Autophagie und unterstreicht nochmalseine Funktion in friihen

Schritten der Autophagie bei der Autophagosomenbildung.

4.4. Die RNAvermittelte ProteostaseAnalyse inC. eleganseigt neue

Modifikatoren der Proteostase

In dieser Arbeit wurden neue Modifikatoren der Proteostase mithilfe der RNAAnalyse von
Genen des Chromosoms | und ausgewdhlter weiterer Gene a0s elegangefunden Um eine
Storung der Proteostase untersuchen zu kénnen, wurde in einer vorrangegangenen Arbeit ein
transgener C. elegansstamm generiert, der ein Luc::GFRonstrukt unter der Kontrolle eines
Muskelpromotors tragt (Kern et al., 2010). Dieses Reporterprotein aggregiert unter Hitzestress
Bedingungen und nach der schadhaften Manipulation des Proteostabketzwerks. Somitkonnte
dieser C. elegansstamm im Verlauf dieser Arbeit als Modellorganismus genutzt werden um die
Proteinstabilitst nach Herunterregulation definierter Gene durch RNAnterferenz
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fluoreszensmikroskopisch zu untersuchen. Dabei wurden die Bakterienklone de
rgaenorhabditis elegans RNAI feeding libréhh A E A Ghipge um Ail@ Ahringer am

Wellcome CRC Institute (University of Cambridge, Cambridge, Grol3britannien) generiert

wurden, genutzt(Fraseret al, 2000, Kamathet al, 2003 Kamathet al, 200)8 $EAOA n" EAI EI
bietet RNAiKIone fur nahezu jedes Gen i. elegansind ist somit eine biochemisches Werkzeug

um durch Herunterregulation mittels RNAInterferenz neue Modulatoren der Proteostase zu

identifizieren (siehe Ergebnisse3.1).

Das zellulare ProteinQualitatskontrollsystem muss fehlgefaltete Proteine erkennen und fir
deren effektive Entfernung sorgen um eine Storung der Proteostase zu verhinde(iubota,
2009). Im zellularen Umfeld tragen Proteine das Risiko sich aberrant zu falten, zu aggieren
und potenziell toxische Formen anzunehmen. Um dies zu vermeiden bilden Chaperone die erste
Instanz der Proteinkontrolle. Sie nutzen effektive Mechanismen um Aggregation zu verhindern,
die Faltung effizient zu férdern und spiren fehlgefaltete Proteie auf und fihren sie dem
Proteinabbau-System zu, wenn eine native Faltung nicht mehr erzielt werden kar(frlich et al,
2012; Hartl et al, 2011; Ouyanget al,, 2014). Fir den Abbau fehlgefalteter Proteine stehen der
Zelle zwei verschiedene Mehanismen zur Verfiigung, das UPS und die Autophagie. Beim
Proteinabbau durch das UPS werden ubidgtinierte Proteine im Proteasom degradiert(Klionsky
und Emr, 2000). Bei der Autophagie werden Substrate zum Lysosom transportiert und dort
abgebaut(Girard und McPherson, 2008Vilarino-Guellet al, 2014).

In dieser Arbeit wurden nun neue, bisher unbekannte Regulatoren des komplexen Proteostase
Netzwerkes identifiziert. Durch die Analyse der Luc::GFRggregation nach Herunteregulation
von insgesamt 2680 Genen wurden 359 neue Kandidaten entdeckt, deren Proteinprodukte die
Proteostase beeinflussen. Ein geringer Anteil der identifizierten Gene kodierte fir Proteine, die
zuvor mit Proteinstabilitat in Verbindung gebracht wurden (691%). Proteine, die in
Zusammenhang mit  DNAReparatur/ Replikation  (2,03%), Oxidativem  Stresd
Elektronentransport (2,44 %) und Zellzyklus-Kontrolle (3,66 %) gebracht wurden, waren nur zu
einem geringen Anteil vertreten. Einen etwas groReren Anteil hieten die funktionellen
Gruppen Genexpression (23,17 %), Posttranslationale Proteiodifikation (15,04 %), Kanalt
und Transportproteine (8,94 %) und Signaltransduktion (25,61 %) finden.
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Wie diese Arbeit zeigt, hat die RNAAnalyse von Genen des Chromos® | von C. elegan®in
grolRes Potenzial neue Modifikatoren der Proteinhoméostase zu finden, die vielleicht einen
Beitrag zur Erforschung vieler Erkrankungen leisten konnten. Alle Modifikatoren der
Proteostase wurden in einem zweiten Analys®urchgang noctnals auf ihren Einfluss auf
Luc::GFP untersucht und nur 6,6% erwiesen sich als FalsciiPositiv im ersten Durchgang.

Dieser geringe Anteil bestatigt die Qualitat der HochdurchsatRNArAnalyse.

Die Untersuchung der Aggregation von PolyQ35::YFRergab, dass einige der in delRNAF
vermittelten Proteostase-Analysegefundenen Kandidaten groRes Potenzial hatten auch hier die
Aggregation zu beeinflussen. Das hier untersuchte PolyglutamReporterprotein ist nicht so
einfach in seiner Aggregation zu beinflussen wie Luc::GFP, da PolyQ nur durch die Alterung des
Wurms aggregiert, was durch einen zweiten Stressor schwierig zu beeinflussen ist, wahrend
Luc::GFP schon allein durch den Hitzestress aggregieren kann und somit ein zweiter Stressfaktor
einen vid geringeren Einfluss braucht(Morley et al, 2002). In den Experimenten mit PolyQ::YFP
wurden trotzdem einige danach unbeachtetemdgliche Modulatoren der Proteostasebestatigt.
Vor allem das Gen B0261.6 bleibt weiterhin ein interessanter Kandidat, dessen Funktion naher
geklart werden kénnte. Durch seine Verringerung der Aggregation nach Herunterregulation
verhdlt es sich vielleicht ahnlich wie MOAG4/ SERF, einRegulator der altersabhangigen
Proteotoxizitat, das die Bildung von kompakten Polyglutamifintermediaten unterdriickt, die
fur die Bildung von kompakten PolyglutamirAggregaten verantwortlich sind (van Hamet al,
2010). Um weitere Modulatoren der Proteostase zu validieren, kénnte mieflem auffalligen

Klon genauso verfahren werden wie mitbg-1 und rbg-2 in dieser Arbeit.

Darliber hinaus arbeitet Anna Besemer, eine weiter Doktorandin unseres Instituts, erfolgreich
mit Kandidaten aus dieser Analyse underforscht im Saugersystem mitilfe der humanen

Homologenweitere magliche Modulatoren der Proteostase.

Allerdings muss dabei natirlich immer bericksichtigt werden, dass es wahrscheinlich auch
falsch positive Kandidaten gibt. Denn reguliert man eine essentielle Komponente deoteoms
der Zelle herunter, ist die zelluldare Homdostase gestért, was wiederum auf die Proteostase
wirkt. Somit missen nicht alle identifizierten Kandidaten tatsachlich primare Komponenten des
ProteostaseNetzwerks darstellen. Dariber hinaus konnten in diesem Asatz keine Gene erfasst
werden, deren  Herunterregulation  schwerwiegende  Phé&notypen wahrend der
Larvalentwicklung bewirkten, da die Analysen im letzten Larvalstdium durchgefihrt wurden
und solche Stérungen die Aggregation in den Wirmern scharor diesem Entwicklungsstadium

nicht analysierbar machen(Leeet al, 2004).
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Diese Arbeit zeigt welches Potenzial die hier durchgefihrt®&NAivermittelte Hochdurchsatz-
Analyse hat um neue bisher unbekannte Modulatoren der Proteostase aufzuzeigen. Neben den
wenigen Genen, die in dieser Arbeit unéh unserer Arbeitsgruppe untersucht wurden, gibt es
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit noch viele, die bislang nicht mit der Aufrechterhaltung der
Proteostase in Verbindung gebracht wurden, aber doch Teil dieses komplexen Zusammenspiels

sind.
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5. Zusammenfassung

Die Proteinhomdostasewird in der Zelle von drei Stoffwechselwegen reguliertden molekularen
Chaperonen, dem UbiquitiRProteasomSystem und dem autophagosomalen Abbaeg. Die
(Makro)Autophagie verpackt und transportiert zytosolische Konponenten in Autophagosomen
zu den Lysosomen wo sie abgebaut werdenEine Stérung dieses Abbauwegsvirkt auf die
Proteostase.

In dieser Dissertation wurde C. elegansals Modellorganismus zur Erforschung von
Proteinstabilitat genutzt. In einer RNAkrvermittelten Proteostase-Analyse von Chromosom | und
ausgewahlter zusatzlicher Gensvurde ein Wurmstamm, der ein Luc::GFRKonstrukt im Muskel
exprimiert, genutzt. Dieses Reporterprotein aggregiert unter Hitzestressbedingungen und diese
Aggregation kann durch Modulatoren der Protestase beeinflusst werden. Dabei wurden
mogliche neue Faktorender Proteinhomoéostaseentdeckt. Durch weitere Experimente bei denen
die Aggregation von PolyQ35YFP im AM140System der ParalysePhénotyp und die
Akkumulation Thioflavin S-gefarbter | CCOACAOA OI T  LWummstamia iund #ie ¢ Tt @
Effekte auf die Autophagie mittels eines GFRGG1Konstrukt analysiert wurden, konntenrbg-1
und rbg-2 als neue Modulatoren der Proteinhomdostase insbesondere der Autophagie,
identifiziert werden.

Im Sé&ugerbilden beide Orthologe dieser Gene, RAB3GAP1 und RAB3GAP2 deterodimeren
RAB3GAPKomplex, der bisher nurbekannt war fir die Simulation der Umwandlung der GTP
gebundenen aktiven Form zur GDWebundenen inaktiven Form der RB GTPase RAB In
Immunoblot-Analysen und mikroskopischen Darstellungenim Saugersystemkonnte gezeigt
werden, dass die Effekte auf die Proteostase Uber den autophagosomalen Abbauweg wirken.
RAB3GAR/2 wirken als positive Stimulatoren, wenn die Lipidierung von LC3! und der
autophagische Flux von LC3I und p62/SQSTM1betrachtet werden. Diese Effekte werden aber
nicht Uber die RAB GTPase RB3 vermittelt. Die Proteine FEZ1 und FEZ2 haben einen
antagonistischen Effekt auf die Autophagie und wenn allwier Komponenten RAB3GAPL,
RAB3GAP2FEZ1 und FEZ2 zusammen heruntender hochreguliert werden, heben sich diese
Effekte auf. In Cdmmunoprazipitationen und proteomischen Analysen konntekeine direkte
Interaktion zwischen dem RAB3GAKomplex und FEZ1/2 oder zu anderen Autophagi&enen
nachgewiesen werden.

Hier konnte der RAB3GARKomplex funktionell mit Proteostase und Autophagie inC. elegans
und Saugerzellenassoziiert werden Dieser Komplexzeigt Einflisse auf die autophagosomale
Biogenese indem sialie Proteostase und die Bildung von (préa)autophagosomalen Strukturen in
C.elegans und die Lipidierung von LC3 und damit den autophagischen Flux der
AutophagiesubstrateLC3 1l und p62/SQSTM1lin Saugerzellenbeeinflusst Darlber hinauswirkt
RAB3GAPder komplexen AutophagieUnterdriickung durch FEZ1 und FEZZntgegen Somit
konnte gezeigt werden, dasRAB3GAP als euartiger Faktor auf die autophagosomale Biogenese
und somit aufdie Proteostasewirkt .
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5.1.Summary

Protein homeostasis in living cells is regulatedby three metabolic pathways: molecular
chaperones,the ubiquitin -proteasome system and the autophagsomal degradation pathway

(Macro)Autophagy sequesters and transports cytosolic cargin autophagosomes to lysosomes,
where the cytosolic componentsare degraded. A disorder of this catabolic pathway affects

proteostasis.

In this dissertation C.eleganshas been used as a model organism for the study of protein
stability. In a RNAimediated proteostasis analysis of chromosome | and selected additional
genesusing a worm strain expressing a Luc::GFP construct in muscle cedlsould befound new
modulators of protein stabilty. This reporter protein aggregates under heat stress conditions
and this aggregation may be affected ipese modulators. These possible new factors of protein
homeostasis were discovered by further experiments. In this studieshe aggregation of
PolyQ35:YFP in C. elegansAM140 system, the paralysis phenotype and accumulatioof
thioflavin S-stained aggregatesof Ar 42 in CL2006worms, and the effects on autophagy using a
GFP:LGG1 were analyzed.These investigationswere able to identify rbg-1 and rbg-2 as new
modulators of protein homeostasisand in particular of autophagy.

The mammalian orthologsof these genes RAB3GAP1 and RAB3GAP2) form the heterodimeric
complex RAB3GAP, which was previouslknown for the stimulation of the conversion ofthe
active GTPbound form to the inactive GDRbound form of the RAB GTPase RABBoth proteins
could be further investigated in the mammalian system using immunoblot analysis and
microscopic illustrations. It was shown that the effect on the proteostasiswere mediated bythe
autophagosomal degradatiorpathway. If the lipidation of LC31 and the autophagic flux of LC3I
and p62/SQSTML1 be considered, RAB3GAP1/2 act as positive stimulators on autophajyese
effects are na@ mediated by the RAB GTPase RABMoreover, this work analyzed RAB3GAP1/2
in relation to the previously reported suppressive autophagymodulators FEZ1 and FEZ2 and
demonstrate that both reciprocally regulate autophagy.lt was shown no direct interaction
between the RAB3GAP complex and FEZ1/2 orother autophagy genes in co
immunoprecipitation and proteomic analyzes.

Here the RAB3GAP comek could be functionally associated with proteostasis and autophagy in
C.elegans and mammalian cells.Rbg1 and rbg-2 shows effects on the autophagosomal
biogenesis by inpact on proteostasis and formation of (pre) autophagosomal structures in
C.elegans and RAB3GAP1/2in mammalian cells affectsthe lipidation of LC3 andthereby the
autophagic flux of the autophagic sulisates LC31l and p62/SQSTML1 In addition RAB3GAP
counteracts the complex autophagy suppression by FEZ1 and FEZ4R. conclusion, this
dissertation identifies RAB3GAP1/2 as novel conserved factors of the autophagy and
proteostasis network.
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7.4. Auffallige RNAiKIone aus der Hochdurchsatzanalyse des Chromosam€lelegans
RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-1-A10 MO01D7.1;Fbox protein Nein Ubiquitinierung Proteostase
1-1-B17 WO5F2.4; Proteoglycan 4 Ja Schmierung innerhalb gelenkigéerbindungen Strukturproteine
I-1-C01 F53G12.6 (sp8); Tyrosineprotein kinase Fer Ja defective SpermatogenesidichtRezeptofTyrosin TyrosinProtein Kinase; AktiZytoskelett, Mikrotubuli, Signaltransduktion
Kinase, Spermatogenese LamellipodierBildung, u.a.
1-1-C16 WO3F11.5 (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-D05 KO3ES5.1 (netd); Neuropilin and tolloidike Ja NETO (Neuropilin and Tolldike) homolog Modulatorische Untereinheit des neuronal&ainat Signaltransduktion
protein 2 sensitive GlutamaRezeptoren
1-1-D16 E01A2.10 (poreB); serum Ja PON (paraoxonase) and MECike Antwort auf oxidativen Stress Oxidativer Stress /
paraoxonase/arylesterase 2 Elektronentransport
1-1-D20 E01A2.4 (leb04);NFkappaB-activating protein | Ja Lethat504: Progression des mittleren Larvenstadiums| TranskriptionsRepressor Genexpression
I-1-E02 F23C8.5; Electron transfer flavoprotein subunit| Ja spezifischer Elektronenakzeptor fur mehrere Elektronen
beta Dehydrogenasen transport
I-1-E07 R119.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-E08 F23C8.8; Serine/threoningrotein kinase MARK1] Ja Zellpolaritét und Dynamik der Mikrotubuli Signaltransduktion
1-1-E09 R119.2; Probable Xd&&roaminopeptidase 3 Ja Freisetzung von ferminalen Aminoséauren Posttranslationale
Modifikation
I-1-E19 R119.7 (rnB); RNP (RRM RNA binding domain] Nein RNP (RRM RNA binding domain) containing Genexpression
containing
I-1-E20 C55C2.2 (ssp9); SpermSpecific family, class P | Nein Sperm Specific family, class P Unbekannte Funktion
I-1-FO1 T28F2.7 (ac8); Amiloridesensitive cation Ja Acidsensitive Degenerin KationenKanal mit hoher Affinitat fir Natrium Kanal und
channel 2, neuronal Transportproteine
1-1-FO3 T28F2.8 (cebl); Collagen alpha(l) chain Ja Collagen Kutikulakollagen spezifisch fur Knorpelgewebe Strukturproteine
I-1-F11 D1037.4 (rakB); Ragelated protein Rat8B Ja RAB familyRab verwandtes Protein dBasGTPase Schlusselregulatoren des intrazellularen Signaltransduktion
Superfamilie Membrantransports
1-1-G13 F56A6.2 (hurY); Myosinlxa Ja Heavy chain, Unconventional Myasimkonventionelle | Myosine sind AktirbasierteMotor-Molekile mit Signaltransduktion
schwere Kette des Myosins ATPase\ktivitat; intrazellulare Bewegung
1-1-G16 Y23H5A.4 (spd7);defective Spermatogenesis | Nein defective Spermatogenesis Unbekannte Funktion
1-1-G24 F40E3.2 (magt ); Melanomaassociated antigen| Ja MelanomaAssociatedantigen HomologEinzige€. hemmt die Zellzyklu®rogression und die Zellzykluskontrolle
elegansHomolog des SaugéiypltMelanomAntigens Zellvermehrung
1-1-HO03 T12F5.3 (gH4); Probable ATEependent RNA Ja Germ LinéHelicasemogliche KeimbahRNAHelikase Maogliche Funktion bei Keimzellentwicklung und Genexpression
helicase DDX4 Beweglichkeit der Spermien
1-1-H10 R12E2.15; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-1-H12 C18E3.1; (unbekanntes Protein) Nein UnbekannteFunktion
I-1-H17 C32E8.1; E3 ubiquitpprotein ligase TRIM23 Ja E3 ubiquitinprotein Ligase Proteostase
I-1-H18 C18E3.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-1-H21 C32E8.3; Tubulin polymerizatigmomoting Ja MikrotubulibiindetBildung Strukturproteine

protein family member 2

Vi
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
I-1-H24 C18E3.7 (ppw); Protein argonautd Ja PAZ/PIWI domakgontaining PAZ RNAvermitteltes GerSilencing (RNAI) Genexpression
(PIWI/Argonaut/Zwille) PIWtDomé&nen Protein
I-1-111 Y95B8A.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-120 F32B5.8 (cpi); Cathepsin Z Ja Cathepsin ZHomolog von Cathepsinlike Cystein Carboxymonopeptidase / CarboxRipeptidaseaktivitat | ProteinrModifikation
Protease
Y95B8A.8 | YI95B8A.8; Zinc finger Ri¥Ading protein 2 Ja moglicherweise an posttranskriptionaler Verarbeitung| Genexpression
beteiligt (MRNASplei3en)
1-1-J06 C43E11.1 (acifh); apoptotic chromatin Ja Acinus homolognduziert apoptotische Chromatin SpleiBen Genexpression
condensation inducer in the nucleus isoform 2 Kondensation
1-1-J11 C32E8.10 (untl); Phosphatidylinositddinding | Ja UncoordinatedClathrinAdapterprotein AP180, das in | rekrutiert Clathrin und Adapterprotei#omplex 2 (AP2)| Signaltransduktion
clathrin assembly protein der Clathrinvermittelte Endozytose fungiert zu Membranen und Vesikeln
1-1-323 F53F10.5 (npfil); Mucinr5AC Ja Nuclear Pore Complex Protein Gelbildendes Glykoprotein von Magamd Atemwege | Strukturproteine
(Schleimhaut)
1-1-324 C43E11.10 (ceg); Cell division control protein 6| Ja Cell Division Cycle relatedomolog eines CDC6, Hefe:| Initierung der DNAReplikation: Checkpoint, DNA DNA
homolog Beginn der DNAReplikation Replikation abgeschlossen bevor Mitose ReparatufReplikation
1-1-K02 WO03D8.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-K05 Y95B8A.10 (pd6); High affinity cAMBpecific Ja 3-5'-cAMRPhosphodiesterasénomolog zu der PDE8 | Hydrolysiert das second messenger CAMP Signaltransduktion
andIBMXinsensitive 3',5cyclic Enzymfamilie in Saugern
phosphodiesterase 8A
1-1-K08 WO03D8.6 (itxt); Isoform 1 of Contactin Ja Intestinal Neurexitike: Caspr Proteingehdren zur Erregungsleitung von Nervenimpulsen in markhaltigell Strukturproteine
associategrotein-like 2 Superfamilie der Neurexine; Z&ellKontakten Nervenfasern
1-1-K11 Y95B8A.6; (unbekanntes Protein) Nein Unbekanntes Protein
1-1-K18 W10C8.1 (ccl2); voltagedependent Ltype Ja Calcium Channel, Beta suburBetaUntereinheit eines | Erhdhung des maximalen Kalzik8troms; GProtein Signaltransduktion
calcium channel subunit beta spannungsabhéngigen Kalziumkanals Hemmung u.a.
1-1-L06 Y47D9A.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-L23 C50F2.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-M23 RO6A10.2 (gsa); Guanine nucleotideinding Ja Gprotein, Subunit AlphaGalphaUntereinheit des Moduliert Transmembransignalsysteme; hormonelle | Signaltransduktion
protein G(s) subunit alpha isoforms short heterotrimeren GProteins; L1: Bewegung / Eiablage | Regulation der Adenylatcyclase
I-1-M24 K0O9H9.3 (cel9); Collagen alpha(V) chain Ja Kutikulakollagen spezifisch fur Knorpelgewebe Strukturproteine
1-1-N04 ZK973.8; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-NO7 C50F2.5; TyrosiAgrotein phosphatase non Ja Signaltibertragung von der Zelloberflache zum Zellkel| Signaltransduktion
receptor type 20us musculus
1-1-NO8; ZK973.6 (ant); Nesprinl Ja abnormal nuclear AnchoragPositionierung der Kerne | Verbindungsnetz zwischédrganellen und Aktin Strukturproteine
1-1-N10; und Mitochondrien innerhalb des Zytoskeletts Zytoskeletts (subzellulare raumliche Organisation)
1-1-N12
1-1-001 R0O6A10.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-004 K09H9.5; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-006 KO9H9.6 (Ipdb); Suppressor of SWI4 1 homolog| Ja Lipid DepletedrRNAbindendes Protein, ortholog zu Rolle im Zellwachstum Genexpression
Drosophila Peter Pan ursl cerevisia8SF1 SSF2
1-1-014 WO01B11.1; (unbekanntes Protein) Nein Nucleolar protein implicated in ribosorb®genesigS. Unbekannte Funktion

cerevisiag

VI
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-1-019 Y92H12BR.8 (mHib); 39S ribosomal protein Ja Mitochondrial RibosomdProtein, LargeGrolRes 39S ribosomales Protein L15, mitochondrial Genexpression
L15, mitochondrial mitochondriales ribosomales Protein
1-1-020 WO01B11.5 (pg#v2); Mucin2 Ja Prionlike-(Q/N-rich)y domainbearing proteinGlutamin | bedeckt die Epithelien von Darm, Atemwegen und Strukturproteine
| Asparagin(Q / N}reiche("Prion"}yDoméne anderen Schleimhauten
1-1-022 WO01B11.6; (unbekanntes Enzym) Nein Zytoplasmatischedsoenzym des ThioredoxBystems Oxidativer Stress /
(S. cerevisigeoxidative/reduktiver Stress Elektronentransport
1-1-P13 F47B3.2; Tyrosingrotein phosphatase non Ja Moduliert Signale der Tyrosijphosphorylierten Signaltransduktion
receptor type 6 Zelloberflachenrezeptoren
I-1-P15 F47B3.3; Plasmolipin Ja Scheint an der Myelinisierung beteiligt, kénnte auch i Signaltransduktion
lonentransport beteiligt sein
1-1-P20 C41D11.6; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-1-P23 F47B3.7; cDNA FLJ60320, similar to Tyresine | Ja Signaltibertragung von der Zelloberflache zum Zellkel| Signaltransduktion
protein phosphatas@on-receptor type 6
1-1-P24 C41D7.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-B01 F27C1.13; Oxygergulated protein 1 Ja Mikrotubuli-assoziiertes Proteimgguliert die Stabilitat | Signaltransduktion
und Lange der Mikrotubuli
1-2-B04 C34G6.2 (tyd); Tyrosinase Ja Tyrosinase kupferhaltige Oxidase, zur Bildung von Pigmenten wig Signaltransduktion
Melanin u.a. Polyphenelerb.
1-2-B10 C34G6.5 (cd); Celdivision cycle Felated Ja Cell Division Cycle relategellzyklusteilung unterdriicktPhosphorylierundritischerSubstrate Zellzykluskontrolle
protein kinase (G1/SPhasenubergang / DNRepl.)
1-2-C13 D1007.15; Uncharacterized protein KIAA0195 | Ja Unbekannte Funktion
1-2-C20 Y110A7A.16 (elpt); Elongator complex protein | Ja ELongator complex Protein Componeditholog zu Untereinheit des RN#Rolymerase |l Elongator Kompley Genexpression
Inhibitor von KappalLightPolypeptidgens/erstarker
1-2-C22 Y110A7A.13 (chp); Cysteine and histidirgch Ja CHORD Proteiawei CHORD Domaéanen; embryonale | mdgliches C&haperon von HSP90 iber NOD1 Proteostase
domaincontaining protein 1 Polaritat, Keimbahwntwicklung, Vulvé&Entwicklung
1-2-C23 C44E4.5]soform 1 of NudC domaicontaining Ja Immunsystem / Chronisches myeloisches Leukamie | Unbekannte Funktion
protein 1 Tumorantigen 66
1-2-D07 F59A3.5 (rpa&); replication protein A homolog Nein Replication Protein A homolo@rtholog einer Genexpression
Replikationsprotein A (RPRntereinheit
I-2-E13 B0041.5; (Unbekanntes Protein) Ja Transmembrantransporter; ahnlich f£terfamilie der | nicht charakterisiertes Protein Kanai und
SLC35FProteine ( NukleotiZuckerTransporter) Transportproteine
-2-E14 Y110A7A.8 (p31); U4/U6 small nuclear Ja yeast PRP (splicing factor) relat€tholog des pr&mRNASpleiRen; Bildung des8nRNP U4/U5/U6 Genexpression
ribonucleoprotein Prp31 menschlichen Gen U4/U6 Komplex, Baustein8pleilosoms
1-2-E19 T04D1.2; (unbekanntes Protein) Nein enthalt eine FBox; ProteirProteinWechseiwirkungen Signaltransduktion
mit Homologen des Hefe SKPp u.a.
I-2-FO5 MO1E11.1; Protei&isoprenylcysteine © Ja Katalysiert digoosttranslationale Methylierung von Posttranslationale
methyltransferase isoprenylierten @erminalen CysteirResten Protein-Modifikation
|-2-F18 CO06A5.10; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-F20 B0025.1 (vp$84); Phosphatidylinositol-Binase Ja related to yeast Vacuolar Protein Sorting factor PhosphoinositieB-Kinase (PI3K), die Ptdins (4,5) P2 z| Signaltransduktion
catalyticsubunit type 3 Ortholog des PB-K VPS34 i8. cerevisigeEndocytose | PIP3 phosphoryliert
1-2-G02 F56A3.1 (fncal); FANCMFanconi anemia Nein FANCM (Fanconi anemia complex component M Unbekannte Funktion

complex component M homolog)

homolog)

VIiI
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-2-G03 WO09C3.2; 52 kDprotein Ja pre-mRNA processing factor 38B Genexpression
1-2-G05 WO09C3.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-G07 WO09C3.4; DNAlirected RNA polymerase I Ja DNAabhangige RNRolymerase Genexpression
subunit RPC6
1-2-G08 F56A3.4 (sp®); Centromereassociated protein | Ja Spindle DefectiveCoiledCoitDoméanen; Zentrosomen | Chromosomalen Stabilitat durch Stabilisierung der Zellzykluskontrolle
E / Early endosome antigen 1 Reifung,Symmetrie pronukleédre Migrationy.a. Mikrotubuli am Kinetochor
1-2-G14 C32E12.3 (ost); osmotic stress resistant Nein Osmotic Stress Resistant Unbekannte Funktion
|-2-HO1 F46F11.4 (ubb); Ubiquitinlike protein 5 Ja Ubiquitin-artiges Protein ortholog zu menschlichem UbiquitinKonjugationsweg Proteostase
Ubiquitin-artigem ProteinJBL5
1-2-HO4 C27A12.3 (tad46); zinc finger protein 551 Ja Temporarily Assigned Gene name Transkriptionsregulation Genexpression
1-2-H23 F55F8.4 (cifl); Corepressor interacting with Ja Kernprotein homologu Sauger CIR (&epressor Kann Spleif3stellen auswahlen wahrend alternativem | Genexpression
RBPJ 1 Komplex, der mit CBF1 bei Sdugern assoziiert) Spleil3en, Transkription
1-2-102 B0261.6; (unbekanntes Protein) Ja langere Lebensdauer Konserviertes hypothetischéxotein Unbekannte Funktion
1-2-109 C10H11.10 (ked); kinesin cargo adaptor Nein Kinesin Cargo Adaptor Zellzykluskontrolle
1-2-110 C01G8.3 (dh$); Retinol dehydrogenase 14 Ja Dehydrogenase, Kurze Kette Zeigt eine oxidoreduktive katalytische Aktivitat gegen| Posttranslationale
Retinoide ProteinModifikation
I-2-115 MO04F3.3; Tatubulin kinase 1 Ja Serin / ThreoninKinase, die als Schlisselregulator de| Posttranslationale
ZiliumBiogenese fAbbau ProteinModifikation
1-2-116 C01G8.6 (hp82); Hypersensitive to Poferming | Ja Hypersensitive to Poréorming toxin nicht charakterisiertes Protein Unbekannte Funktion
toxin
1-2-119 MO04F3.5]-BAR domaktontaining protein Ja I-BARDoméaneenthaltendes Protein, Bildung von Tuby nicht charakterisiertes Protein Strukturproteine
in Plasmamembran
1-2-109 F55F8.6 (mf2); mitochondrial fission factor Nein Mitochondrial Fission Factor Signaltransduktion
1-2-J10 T27A3.1; Nicht charakterisiertes ProteidlUCH | Ja Ortholog des menschlichen TRAK1, HAP1 und Trak2| Huntingtinassociated protekinteracting protein Signaltransduktion
Huntingtinassociated protein 1 des Drosophila MILTON Austausch GDP durch GTP in f&id?asé-amilie
1-2-J12 T27A3.2 (usfd): Isoform Long of Ubiquitin Ja Ubiquitin Specific Protease Ubiquitin-Protein oder PolyubiquitiHydrolase Proteostase
carboxyiterminal hydrolase 5
1-2-320 T27A3.6; Molybdopterin synthase catalytic Ja ortholog dem menschlichen Gen Molybd&ofaktor katalysiertdie Umwandlung von Vorlaufet in Posttranslationale
subunit SyntheseGen 2 (MOCS?2) Molybdopterin ProteinrModifikation
1-2-K06 F48C1.5; DETand DDB4associated protein 1 Ja ortholog zu DDA1 wahrscheinlich Ubiquitinierung und anschlieende Proteostase
proteasomalen Abbau von Zielproteinen
1-2-K09 F57C9.3 (gh2); gut granule loss Nein gut granule loss Unbekannte Funktion
1-2-K12 F48C1.8; Protein FAM98A Ja cDNA FLJ52744, sehr dhnlictPratein FAM98A alternatives SpleiBen Genexpression
1-2-K18 F55A12.3 (ppi); Phosphatidylinosited- Ja PIP Kinasephosphatidylinosite#-phosphate 5' kinas) Katalysiert die Phosphorylierung von PtdIns4P zu Ptd| Signaltransduktion
phosphate Skinase typel alpha (4,5) P2
1-2-K23 CO1F4.2 (rg8); cDNA FLJ55566, sehr ahnlich | Ja Rho GTPase Activating protein Rho GTPasactivating protein 6 GTPase Aktivator fiir | Signaltransduktion
RhoGTPas@ktivierendes Protein 6 die RheGTPasen
1-2-K24 F55A12.6;Heterogeneous nuclear Ja pr&-mRNAVerarbeitung Genexpression
ribonucleoproteins A2/B1
1-2-L01 CO04F1.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion

IX
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-2-L07 F56H1.1 (chd4); Protein dispatched homolog 1| Ja mit einer SterirRSensingDomane, ahnlich wie Freisetzung und extrazellulare Anhaufung von Signaltransduktion
Drosophila und Saugetierddispatched HedgehogProteinen/ Produktion des HiSignal
-2-L11 F56H1.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-L19 T22E7.2 (dhhé1); Mogliche Palmitoyltransferas| Ja DHH@&ypes zinc finger protein PalmitoytCoA + [Proteinl-Cystein = [Proteinr§ Posttranslationale
ZDHHC11 PalmitoytL-Cystein+ CoA. ProteinModifikation
|-2-L22 TO9B4.5; Serine/arginine repetitive matrix Ja RNA binding proteiFragment) und Serine/arginine pr&mRNAVerarbeitung Genexpression
protein 2 repetitive matrix protein 2 irH. sapiens
I-2-M05 F25F8.2 (gi2); Glycine receptor subunit alptga | Ja BetaUntereinheit eines Glutamagesteuerten Chlorid | Neurotransmittergesteuerter lonenkanal Kanal und
Kanals Transportproteine
1-2-M13 F21F3.4; Uncharacterized protein C180rf63 Ja UnbekannteFunktion
|-2-M16 C24A11.5; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-2-M21 F28B3.1; disemteracting protein 2 homolog A | Ja wahrscheinlich Positionierung von Axonen und Unbekannte Funktion
Strukturierung im Zentralnervensystem
1-2-N04 T09B4.8; Alaninglyoxylate aminotransferase 2,| Ja L-Serin + Pyruvat =HBydroxypyruvat +-Alanin Posttranslationale
mitochondrial ProteinModifikation
1-2-N08 T09B4.10 (chi); E3 ubiquitiFprotein ligase CHIF Ja Gterm of Hsp7€nteracting protein(CHIP family): E3Ubiquitin-Protein-Ligase, die fehlgefaltete Chaperor| Proteostase
UbiquitinE4Kettenverlangerungsfaktor Substrate zu proteasomalen Abbau fiihrt
1-2-N10 TO5E7.1; Acydoenzyme A thioesterase 4 Ja AcytCoAThioesterasen: katalysieren Hydrolyse von | Posttranslationale
AcytCoAs in freie Fettséaure und Coenzym A ProteinModifikation
1-2-N17 C32F10.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-N21 C32F10.6 (nk2); cDNA FLJ59338, highisilar Ja Nuclear Hormone Receptor famigmbryonale Transkriptionsregulation Genexpression
to Retinoic acid receptor gamria Lebensfahigkeit und Morphogenese
1-2-N22 T08B2.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-001 F28B3.4Discointeracting protein 2 homolog A | Ja Ortholog von DIP2A, B und C AxonPlatzierung und Strukturierung des zentralen Posttranslationale
Nervensystems ProteinModifikation
1-2-008 F27C1.2; High affinity copper uptake protein 1 | Ja hochaffiner SattigungsKupferKupferTransporter Kanal und
(Nahrungsaufnahme) Transportproteine
1-2-011 WO03G9.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-015 WO03G9.4 (apfl); XaaPro aminopeptidase 1 Ja Aminopeptidase P Abbau von Bradykinin: Entfernurgn vorletzten Prolyl | Posttranslationale
Rest vom Nl'erminus von Peptiden ProteinModifikation
1-2-024 F27C1.11; Dentin sialophosphoprotein Ja Dentinogenese: CalciuBindung, Mineralisation von Posttranslationale
Dentin-Matrix Kollagen, Kristalbrol3e/Form ProteinrModifikation
1-2-P02 T08B2.5; RNAinding protein 5 Ja Komponente des SpliceosomsKomplexes Genexpression
1-2-P03 F33D11.1; LIM domaipinding protein 3 Ja Adapter in quergestreifter Muskulatur von Kinase C | Strukturproteine
vermittelten SignalpaaProteinen zu Zytoskelett
1-2-P05 F33D11.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-2-P11 F33D11.5 (twdd7); TWIK family of potassium Nein TWIK family of potassium channels Kanal und
channels Transportproteine
1-2-P23 F33D11.11 (vpt); Vesicleassociated membrane| Ja VAP (VAMRssociated protein) Related Endoplasmatischen Retikulum: Unfolded Protein Proteostase

protein-associated protein B/C

TransmembrafsProtein

Response (UPR) / CalciomoostaseRegulation
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
I-3-A01 C48E7.5 (ce?); Gliomedin Ja Colmedin (collagen plus olfactomedin) family Rolle bei der Bildung der Ranvier'schen Schnurringe | Signaltransduktion
entlang myelinisierter Axone
1-3-A03 C48E7.6; Chondroitin sulfate proteoglycan 4 Ja Zellproliferation und Migration der Endothelzellen; Signaltransduktion
mikrovaskulare Beweglichkeit in Morphogenese
1-3-A05 C48E7.7; (unbekanntes Protein) Nein Homolog von Protein der Srplp/TipHamilie von Unbekannte Funktion
SerinrAlaninreichen Proteinen it$. cerevisiae
1-3-A09 C48E7.9 (twi87); Potassium channel subfamily § Ja TWIiK family of potassium channels pH-abhangiges, spannungssensitives Hintergrund Kanai und
member 3 Kaliumkanalprotein Transportproteine
I-3-A13 C10G11.2 (srB0); Serpentine Receptor, class H| Nein Serpentine Receptarlass H Signaltransduktion
I-3-A18 ZC581.6 (tryr); 43 kDa protein AUCH Isoform 2 | Ja Trypsinlike protease Zellulare Seneszenz; Uberexpression hemmt Zellzykluskontrolle
of Transmembrane protease serine 11A Zellwachstum / induziert GZellzyklusarrest
1-3-A19 C10G11.5 (prk); PcDNA FLJ56439, highly Ja Pantothenate Kinase Pantothenate kinase 4: physiologische Regulation de| Posttranslationale
similar to Pantothenate kinase 4 intrazellularen CoAKonzentration ProteinModifikation
1-3-A23 C10G11.7; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-B03 F22D6.6 (ekl); Enhancer of Kst Lethality Nein Enhancer of Kst Lethality Unbekannte Funktion
1-3-B08 T25G3.2 (ch4); Hyaluronan synthase 1 Ja Chitinsynthase, paralog LHS2 Katalysiert Addition von GlcNAader GIcUA Posttranslationale
Monosacchariden zum e HyaluronsétRelymer ProteinModifikation
1-3-B12 T25G3.4; Isoform 1 of Glycef®phosphate Ja Glycerol3-PhosphatDehydrogenasegyaralog zu snGlycerol 3Phosphat + NAD+ = Glyceronphosphat 4 Signaltransduktion
dehydrogenase, mitochondrial Y50E8A.6 und ortholog zu menschlichen GPD2 NADH.
1-3-B18 D2030.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-C05 C10G11.10; (unbekanntes Protein) Nein UnbekannteFunktion
1-3-C09 F26B1.2; Uncharacterized proteidlUCH Ja Integrator complex subunit @nRNA Udund U2 Genexpression
poly(rCbinding protein 2 Isoform a, b, g und e Transkription und ihre Verarbeitung
1-3-C10 T23B3.3 (rméb); Regulator ofmicrotubule Ja Regulator of Microtubule Dynamics Interagiert mit Mikrotubuli Strukturproteine
dynamics protein 2
I-3-C15 F26B1.5; Serine/threoninprotein phosphatase 4{ Ja Mikrotubuli, spleifosomaler snRNP, Apoptose, BPNA | Signaltransduktion
catalytic subunit Reparatur,TNFalpheSignalweg, u.a.
1-3-C20 WO02D3.2 (dhodl); Dihydroorotate Ja Dihydroorotate Dehydrogenase Umwandlung von Dihydroorotatdehydrogenase zu Posttranslationale
dehydrogenase (quinone), mitochondrial Orotat mit Chinon als Elektronenakzeptor ProteinModifikation
1-3-C21 K04F10.1; Spinocerebellar ataxia type 1 proteir| Ja Homolog zu SCA1, das bei Mutation zu ChromatinBindungsfaktor, NotciBignalweg / CBF1 Genexpression
(Ataxinl) spinozerebelldren Ataxie 1 fuhrt KorepressorHEYPromotorBindung; u.a.
1-3-C23 K04F10.2; Uncharacterized protein KIAA0556 | Ja Unbekannte Funktion
1-3-C24 WO02D3.4; Transmembrane protein 144 Ja Unbekannte Funktion
1-3-D01 H37N21 (hpell); cDNA FLJ54186, highly simild Ja Hypersensitive to Pofferming toxn Verkehr zwischen endoplasmatischen Retikulum und| Signaltransduktion
to Nuclearreceptor-binding protein GolgtApparat ( durch Rh@TPasen)
1-3-D03 H37N21 (hpell); cDNA FLJ54186, highly simild Ja Hypersensitive to Pofferming toxn Verkehr zwischen endoplasmatischen Retikulum und| Signaltransduktion
to Nuclear receptobindingprotein GolgtApparat ( durch Rh@TPasen)
1-3-D06 D2030.9 (wdi23); DDBi1and CUL4ssociated Ja WD Repeat proteinV\DR23 inCUL4/DDB1 Ubiquitin Substrat Rezeptor fir CUL4 DEBUbiquitin-Protein Proteostase
factor 11 LigaseKomplex Ligase Komplex
1-3-D11 K07G5.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-3-D13 K07G5.5; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-D16 F26A3.2 (ncb{2); Nuclear cafbinding protein Ja Nuclear Cap Binding Protef@rtholog zu CBP20 Bestandteil des CABindungskomplexes (CBC); Co Genexpression
subunit 2 Untereinheit deKernkappenbindungskomplexes Transkription des 5Cap des prenRNAs
1-3-D19 MO05B5.3; 24 kDa proteinAUCH neurofilament | Ja Neurofilamente enthalten Ublicherweise drei Strukturproteine
heavy polypeptide Filamentproteinen: L, M und H
1-3-D21 MO05B5.4; Group XV phospholipase A2 Ja Ortholog des humanen Gens Leciti@holesterin Transacylase und Calcitumabhéngige Phospholipase | Posttranslationale
Acyltransferase A2-Aktivitat Protein-Modifikation
I-3-E02 T22G5.6 (ibB); Fatty aciebinding protein, heart| Ja kleine intrazellulare Fettsauskindendes Protein intrazellularer Transport von langkettigen Fettsauren | Kanal und
und deren AcyCoAEster Transportproteine
I-3-E03 KO04F10.4 (b#); Proprotein convertase Ja Blistered cuticleSerin Endoproteasen der Endoproteaseaktivitat innerhalb des konstitutiven Posttranslationale
subtilisin/kexin type 6 KEX2/subtilisin Klasse sekretorischen Weges ProteinModifikation
I-3-E10 WO02D3.9 (und7); Transducktike enhancer Ja Uncoordinated Transducirdike WDRepeatProtein Transkriptions KdRepressor, der eine Reihe von Genexpression
protein 1 ortholog zu Drosophilas Groucho Transkriptionsfaktoren bindet
I-3-E12 WO02D3.10 (fnell); Uncharacterized conserved | Ja FANCI (Fanconi anemia complex component I) homo| Reparatur von DN#®oppelstrangbriichen und DNA DNA
protein / AUCH Fanconi anemia group | protein InterstrangQuer Links (ICL) ReparatufReplikation
I-3-E16 FO08B6.2 (gp2); Guanine nucleotideinding Ja G Protein, Gamma subunitiitotische Spindel Guaninnukleotiebindende ProteindG-Proteine Signaltransduktion
protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gam+ha Positionierung/Orientierung (embryonale Teilung) Modulator verschiedener Transmembransignale
I-3-FO1 MO05B5.6 (trpa2); 104 kDa protein AUCH Ja TRPA cation channel homolog Nichtselektiver, spannungsunabhangiger Kationenkar| Kanal und
Transient receptor potential cation channel Natriumrund CalciurdonenEinstrom in Reaktion auf | Transportproteine
subfamily A member 1 oxidativen Stress
1-3-FO8 T23G11.3 (ghd); Protein quaking Ja Defective in Germ Line Developmevittose/Meiose Regelung vopr&mRNASpleiRen, mRNAXxport, Genexpression
Entscheidung in Keimbahn; Spermatogenese Stabilitat der mRNAInd ProteinUbersetzung
I-3-F12 T23G11.5 (rlbfl); RalAbinding protein 1 Ja Ral Binding Protein Hydrolyse von GTP zu RAC1 und CDC42al#Engigen| Kanalund
Transport von DNESG und DOX§TRabhangiger Transportproteine
Transport von Glutathio#onjugaten u.a.
I-3-F16 T23G11.7; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-3-F22 F27D4.1; Electron transfer flavoprotein subunit| Ja Ortholog desnenschlichen Gens Elektronentransfer | Ubertragt die Elektronen auf die Hauptatmungskette i1 Oxidativer Stress /
alpha, mitochondrial Flavoprotein, ALPHRolypeptid (ETFA) Mitochondrium Elektronentransport
1-3-G01 ZC328.4 (safh); Mitotic checkpoint Ja Suspended Aimation (anoxiaduced) defective mitotischer Checkpoint Zellzykluskontrolle
serine/threonine proteirkinase
1-3-G06 C37A2.4 (cyd); Gl/Sspecific cyclirEl Ja Cyclin Emitotischer Zellzyklus wahrend der Wesentlich fur die Kontrolle des Zellzyklus bei G1/ S| Zellzykluskontrolle
Embryonalentwickl., Larven und KeimbaEntwicklung | (Start}Ubergangs
1-3-G08 C37A2.5 (pgi2l); Forkhead box protein P2 Ja Priontlike-(Q/N-richy domainbearing protein enthalt TranskriptionsRepressor, die in der Spezifizierung und Genexpression
Glutamin / Asparagin (Q / Mgiche ("Prion"JDoméane Differenzierung von Lungenepithel eine Rolle spielt
-3-G12 C37A2.7; 60S acidic ribosomal protein P2 Ja Spielt eine wichtige Rolle beim Elongationsschritt der| Genexpression
Proteinsynthese
1-3-G16 E02D9.1; dual specificity mitogativated Ja Serin / ThreonirKinase, wesentlicher Bestandteil des | Signaltransduktion
protein kinase 5 MAPRKinaseSignaltransduktionswegs
1-3-G20 KO02F2.1 (dp8); 110 kDa protein AUCH Ja Dipeptidyl Peptidase Four (IV) family ZelloberflacherGlycoproteirRezeptor: Signal fur die T| Signaltransduktion
Dipeptidylpeptidase 4 ZellRezeptor (TCRermittelte T-Zellaktivierung
1-3-G21 T23H2.4 (manr8); MAM (Meprin, ASprotein, Nein MAM (Meprin, ASprotein, PTPmu) domain protein Unbekannte Funktion

PTPmu) domain protein
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-3-G23 T23H2.5 (rall0); Ragelated protein Rak0 Ja RAB familyRabGTPase, ein Mitglied der Ras Schlisselregulatoren des intrazellularen Signaltransduktion
Superfamilie der kleinen GTPase Membrantransports
I-3-HO1 R0O6C7.3 (dhyt); Dihydropyrimidinase Ja Dihydropyrimidinase: Homolog des menschlichen Ge| 5,6-Dhydrouracil + H20 =Breidopropanoat Posttranslationale
DPYS, das bklutation zu Dihydropyrimidinuria fuihrt ProteinModifikation
1-3-HO6 F27D4.6; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-H15 R06C7.10 (mya); Myosin3 Ja Myosin heavy chaistructural genes Muskelkontraktion Strukturproteine
I-3-H17 F21C3.1 (twid); Potassium channel subfamily K| Ja TWIK family of potassium channels Schwacher, nach innegleichgerichteteiKaliumkanal Kanal und
member 1 Transportproteine
I-3-H18 D2005.2(nlp-8); neuropeptidelike protein Nein NeuropeptideLike Protein Unbekannte Funktion
1-3-H20 D2005.3; Programmed cell death protein 5 Ja Prozess der Apoptose Unbekannte Funktion
I-3-H22 D2005.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-3-H23 F21C3.4 (rdQ); required for RNAI Nein RNAI Defectivefunktionelles Silencing der Genexpression
chromosomalen Loci von Transgenen (Cosuppressio
1-3-102 KO2F2.4 (ukd); Sentrinspecific protease 7 Ja UbiquitinLike Protease Protease, diSUMO2 und SUMO3 von Zielproteine Proteostase
dekonjugiert aber nicht SUMO1 (Ubl Konjugationswe
1-3-103 KO6A5.1; Uncharacterized protein / AUCH: Ja pr&mRNASpleiRen Genexpression
Serine/arginine repetitive matrix protein 2
1-3-104 KO02F2.5(unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-108 T21G5.1; Tyrosimprotein kinase Fer Ja TyrosinProteinkinase, stromabwarts von Signaltransduktion
WachstumsfaktoiZelloberflachenrezeptoren
1-3-115 KO06A5.8 (nmtrll); WD repeatontaining protein | Ja Nemitin (neuronal enriched MAP interacting protein) | interagiert mit MAP1S (Uber WD repeats) Strukturproteine
47 homolog
1-3-118 C48B6.2; U3 small nucleolar ribonucleoprotein | Ja Komponente des 680SU3 kleinen nukleolaren Genexpression
protein IMP3 Ribonucleoprotein (U3 snoRNP)
1-3-121 C55B7.3; Receptdype tyrosineprotein Ja ProteinTyrosinPhosphatase: negativer Regulator der | Signaltransduktion
phosphatase zeta OligodendrozyterVorlauferproliferation
1-3-J02 F21C3.6; Caldesmon Ja Aktin-und MyosinBindungsprotein; Actomyosin Strukturproteine
Wechselwirkungen
1-3-J05 F30F8.2 (gIn&); Glutaminase kidney isoform, Ja Glutaminase Glutaminabbau (Niere); SauBaseHomoostase; Pegel | Posttranslationale
mitochondrial des Neurotransmitters Glutam#Gehirn) ProteinrModifikation
1-3-J18 F13G3.8 (eab); Innexin /Eating: abnormal Nein Eating (abnormal pharyngeal pumpindfpinexin,
pharyngeal pumping exprimiert in Rachenmuskelzellgruppen PM4 und PM Strukturproteine
1-3-J20 F13G3.9 (miB); 14 kDa protein AUCHD- Ja MIF (Macrophage migration Inhibitory Factor) related | Tautomerisierung von-{Dopachrom mit Posttranslationale
dopachrome decarboxylase Decarboxylierung zu 5Bihydroxyindol (DHI) ProteinrModifikation
1-3-J22 F13G3.10 Huntingtimteracting protein K Ja Chaperorahnliche Aktivitat; verhindert
Polyglutamine(poly@hggregation von HTT Proteostase
1-3-K07 C48B6.9; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-K10 C55B7.10; Uncharacterized protein / AUCH: Ja Whnt-Signaling Signaltransduktion
Casein kinase |
1-3-K11 T10B11.2; Ceramide kinase Ja katalysiert die Phosphorylierung von Ceramid zu Posttranslationale
Ceramidl-phosphat ProteinModifikation
1-3-K12 F52A8.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe

Bibliothek Homolog

1-3-L08 F52A8.5; Glycine cleavage system H protein, | Ja ortholog zumenschlicherGenGlycine Cleavage Systen GlycinSpaltsystem: katalysiert den Abbau von Glycin | Posttranslationale
mitochondrial Protein Hbei MutationGlycinEnzephalopathie ProteinModifikation

1-3-L09 F55D12.2; Uncharacterized proteiAUCH Ja Austausctvon GDP durch GTP; Aktiviert spezifisch-RI| Signaltransduktion
Kalirin GTPaséamilie

I-3-L10 F52A8.6; NdkappaB inhibitorinteracting Ras Ja wichtiger Regulator von NikappaB-Aktivitat Signaltransduktion
like protein 1 (Verhinderung des Abbaus von-kiB-Inhibitor beta)

I-3-L15 F55D12.5; Much2 Ja Kleidet die Epithelien von Darm, Atemwegen und Strukturproteine

anderen Schleimhau®rganen aus

1-3-L20 FO7A5.5 (sud); Synaptotagmid Ja Suppressor of Elongation defect Vesikeltransport und Exozytose Signaltransduktion

I-3-L.21 F20G4.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion

1-3-M04 C30F12.1; cDNA FLJ55578JCH Probable Ja Kann als RNase funktionieren und reguliert die Pegel| Genexpression
ribonuclease ZC3H12 A, B oder D ZielRNASpezies

1-3-M16 C30F12.7 (idh@); Isocitrate dehydrogenase Ja Isocitrate Dehydrogenase Gamntdntereinheit einer Isocitrat + NAD+ =@xoglutarat + CO2 + NADH Posttranslationale
[NAD] subunit gamma, mitochondrial NAD +abhangigen Isocitratdehydrogenase ProteinModifikation

1-3-M19 F57B10.6 (xpd); DNA repair protein Ja XPG (Xeroderma Pigmentosum group G) DNA repair| EinzelstrangStrukturspezifische DNAndonuklease in | DNA
complementing X cells gene homolog der DNAReparatur ReparatufReplikation

1-3-NO3 C15A11.1 (ceB5); Uncharacterized protein / Ja Kollagen Typll-Kollagen ist spezifisch fir Knorpelgewebe Strukturproteine
AUCH Collagen alphd(ll) chain

I-3-N11 C15A11.5 (cer); Collagen alph&(V) chain Ja KollagerSuperfamilie mit Kollagetripelhelix Mitglied der Gruppé-Kollagene (fibrillenbildendes Strukturproteine

Wiederholungen Kollagen)

1-3-N12 T22C1.8; Tyrosingrotein phosphatase non Ja dephosphoryliertRezeptorProteinTyrosinKinasen und | Signaltransduktion
receptor type 2 NichtRezeptofProteinTyrosinKinasen

1-3-N16 T22C1.10 (rbg); Rab3 GTPasetivating protein | Ja Rab GAP related Regulatorische Untereinheit eines GTRakgvierendes | Signaltransduktion
non-catalytic subunit Protein, spezifisch fur Rab3 Unterfamilie

1-3-001 F57B10.9; Spartin Ja ortholog zu menschlichen Gen Spartin Kann in endosomalem Trafficking, oder Dynamik der | Signaltransduktion

Mikrotubuli, oderbeidem verwickelt sein

1-3-002 F15C11.1 (sem); Uncharacterized protein / Ja Sex Muscle abnormdEntwicklung der Zellen in MaoglicherTranskriptionsfaktor Genexpression
AUCH cDNA FLJ58537, similar-ida protein 2 neuronalen, mesodermalen und VulZalllinien

1-3-003 F57B10.10 (dad); DolichyiDiphosphoolige Ja DAD (Defender against Apoptotic Death) homolog Untereinheit des NOligosaccharyltransferase (OST) Posttranslationale
saccharideprotein glycosyltransferase subunit Komplex ProteinrModifikation

1-3-008 WO01A8.2; hypothetical protein LOC123207 Ja Unbekannte Funktion

1-3-011 F48A9.2, (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion

1-3-015 D2092.1; Multiple C2 and transmembrane Ja Kalziumvermittelte Signallibertragung Signaltransduktion
domaincontaining proteinl

1-3-019 D2092.3 (acfil); Neuronal acetylcholine Ja Acetylcholine ReceptoHomolog einer alphatyp Acetylcholinbindung: Offnen eines ionenleitenden Kar Kanal und
receptor subunit alph& nikotinischen AcetylcholiRezeptorUntereinheit durch Plasmamembran Transportproteine

1-3-023 D2092.5 (macd.); Macailin Ja Macoilin homologam Aufbau oder Transport von Macoilin Entwicklung des Gehirns Kanai und

lonenkandlen oder lonenkanBegulatoren beteiligt Transportproteine

1-3-024 F22D6.4 (ndub); NADH dehydrogenase Ja NADH Ubiquinone OxidoreductaseS-Brotein CoreUntereinheit demitochondrialen Atmungskette | Oxidativer Stress /
[ubiquinone] irorsulfur protein 6, mitochondrial oxidative Phosphorylierung NADHDehydrogenase (Komplex 1) Elektronentransport

1-3-P01 T28F4.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
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Bibliothek Homolog
1-3-P03 T28F4.2 (asi2 Amiloridesensitive sodium Ja Acidsensing/AmilorideSensitive lon Channel family Elektrodiffusion des luminalen Natrium durch die Kanai und
channel subunit alpha apikale Membran von Epithelzellen Transportproteine
1-3-P05 T28F4.3; Receptdype tyrosineprotein Ja InsulinRezeptor (IRpignalisierung in der Signaltransduktion
phosphatase epsilon Skelettmuskulatur
I-3-P10 C54G4.6 (dod8); Nacetylserotonin © Ja Downstream Of DAES (regulated by DAE6). unter- unbekannt Unbekannte Funktion
methyltransferasdike protein druckt in daf2-Mutanten und induziert in dai6-M.
-3-P11 T28F4.6;(unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-3-P12 C54G4.7; 49 kDa proteirAUCH Ja Unbekannte Funktion
Uncharacterizegrotein C4orf29
1-3-P17 C26C6.3 (na36); Tolloidlike protein 1 Ja Nematode Astacin Protease Protease, die ProkollagenrRopeptide wie Chordin, Posttranslationale
Pro-Lysil und PraBiglycan oxidiert ProteinModifikation
1-4-A05 K04G2.7; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-A08 R0O5D11.6; (unbekannte Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-A12 R0O5D11.8 (ed8); Yeast Enhancer of Decapping | Nein Yeast Enhancer of Decapping Homolog UnbekannteFunktion
Homolog
1-4-A14 F43G9.1(idhd. Isocitrate dehydrogenase [NAD]| Ja Isocitrate Dehydrogenase AlphalphaUntereinheit von | Isocitrat + NAD+ =@xoglutarat + CO2 + NADH. Posttranslationale
subunit alpha, mitochondrial einer NAD +abhéangigen Isocitratdehydrogenase Protein-Modifikation
1-4-A15 F18C12.2 (rm8); DnaJ homolog subfamily C Ja Receptor Mediated Endocytasindozytose und Vesikeltransport Kanal und
member 13 Pinozytose Transportproteine
1-4-A21 CO09H6.2 (lifl0); amyloid beta A4 precursor Ja abnormal cell lineagehomolog zu Saugetier Munc Funktion bei synaptischer Vesikekozytose durch Kanal und
protein-binding family A member 2 interagierendes Protein Bindung an STXBP1 Transportproteine
1-4-A22 F43G9.5 (cfirl); Cleavage and polyadenylation| Ja Cleavage Factor IM (CFIM) homolbdyDIX Hydrolase, | Schlisselrolle in der prédRNA3'-Verarbeitung Genexpression
specificity factor subunit 5 die DHEL inhibiert
1-4-A23 CO09H6.3 (ma); MAU2chromatid cohesion Ja Maternally Affected Uncoordinatiomitotischen Interphase / Prometaphase Zellzykluskontrolle
factor homolog Chromos.segregation und zellulare/axonale Migration
1-4-B02 C36F7.1 (irt); Iroquoisclass homeodomain Ja Iroquois Subclass of Homeobox Transkriptionsregulation Genexpression
protein IRX3 Transkriptionsregulation
1-4-B04 C36F7.2 (swalh); Uncharacterized protein / Ja SoWAH (Drosophila) homolog UnbekannteFunktion
AUCH Putative ankyrin repeat domaitontaining
protein 30Blike
1-4-B09 C31H5.3 (aet9); Neuronal acetylcholine Ja Acetylcholine Receptor Acetylcholinbindung: Offnen eines ionenleitenden Kar Kanal und
receptor subunit alph& durch Plasmamembran Transportproteine
1-4-B12 F42H11.1; Collagen alp2éXl)chain Ja wichtige Rolle in Fibrillogenese durch Steuerung des | Strukturproteine
seitliche Wachstum von KollagerFibrillen
1-4-C0O1 T28B8.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-C03 T28B8.2 (in4d.8); hsulin Related Nein Insulin Relatednsulin / IGFahnlichePeptide Unbekannte Funktion
1-4-C06 F43G9.9 (cpd); TransgeliB Ja Calponin Negative Regulation der Transkription von RNA Genexpression
Polymerase {Promotor
1-4-C08 F43G9.10 (mfafl); Microfibrillarassociated ja Microfibrillar-Associated Protein Homologeguliert Komponenten der Elastiklikrofibrillen; extrazellulare | Strukturproteine

protein 1

alternativesSpleil3en

Matrix-Organisation

XV




ANHANG | 7.
RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion lautUniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-4-C10 F43G9.11 (ce$); Transcriptional repressor Ja Cell Death Specificatio@2H2TypZinkfinger TranskriptionsRepressor BoxMotiv); neuronale Genexpression
scratch 1 Transkriptionsfaktor Differenzierung
1-4-C12 F43G9.12GCrich sequence DNAinding factor 1| Ja unterdruckt Transkription; an prenRNASpleil3en Genexpression
beteiligt
1-4-C19 TO2E1.5 (dh8); Epidermal retinol Ja Dehydrogenases, Short Chain Oxidative und reduktive Richtung; Oxidialttrans Posttranslationale
dehydrogenase 2 Retinol in altrans-Retinaldehyd ProteinModifikation
1-4-D02 KO7A1.6; (unbekanntes Protein) Nein vermeintlicher abgesonderter FlbomainProtease Unbekannte Funktion
Inhibitor
1-4-D11 ZK858.1 (gld); Uncharacterizegrotein / AUCH | Ja Defective in Germ Line Developmenitht-kanonische | Zytoplasmatisch®oly(A)RNAPolymerase: Poly (A) Genexpression
Poly(A) RNA polymerase GLD2 Poly (A)Polymerase Schwanz
1-4-D18 TO5F1.1 (nr&); Nicalin Ja Nicotinic Receptor Associated Entgegen Nodabignalisierung Signaltransduktion
1-4-D24 TO5F1.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-4-E04 K07A12.3 (asty); ATP synthase subunit G, Ja ATP Synthase G Homal&gotonenTranslokatioA-0 produziert ATP aus ADP in Gegenwart eines Protone| Kanal und
mitochondrial ATRSynthaseKomplexUntereinheit G Gradienten lber die Membran Transportproteine
1-4-E08 K07A12.5; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-4-E10 K07A12.6 (heb); Homolog of Od2 (Two) Nein Homolog of Od2 (Two):Mitglied der Ly6-Superfamilie Signaltransduktion
von GPlerknlpften Signalproteinen
-4-E11 ZK265.4 (cel); Retinal homeobox protein Rx | Ja C. Elegans HomeohdX{omeodoménesProteinder wichtige Rolle bei der Entstehung des Auges Genexpression
Klasse Q50; ortholog zu4Rwmaobobox (Mensch)
I-4-E14 F39H11.2 (tHL); TATAox-binding protein Ja TBPRLike FactarTATABindungsprotein(TBRjhnlicher TranskriptionsfaktorAktivierung von eukaryotischen Genexpression
Faktor Genen ( RNARolymerase Il )
1-4-E19 ZK265.8 (cuiB); CuticlinLike Nein CuticlinLike Unbekannte Funktion
1-4-FO6 TO5F1.7; Uncharacterized proteidlUCHGirdin | Ja wichtiger Modulator des AKIMTORSignalwegs Signaltransduktion
1-4-F12 TO5F1.10 (dhd); Epidermal retinol Ja Dehydrogenases, Short Chain Aktiv sowohl in oxidativer und reduktiver Richtung; Posttranslationale
dehydrogenase 2 Oxidiert alitrans-Retinol inall-trans-Retinaldehyd ProteinModifikation
1-4-F15 F25H5.7; tyrosing@rotein phosphatase non Ja Verbindungzwischen Membramind Zytoskelett; Zellzykluskontrolle
receptor type 3 isoform 6 TyrosinPhosphataseé\ktivitat
1-4-F18 C03D6.1(unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-F19 F25H5.1 (lin®); Four and a half LIM domains Ja LIM domain family Verkniipfung von verschiedenen Signalwege zu Genexpression
protein 2 Transkriptionsregulation
1-4-F22 C03D6.4 (npf4); Nucleapore complex protein | Ja Nuclear Pore Complex Proteitukleozytoplasmatischer] Andockstelle des Rezepteermittelten Import von Kanal und
Nup214 Transport Substraten in den Kernporenkomplex Transportproteine
1-4-G01 T01G9.3 (dmd); Insulinlike growthfactor- Ja Dendrite Morphology Abnormal ProteinKomplexen, RezeptdrigandBindungen oder Posttranslationale
binding protein complex acid labile subunit Zelladhasion ProteinModifikation
1-4-G11 F52B5.2; Serine/threoningrotein kinase MAK | Ja Regulierung der "Cilianyi®ange und fiir die langfristige | Genexpression
Uberleben von Photorezeptoren
1-4-G22 DY3.1 (tiAl3); Mitochondrial import inner Ja Transport to Inner Mitochondrial Membrane (yeast Tll| Mitochondriales intermembrandses Chaperon; Import| Kanal und
membrane translocase subunit Tim13 und Einfigen von MuliPassTransmembranproteine Transportproteine
1-4-G23 C34B7.2; Polyphosphoinositide phosphatase | Ja Synthese und Umsatz von Phosphatidylinositol 3,5 Posttranslationale
bisphosphat (PtdIng3,5) P2) Protein-Modifikation
I-4-H11 F14B4.2; Hexokinas® Ja Hexokinase ATP + EHexose = ADP +HEexose &hosphat Posttranslationale
Protein-Modifikation
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-4-H13 F14B4.3 (rpo&); DNAdirected RNA polymerase| Ja RNA Polymerase | (A) subunit DNAabhangige RNRolymerase katalysiert die Genexpression
subunit RPA2 Transkription von DNA in RNA
I-4-H24 CO04F12.10 (fe&); CAAXrenyl protease 1 Ja FarnesylateeProteins Converting Enzyme (FACE) Far| Entfernt proteolytisch die drei-@rminalen Reste von | Posttranslationale
homolog posttranslationale Prozessierung von Proteinen farnesylierten Proteinen Protein-Modifikation
1-4-102 DY3.3 (hlHL6); Class E basic hdlrop-helix Ja Helix Loop Helix Transkriptionsrepressor Genexpression
protein 23
1-4-103 F16D3.1 (tb#); Tubulin alphd B chain Ja Tubulin, AlphaMikrotubulitKomponente Hauptbestandteil von Mikrotubuli Strukturproteine
1-4-112 F36A2.1 (cid®); cDNA FLJ5432AUCH Ja Pol Il @erminal Interaction Domain Suppressor Assoziiert mit RNARolymerasdl-Komplex Genexpression
Regulation of nuclear prsiRNA domain
containing protein 2
1-4-3J02 C16C2.1 (ceb); Ventral anterior homeobox 1 Ja C. Elegans Homeobahnlich wie das menschliche Transkriptionsfaktor, dorsoventraler Spezifikation des| Genexpression
ventral anterior HomdeBox2Gen Vorderhirns
1-4-J05 F26H9.8 (ugge); UDRglucose:glycoprotein Ja UDRGIucose Glycoprotein Glucosyltransferdse; Erkennt Glykoproteinenit geringfiigigen Méangeln Posttranslationale
glucosyltransferase 2 Qualitatskontrolle Glycoproteinfaltung (Ruckfaltung oder Abbau) ProteinModifikation
1-4-J06 C16C2.3 (octl); Type Il inositoll, 4,5 Ja OCRL (Lowe's Oculocerebrorenal Syndrome Protein)| Hydrolysiert Ptins(4,5)P2 und Signalmolekul Signaltransduktion
trisphosphate Sphosphatase Homolog:Inositot1,4,5triphosphat5-Phosphatase Ptins(1,4,5)P3 und moduliert zellulare Signale
1-4-J11 C12C8.3 (Iid1); Tripartite motifcontaining Ja Abnormal Cell Lineag&®&BCC (RingfingBrBoxCoiled E3Ubiquitin-Protein-Ligase: microRNAs(miRNAS) Genexpression
protein 71 (E3 ubiquitiprotein ligase TRIM71) Coil}Protein, Mitglied der NHEamilie von Proteinen is{ Maschinerie; fordert embryonalen Stammzellen
1-4-K09 FO2E9.7; Tartrateesistant acid phosphatase typ( Ja In Osteopontin/ BonesialoproteirlDephosphorylierung | Signaltransduktion
> beteiligt
1-4-K15 F10D11.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-K16 F29D10.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-K18 F29D10.4 (huri); Unconventional myositf Ja Heavy chain, Unconventional Myasamng mit der Aktin-basiertes MotorMolekul (ATPaséktivitat); Strukturproteine
Unterklasseamoeboid Myosin | verwandt Unkonventionelle Myosine: intrazellulare Bewegunge
1-4-L04 F26E4.7; Transforming growth factoeta- Ja Homolog zu humanem BIGH3, Mutatifdinrt zu bindet an Typ |, Il und IV Kollagene (Relllagen Strukturproteine
induced protein igh3 "Groenouw Granular Dystrophie Typ 1" Wechselwirkung); im Knorpel Ersatzknochenbildung
1-4-L10 F26E4.10 (drsh); Ribonuclease 3 Ja Ortholog of Drosophila Drosha Gerf@Nasell- Ribonuclease IlI (ds)RMfezifischen Endoribonukleasqy Genexpression
Ribonuklease, ortholog zu Drosophila/Mensch Droshd erster Schritt von microRNA(miRNBipgenese
1-4-L11 C17E4.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-L12 F26E4.11hrdl-1); E3 ubiquitirprotein ligase Ja HRDLike (E3 ubiquitin ligase related) E3Ubiquitin-Protein-Ligase, Polyubiquitinierung von z.| Proteostase
AMFR CD3D, CYP3A4, CFTR und APOB (proteasomaler Al
1-4-L14 F26E4.12 (gp%); Phospholipidhydroperoxide Ja Glutathione Peroxidasé&hospholipieHydroperoxid Schiitzt die Zellen gegen Peroxidation der Oxidativer Stress /
glutathione peroxidase, mitochondrial GlutathionPeroxidase Membranlipide und Zelltod Elektronentransport
1-4-L15 C17E4.6Yacuolar protein sortingssociated Ja Konnte eine DNAindende Transkriptionsregulator Genexpression
protein 72 homolog oder in ChromatirModifikatin/lUmbau beteiligt sein
1-4-L.21 C17E4.9 (nkl); Sodium/potassiurtransporting | Ja Na+/K+ ATPase, Beta subunit nicht-katalytische Komponente des aktiven Enzyms: | Kanal und
ATPase subunit beth Hydrolyse von ATP Transportproteine
1-4-L.22 F35C12.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-M01 D1081.2 (und20); Serum response factor; Ja Uncoordinated MADSBoxFamilie von SREF ist ein Transkriptionsfaktor, der an Serum Genexpression

Transkriptionsfaktoren

ResponséElement (SRE) bindet
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
1-4-M02 F55H12.3; Neurogenic locus notch homolog Ja Rezeptor fir Membraigebundene Liganden Jagged1,| Signaltransduktion
protein 3 Jagged?2 und Deltal um Zellschicksal zu regulieren
1-4-M03 D1081.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-M09 D1081.6; Lymphocyte antigen 6D Ja Spezifikation von Lymphozyten zwischearigl FZelt Signaltransduktion
Entwicklung
1-4-M14 T08G11.5 (un9); Neuronal acetylcholine Ja Uncoordinated NichtalphaUntereinheit des lonenleitender Kanal durch die Plasmamembran; Kanal und
receptor subunit alphat nikotinischenAcetylcholinrezeptors (nAChR) durchlassig fur Natriumionen Transportproteine
1-4-M17 K02B12.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-M24 F53B6.6 (cutf); CuticlinLike Nein CuticlinLike Strukturproteine
1-4-NO1 C17E4.11; Endotheltonverting enzyme 2 Ja Konvertiert Bigendothelinl zu Endothelifl Signaltransduktion
1-4-N09 F46A9.4 (skR); Sphase kinas@ssociated Ja SKP1 Related (ubiquitin ligase comglemponent) SCF (SKRAUL1~BoxProtein) UbiquitinLigase Proteostase
protein 1 Ubiquitin-vermittelter Proteinabbau Komplex, Ubiquitinierung von Proteinen in Zellzyklus
progression, Signaltransduktion und Transkription
1-4-N17 F30A10.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-N21 F30A10.4; -1,3-galactosylO-glycosyiglyco Ja Glycosyltransferase, die alle bekannten MuBieta 6N- | Posttranslationale
proteini -1,6-N-acetylglucosaminyltransferase 3 Acetylglucosaminiden synthetisiert ProteinModifikation
1-4-N22 F52F12.1 (oet); Solute carrier family 22 membq Ja Organic Cation Transportefransport des prototypisch| Natrium-lonenabhéngiger, hoctaffiner Carnitin Kanal und
5 organischen Kation Tetraethylammonium Transporter Transportproteine
1-4-N23 F30A10.5 (stl); Stomatinlike protein 2, Ja StomatinLike Mitochondriales Protein, das wahrscheinlich die Signaltransduktion
mitochondrial Biogenese und die Aktivitat der Mitochondrien regulie
1-4-001 K02B12.6; DNAamageresponsive protein Nein DNA damageesponsive protein in Hefe Unbekannte Funktion
1-4-002 F53B6.7; Ubiquithassociated and SH3 domain | Ja HistidinPhosphatase&Superfamilie; orthologen zu Interferiert mit CBlvermittelter Herunterregulation/ Signaltransduktion
containing protein A Bombyx mori EVP und Mensch STS1WBASH3A Abbau von RezepteFyrosinKinasen
1-4-011 MO04C7.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-016 F32H2.7; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-P09 F30A10.10 (usg8); Isoform 2 of Ubiquitin Ja Ubiquitin Specific Protease Erkennt und hydrolysiert die Peptidbindung am C Proteostase
carboxyiterminal hydrolase 48 terminalen Gly von Ubiquitin
1-4-P11 C41G7.1 (smit); SMNdelta7 of Survival motor | Ja SMN (Human Survival Motor Neuron Gene) Homolog| SMNKomplex: Katalysator bei Montage von kleinen | Genexpression
neuron protein SMnMutationen fuhren zu spinaler Muskelatrophie KernRibonukleoproteingsnRNPSs); SpleiRosom
1-4-P14 Y106G6A.2 (ep8); Ectopic P Granules Nein Ectopic P Granulesutophagie; Regulierung des Abba| Proteostase
autophagischer Substrate / Lokalisierung von 11GG
1-4-P15 C41G7.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-4-P19 C41G7.5 (aht); Aryl hydrocarbomeceptor Ja Aryl Hydrocarbon Receptor Relatéianderaktivierter | Liganderaktivierter Transkriptionsaktivator Genexpression
basischer HelikoopHelixTranskriptionsfaktor
1-4-P22 Y106G6A.5 (dskh); Dysbindin (Dystrobrewin Nein Dysbindin (DystrobrewiBinding Protein) Homolog Unbekannte Funktion
Binding Protein) Homolog
1-5-A02 Y106G6H.4 (magif0); MADF Domain Nein MADF Domain Transcription Factor Unbekannte Funktion
Transcription Factor
I-5-A10 Y106G6H.8; UPF0451 protein C170rf61 Ja Unbekannte Funktion
I-5-A16 Y106G6H.12 (duB); Ubiquitin carboxylerminal | Ja Deubiquitylating with USP/UBP and OTU domains Thiokabhangige Hydrolyse von EsteFhioester, Amid, | Proteostase

hydrolase 29

Peptidund Isopeptidbind. am-&rminalen Gly von Ub.
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
I-5-A17 T23D8.3; (unbekanntes Protein) Ja Ortholog zu Hefe und Mensch LTV1, das DHktCvivo Unbekannte Funktion
hemmt
1-5-B05 Y44E3A.4; SH3 domainntaining kinaséinding | Ja AdapterProtein bei der Regulierung verschiedener Signaltransduktion
protein 1 Signalwege
1-5-B06 F28H1.2 (cpi3); 24 kDa protein AUCH Ja Calponin Diinnes Filamenrassoziiertes ProteirRegulation und Strukturproteine
Calponinl Modulation der Kontraktion der glatten Muskulatur
1-5-B07 Y44E3A.4; SH3 domaiontaining kinasdinding | Ja AdapterProtein bei der Regulierung verschiedener Signaltransduktion
protein 1 Signalwege
1-5-B08 F28H1.3aars2); AlanyitRNA synthetase, Ja Alanyl Amineacyl tRNA SynthetasBindung von Alanin| AlanintRNA Ligase: Katalysiert die Bindung von Alani| Genexpression
cytoplasmic an seine zugehdrigen tRNA / Proteinbiosynthese an tRNA
1-5-B14 F55C7.2(unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-B15 WO5F2.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-5-B20 F55C7.7 (un@3); Triple functional domain Ja Uncoordinated GuaninNukleotidAustauschfaktor Fordert den Austauschion GDP durch GTP Signaltransduktion
protein (GNEF)
1-5-B24 C09D1.2 (cleB9); Lymphocyte antigen 75 Ja Gtype Lectin Endozytotischer Rezeptor Signaltransduktion
|-5-C12 F37D6.7; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-C24 F59C6.6 (nkdh); neuropeptidelike proteins Nein Neuropeptidelike Protein Unbekannte Funktion
1-5-D01 F49D11.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-5-D03 F49D11.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-5-D06 K08C9.7; Ubiquitid0S ribosomagprotein S27a Ja DNASchadensantwort DNA
ReparatufReplikation
1-5-D08 F32B4.1; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
1-5-D18 F32B4.6; Abhydrolase domaiontaining protein | Ja Mutation fuhrt zu "WilliamsBeuren Syndrom" Posttranslationale
11 ProteinModifikation
1-5-D19 Y95D11A.2; "pseudo gene" Nein "Pseudo gene" Unbekannte Funktion
1-5-D20 F32B4.4; Scaffold attachment factor B1 Ja Bindung S/IMARDNA,; Bildung eines 'transkripto Genexpression
somalen' Komplexes (Transkription/RIRFozessierung)
1-5-D23 Y52B11A.1 (sp@8); Defective Spermatogenesis| Nein Defective SpermatogenesiourPass Unbekannte Funktion
Transmembranprotein
I-5-E10 F25H2.1 (tl); Toll interacting protein variant Ja Tolilp homolog Komponente deSignalweges von-lLund den Tollike- | Signaltransduktion
(Fragment) Rezeptoren
I-5-E16 F25H2.4; UPF0172 protein FAM158A = ER Ja Komponente des ERlembranProteinrKomplexes Unbekannte Funktion
membrane protein complex subunit 9
|-5-E22 F25H2.7; (unbekanntdrotein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-E24 F25H2.8 (ub@5); Ubiquitinconjugating enzyme | Ja Ubiquitin Conjugating enzyme Akzeptiert Ubiquitin von EKomplex und katalysiert Proteostase
E2 Q2 seine kovalente Bindung an andere Proteine
I-5-FO1 Y52B11A.2rotein IMPACT Ja Translationsregulator: konstant hohe Translation unte| Genexpression
Aminosauremangel
I-5-F02 F15D3.2 (clet01);Gtype Lectin Nein Ctype Lectin Unbekannte Funktion
I-5-FO4 F15D3.4; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
|-5-FO5 Y52B11A.4; GHifinding protein REM 1 Ja Fordert EndothelzelleiKeimung und AktiZytoskelett Signaltransduktion

Reorganisation
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RNA Anmerkungen Sauger Funktion laut Wormbase.org Funktion laut Uniprot.org Gruppe
Bibliothek Homolog
I-5-FO6 F15D3.5; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-FO8 F15D3.6; Protein slowmo homolog 2 Ja Unbekannte Funktion
I-5-F09 Y52B11A.7 (mlt2); Keratinassociated protein4 | Ja Mit-Ten (mlt10) related Haarkeratinassoziiertes Protein Strukturproteine

2
I-5-F14 F15D3.9; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-F22 C17D12.3; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
I-5-F23 Y52B11B.2; (unbekanntes Protein) Nein Unbekannte Funktion
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