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Zusammenfassung

Zusammenfassung

SpleiBen ist neben 5-Capping und 3‘-Polyadenylierung ein wichtiger Punkt im Lauf der
Prozessierung eukaryotischer pra-mRNA. Nichtkodierende Introns werden von der pra-mRNA
entfernt und kodierende Exons fusioniert. Doch eine pra-mRNA kann in weitaus mehr als
einem Protein resultieren, was durch alternatives SpleiRen ermoglicht wird. Uber 90 % aller
humanen Proteinkodierenden Gene unterstehen diesem Prozess, der zelltyp- bzw. gewebs-
und differenzierungsspezifisch ist. Signal-induziertes alternatives Spleilen ist eine
Méglichkeit, die Genexpression in Anpassung an Anderungen im physiologischen Umfeld zu
regulieren. Der Prozess der T-Zell Aktivierung ist diesbeziglich ein Modelsystem, in dem weit
iber 100 Exons als alternativ gespleiRt identifiziert werden konnten. Wie diese Anderungen
im Splei3-Verhalten zur Funktionalitat aktivierter T-Zellen beitragen, konnte jedoch noch nicht
hinreichend gezeigt werden.

Die T-Zell Aktivierung ist ein komplexer und dynamischer Prozess, der in der aktivierten Zelle
u.a. zu einer stark erhéhten Produktion und Sekretion von Effektormolekiilen wie Zytokinen
und Zytotoxinen fihrt. Hierfiir wird angenommen, dass sich der Sekretionsapparat an die
hohere Transportlast anpasst. Wie dies geschieht, ist indes nicht bekannt.

Proteinsekretion beginnt an ribosomfreien Stellen des ER, den ER exit sites (ERES), wo neu
synthetisierte Proteine in COPII-Vesikel fiir ihren Transport verpackt werden. Secl6 ist ein
peripheres Membranprotein an den ERES und maRgeblich in den Prozess der Vesikelbildung
und —abschniirung involviert. Ein in Metazoen konservierter Bereich von ca. 220 Aminosauren
im C-Terminus des Proteins, die C-Terminale konservierte Domane (CTD) wird u.a. von zwei
Exons kodiert (E29 und E30), die nach T-Zell-Aktivierung alternativ gespleiSt werden.

Diese Arbeit kombiniert biochemische und zellbiologische Methoden, um die funktionelle
Relevanz Secl16 SpleiBens in der T-Zell Aktivierung zu untersuchen. Initiale Experimente
zeigen, dass aktivierte T-Zellen eine erhohte Sekretionseffizienz aufweisen, die
moglicherweise durch eine erhdhte Anzahl an COPII-Vesikeln ermoglicht wird. Durch
Manipulation des Spleillverhaltens in einer humanen T-Zell Linie und Etablierung Sec16E29
defizienter Hek293 Zellen mittels Crispr/Cas9 wird gezeigt, dass alternatives Sec16 SpleiRen
fiir die Zunahme an COPII-Vesikeln und der Transporteffizienz notwendig ist. Dies wird durch
Versuche mit primaren humanen PBMCs unterstrichen. Coimmunoprazipitationen belegen

eine differenzielle Interaktion der alternativen Secl6 CTDs mit anderen COPII-Proteinen.



Zusammenfassung

Zusatzlich zeigen FRAP-Experimente, dass sich der COPII Turnover in Abhangigkeit von Sec16

SpleiBen verdandert.

Diese Arbeit beschreibt die Funktionalitat eines Signal-induzierten SpleiRvorgangs und schlagt

eine neue Form der Regulation im COPII-vermittelten sekretorischen Apparat vor.



Summary

Summary

Beside 5‘-capping and 3‘-polyadenylation, splicing is one major step during eukaryotic pre-
MRNA processing. Noncoding introns are removed from the pre-mRNA and coding exons are
fused. Due to alternative splicing one single pre-mRNA can result in far more than one protein.
Over 90 % of the human protein coding genes undergo this process which acts in a cell type,
tissue and differentiation dependent manner. Signal-induced alternative splicing is one
possible mechanism to control gene expression due to changes in cellular conditions. In
response to T-cell activation hundreds of exons were shown to be alternatively spliced,
however, how these splicing switches impact on cellular functionality is largely unknown.
T-cell activation is a complex and dynamic process leading, amongst others, to dramatic
changes in the production and secretion of effector molecules. Therefore, an increase of the
protein secretion capacity seems required. However, how this is achieved remains unknown.
Protein secretion starts at special sites of the ER, so called ER exit sites (ERES), where newly
synthesized proteins are packed in COPIl-coated vesicles for further transport. Secl6 is a
peripheral membrane protein at these ERES and necessary for vesicle formation and budding.
A part of approximately 220 amino acids in the C-terminal part of the protein, the C-terminal
conserved domain (CTD), which is conserved in metazoans, is amongst others encoded by two
exons (E29 and E30) that are alternatively spliced upon T-cell activation.

This work combines biochemical and cell biological methods to analyse the functional
relevance of Sec16 alternative splicing upon T-cell activation. Initial experiments show that
activated T-cells have a higher secretion efficiency that might be facilitated by a higher number
of COPII coated vesicles. Manipulation of the splicing pattern in a human T-cell line and
generation of Sec16E29 deficient Hek293 cells using Crispr/Cas9 show that splicing of Sec16 is
required for the increase of COPIl coated vesicles and the higher export efficiency. This is
underlined by experiments using primary human PBMCs. Coimmunoprecipitations prove a
differential interaction of the alternative Sec16-CTDs with other COPII proteins. Additionally

FRAP experiments show that COPIl Turnover is altered due to Sec16 alternative splicing.

This work describes the functional impact of a signal induced splicing switch and provides a

new regulatory mechanism for COPIl mediated protein secretion.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 mRNA Prozessierung

Die Prozessierung eukaryotischer pra-mRNA im Zellkern ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg
zu einer funktionellen mRNA, um im Anschluss im Zytoplasma translatiert werden zu kdnnen.
Die Modifizierung des 5‘-Endes durch ein m7-Guanosin und die Polyadenylierung des 3‘-
Endes, das bis zu 250 Nukleotide lang sein kann, sind wichtig fir die Stabilitat und den
Transport der mRNA aus dem Nukleus. 5-Cap und Poly-A-Kette tragen zusatzlich eine zentrale
Funktion in der Initiation der Translation (Preiss & Hentze, 1998). Neben den beschriebenen
Modifikationen der beiden mRNA-Enden werden nichtkodierende Bereiche (Introns) aus dem
Primartranskript entfernt und die Enden kodierender Bereiche (Exons) fusioniert. Dieser
Spleilen genannte Prozess verldauft cotranskriptionell und ist essentiell fir die Reifung
eukaryotischer mRNA (Abb. 1.1) (Tilgner et al, 2012). Nach Abschluss der Prozessierung wird
die reife mRNA in Form eines messenger Ribonukleoproteinkomplex (mPNP) durch den
Porenkomplex der Zellkernhiille (engl. nuclear pore complex, NPC) in das Zytoplasma

exportiert, wo an Ribosomen die Translation stattfinden kann (Carmody & Wente, 2009).

Abbildung 1. 1 Verschiedene Mechanismen der mRNA Prozessierung.
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1. Einleitung

Abb.1.1 ff. Wahrend der Transkription entsteht mit der pra-mRNA in 5‘-3‘-Orientierung eine komplementare
Kopie des genomischen 3‘-5-DNA-Strangs, die anstelle von Thymin Uracil enthalt. Das 5-Ende wird durch ein
zuséatzliches m7-Guanosin, das 3‘-Ende durch eine Poly-A-Kette modifiziert. Nach Entfernung der Introns und
Fusion der Exons, SpleiRen, wird die reife mRNA in das Zytosol exportiert, wo sie translatiert wird (1). Die variable
In-und Exklusion von Exons (alternatives SpleiRen), flihrt zur Synthese verschiedener Proteine, die aus einer pra-
mMRNA entstehen kdnnen (2).

Das wahrend dem SpleiBvorgang zu entfernende Intron tragt Sequenzmerkmale an beiden
Enden, den Splei-Stellen (Abb. 1.2). Die 5‘-Spleil3-Stelle ist durch ein GU-Dinukleotid, die 3‘-
Spleil-Stelle durch AG markiert. Zwischen den Splei-Stellen liegen der durch ein Adensosin
(A) reprasentierte Verzweigungspunkt und der Polypyrimidintrakt (Py). Der Spleil3-Vorgang
verlauft in zwei Transesterfizierungs-Schritten (Will & Luhrmann, 2011). Zuerst entsteht
zwischen der 2-OH-Gruppe des Verzweigungspunktes und der Phosphatgruppe der 5‘-Spleil3-
Stelle eine Phosphodiesterbindung, wodurch die Bindung zwischen dem ersten Exon (E1) und
Intron geldst wird und das Intron in einer ,Lasso” genannten Konformation vorliegt. In einem
zweiten Schritt greift die 3-OH-Gruppe des ersten Exons die Bindung zwischen der 3‘-SpleiR-
Stelle und zweitem Exon (E2) an. AbschlieBend werden 5‘-Ende von Exon eins und 3‘-Ende von

Exon zwei ligiert und das Intron in seiner Lasso-Form entfernt (Reed & Maniatis, 1985; Ruskin

et al, 1984).
/_\ C:)
2'0H o
[Eecy A— (v, —AcEE] —> R— (y—ac + [ECJOCEL]

Abbildung 1. 2 Schematische Darstellung des mRNA Spleilens. Entfernung des Introns unter Bildung einer
Lasso-Struktur und Ligation zweier Exons (graue Kasten: Exonl und Exon2).

Katalysiert wird dieser Prozess von einem makromolekularen Komplex, dem SpleiBosom, das
sich aus flinf Ribonukleinproteinen (Wahl et al, 2009) (engl. small nuclear ribonucleoprotein,
snRNP) und zahlreichen Zusatzfaktoren zusammensetzt (Zhou et al, 2002). Die snRNPs
besitzen u.a. jeweils ein namensgebendes Uridin-reiches RNA-Molekiil: U1, U2, U4, U5 und
U6, das wichtig fiir die Bindung der snRNPs an die pra-mRNA, die Interaktion der snRNPs
untereinander und fir die spatere Kataylse ist (Matera & Wang, 2014). Die Formation des
Spleifosoms und der damit verbundene SpleiR-Vorgang erfolgen in einer regulierten

Reihenfolge (Abb. 1.3).
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1. Einleitung
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Abbildung 1. 3 Formation des SpleiBosoms. Das Spleifosom formiert sich in mehreren Schritten am Intron der
pra-mRNA. Dargestellt sind zwei Exons (graue Kasten), die ein Intron flankieren (schwarze Linie mit den
angegebenen Signalsequenzen), die flinf snRNPs (U1-2 und U4-6), sowie die Zusatzkomponenten U2AF und SF1.
Nach Ablauf des SpleiR-Vorgangs disassembliert der C-Komplex und ldsst die reife mRNA und das in seiner
Lassostruktur dargestellte Intron frei (Ubersicht des SpleiR-Zyklus in Wahl et al, 2009).

Zuerst erfolgt die Definition des Introns durch Bindung des U1 snRNPs an die 5'-SpleiR-Stelle,
sowie Bindung des SpleiR-Faktors 1 (SF1) an den Verzweigungspunkt und Bindung des
Heterodimers U2AF (engl. auxiliary factor, AF), bestehend aus U2AF35 und U2AF65, an den
Polypyrimidintrakt und die 3‘-SpleiR-Stelle. Dieser Komplex wird E-Komplex genannt (engl.
early, E). Nach der Entfernung von SF1 von der mRNA erfolgt die Bindung des U2 snRNPs an
den Verzweigungspunkt, wodurch der A-Komplex entsteht. Der A-Komplex geht durch
Rekrutierung und anschlieRende Anlagerung des U4/5/6 snRNP-Trimers in den B-Komplex
Uber. Durch Umstrukturierungen entsteht der katalytisch aktive C-Komplex (engl. catalytic, C),

sodass der SpleiR-Vorgang stattfinden kann (Matera & Wang, 2014).

1.2 Alternatives Spleilen

Neben dem im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen konstitutiven SpleiRen existieren
durch die Verwendung verschiedener Spleil3-Stellen alternative Formen des SpleiRens (Abb.
1.4). Dazu zahlt die In- oder Exklusion von Kassetten-Exons, sich gegenseitig ausschliefende

Exons, und die Verwendung alternativer 5- und 3‘-Spleif3-Stellen. Alternatives SpleiRen kann
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1. Einleitung

auch zur Retention eines Introns in der reifen mRNA fiihren. Ferner kdonnen alternative 3'-

SpleiBR-Stellen in alternativer 3‘-Polyadenylierung resultieren (Black, 2003).

pra-mRNA mogliche Isoformen
konstitutives —:v:v:vj— — I — —
SpleiRen
,/\\ CT 11 Kassetten-Exon
alternatives —:v:b-@:l— — O
SpleiBen
TN ] sich ausschlieBende
= — ] Exons

N N I alternative 5' Spleif3-

—:WW:I— B N s s stelle

st CrT1r 11 alternative 3' SpleiR3-

—:v:bl:vj— — [CIr 171 Stelle
{eze:% _, BT Intron-Retention
I ey B

Abbildung 1. 4 Verschiedene Formen des pra-mRNA SpleiRens. Neben dem konstitutiven SpleiRen gibt es flinf
alternative Formen: Kassetten-Exons werden entweder in die mRNA inkludiert oder exkludiert, sich
ausschlieRende Exons sind zwei oder mehr aufeinander folgende Kassetten-Exons, von denen jeweils nur eines
in die mRNA inkludiert wird, alternative 5'- und 3‘-Spleif3-Stellen kénnen die Sequenz eines Exons verlangern
oder verkiirzen. Exons sind als Rechtecke dargestellt, Introns als durchgezogene Linie. Durchgezogene
zulaufende Linien deuten konstitutives SpleiBen an, gestrichelte Linien demonstrieren den alternativen
SpleiBvorgang und sind wie alternative Exons farblich gekennzeichnet.

Diese variable In- und Exklusion von Sequenzen in die reife mRNA erweitert die Diversitat des
eukaryotischen Proteoms, da eine pra-mRNA durch alternatives SpleiRen fir verschiedene
Proteine kodieren kann. Uber 90% aller humanen proteinkodierenden Gene werden alternativ
gespleillt (Pan et al, 2008; Wang et al, 2008), was die Kodierungskapazitdat enorm erweitert,
und somit Unterschiede in der Komplexitat verschiedener Organismen mit vergleichbaren
Genomgrolien erkldren kann (Barbosa-Morais et al, 2012).

Alternatives SpleiRen geschieht nicht zuféllig, sondern unterliegt vielmehr einer
vielschichtigen zelltyp- bzw. gewebespezifischen und zumeist cotranskriptionellen Regulation.
Die Entscheidung fiir oder gegen eine SpleiR-Stelle fillt bereits wahrend der Assemblierung
des SpleiRosoms und ist von diversen Faktoren abhdngig. Zusatzlich zu den fiir konstitutives

Spleillen bendtigten Konsensus-Sequenzen, kénnen cis-regulatorische Elemente in Exons und
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1. Einleitung

Introns fiir die Rekrutierung zusatzlicher SpleiRfaktoren sorgen. Diese konnen den
SpleiBvorgang aktivieren oder hemmen, und damit Ex- und Inklusion regulierter Bereiche
beeinflussen (Matlin et al, 2005). Splei-aktivierende Elemente in Exons (engl. exonic splicing
enhancers, ESEs) kénnen beispielsweise Proteine der SR-Familie binden (Graveley, 2000).
Diese sind nach ihrer Serin (S) und Argenin (R) reichen Domane benannt und besitzen
zusatzlich ein RNA-Erkennungsmotiv (engl. RNA recognition motif, RRM). Bindung von SR-
Proteinen an ESEs kann wiederum U2AF und den U1 snRNP rekrutieren, was die Bildung des
E-Komplexes beglinstigt. Gegenteilig kdnnen inhibierende Elemente (engl. exonic splicing
silencers, ESS) heterogene nukledre Ribonukleoproteine (hnRNPs) rekrutieren, die durch ihre
sterischen Eigenschaften die Bindung von SpleilRfaktoren blockieren kénnen (Han et al, 2010;
Krecic & Swanson, 1999). Die Regulation von alternativen Splei3-Vorgdangen ist nicht nur
wahrend der Formation des SpleiRosoms moglich, sondern auch noch wahrend der
katalytischen Phase. Eine Interaktion des Sexlethal Proteins in Drosophila melanogaster mit
dem SpleiRfaktor SPF45 kann den Spleilvorgang vor dem zweiten katalytischen Schritt
inhibieren und zum SpleilRen einer weiteren, urspriinglich nicht von U2AF gebunden, 3‘-Spleil3-
Stelle fihren (Lallena et al, 2002). Die Regulation alternativen SpleiRens im Zusammenhang
mit der Transkription ist ferner Gegenstand aktueller Studien, in denen gezeigt wurde, dass
die Elongationsrate der RNA-Polymerase |l die Inklusion alternativer Exons beeinflusst
(Dujardin et al, 2014).

Wahrend groRRe Sequenzierungs-Studien immer mehr Erkenntnisse iber die Regulation und
Mechanismen von alternativem SpleiRen liefern, ist (iber die Funktionalitdt der einzelnen
Spleil-Ereignisse deutlich weniger bekannt. Seit geraumer Zeit wird eine Rolle von
alternativem SpleifRen fiir das Immunsystem diskutiert. Ein funktionelles Immunsystem muss
zeitnah auf veranderte Einflisse im physiologischen Umfeld reagieren konnen. Alternatives
SpleiBen wird als Mechanismus vorgeschlagen, um in einer Signal-induzierten Weise die
Genexpression in Zellen des Immunsystems zu regulieren (Martinez & Lynch, 2013; Martinez
et al, 2012). Das prominenteste Beispiel ist in diesem Zusammenhang das alternative SpleiRen
von CD45 in der T-Zell Aktivierung, das mechanistisch als auch funktionell gut beschrieben ist.
CDA45 ist eine Transmembran-Tyrosin-Phosphatase und spielt eine wichtige Rolle wahrend der
T-Zell Aktivierung (Trowbridge & Thomas, 1994). Drei der 33 Exons der CD45 pra-mRNA sind
Kassetten-Exons, die Bereiche der extrazellularen Domane kodieren. Wahrend der T-Zell

Aktivierung andert sich das Splei-Muster der finf moglichen Isoformen in Richtung der
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Exklusions-Isoform. Diese Isoform hat eine hdheres Potenzial Dimere zu bilden (Xu & Weiss,
2002), was sich durch eine sterische Blockade der katalytischen Domane negativ auf die
Phosphatase-Aktivitdat auswirkt (Majeti et al, 1998). Dadurch kann eine dauerhafte
Signaltransduktion nach Aktivierung der T-Zelle unterbunden werden (Hermiston et al, 2003;
Lynch, 2004). Neben der funktionellen Bedeutung von CD45 Spleilen ist auch die Regulation
dieses Prozesses bekannt. Die alternativen Exons vier, finf und sechs tragen neben cis-
regulatorischen Elementen, die von Spleif3-aktivierenden als auch -inhibierenden Faktoren
gebunden werden konnen, eine sogenannte activation-responsive sequence (ARS). Diese
Sequenzen werden u.a. von hnRNP-L, was eine basale Exklusion der Exons vermittelt, und
dessen Paralog hnRNP-LL, das eine aktivierungsinduzierte Exon-Exklusion vermittelt,

gebunden (Oberdoerffer et al, 2008; Rothrock et al, 2005).

1.3 T-Zell Aktivierung

T-Zellen entstammen dem Ilymphatischen System und sind Teil des adaptiven
antigenspezifischen Immunsystems. Auf der Zelloberflache befinden sich sogenannte T-Zell-
Rezeptoren (TZRs), sowie die Korezeptoren CD4 im Falle von T-Helferzellen und CD8 im Falle
von zytotoxischen T-Zellen. Die initialen Schritte in der T-Zell Aktivierung liegen in der
Erkennung und Bindung des TZR an sein spezifisches Antigen. Hierflir wichtig ist die
Prasentation des Antigens auf der Zelloberflaiche durch fiir diesen Prozess spezialisierte
sogenannte Antigen-prasentierende Zellen (APZs). Die Prasentation erfolgt durch die Haupt-
Histokompatibilitatskomplexe (MHC) | und Il. CD4+ Zellen erkennen durch MHCII prasentierte
Antigene, wahrend CD8+ Zellen durch MHCI prasentierte Antigene erkennen. Neben der
Bindung des Antigens an den TZR ist die gegenseitige Bindung von Korezeptoren wie z.B. CD28
und CD80/CD86 wichtig fiir eine vollstandige Aktivierung und eine damit verbundene
erfolgreiche Immunantwort (vereinfachte Darstellung in Abb. 1.5) (Rudd & Schneider, 2003).
Der Prozess der T-Zell Aktivierung nach Antigenbindung ist komplex und verlauft tber
mehrere Stufen. Die Bindung von Antigen und TZR fiihrt zur Aktivierung von Kinasen, die
Tyrosine in sogenannten ITAM-Motiven (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) der zytosolischen Domanen des TZR/CD3 Komplexes phosphorylieren. Dies fuhrt zur
Rekrutierung und Aktivierung weiterer Kinasen, die Adapterproteine rekrutieren und
phosphorylieren. Dadurch werden Signalkaskaden ausgel6st, die zur Bildung von second

messenger-Molekiilen und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiihren.
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Abbildung 1. 5 Schematische Darstellung der T-Zell Aktivierung durch Antigenbindung an den T-Zellrezeptor.
Antigenprasentierende Zellen tragen Antigene Gber MHC I/1l Komplexe auf ihrer Zelloberflache, die durch den T-
Zell Rezeptor und Korezeptoren erkannt werden. Bindung des Antigens an den TZR |6st diverse Signalkaskaden
aus, die u.a. zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und erhéhter Transkription entsprechender Zielgene
fahrt.

Die bedeutendsten second messenger in der T-Zell Aktivierung sind Diacylglycerin (DAG) und
Ca?* lonen. DAG entsteht zusammen mit Inositol-Triphosphat (IP3) nach Hydrolisierung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) durch die Phospholipase Cyl. DAG kann u.a. die
Proteinkinase CO (PKCB) aktivieren, welche wiederum den Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert,
wihrend IP3 zur Freisetzung von Ca?* lonen aus dem ER in das Zytosol der aktivierten T-Zelle
fuhrt. Dadurch steigt der Ca?* Spiegel in der Zelle und fiihrt ber mehrere Schritte zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie (engl. nuclear factor of activated T-
cells). Durch NFkB regulierte Gene sind wichtig um eine friihzeitige Apoptose zu verhindern,
die Produktion von Zytokinen anzuregen und die weitere Proliferation und Differenzierung der
T-Zelle zu gewahrleisten (Hayden & Ghosh, 2011). Die Familie der NFAT-
Transkriptionsfaktoren besteht aus fiinf Mitgliedern (NFAT1-5). Sobald aktivierte NFAT-
Proteine in den Zellkern gelangen, binden sie in Kombination mit anderen Faktoren an ihre
Uberwiegend fir Zytokine kodierenden Zielgene, um diese zu aktivieren. Prominentestes
Beispiel ist ein Komplex aus NFAT:AP-1 (engl. activator protein, AP), der die Transkription von
IL2 aktiviert (Macian et al, 2001). Die Bildung und Sekretion von IL2 ist ein wichtiger Baustein
der friihen adaptiven Immunantwort. IL2 bindet an den T-Zell eigenen IL2-Rezeptor wodurch
Signalkaskaden induziert werden, die sowohl die Proliferation als auch die Synthese weiterer

Effektormolekiile stimulieren (Liao et al, 2013). Der Transport von Effektormolekiile erfolgt in
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Richtung des initialen Signals, zur sogenannten immunologischen Synapse. Diese bezeichnet
die Kontaktzone aus TZR/CD3-Komplex gebunden an das durch MHCI/II prasentierte Antigen
(Huppa & Davis, 2003). Zu diesem Zweck erfahren das Zytoskelett und der sekretorische
Apparat der aktivierten T-Zelle eine Neuausrichtung u.a. durch Polarisierung von
Aktinfilamenten (Burkhardt et al, 2008). Auch das Mikrotubuli-organisierende Zentrum (engl.
MTOC) relokalisiert in Richtung der immunologischen Synapse (Kupfer et al, 1987), wodurch
ein Mikrotubuli-abhdngiger Transport an den Wirkungsort gewahrleistet wird.

Zum Ende der Immunantwort wird die aktivierte T-Zelle zu einer Gedachtniszelle oder erfahrt
den induzierten Zelltod (engl. activation induced cell death, AICD). AICD wird meist durch die
Bindung des in aktivierten T-Zellen exprimierten Fas-Liganden (FasL) an den Fas-Rezeptor
ausgelost, wodurch (iber ein Adapterprotein Caspase8 aktiviert wird, die (iber eine
Signalkaskade zur Apoptose fihrt (Nagata, 1997). Der kontrollierte Zelltod ist wichtig fir die
Homdostase des Immunsystems, die Erhaltung der immunologischen Selbsttoleranz, und

spielt ferner eine Rolle wahrend Entziindungsreaktionen (Maher et al, 2002).
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1.4 Das Sekretorische Transportsystem

Wahrend Proteine, wie z.B. die Effektormolekiile des Immunsystems, an Ribosomen am ER
synthetisiert werden, gelangen sie cotranslational in das ER-Lumen. Dort werden sie
prozessiert und nehmen ihre natirliche Konformation an, bevor sie an ihren Wirkungsort
transportiert werden konnen. Dies wird durch ein komplexes sekretorisches System
gewadhrleistet, welches Proteine zwischen den Organellen einer Zelle mit Hilfe vesikuldrer
Strukturen transportiert (Abb. 1.6). Dass das vesikuldre Proteintransportsystem wichtig fur die
Funktionalitdt und das Fortleben einer Zelle ist, wurde bereits in den friithen 1980er Jahren
entdeckt. In Experimenten mit temperatursensitiven Hefestammen konnten Gene aus 23
Komplementierungsgruppen identifiziert werden, die essentiell flir einen funktionellen
Sekretionsapparat sind (Novick et al, 1980). Diese Sec-Proteine sind ebenfalls in héheren
eukaryotischen Organismen zu finden, wo ihnen eine vergleichbare Funktion zukommt.

Der Vesikel vermittelte Proteintransport wird in drei Kategorien unterteilt: Der anterograde
Transportweg beschreibt den durch COPII-Vesikel vermittelten Transport vom ER in Richtung
des Golgi-Apparates, wahrende der retrograde Transportweg den durch COPI-Vesikel
vermittelten entgegengesetzten Weg beschreibt (Szul & Sztul, 2011). Zwischen ER und Golgi-
Apparat befindet sich das ER-Golgi intermediare Kompartiment (ERGIC), von dem Copl-Vesikel
ebenfalls den Transport in Richtung des Golgi-Apparates vermitteln kénnen (Appenzeller-
Herzog & Hauri, 2006). Der Transport von Proteinen zwischen post-Golgi Kompartimenten und

der Zellmembran erfolgt durch Clathrin-umhdiillte Vesikel (Robinson, 2015).
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Abbildung 1. 6 Das sekretorische Transportsystem. Proteine gelangen cotranslational in das ER-Lumen, wo sie
prozessiert werden. An ERES werden sie in COPII-Vesikel verpackt und weiter, Gber das ERGIC, in Richtung des
Golgi-Apparates transportiert, wo sie weiter prozessiert werden und an ihren Zielort gelangen. COPI-Vesikel
transportieren Proteine in die entgegengesetzte Richtung vom Golgi-Apparat in Richtung des ER. Der
Proteintransport in post-Golgi-Kompartimenten, sowie Endo- und Exozytose, erfolgt Gber Clathrin-umhillite
Vesikel. Endosomen kdnnen zwecks Recycling endozytierte Stoffe aufnehmen, durch Ansduern reift das
Kompartiment zum spaten Endosom, und geht spater in das Lysosom Uber. Vesikular vermittelter Transport
erfolgt entlang von Mikrotubuli, die vom MTOC ausgehend alle Bereiche der Zelle erreichen.

Der sogenannte friihe sekretorische Transportweg beginnt an spezialisierten Ribosom-freien
Stellen des ER, den ER-exit-sites (ERES). Sie werden durch die Lokalisation des peripheren
Membranproteins Sec16 definiert (Watson et al, 2006), das wichtig fiir die Formation und die
korrekte Abschniirung von COPII-Vesikeln ist (Hughes et al, 2009; Ivan et al, 2008). Der Begriff
ERES fasst verschiedene stationdre Phasen zusammen, die ein COPII-Vesikel durchlauft. Der
Ort, von dem die Vesikel abgeschnirt werden, wird transitional ER (tER) genannt. Von dort
gelangen solitdre COPII-Vesikel auf ihren Transportweg, bevor sie mit dem ERGIC fusionieren.
In diesem dreistufigen Modell ist Sec16 iberwiegend am tER lokalisiert (Hughes et al, 2009).
Sec16 ist ein Multidomanen-Protein von 2154 Aminosduren und einer Masse von ca. 240 kDa

und entlang des eukaryotischen Stammbaums konserviert (Bhattacharyya & Glick, 2007)(Abb.
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1.7). Der Mensch besitzt zwei Varianten, Sec16A und B mit nicht redundanter Funktion

(Bhattacharyya & Glick, 2007). Diese Arbeit beschaftigt sich ausschlieRlich mit Sec16A.

1 2354 AS
N c
CTD
Lokalisation am ER Interaktion COPII Proteinen

Abbildung 1. 7 Vereinfachte Domadnenstrukter von humanem Sec16. ELD = ERES-Lokalisations-Domane, CCD =
central conserved domain, CTD = C-Terminal konservierte Domdne. Angaben zu den Funktionen der
verschiedenen Domdnen im Text. Die Darstellung ist nicht maRstabsgetreu.

Wahrend die Domanen zwischen verschiedenen Spezies konserviert sind, sind ihre Funktionen
zum Teil noch umstritten. Die Aminosauren 1267-1713 von Sec16A bilden die sogenannte
zentrale konservierte Domane (engl. central conserved domain, CCD), die zusammen mit
einem weiteren konservierten Motiv im N-Terminalen Bereich des Proteins, der ERES-
Lokalisations-Domane (ELD), fiir die korrekte Lokalisation des Proteins am ER wichtig ist
(Hughes et al, 2009). Die ELD weist ein Arginin-reiches Motiv auf, das nur in Verbindung mit
der CCD funktionell ist (Hughes et al, 2009; Ivan et al, 2008; Sprangers & Rabouille, 2015). In
Hefe scheint die CCD die Lokalisation an ERES durch eine Oligomerisierung zu vermitteln
(Bharucha et al, 2013). Zusatzlich konnte fiir die CCD in Hefe eine Interaktion mit Sec13
beobachtet werden (Bharucha et al, 2013; Whittle & Schwartz, 2010), die eine Art Vorstufe in
der Vesikelformation zu bilden scheint. Der C-Terminus des Proteins weist in den Bereichen
der Aminosduren 1928-2154 eine weitere konservierte Domane, die C-Terminale konservierte
Domdne (CTD), auf. Diese Domdne konnte in verschiedenen Arbeiten fiir verschiedene
Organismen als Interaktionspartner anderer COPII-Proteine identifiziert werden, was im

Folgenden weiter erldutert wird.

An den ERES erfolgt die Verpackung neu synthetisierter Proteine, die fiir einen entfernten
Zielort vorgesehen sind, in COPII-Vesikel (Barlowe & Miller, 2013). Die Formation und
Abschniirung dieser Vesikel, sowie die konkrete Rolle von Sec16 in diesem Prozess, werden in
der Literatur in zwei verschiedenen Modellen diskutiert, die im Folgenden beschrieben

werden. Das erste Modell beschreibt die Formation der Vesikel als einen Prozess, in dem
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Secl16 als eine Art Plattform fir die Rekrutierung der COPII-Proteine an den ERES fungiert
(Abb. 1.8).
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Abbildung 1. 8 Entstehung von COPII-Vesikeln. Sec12 lokalisiert an ERES, wo es mit Sec16 interagiert und den
Austausch von GDP zu GTP der GTPase Sarl reguliert. Sarl integriert nach Aktivierung in die ER-Membran, wo es
die innere Vesikelhille aus Sec23/24 rekrutiert. Membranausstiilpung und Rekrutierung der duReren Hille aus
Sec13/31 folgen. Reife Vesikel werden von der ER-Membran abgeschniirt und transportieren |6sliche als auch
Membran-gebundene Proteine. Sec16 verbleibt an der ER Membran.

Der initiale Schritt ist die Rekrutierung und Aktivierung der kleinen GTPase Sarl durch ihren
GTP-Austauschfaktor (engl. guanine nucleotide exchange factor, GEF) Secl2, ein
Transmembranprotein, das an ERES lokalisiert und mit der CTD von Secl6 interagiert
(Montegna et al, 2012). Die Aktivierung der GTPase resultiert in einer
Konformationsanderung, wodurch Sarl iber eine amphipathische a-Helix in die ER-Membran
inseriert wird (Huang et al, 2001). Sarl-GTP rekrutiert nun Komponenten der inneren
Vesikelhille, die aus Heterodimeren der Proteine Sec23 und Sec24 besteht (Matsuoka et al,
1998). Die Rekrutierung erfolgt vermutlich iber eine Interaktion mit Sec23, das auRerdem das
GTPase-aktivierende-Protein (GAP) der Sarl GTPase ist. Fiir Sec23 konnte ebenfalls eine
Interaktion mit der C-terminalen Domane von Sec16 gezeigt werden (Bhattacharyya & Glick,
2007). Sec24 erkennt ER-Export Signalsequenzen und ist deshalb wichtig flir die Sortierung
und Rekrutierung der zu transportierenden Proteine. Im humanen System werden vier
verschiedene Formen des Sec24 Proteins exprimiert (Sec24A-D), die moglicherweise durch

unterschiedlich starke Bindung an Exportsignale die Sortierung von Proteinen im ER
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beeinflussen (Wendeler et al, 2007). Nach Formation der inneren Vesikelhiille werden
Komponenten der dulReren Hiille rekrutiert. Diese besteht aus Heterotetrameren der Proteine
Sec13 und Sec31 (Matsuoka et al, 1998). Sec31 wirkt dabei stimulierend auf die GTPase-
aktivierende Funktion von Sec23 (Antonny et al, 2001). Die Formation der duBeren Hiille ist
verbunden mit einer Deformation der ER-Membran und die finale Abschniirung des reifen,
mit Kargo-Proteinen beladenen Vesikels, erfolgt unter Sarl vermittelter GTP-Hydrolyse (Kung
et al, 2012). Wahrend dem Prozess der Vesikelformation und —abschniirung verbleibt Sec16
an der ER-Membran und ist nicht im reifen Vesikel zu finden (Hughes et al, 2009; Zeuschner
et al, 2006). Aktuelle Studien stellen die Notwendigkeit der GTP-Hydrolyse fir die
Abschniirung von COPII-Vesikeln in Frage. So konnte gezeigt werden, dass die Formation und
Abschnirung von COPII-Vesikeln in semi-intakten Zellen unter Verwendung rekombinanter
Hullenproteine (Sec23/24 und Sec13/31) ohne GTP-Hydrolyse maoglich ist (Adolf et al, 2013).

Die GAP und GEF Eigenschaften der verschiedenen COPII-Proteine fiihren zu einem weiteren
Modell, das auf Versuchen in den Hefen S. cerevisiae und P. pastoris basiert. In diesem Modell
erfolgt die Formation der COPII-Vesikel unabhdngig von Sec16. Vielmehr ist Sec16 hier statt
an der Bildung an der Abschnirung der Vesikel beteiligt, in dem es den Sarl-vermittelten
GTPase-Zyklus reguliert (Sprangers & Rabouille, 2015).

COPII-Vesikel, die das ER verlassen, wandern entlang von Mikrotubuli in Richtung des Golgi-
Apparates, was durch eine direkte Interaktion von Sec23 mit Dynactin ermdglicht wird
(Watson et al, 2005), und fusionieren mit COPI-Vesikeln aus dem retrograden Weg zum ER-
Golgi intermedidaren Kompartiment (engl. ER-Golgi intermediate compartiment, ERGIC) (Lee et
al, 2004). Von dort gelangen sie weiter zu den Zisternen des cis-Golgis, von wo aus sie weiter
prozessiert und transportiert werden (Papanikou & Glick, 2014). Ein abgeschniirtes Vesikel hat
in etwa einen Durchmesser von 60-80 nm (D'Arcangelo et al, 2013; Jensen & Schekman, 2011).
Fiir den Transport groBerer Proteine wie z.B. Kollagen existiert deshalb ein alternativer Weg
der Vesikelformation in eukaryotischen Zellen. Das Transmembran Protein TANGO1 kann mit
Kollagen im ER-Lumen und Sec23 im Zyotosol zugleich interagieren. Die Interaktion mit Sec23
verhindert eine Interaktion mit Sec31, welches (blicherweise die GTPase-aktivierende
Eigenschaft von Sec23 stimuliert. Dadurch kann die GTP-Hydrolyse herausgezdgert werden,
wodurch groflere Vesikel entstehen, die groBe raumgreifende Proteine wie z.B. Kollagen-
Fasern transportieren konnen (Saito et al, 2009). Ferner kann TANGO1 mit Sedlin eine

Komponente des TRAPP-Komplexes (engl. transport protein particle) rekrutieren, die durch
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ihre Interaktion mit Sarl die Sarl-vermittelte GTP-Hydrolyse reguliert und ein Wachstum
groRerer Vesikel ermoglicht (Venditti et al, 2012). Eine Regulation der Vesikelformation durch
Monoubiquitinierung der COPII-Proteine ist ein weiterer aktuell am Beispiel von Sec31
diskutierter Mechanismus, der einen Einfluss auf die GroRe eines Vesikels hat (Jin et al, 2012).
Der genaue Mechanismus bleibt jedoch noch zu klaren.

Wie ein Vesikel den Weg zu seinem Zielkompartiment bewaltigt, ist aus Arbeiten in Hefen
bekannt (Barlowe & Miller). Eine Moglichkeit ist das tether-Modell: Dabei wird die Distanz
zwischen Start- und Zielmembran durch Interaktionen mit groBen Proteinkomplexen
Uberbriickt. So ist z.B. eine Interaktion von TRAPP1 mit Sec23 bekannt, die zur Aktivierung der
GTPase Yptl fuhrt. Aktivierte Yptl kann Faktoren an der Zielmembran rekrutieren, die an das
Vesikel binden und es zur Zielmembran ziehen. In héheren Eukaryoten erfolgt der Transport
von Vesikeln entlang des Zytoskeletts unter der Hilfe von Motorproteinen (Lee et al, 2004).
Zunachst entsteht durch heterogene Fusion von COPI und COPII das ER-Golgi intermediare
Kompartiment, von wo aus der Transport entlang von Mikrotubuli verlauft (Scales et al, 1997).
Die finale Fusion der Vesikel mit der Zielmembran wird durch SNARE-Proteine vermittelt (engl.
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor). Ein v-SNARE in der
Vesikelhiille kann drei t-SNAREs an der Zielmembran binden, die zusammen eine vierfache
Helix formen. Dadurch entsteht eine Kontraktion, die das Vesikel ndher an die Zielmembran
bringt (Lee et al, 2004; Mossessova et al, 2003). An welchem Punkt die Auflésung der
Vesikelhiille erfolgt, ist bislang nicht ausreichend geklart und ist zusammen mit einer

moglichen Rolle der Sarl GTPase in diesem Prozess Gegenstand aktueller Diskussionen.
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1.5 Zielsetzung

Secl6 ist ein ca. 240kDa groRes peripheres Membranprotein, dass an sogenannten ER exit
sites (ERES) lokalisiert ist. Dort ist es an der Bildung von COPII-Vesikeln beteiligt. Die C-
terminale Domédne des Proteins wird u.a. von zwei Exons kodiert (E29 und E30), die nach T-
Zell Aktivierung alternativ gespleit werden. In aktivierten T-Zellen ist eine substantiell
erhohte Inklusion von E29 und eine erhohte Exklusion von E30 zu beobachten. Das
Expressionsmuster der daraus resultierenden vier moglichen Isoformen verschiebt sich
deutlich in Richtung der Isoform, die nur E29 enthalt.

Die Frage, die dieser Arbeit vorausging, war, inwiefern diese Signal-induzierte Anderung des
Sec16 SpleiR-Musters eine funktionelle Rolle in der T-Zell Aktivierung spielt.

Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an ein entsprechendes Antigen fiihrt zu einer substantiellen
Umstrukturierung in der Funktionalitat der urspriinglich naiven T-Zelle wie z.B. Migration,
Proliferation, sowie die Synthese und Sekretion von Effektormolekiilen. Inwieweit sich der
frihe sekretorische Apparat der Zelle an dieses erhéhte Aufkommen anpasst, ist bislang nicht
sehr gut verstanden. In initialen Experimenten sollte deshalb die Transporteffizienz ruhender
und aktivierter T-Zellen mit etablierten zellbiologischen Exportassays untersucht und
verglichen werden. In fluoreszenzmikroskopischen Versuchen sollte die Morphologie der
Kompartimente des sekretorischen Systems analysiert und auf eine mogliche Veranderung
der ERES nach Stimulation untersucht werden.

Uberexpression von Sec16 und Interaktionstests mit anderen COPII Proteinen sollten Einblicke
Uber eine differenzielle Aktivitat der Secl6 SpleiR-Varianten im sekretorischen System
gewahren.

Um einen Zusammenhang eines moglicherweise veranderten Transportsystems mit Sec16-
Spleillen herzustellen, sollte unter Verwendung spleif3-inhibierender Morpholino-Oligomere
die erhohte Inklusion von E29 nach T-Zell Aktivierung blockiert, und die Auswirkung
untersucht werden.

Mit dieser Arbeit sollte das regulatorische Potential von alternativem Spleien unterstrichen
und mit der Untersuchung von Secl6 SpleiBen um einen weiteren funktionellen Aspekt

erweitert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.1.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte unter Verwendung von
PeqGOLD RNAPure (peqlab). Zu untersuchende Zellen wurden in PBS gewaschen und in 1 ml
PeqGOLD RNAPure resuspendiert, mit 200 ul Chloroform versetzt, gevortext und 10 min auf
Eis inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde die wassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefal Gberfiihrt, mit 600 pl Isopropanol versetzt und durch Vortexen gemischt. Die
Prazipitation der RNA erfolgte fir 15 min bei 14000 rpm oder Uber Nacht bei -20°C.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die RNA in 70 % Ethanol gewaschen. RNA-
Pellets wurden in 12 pl MiliQ-Wasser resuspendiert und die Konzentration mit einem
Nanophotometer (Implen) ermittelt.

Die Gewinnung von Gesamt-RNA aus PBMCs erfolgte mit dem GenelET RNA Purification Kit

(Thermo Scientific) mit einer ProteinaseK-Behandlung parallel zur Zelllyse.

2.1.2 RT-PCR und RT-qPCR

Die Synthese von cDNA erfolgte unter Verwendung reverser Transkriptase (MMLV, Bio & Sell),
1 pug RNA und Gen-spezifischen reverse Oligonukleotiden. Kontrollreaktionen wurden ohne
Enzym durchgefiihrt (-RT).

Auf diese Weise gewonnene cDNA wurde in PCR-Reaktionen eingesetzt, um Anderungen im
SpleiB-Muster detektieren zu kénnen. Dazu wurde ein in einer PNK-abhingigen Reaktion 3%P
markiertes forward Oligonukleotid verwendet. Sec16 SpleiR-PCRs verliefen unter Verwendung
der Tag-Polymerase, bei 65°C Hybridisierungstemperatur, 45 sec Elongationszeit fiur 30
Zyklen. PCR Produkte wurden auf einer denaturierenden 5 % Urea-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Quantifizierung erfolgte mit einem Phosphorimager (STORM) und der
Imagequant Software.

Fiir quantitative PCRs wurde in der oben beschriebenen RT-Reaktion cDNA mit bis zu vier
verschiedenen reverse Oligonukleotiden synthetisiert. Die gPCR-Reaktion erfolgte im 96-Well
Format unter Verwendung von ABsolute qPCR SYBR green mastermix (Thermo Fisher) in

einem Stratagene MX3005p Gerat. Messdaten wurden in Excel exportiert und die Expression
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analysierter Gene gegen die GAPDH-Kontrolle normalisiert. Eine Auflistung aller verwendeten

Oligonukleotide befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Tabelle 1).

2.1.3 Erstellung von Expressionskonstrukten

Flr die Erstellung von Expressionskonstrukten wurden die ORFs (engl. open reading frame)
entsprechender Gene nach erfolgter RT-PCR in einer Phusion-PCR (Thermo Fisher) von cDNA
amplifiziert. Sequenzen fiir Restriktions-Stellen wurden durch ein entsprechendes Design der
Oligonukleotide eingefiihrt. PCR-Produkte wurden auf 1 % Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt, entsprechende Banden ausgeschnitten und unter Verwendung des Nuclespin®
Kits (Macherey-Nagel) aufgereinigt. Eluate wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen
(Fermentas, NEB) behandelt und mittels T4-Ligase (Fermentas) in die pCMV-N3-FLAG oder
pCMV-N3-GFP Vektoren ligiert. Alle klonierten Expressionskonstrukte wurden durch
Sequenzierung verifiziert. Zur Amplifikation von DNA-Plasmiden wurden chemisch
kompetente Escherichia coli ToplO Bakterien transformiert. Einzelklone wurden auf
Agarplatten mit Antibiotikum selektioniert (50 pg/ml Ampicillin oder 25 pg/ml Kanamycin)
und in Flissig-LB-Medium expandiert. Die Extraktion von Plasmid-DNA erfolgte mit dem
Nucleo Bond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel).

Die Klonierung des Sec12-Expressionskonstrukts erfolgte wie bereits beschrieben (Montegna
etal., 2012). Das ts045-VSVG-GFP-Reporterkonstrukt wurde bei Addgene erworben (#11912),
das Expressionskonstrukt mit N-Terminal GFP markiertem Gesamt-Secl6 wurde von D.
Stephens (University of Bristol, UK), das als ER-Marker verwendete dsRED-KDEL
exprimierende Plasmid von R. Jacob (Philipps-Universitat Marburg) zur Verfligung gestellt. Fur
die Klonierung der VSVG-Variante mit internem FLAG-Peptid erfolgte das Annealing
entsprechender Oligonukleotide wie bereits beschrieben in einer PNK-abhangigen Reaktion
wahrend einer Stunde bei 37°C (Rao & Wilkinson, 2006). AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz 1:250 in MiliQ H,0 verdiinnt und in das mit EcoNI restringierte VSVG-GFP-
Expressionsplasmid ligiert.

Eine Auflistung aller zur Klonierung verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang

dieser Arbeit (Tabelle 1).
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung und Transfektion humaner Jsl1 Zellen

Jsl1 Zellen wurden in Suspension in RPMI-Medium mit 10 % FBS und 1 % Pen/Strep
(Invitrogen) kultiviert (RPMI +/+). Die Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml PMA (Sigma), als
Kontrolle wurde ein adaquates Volumen DMSO verwendet. Soweit nicht anders angegeben,
wurden Experimente 48 Stunden nach Stimulation durchgefiihrt. Zur Untersuchung der
mRNA-Stabilitdt wurden Jsl1 Zellen nach Stimulation mit 5 pg/ml ActinomycinD (ActD)
behandelt und nach 0, 4 und 8 Stunden zwecks RNA-Extraktion geerntet. Zur Untersuchung
der Sec16 Proteinstabilitat wurden Jsl1 Zellen mit 40 pg/ml Cycloheximid (CHX) behandelt und
0, 6 und 10 Stunden spater fur weitere Analysen geerntet. Zur Induktion von ER-Stress wurden
Jsl1 Zellen mit 1 pg/ml Tunikamycin Gber Nacht behandelt. Die Expression von Markergenen
wurde mittels RT-qPCR verifiziert.

Die Manipulation des Sec16 SpleiR-Musters erfolgte durch Elektroporation von Jsl1 Zellen mit
dem E29 Morpholino (Sequenzen im Anhang, Tabelle 1). Dazu wurden 10 ml einer 1 x 10°
dichten Suspension geerntet und zweimal in RPMI-Medium ohne Zusatze gewaschen (RPMI -
/-). Zellen wurden in 400 pl -/- Medium resuspendiert und in eine Kiivette Uberfihrt, mit 10
pl einer 300 nm Lésung Morpholino versehen und bei 250 mV in einem Elektroporator (Biorad)
elektroporiert. Die Suspension wurde in 5 ml +/+ RPMI Medium kultiviert und am Folgetag
stimuliert.

Zur Etablierung stabil exprimierender Zellen, wurden 1 x 107 Zellen mit einem linearisierten
Plasmid mittels Elektroporation transfiziert. Die Selektion von Einzelklonen erfolgte unter
Verwendung von 2 mg/ml G418, ein Expressionsnachweis wurde durch Western Blot erbracht.
Transiente Transfektion von Jsl1 Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz Attractene von

Qiagen nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2 Kultivierung und Transfektion humaner Hek293 und Hela Zellen

Hek293 und Hela Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 % FBS und 1 % Pen/Strep
(Invitrogen) kultiviert. Fir transiente Transfektionen wurden 1 x 10° Hela Zellen und 1,5 x 10°
Hek293 Zellen pro 12-Well bzw. 2,5 x 10° Hela Zellen und 3,5 x 10> Hek293 Zellen pro 6-Well
in DMEM-Medium ohne Antibiotika ausgesat. Die Transfektion beider Zell-Linien erfolgte am
Folgetag mit Lipofectamine2000 (Invitrogen) nach Herstellerangaben. Die Analyse
transfizierter Zellen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, 48 Stunden nach Transfektion.
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2.2.3 Gewinnung, Kultivierung und Transfektion primarer humaner PBMCs

Zur Gewinnung primarer humaner PBMCs wurde humanes Vollblut zu gleichen Teilen mit PBS
gemischt. 20 ml Ficoll-Paque™ (GE Healthcare) wurden mit 25 ml der Blut-PBS-Suspension
Uberschichtet und fir 40 min bei 400 g, im Ausschwingrotor und ohne Bremskraft der
Zentrifuge, bei Raumtemperatur aufgetrennt. Die sich in einer Interphase zwischen
Blutplasma und Ficoll befindlichen PBMCs wurden vorsichtig abgenommen und zweimal im
Ausgangsvolumen PBS gewaschen. 20 ml einer PBS-Zell-Suspension wurden fir 1-2 Stunden
bei 37°C in einer T75-Zellkulturflasche zwecks Adharentselektion inkubiert. Die Zelldichte,
sowie der Anteil CD4 und CD8 positiver T-Zellen, deren Anteil fiir eine weitere Verwendung
bei tber 60% liegen sollte, wurden per FACS ermittelt. Auf diese Weise gewonnene PBMCs
wurden in einer 24-Well-Platte mit einer Konzentration von 2 x 10° Zellen pro Well ausgesat
und mit verschiedenen Konzentrationen vivo-Morpholino transfiziert. Am Folgetag wurden
die Zellen in zuvor mit 1 pg a-CD3 beschichteten 24-Well-Platten Gberfihrt und eventuell mit
zusatzlich 1 pg a-CD28 stimuliert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach

Stimulation fir weitere Analysen geerntet.

2.3 Methoden zur Protein-Analyse

2.3.1 Gesamtzellextrakte

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden Zellen geerntet und einmal in PBS
gewaschen. Zur Lyse wurden die Zellen in einem addquaten Volumen FLAG-Lyse Puffer (60mM
Tris pH 7,5; 30 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % TritonX-100) resuspendiert, 10-15 min auf Eis
inkubiert und gelegentlich gevortext. Anschlieend wurden Zelltrimmer flr 15 min bei 14000
rpm und 4°C pelletiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR uberfiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einer Bradfordmessung (Amresco Lifescience) in

einem Bio-Photometer (Eppendorf).

2.3.2. Coimmunoprazipitation
Coimmunoprazipitationen wurden wie zuvor optimiert durchgefiihrt (Preulner et al., 2014).
Dazu wurden Hek293 Zellen zu gleichen Teilen mit Expressionsplasmiden putativer

Interaktionspartner cotransfiziert. 48 Stunden spater wurden die Zellen geerntet und lysiert.
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50 pug Gesamtzellextrakt wurden zunachst mit 15 pl Protein A/G-Sepharose-Beads (Santa Cruz)
in 500 ul modifiziertem RIPA Puffer (10 mM Tris pH 8, 1 % NP40, 5mg/ml Natriumdeoxycholat,
2 mM EDTA und 200 mM NaCl) mit 2 % BSA und Proteinaseinhibitoren rotierend bei 4°C zur
Entfernung unspezifischer Bindungen inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben 1 min bei
4°C und 7000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal iberfiihrt
und mit 15 pl M2 a-FLAG-Beads versehen. Die Proben wurden lber Nacht rotierend bei 4°C
inkubiert und am Folgetag dreimal in RIPA-Puffer gewaschen. Die Beads wurden in 40 ul
2xSDS-Lade-Puffer resuspendiert und 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Analyse der Prazipitate

erfolgte durch Western Blot.

2.3.3 SDS- und NUPAGE®

Die Auftrennung von Gesamtzellextrakten und Immunoprazipitaten erfolgte durch
elektrophoretische Auftrennung. StandardmaRig wurden hierfir 6-10 % SDS-Acrylamidgele
verwendet. In der Regel wurden 10 pug Gesamtzellextrakt bzw. 20 ul IP-Eluat analysiert. Die
Auftrennung von Proben auf SDS-Gelen erfolgte bei 140 V.

Fir die Detektion der Secl6-lsoformen auf Gesamtprotein-Ebene wurden 10-20 ug Jsl1
Gesamtzellextrakt auf einem 4-12 % NUPAGE® Bis-Tris-Gel (Thermo Fisher) unter Verwendung
von MOPS-Laufpuffer (50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA und pH 7,7) bei
100 V aufgetrennt.

2.3.4 Western-Blot
Proteine, die zuvor per SDS-PAGE oder NUPAGE® elektrophoretisch aufgetrennt wurden,

konnten anschlieBend mittels semi-dry Western Blot unter einer Stromstarke von 1,5 mA/cm?
wahrend 90 min auf eine PVDF-Membran transferiert werden. Zur Immunodetektion wurde
die Membran 1 Stunde in Blockingreagenz (2 % BSA in 1 x LS-TBST) schwenkend inkubiert. Die
Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte (iber Nacht bei 4°C unter konstantem
Schwenken. Am Folgetag wurde die Membran dreimal in 1x HS-TBS-T gewaschen und mit dem
HRP-gekoppelten Sekundarantikorper 1 Stunde schwenkend bei Raumtemperatur inkubiert.
Membranen wurden mit ECL-Losung (Thermo Scientific) benetzt und die Chemolumineszenz
unter Verwendung von Rontgenfilmen detektiert. Eine Auflistung aller verwendeten

Antikorper befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Tabellen 2 und 3).
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2.4 Mikroskopie und zugehorige Methoden

2.4.1 Erstellung von Immunfluoreszenzpraparaten

Zur Erstellung von Immunfluoreszenzpriparaten wurden 8 x 10% Hela Zellen auf einem
Deckglaschen in einer 12-Well-Platte ausgesat und je nach Fragestellung wie beschrieben
transfiziert. Alle beschriebenen Schritte erfolgten bei Raumtemperatur im Well. Zunachst
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend fir 20 min mit 4 % PFA fixiert.
Es folgten drei Waschschritte mit PBS und die Aquilibration mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fiir
20 min. Nach dreimaligem Waschen wurden unspezifische Bindungen mit 5 % Ziegenserum in
PBS fiir 45 min blockiert und die Proben fiir 2 Stunden mit dem Primarantikorper inkubiert.
Nach viermaligem Waschen wurden die Proben mit dem Sekundarantikorper fir 1 Stunde
inkubiert und erneut viermal gewaschen. Anschliefend folgte die Kernfarbung unter
Verwendung von Hoechst33258 (Sigma) fiir 10 min. Nach drei finalen Waschschritten wurden
die Praparate mit Moviol eingedeckelt und Uber Nacht zur Aushartung lichtgeschitzt
verwahrt.

Jsl1 Zellen wurden geerntet, einmal in PBS gewaschen und fiir 20 min in 4 % PFA im
ReaktionsgefalR fixiert. Nach drei Waschschritten wurden die Zellen in 100 ul PBS
resuspendiert und via Cytospin fiir 7 min bei 200 rpm auf einen Objekttrager transferiert. Alle
weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben in einer feuchten Kammer. Eine Auflistung
der hier verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper befindet sich im Anhang dieser Arbeit

(Tabellen 2 und 3).

2.4.2 Konfokale-Laser-Scanning Mikroskopie

Oben beschriebene Fluoreszenzpraparate wurden mit einem Leica Sp2 und Leica SP8 unter
Verwendung eines 63er Objektivs und Immersionsél analysiert. Alle Fluorophore wurden
entsprechend ihres Spektrums angeregt und die Emission mittels PMT (engl. photomultiplier)
oder HyD-Detektoren (engl. hybrid detector) erfasst.

Mit Leica LAS AF (SP2) und Leica LASX (SP8) getéatigte Aufnahmen wurden fir weitere Analysen

und Bearbeitungen als TIFF-Datei exportiert.

2.4.3 Bildanalyse mit Imagel
Die Analyse von Mikroskopieaufnahmen zur Quantifizierung von ERES und COPII Vesikeln

erfolgte mit der frei zuganglichen Bildbearbeitungssoftware ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/)
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unter Verwendung des particle count Plug-Ins. Zu diesem Zweck wurden die Bilder in ein 8 bit
Format in Graustufen konvertiert und unter der Anwendung eines gleichmaRigen
Schwellenwertes analysiert. Fiir jede Aufnahme wurde der MaBstab definiert und Partikel mit
einem Mindestdurchmesser von 60 nm, entsprechend der GroRRe eines Vesikels (Jensen und
Schekman, 2011), pro Zelle gezahlt. Messwerte wurden in eine Excel Tabelle fiir weitere

Berechnungen exportiert.

2.4.4 Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP)

Um den COPII Turnover in Abhangigkeit von Sec16 Spleilen zu bestimmen, wurde ein FRAP
Experiment in E29-deletierten Hek293 Zellen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden jeweils
1 x 10° WT und AE29 Zellen in 2 ml DMEM mit 10 % FBS in Willco-Schalen von 4 cm
Durchmesser ausgesdat und am Folgetag mit einem Sec23-GFP kodierenden Plasmid
transfiziert. Flr die Durchfiihrung des FRAP-Versuches 24 Stunden nach Transfektion wurde
das vorhandene Medium gegen DMEM ohne Phenolrot und Karbonat, mit 10 % FBS und 20
mM HEPES ausgetauscht. Der Versuch wurde mit einem Leica SP2 in einer auf 37°C
vorgeheizten Warmekammer unter Verwendung eines 63er Olimmersions-Objektives und
einem 488 nm Argon-Laser durchgefiihrt. Positiv transfizierte Zellen wurden zunachst durch
GFP-Epifluoreszenz identifiziert. AnschlieBend wurde eine vesikuldre Struktur innerhalb der
Zelle als region of interest (ROI) definiert. Unter 20 % Laserintensitat wurden fiinf Aufnahmen
getatigt, bevor die ROl wahrend acht Aufnahmen unter 100 % Laserintensitdt geblichen
wurde. Nach dem Bleichvorgang wurden durchschnittlich 150 Bilder mit einer Scan-
Geschwindigkeit von 400 Hz aufgenommen. Dieser Versuch wurde fiir jede Zell-Linie unter
zahlreichen Messungen in vier unabhangigen Experimenten durchgefiihrt. Jede Messung
wurde zundchst mit der Leica SAF Software einzeln ausgewertet. Dabei wurde die
Fluoreszenzintensitat in der fir den FRAP-Vorgang definierten ROI, einer ROl in der
Zellperipherie, sowie auBerhalb der Zelle bestimmt. Messungen, bei denen sich die
mikroskopierte Zelle oder ROl aus dem Fokus bewegten, sowie Zellen mit unvollstandigem
Bleichvorgang, wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen. Alle Messwerte wurden fiir
weitere Berechnungen in eine Excel Tabelle exportiert und nach einer etablierten Methode
analysiert (Goodwin & Kenworthy, 2005). Dort wurde fiir jeden Messvorgang eine sogenannte
fullscale Normalisierung durchgefiihrt. Dabei wurde fiir jede Messung aus den anfanglichen

fiinf Aufnahmen die durchschnittliche Ausgangs-Fluoreszenz berechnet und gleich eins und
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die Fluoreszenz unmittelbar nach dem Bleichvorgang gleich null gesetzt. Die auf diese Weise
erhaltenen Werte wurden mit der GraphPad Prism5 Software weiter bearbeitet und eine FRAP
Kurve wurde erstellt. Aus den FRAP Werten wurde die Zeit berechnet, die Sec23-GFP braucht,
um 50 % der Ausgangs-Fluoreszenz Intensitat wiederzuerlangen (im Text Halbwertszeit

genannt).

2.5 Sonstige Methoden
2.5.1 Exportassay

Fur den Mikroskopie basierten Exportassay wurden 8 x 10% Hela Zellen in 12-Well Platten mit
Deckglaschen ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit Morpholinos unter Verwendung
des Endoporter Transfektionsreagenzes transfiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die
Transfektion mit dem VSVG-GFP kodierenden Expressionsplasmid und ein Uber Nacht
Hitzeschock bei 40°C. Am Folgetag wurden die Zellen mit 100 pg/ml Cycloheximid (CHX)
versetzt und fir die angegebenen Zeitpunkte bei 32°C inkubiert. AnschlieRend wurden
Fluoreszenzprdparate angefertigt (s.o0.). Zellen wurden entweder mit dem dsRed-KDEL
kodierenden Plasmid cotransfiziert oder mit dem cis-Golgi Marker GM130 gefarbt. Dies
ermoglichte eine Bewertung des Sekretions-Levels anhand der Lokalisation des VSVG-
Reporters im ER, Golgi oder post-Golgi Kompartimenten. Der gleiche Assay wurde in stabil
exprimierenden JSI1:VSVG-GFP Zellen wie beschrieben durchgefiihrt. Zur Erstellung von IF-
Praparaten wurden 1 x 108 Zellen pro Cytospin eingesetzt.

Fir den Exportassay in Hek293 Zellen wurden diese in 6-Well Platten ausgesat und am
Folgetag transfiziert. Nach Hitzeschock, CHX-Zugabe und Inkubation bei 32°C wurden die
Zellen geerntet und lysiert. 10 pug Gesamtzellextrakt wurden zur Denaturierung 10 min bei
95°C inkubiert, anschlieBend mit 100 U EndoHs Enzym (NEB) fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert
und schlieBlich auf einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Western Blot wurden
PVDF-Membranen mit a-GFP und a-hnRNPL Antikorpern behandelt und detektiert. die
Quantifizierung der Western Blots erfolgte mit der frei zugdnglichen Gelguant Software
(http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html). Die Berechnung der Exporteffizienz
erfolgte nach einer bereits beschriebenen Methode (Yonekawa et al, 2011), bei der der

prozentuale Anteil der EndoHs-resistenten Form ermittelt wurde.
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2.5.2 Durchflusszytometrie

Fir die Auswertung des Exportassays via Durchflusszytometrie wurde der Versuch wie
beschrieben, unter Verwendung einer ts045-VSVG-Variante (siehe Abschnitt 2.1.3) mit
interner FLAG-Peptid-Sequenz, durchgefiihrt. Hek293 Zellen wurden in 12-Well Platten
ausgesat und mit dem entsprechenden Plasmid transfiziert. Nach dem (iber Nacht Hitzeschock
wurden die Zellen trypsiniert und zu gleichen Teilen aufgeteilt. Ein Teil wurde unmittelbar
analysiert (entspricht 0 min), der andere Teil wurde fiir 90 min bei 32°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in 4°C kaltem PBS gewaschen und dann zur Farbung
des FLAG-Epitops mit a-FLAG in 3 % BSA in PBS fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgten zwei
weitere Waschschritte und die Inkubation mit einem Cy5-gekoppelten Sekundarantikérper in
3 % BSA fir 30 weitere min auf Eis. Zum Schluss wurden die Zellen gewaschen und in einem
adaquaten Volumen PBS resuspendiert und mit einem Guava easy CyteTM 8 FACS analysiert.
Dabei wurde aus der Population lebender Zellen die Population GFP-exprimierender Zellen
bestimmt, die wiederum auf positive FLAG-Oberflachenfarbung untersucht wurden. Die
Analyse erfolgte mit der guavaSoft 2.7 Software und Messwerte wurden flr weitere
Berechnungen in eine Excel Tabelle exportiert. Fir JSL1 Zellen erfolgte der Versuch wie

beschrieben, ohne die Zellen jedoch vor der Ernte zu trypsinieren.

2.5.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Messung von IL2-Konzentrationen erfolgte in einem Sandwich ELISA mit dem ELISA MAX™
Kit (BioLegend). Dazu wurde am Vortag der Messung eine 96-Well-Platte mit dem
sogenannten capture Antikorper bei 4°C (iber Nacht inkubiert, damit dieser an den Boden der
Wells bindet. Am Folgetag wurde die Antikdrper-Losung entfernt und die Platte dreimal mit
Wasch-Puffer (0,05 % Tween-20 in PBS) gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu
blockieren, wurde die Platte 1 Stunde mit Puffer A schwenkend bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte viermal gewaschen und dann mit 100 ul
Zelliberstand versehen. Zur Referenz wurde eine |L2-Standardreihe verwendet, die in
Halbierungsschritten ein Spektrum von 500 pg/ml bis 7,8 pg/ml abdeckte. Die Inkubation
erfolgte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Danach wurde die Platte viermal gewaschen und
1 Stunde mit dem sogenannten detection Antikdrper inkubiert. Die Platte wurde erneut
gewaschen und nun fir 30 min mit einer Avidin-HRP-Losung inkubiert. Es folgten weitere

Waschschritte und die lichtgeschiitzte Inkubation der Platte mit der TMB-Substrat-Losung fir
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weitere 30 min. Um nach Ablauf der Inkubationszeit die Farbreaktion zu stoppen, wurden die
Wells zu gleichen Teilen mit 2N H,SO4 versehen und die Extinktion bei 450 nm mit einem
TECAN GENios Microplate Reader gemessen. Alle Proben wurden in technischen Duplikaten
gemessen und die Messwerte fiir weitere Berechnungen in eine Excel Tabelle exportiert.

Fur die Messung des Gesamt IL2-Gehaltes wurden PBMCs 40 min mit 5 pg/ml Brefeldin A (BFA)
bei 37°C inkubiert, bevor sie geerntet und lysiert wurden. Die Lyse erfolgte in einem nicht-
denaturierenden Lysepuffer (20 mM TrisHCI pH 8, 137 mM NacCl, 10 % Glycerin, 1% NP40,

2mM EDTA sowie Proteinase-Inhibitoren).

2.5.4 Statistische Berechnungen

Angaben zur Anzahl von Experimenten und Proben befinden sich in den Bildunterschriften.
Alle angegebenen Fehler reprasentieren die errechnete Standardabweichung. Unter
Annahme der Normalverteilung aller gezeigten Daten, wurde die Signifikanz mittels
ungepaartem Student’s T-Test in Excel berechnet. Dabei wurden folgende Kriterien

angewandt: * = p <0,05; ** =p <0,01; *** = p < 0,001.
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3. Ergebnisse

3.1 Sec16 wird wahrend der T-Zell Aktivierung alternativ gespleif3t

Secl6 ist ein Multidomanen-Protein von ca. 240 kDa, das eine wichtige Rolle in der Formation
und der Abschniirung von COPII-Vesikeln im frihen sekretorischen Apparat spielt. Die
kodierende Sequenz von humanem Secl6 umfasst 36 Exons, die zu neun bekannten
Transkripten fihren, von denen sieben fiir Proteine kodieren (Ensemble, ENSG00000148396).
Zwei der Exons wurden jlingst als alternative Exons identifiziert, deren Inklusion wahrend dem
Prozess der T-Zell Aktivierung reguliert ist (Martinez et al, 2012). Dies sind Exon 29 und 30, die
Teile des C-Terminalen Bereichs des Secl6-Proteins kodieren (Abb. 3.1 A). Die
unterschiedliche Inklusion der beiden alternativen Exons in die mRNA ermdglicht vier
Isoformen, die entweder beide, jeweils eine oder keine der genannten variablen Exons
enthalten. Diese werden dementsprechend in dieser Arbeit als ,volle Lange” (VL: inkl. E29 und
E30), E29- (inkl. E29; exkl. E30), E30- (exkl. E29; inkl.E30) und Exklusions-Isoform (Exkl.: exkl.
E29 und E30) bezeichnet.

Im Zell-Kultur-System kénnen durch die Behandlung der T-Zell-Linie JsI1 mit PMA Aspekte der
T-Zell-Aktivierung primarer humaner T-Zellen nachempfunden werden (Lynch & Weiss, 2000).
So konnte in einer SpleiB-sensitiven RT-PCR unter Verwendung adaquater Oligonukleotide,
die in den Exons 28 und 31 binden, gezeigt werden, dass sich die Verteilung der oben

genannten Isoformen nach erfolgter Stimulation substantiell &ndert (Abb. 3.1 B und C).
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Abbildung 3. 1 Sec16 Exon 29 und 30 werden nach T-Zell Aktivierung alternativ gespleilt. A: Domanenstruktur
von Secl6. CCD = central conserved domain, CTD = C-Terminale Domane. Die C-Terminale Doméane umfasst 211
Aminosauren im Falle der ,volle Lange” Isoform bestehend aus den Exons 26-32. Die Darstellung der Exons ist
nicht mafistabsgetreu. B: Durch radioaktive SpleiR-sensitive RT-PCR konnen vier verschiedene Isoformen in
aktivierten und ruhenden Jsl1 T-Zellen detektiert werden. Schematische Darstellung der Exonstruktur links und
Nomenklatur mit GréBenangabe (nt = Nukleotide) rechts. C: Quantifizierung drei in B reprasentierter
unabhangiger Experimente. Die Grafik zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der Splei3-Isoformen an
der gesamten Sec16 mRNA +/- Standartabweichung. P-Werte sind von links nach rechts: 0,0041; 0,00067; 0,0015;
0,099.

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte auf einer denaturierenden Urea-PAGE
ermoglicht die Visualisierung der vier Spleil3-Varianten entsprechend ihrer errechneten GroRe
(Abb. 3.1 B). Vergleicht man das Bandenmuster ruhender und stimulierter T-Zellen, zeigt die
E29-Isoform den offensichtlichsten Unterschied: Eine deutliche Zunahme nach Stimulation.
Fiir die VL- und Exkl-Isoformen ist entsprechend eine Abnahme zu beobachten, die im Falle
der Exkl-Form weniger stark ausfallt. Die E30-Isoform zeigt ebenfalls eine Reduktion und ist
nach Stimulation kaum mehr sichtbar. Eine Quantifizierung unabhéngiger Experimente zeigt
die beobachtete Verdanderungen im Verhaltnis der Splei-Isoformen (Abb. 3.1 C).

Um eine geeignete Dauer der Stimulation fir weiterflihrende Experimente zu bestimmen,
wurde eine Stimulationszeitreihe mit anschlielRender Analyse des Secl16-Spleifmusters

durchgefiihrt. Wie bereits flur das Signal-induzierte SpleiBen von CD45 wahrend der T-Zell-
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Aktivierung gezeigt werden konnte (Lynch & Weiss, 2000), setzt eine detektierbare

Veranderung des SpleiR-Musters 24 Stunden nach Stimulation ein (Abb. 3.2).
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Abbildung 3. 2 Sec16 SpleiB-Zeitreihe zeigt eine Zunahme der E29 Isoform nach 24 Stunden. Die Quantifizierung
zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der E29 Isoform +/- Standardabweichung in aktivierten und
ruhenden Jsl1 T-Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten aus drei unabhangigen Experimenten.

Ein Maximum der E29 Isoform wird nach 48 Stunden erreicht und ist bis zu einem Zeitraum
von 72 Stunden nach Stimulation stabil.

Um zu zeigen, dass es sich bei der beobachteten Anderung der Isoformexpression tatsichlich
um ein wahrend der T-Zell Aktivierung induziertes alternatives SpleiR-Event und nicht um eine
regulierte Stabilitdt der einzelnen Isoformen handelt, wurde ein RNA-Stabilitdts-Assay
durchgeflihrt. Dazu wurden Jsl1 Zellen 48 Stunden nach Stimulation mit dem Zytostatikum
Actinomycin D (ActD) behandelt, welches die Transkription blockiert und die Bestimmung der
mRNA-Stabilitdat ermoglicht. Nach erfolgter RT-PCR wurde der Anteil der jeweiligen Isoform

nach Quantifizierung ermittelt und auf den Zeitpunkt T = 0 normiert (Abb. 3.3).
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Abbildung 3. 3 Sec16 mRNA Stabilitit ist wahrend der T-Zell Aktivierung nicht reguliert.
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Abb. 3.3 ff. Ruhende (DMSO) und aktivierte (PMA) Jsl1 T-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte mit ActD
behandelt. Die Analyse der mRNA Stabilitat erfolgte mit einer radioaktiven Splei-sensitiven RT-PCR. Die
Darstellung zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der alternativen Isoformen normiert auf T =0 +/-
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Eine Quantifizierung fir die E30 Isoform ist nicht
gezeigt, da diese in aktivierten Zellen teilweise nicht zu detektieren war.

Nach Auswertung dieser Analyse war kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Stabilitat der

verschiedenen SpleiR-Isoformen nach T-Zell Aktivierung festzustellen.

Um ferner ausschlieRen zu kénnen, dass es sich bei der Anderung im Splei-Muster von Sec16
um einen unspezifischen Nebeneffekt der PMA-Behandlung handelt, wurden
Kontrollexperimente unter dem Aspekt der ER-Stress-Induktion durchgefiihrt. Unter ER-Stress
versteht man im Allgemeinen eine Akkumulation un- oder fehlgefalteter Proteine im ER, die
durch verschiedene Stimuli ausgeldst werden kann. In einigen Fallen kann ER-Stress zur
Aktivierung pro-apoptotischer Faktoren fiihren, was Uber eine Permeabilisierung der ER-
Membran zu erhdhten zytosolischen Ca?*-Konzentrationen fiihrt. Eine PMA-Behandlung
resultiert durch die direkte Aktivierung der PKC ebenfalls in Ca?*-Ausschiittung. Um einen
moglichen Zusammenhang auszuschlieBen wurden ruhende und aktivierte Jsl1 Zellen via gPCR
auf Expression von bekannten ER-Stress-Markern untersucht (Abb. 3.4 A): EDEM, eine
Mannosidase, die im ER assoziierten Degradierungs-Signalweg (ERAD) involviert ist, und ATF4,
einem wahrend ER-Stress aktiven Transkriptionsfaktor (Oslowski & Urano, 2011). Dabei
konnte nachweislich keine Induktion der genannten ER-Stress-Marker nach PMA-Stimulation
beobachtet werden. Als Positivkontrolle wurden RNA-Proben aus Jsl1 Zellen verwendet, die
mit Tunikamycin, einem Inhibitor der Glykoprotein-Biosynthese, behandelt wurden.

In einem weiteren Versuch wurde das Secl16 Spleil’-Verhalten unter tatsachlichen ER-Stress
Bedingungen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Jsl1 Zellen zur Stress-Induktion, wie oben
beschrieben, mit Tunikamycin behandelt. Die Quantifizierung radioaktiver RT-PCRs lasst in
diesem Fall keinen signifikanten Unterschied zwischen behandelten und Kontrollproben
erkennen (Abb. 3.4 B).

Sec16 SpleiRen wird also spezifisch mit der T-Zell Aktivierung reguliert, und bleibt unter ER-

Stress Bedingungen in Jsl1 Zellen konstant.
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Abbildung 3. 4 Sec16 SpleiRen und ER-Stress. A: PMA-Stimulation induziert keinen ER-Stress. Jsl1 Zellen wurden
48 Stunden mit DMSO oder PMA behandelt, als Positivkontrolle wurden Zellen mit Tunicamycin behandelt. Die
Expression von zwei ER-Stress-Markern wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Die Darstellung zeigt das
durchschnittliche Expressionsniveau +/- Standardabweichung normiert auf GAPDH entsprechender RNA-Proben
aus drei unabhangigen Stimulationen in technischen Duplikaten gemessen. B: Sec16 SpleiRen bleibt unter ER-
Stress konstant. Jsl1 Zellen wurden wie in A mit Tunikamycin behandelt, um ER Stress zu induzieren. Die Analyse
der RNA erfolgte in einer radioaktiven SpleiR-sensitiven RT-PCR wie in Abb. 3.1 B. Die Darstellung zeigt den
durchschnittlichen prozentualen Anteil der Sec16 Isoformen +/- Standardabweichung fiir n = 6. Daten aus B zur
Verfligung gestellt von Dr. M. Preul3ner.

Um den beobachteten Unterschied der Isoformexpression auf mRNA-Ebene auf der
Gesamtprotein-Ebene zu bestdtigen, wurden Gesamtzellextrakte von stimulierten und
ruhenden Jsl1 Zellen angefertigt, welche im Weiteren nach erfolgter Auftrennung auf einer
6%-SDS-PAGE mittels Western Blot untersucht wurden. Danach wurde durch Verwendung des
Sec16 Antikorpers eine distinkte Bande detektiert, die im Vergleich beider Proben keinen
Unterschied erkennen lieR. Dies zeigt, dass die Gesamtproteinmenge von Secl6 nach

Stimulation gleich bleibt. Nach Auftrennung vergleichbarer Proben auf einer 4-12 % NUPAGE®
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war es hingegen moglich drei Banden zu detektieren, von denen die mittlere Bande in
stimulierten Proben an Intensitat gewinnt (Abb. 3.5 B, rechts). Dies deutet darauf hin, dass
auch auf Proteinebene die alternativen Secl6-Isoformen exprimiert werden. Die Detektion
von drei statt der vier beschriebenen Formen liegt moglicherweise an dem geringen
Massenunterschied der E29- und E30-Isoform, die sich in lediglich finf Aminosauren

unterscheiden.
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Abbildung 3. 5 Nachweis der Sec16 SpleiB-Isoformen auf Proteinebene und Bestimmung der Halbwertszeit. A:
20 pg Gesamtzellextrakt von stimulierten und ruhenden Jsl1 T-Zellen wurden mit einer 6 %-SDS-PAGE (links) und
einer 4-12 %-Gradienten-NuPAGE® (rechts) aufgetrennt und nach erfolgtem Western Blot mit Sec16 Antikdrper
nachgewiesen. hnRNPL diente als Ladekontrolle. B: Secl6 hat eine Halbwertszeit von ca. 10 Stunden in
aktivierten und ruhenden Jsl1 T-Zellen. Aktivierte und ruhende Jsl1 T-Zellen wurden fir die angegebenen
Zeitpunkte mit 40 pg/ml CHX behandelt. 20 ug Gesamtzellextrakt wurden im Western Blot unter Verwendung
des Sec16 Antikérpers und hnRNPL als Ladekontrolle analysiert. Die Quantifizierung der Western Blots aus drei
unabhangigen Experimenten zeigt das durchschnittliche Verhéltnis von Secl6 zur Ladekontrolle +/-
Standardabweichung.

In einem weiteren Versuch wurde die Halbwertszeit des Sec16-Proteins bestimmt. Hierfur
wurden Jsl1 Zellen 48 Stunden nach Stimulation mit dem Antibiotikum Cycloheximid (CHX)
behandelt, welches in eukaryotischen Zellen zur Hemmung der Proteinbiosynthese fiihrt und
dadurch eine Bestimmung der Proteinstabilitdt ermoglicht. Dabei zeigte sich nach

Quantifizierung entsprechender Western Blots, dass Secl6 in stimulierten als auch in
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ruhenden Jsl1 Zellen eine Halbwertszeit von etwa 10 Stunden aufweist (Abb. 3.5 B), was mit
Ergebnissen aus anderen Zelltypen vergleichbar ist (Tillmann et al, 2015). Aufgrund der
beobachteten Verdanderung im Secl16 SpleiR-Muster 48 Stunden nach Stimulation und der
ermittelten Halbwertszeit des Proteins von 10 Stunden, wurden alle in dieser Arbeit
beschriebenen Experimente 48 Stunden nach Stimulation durchgefiihrt, um von einem

vollstandigen Austausch der Isoformen auch auf Proteinebene ausgehen zu kbnnen.

3.2 Uberexpression der Sec16-CTD wirkt sich negativ auf die Golgi-Morphologie aus

Die beiden alternativen Exons E29 und E30 kodieren fiir Teile der C-Terminalen-Domane (CTD)
im Sec16 Protein. Dieser Bereich des Proteins ist als Interaktionspartner der beiden COPII-
Proteine Sec12 und Sec23 beschrieben (Bhattacharyya & Glick, 2007; Montegna et al, 2012).
In einem Uberexpressionsversuch sollten die alternativen Sec16 Isoformen auf eine mégliche
unterschiedliche Funktionalitat im sekretorischen Apparat untersucht werden. Wie bereits in
einer friiheren Studie gezeigt werden konnte, resultiert die Uberexpression der Sec16-CTD (in
dieser Arbeit die VL-Isoform) in einer zytoplasmatischen Lokalisation und Zerstérung der
Struktur des Golgi-Apparates und anderer sekretorischer Kompartimente, indem es andere
COPIlI-Komponenten blockiert (Bhattacharyya & Glick, 2007). Eine derartige Blockade des
anterograden Transports blockiert den Export von Komponenten, die u.a. fur die
Aufrechterhaltung des Golgi-Apparates wichtig sind. Eine Unterbrechung dieses Transports
flhrt zur Auflésung der distinkten Golgi-Struktur. In dem hier beschriebenen Versuch wurden
Expressionskonstrukte generiert, die fir die vier verschiedenen Isoformen mit C-Terminal
fusioniertem GFP kodieren (Abb. 3.6 A). In einem ersten Kontrollversuch wurde das
Expressionsniveau der verschiedenen Konstrukte analysiert, um dosisabhdngige Effekte in
Folgeexperimenten ausschlieRen zu kénnen. Dazu wurden Gesamtzellextrakte transfizierter
Hela-Zellen im Western Blot untersucht (Abb. 3.6 B). Hiernach war im Vergleich mit der
Ladekontrolle GAPDH kein Unterschied im Expressionsniveau zu erkennen. Als Kontrolle

diente ein GFP-Expressionsvektor ohne Fusionsprotein (LV = Leervektor).
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Abbildung 3. 6 Uberexpression von Sec16 CTDs in Hela Zellen A: Schematische Darstellung der alternativen
Secl6 lIsoformen als GFP-Fusionskonstrukt. Die Darstellung ist nicht maRstabsgetreu. B: Vergleich des
Expressionsniveaus der Sec16-CTD-Konstrukte. 10 ug Gesamtzellextrakt transfizierter Hela Zellen wurden mittels
Immunoblot auf Vergleichbarkeit untersucht. GAPDH diente als Ladekontrolle, * markiert GFP allein.

Um eine qualitative Aussage liber die Integritit des Golgi-Apparates nach Uberexpression der
Secl6-CTDs treffen zu konnen, wurde zunachst ein ausfihrlicher Kontrollversuch
durchgefiihrt, in dem einige Bewertungskriterien festgelegt wurden. In mehreren
unabhangigen Experimenten wurde der Golgi-Apparat unbehandelter und transfizierter Hela
Zellen gefarbt und analysiert (Abb. 3.7). Der Golgi-Apparat ist in unbehandelten Hela Zellen
als eine zusammenhangende kompakte Struktur in der Nahe des Zellkerns zu sehen (Obere
Bildreihen). Die Auflosung dieser definierten Struktur fihrt zu einem punktartigen
Verteilungsmuster bis in die Zellperipherie (mittlere Bildreihen, Zellen nach Uberexpression
der Sec16-CTD, GFP nicht gezeigt).

Zellen, die sich gerade in der Teilungsphase befinden, weisen ebenfalls eine aufgeldste Golgi-
struktur auf (untere Bildreihen). Diese Zellen konnten durch Farbung der DNA mit Hoechst
anhand des kondensierenden oder bereits geteilten Chromatins identifiziert und somit von

der Quantifizierung ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3. 7 Definition der Golgi-Morphologie. Repradsentative Immunfluoreszenzbilder von Hela Zellen,
deren Golgi-Apparat jeweils unter Verwendung des cis-Golgi Markers GM130 visualisiert wurde. Die obere
Bildreihe zeigt den Golgi-Apparat unbehandelter Zellen, dessen Struktur als intakt definiert wurde. Die mittlere
Bildreihe zeigt eine zerstorte Golgi-Struktur, wahrend die untere Bildreihe den verdanderten Golgi-Apparat in sich
teilenden Zellen zeigt.

Um den differentiellen Einfluss der alternativen Sec16-CTDs auf die Golgi-Morphologie zu
untersuchen, wurden Hela-Zellen mit den eingangs beschriebenen Konstrukten transfiziert,
nach 48 Stunden fixiert und mit dem cis-Golgi-Marker GM130 gefarbt. In einem
fluoreszenzmikroskopischen Ansatz wurden transfizierte Zellen aufgrund ihres GFP-Signals
identifiziert und auf ihre Golgi-Morphologie untersucht. Die Expression der CTD allein
resultiert in einer zytoplasmatischen Lokalisation, da die CCD-Sequenz, die fiir die Lokalisation

am ER wichtig ist, nicht vorhanden ist (Bhattacharyya & Glick, 2007). Dabei zeigte sich, dass
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sich die Uberexpression der verschiedenen Sec16-Varianten unterschiedlich stark auf den

Zusammenfall des Golgi-Apparates auswirkten (Abb. 3.8).
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Abbildung 3. 8 Uberexpression der Secl6 CTD fiihrt zur Zerstorung der Golgi-Struktur. A: Reprisentative
Immunfluoreszenzbilder zeigen Hela Zellen, die mit den angegebenen Expressionskonstrukten transfiziert
wurden. Positiv transfizierte Zellen wurden mittels GFP-Fluoreszenz identifiziert und ihr Golgi-Apparat durch
Farbung mit dem cis-Golgi Marker GM130 visualisiert. Kontrollzellen (obere Bildreihe) wurden mit GFP-
Leervektor transfiziert und weisen eine intakte Golgistruktur auf, wéhrend Zellen die mit dem E29-CTD-GFP
Fusionskonstrukt transfiziert wurden, eine zerstorte Golgistruktur zeigen. Der MaRstab entspricht 20 um. B:
Uberexpression der Sec16-E29-CTD hat den stirksten Einfluss auf die Zerstdrung des Golgi-Apparates. In B
beschriebene Zellen wurden in drei unabhdngigen Experimenten mit mind. 100 Zellen pro Kondition auf ihre
Golgi-Struktur untersucht. Die Darstellung zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil GFP-positiver Zellen
mit intakter Golgi-Struktur +/- Standartabweichung. p = 0.0015.

Der starkste Effekt, bei konstantem Expressionslevel aller Konstrukte, wurde fir die E29-
Isoform beobachtet. Um sicherzustellen, dass es sich bei den beobachteten Effekten nicht um
Artefakte einer Uberexpression handelt, wurden parallel Zellen analysiert, welche GFP allein
ohne Fusionsprotein exprimierten (GFP-LV). In diesen Zellen wurde ein erheblich geringerer
Prozentsatz mit einer zerstorten Golgi-Struktur beobachtet.

Die Uberexpression der alternativen Sec16 C-Termini {ibte sich also unterschiedlich stark auf
die Integritat des Golgi-Apparates aus, was auf unterschiedliche Funktionen der Sec16-CTDs
hinweist, die evtl. Uber eine differentielle Interaktion mit anderen COPII-Komponenten

vermittelt wird.
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3.3 Aktivierte T-Zellen weisen eine erhohte Effizienz im anterograden Transport und eine
erhohte Anzahl von COPII Vesikeln auf

Nach erfolgter Aktivierung produziert eine T-Zelle im Zuge der Immunantwort erhebliche
Mengen an Effektor-Molekiilen wie Zytokinen und Zytotoxinen. Deshalb wird vermutet, dass
die aktivierte T-Zelle ihren Sekretionsapparat an die erhohte Anzahl zu transportierender
Molekile anpasst. Wahrend Prozesse regulierten Proteintransports in aktivierten T-Zellen
bislang hauptsachlich fiir post-Golgi-Kompartimente beschrieben sind (Lettau et al, 2007), ist
sehr wenig Gber die frlhen Prozesse des sekretorischen Transportwegs bekannt.

In einem initialen Experiment wurde deshalb zundchst die Effizienz des anterograden
Transports, dem Weg vom ER in Richtung des Golgi-Apparates, im Vergleich von aktivierten
und ruhenden T-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden JsI1 Zell-Linien etabliert, die
stabil den Reporter ts045-VSVG-GFP exprimieren. Dieses Protein ist eine Abwandlung des
vesikuldaren Stomatitis-Virus-Glykoprotein und ein etablierter Reporter um den anterograden
Transport zu studieren (Presley et al., 1997). Durch eine Mutation wird das Protein
temperatursensitiv, und wird, nachdem man es einem Hitzeschock von 40°C ausgesetzt hat,
aufgrund einer Fehlfaltung im ER zurlickgehalten. Diese Fehlfaltung ist reversibel, sodass das
Protein bei 32°C seine korrekte Konformation einnimmt und sekretiert werden kann. Als
Glykoprotein ist VSVG an der Plasmamembran einer Zelle zu finden, in welche es durch eine
Transmembrandomane inseriert ist. Durch die Fusion mit GFP kann man die Sekretion
fluoreszenzmikroskopisch verfolgen. Fir die Analyse der Transporteffizienz in aktivierten T-
Zellen wurden stabile Jsl1:ts045-VSVG-GFP-Zellen 48 Stunden nach Stimulation einem 40°C-
Hitzeschock Uber Nacht ausgesetzt. Am Folgetag wurde den Proben Cycloheximid (CHX)
zugegeben, um eine Neusynthese des Reporterproteins zu blockieren, und fir die
angegebenen Zeitpunkte bei 32°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fixiert und
verschiedene Kompartimente des sekretorischen Apparates fluoreszenz-immunologisch
gefarbt. Dabei zeigte sich in anfanglichen Vorversuchen, dass ts045-VSVG-GFP nach dem
Hitzeschock in Strukturen, die positiv flir den ERGIC-Marker ERGIC53 sind, lokalisiert (Abb. 3.9
B). Deshalb wurde die Lokalisation dieses Proteins nach Hitzeschock untersucht. Dazu wurden
Jsl1 Zellen mit dem dsRed-KDEL kodierenden Expressionsplasmid transfiziert und analog der
fiir den Exportassay beschriebenen Prozedur behandelt. Eine Farbung dieser Zellen mit dem
ERGIC-Marker ERGIC53 zeigte eine deutliche Colokalisation mit dem exprimierten ER-Marker

(Abb. 3.9 A). Vermutlich fiihrt der Hitzeschock zu einem Zusammenbruch des ERGIC und zur
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Relokalisation ERGIC residenter Proteine in das ER. Aufgrund dieser Annahme und der

beschriebenen Beobachtung wurde davon ausgegangen, dass ts045-VSVG-GFP nach Uber

Nacht Hitze-Schock von 40°C tatsachlich im ER, und nicht im ER-Golgi intermedidren

Kompartiment lokalisiert.
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Abb. 3.9 ff. A: ERGIC53 lokalisiert nach 40°C (iber Nacht Hitzeschock im ER in Jsl1 Zellen. Reprasentative
Colokalisation. Jsl1 Zellen wurden mit einem Plasmid transfiziert, welches dsRed gekoppelt an ein ER Retentions-
Signal exprimiert. Die Zellen wurden einem {ber Nacht Hitzeschock von 40°C ausgesetzt, am Folgetag fixiert und
mit dem ERGIC-Marker ERGIC53 gefdarbt. Der Malistab entspricht 20 um. B: VSVG-GFP lokalisiert nach
Hitzeschock in ERGIC53 positiven Strukturen in Jsl1 Zellen. VSVG-GFP exprimierende Jsl1 Zellen wurden mit
DMSO oder PMA behandelt und einem Ulber Nacht Hitzeschock von 40°C ausgesetzt. Die Lokalisation des
Reporterproteins erfolgte via Fluoreszenzmikroskopie. Zu sehen sind reprasentative Cofdarbungen mit dem
ERGIC-Marker ERGIC53. Der MafRstab entspricht 20 um.

Die Transporteffizienz wurde anhand der Lokalisation des GFP-Signals bestimmt und zwischen
ruhenden (DMSO) und aktivierten (PMA) T-Zellen verglichen. Dabei wurde unter
Bericksichtigung der ERGIC53 Cofarbung zwischen sekretiertem und nicht sekretiertem
Protein unterschieden. Eine Colokalisation mit ERGIC53 wurde als nicht sekretiert bewertet,
da ERGIC53 selbst nach 40°C Hitzeschock im ER relokalisiert (Abb. 3.9 A). Eine Lokalisation
aullerhalb ERGIC53-positiver ER-Strukturen im Zytoplasma und an der Zellmembran wurde als
sekretiert bewertet. Unter Bericksichtigung dieser Kriterien, war die Anzahl der Zellen, die
eine vollstandige Sekretion des Reporterproteins 90 min nach Hitzeschock zeigten, in

stimulierten Zellen deutlich erhoht (Abb. 3.10 A).
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Abbildung 3. 10 Sekretionseffizienz steigt mit der T-Zell Aktivierung. A: In Abb. 3.9 B beschriebene Zellen
wurden hinsichtlich der Lokalisation des Reporters quantifiziert. Die Darstellung zeigt den durchschnittlichen
prozentualen Anteil ruhender (DMSO) und aktivierter (PMA) T-Zellen mit VSVG-GFP in post-ER Strukturen nach
Analyse zwei unabhangiger Klone in zwei unabhangigen Experimenten, mit mind. zehn Zellen pro Zeitpunkt und
Kondition. P-Werte von links nach rechts: 0,33; 0,0012; 2,2 x 10 B: Quantifizierung des ER-Exports nach
Oberflachenfarbung mittels FACS. Die Darstellung zeigt die durchschnittliche prozentuale Anzahl GFP-
exprimierender Zellen mit positiver Oberflichenfirbung aus vier unabhingigen Experimenten, p = 6,5 x 10°°.

Die in Abb. 3.10 A gewonnenen Erkenntnisse beruhen auf der Auswertung

fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen und unterscheiden nicht zwischen verschiedenen
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3. Ergebnisse

Stufen der Sekretion, sondern zwischen ER-resident und in post-ER Strukturen lokalisiert.
Diese Ergebnisse sollten mit einer zusatzlichen quantitativen Methode untermauert werden.
Deshalb wurde ein Exportassay mit einer auf Durchflusszytometrie basierenden Auswertung
etabliert, der den Level der Sekretion an einem definierten Punkt misst. Zu diesem Zweck
wurde das bereits beschriebene Reporterkonstrukt ts045-VSVG-GFP modifiziert, indem eine
flr das FLAG-Peptid kodierende Sequenz in eine interne EcoNI-Schnittstelle in die VSVG-
Sequenz inseriert wurde, ohne den Leserahmen zu unterbrechen oder zu verandern. Der
modifizierte Bereich des Reporters entspricht der extrazellularen Domane des Glykoproteins
und sollte eine Oberflachenfarbung nach erfolgreicher Sekretion ermdglichen. Die
Auswertung dieses Versuchs nach FACS-Messung bestatigte eine signifikant hohere
Sekretionseffizienz in stimulierten Jsl1 Zellen verglichen zu ruhenden Zellen (Abb. 3.10 B).
Zwar war der prozentuale Anteil an Zellen mit positiver Oberflachenfarbung kleiner als der im
vorangegangenen Versuch mikroskopisch bestimmte Anteil an Zellen mit vollstandiger
Sekretion, doch das Verhdltnis in ruhenden und aktivierten T-Zellen blieb gleich und
unterstitzt damit die bereits gewonnenen Erkenntnisse.

So konnte also eine hohere Exporteffizienz in aktivierten T-Zellen beobachtet werden. Wie
diese durch den sekretorische Apparat ermdéglicht wird, war bislang jedoch nicht bekannt.
Deshalb wurde die Morphologie sekretorisch aktiver Kompartimente des anterograden
Transportweges vor und nach Stimulation in einem fluoreszenzmikroskopischen Ansatz
untersucht. Darunter waren ER, ERES, ERGIC, der Golgi-Apparat sowie COPII-Vesikel. Um das
ER zu visualisieren, wurden stabile Jsl1 Zellen etabliert, die das fluoreszierende Protein dsRed
gekoppelt an das ER-Retentions-Signal KDEL exprimieren. Dabei war kein substantieller
Unterschied in der Struktur des ER vor und nach Stimulation zu beobachten (Abb. 3.11, obere

Bildreihe).
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Abbildung 3. 11 Die Morphologie der sekretorischen Kompartimente ER, ERGIC und Golgi-Apparat zeigen keine
Veranderung nach T-Zell Aktivierung. Repradsentative Immunfluoreszenzbilder ruhender und aktiviert Jsl1 T-
Zellen mit Farbung verschiedener Kompartimente des friihen Sekretionsweges. Der Mal3stab entspricht 20 um.

Dem Sekretionsfluss folgend wurde das ER-Golgi-intermedidare Kompartiment (ERGIC) mit
dem bereits erwahnten Marker ERGIC53 gefarbt und analysiert. Die Farbung des ERGIC wies
eine ringahnliche Struktur auf, die in kernnahe beobachtet werden konnte (Abb. 3.11, mittlere
Bildreihe). Auch dieses Kompartiment wies keinen signifikanten Unterschied in seiner
Morphologie vor und nach Stimulation auf. Als finale Station des anterograden
Transportweges wurde der Golgi-Apparat durch Farbung mit dem cis-Golgi-Marker GM130
analysiert. Die kompakte Struktur in kernnahe veranderte sich ebenfalls nicht in stimulierten
T-Zellen (Abb. 3.11, untere Bildreihe). Um die am ER lokalisierten exit sites (ERES) zu
untersuchen, wurden diese mit einem Antikorper gegen Sec16A fluoreszenzimmunologisch

gefarbt. Secl6-positive Strukturen waren in einem punktartigen Muster im Zytoplasma
50



3. Ergebnisse

organisiert, die sich in der Ndhe des Zellkerns in einer ringdhnlichen Struktur konzentrierten
(Abb. 3.12 A). Die Verteilung, als auch die Anzahl der ERES zeigten keine Veranderung nach
erfolgter Stimulation (Abb. 3.11 B, Sec16). Als letzte Komponente des friihen sekretorischen
Apparates wurden COPII-Vesikel fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurde Sec31,
Teil des Sec13-31 Heterotetramers der dufReren Vesikelhtlle, als Marker fir COPII-Vesikel
verwendet (Hughes et al; Zeuschner et al, 2006). Wahrend das Verteilungsmuster in Anzahl
und Struktur in ruhenden T-Zellen stark dem der Secl16-positiven ERES dhnelte, konnte in
aktivierten Zellen ein substantieller Unterschied beobachtet werden. Zunachst konnte eine
Veranderung im Verteilungsmuster der Vesikel beobachtet werden, indem sich mehr Vesikel
in der Zellperipherie auRerhalb der beschriebenen ringdahnlichen Struktur befanden.

Aullerdem hat sich die Anzahl der Vesikel ebenfalls nach Stimulation vergrofRert (Abb. 3.12 A).
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Abbildung 3. 12 Anzahl von COPII Vesikeln steigt mit der T-Zell Aktivierung. A: Die Anzahl der ERES nach T-Zell
Aktivierung ist konstant, wahrend die Anzahl der COPII-Vesikel zunimmt. Reprdsentative Fluoreszenzbilder
ruhender (DMSO) und aktivierter (PMA) T-Zellen mit Farbung der ERES (Sec16; rot in der Uberlagerung) und
COPII-Vesikel (Sec31; griin in der Uberlagerung). Der MaRstab entspricht 20 um. B: Quantifizierung von ERES und
COPII-Vesikeln in A beschriebener Zellen. Die Darstellung zeigt die durchschnittliche Anzahl von ERES und
Vesikeln pro Zelle +/- Standartabweichung mit DMSO = 1 gesetzt aus drei unabhingigen Experimenten mit 15
Zellen pro Kondition. P-Werte sind 0.00094 fiir Sec31 und 0.47 fir Sec16.

Um eine qualitative Aussage treffen zu kénnen, wurden die entsprechenden Aufnahmen mit
dem fir die Bildanalyse etablierten Programm Imagel) quantifiziert. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass sich die Anzahl der COPII-Vesikel nach Stimulation von Jsl1 T-Zellen um

den Faktor 1,7 erhoht, wahrend die Anzahl Sec16 positiver ERES konstant bleibt (Abb. 3.12 B).
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Eine Tabelle mit Auflistung der quantifizierten Strukturen befindet dich im Anhang dieser

Arbeit (Tabelle 4).

Dass die Zunahme an COPII-Vesikeln nicht unmittelbar mit einer Zunahme an COPII-Proteinen
gekoppelt ist, konnte durch die Analyse von Gesamtzellextrakten stimulierter und ruhender

Jsl1 Zellen im Western Blot demonstriert werden (Abb. 3.13).
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Abbildung 3. 13 Western Blot Analyse von COPII-Proteinen in ruhenden und stimulierten Jsl1 Zellen. Geringe
Unterschiede im Gesamtproteingehalt von Sar1A/B, Sec23 und Sec31 im Vergleich mit der GAPDH Ladekontrolle
sind in reprdsentativ dargestellten Western Blots zu sehen.

Getestet wurden die Gesamtprotein-Level der GTPase SarlA, sowie jeweils einem
reprasentativen Protein der inneren und aufReren Vesikelhiille mit Sec23 und Sec31. In
Western Blots gegen Sarl war in den Proben unstimulierter Zellen mehrfach eine zusatzliche
Bande oberhalb der Hauptbande zu erkennen, in Proben stimulierter Proben hingegen nicht.
Dies spricht flir eine mogliche Modifikation des Proteins, die in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht wurde. Fiir Sec23 und Sec31 war ebenfalls kein signifikanter Unterschied im
Gesamtproteingehalt zu beobachten.

So lieBen aktivierte Jsl1 T-Zellen Veranderungen im frithen sekretorischen Apparat
beobachten, indem sie eine hohere Exporteffizienz sowie eine Zunahme vesikularer

Strukturen aufzeigten, die nicht mit einem Anstieg der Gesamtprotein-Level zu erkldren sind.

3.4 Sec16 E29 vermittelt die Stimulations-induzierte Zunahme von COPII Vesikeln in T-Zellen
Um den Zusammenhang zwischen Sec16-Spleilen und den beschriebenen Effekten in der T-
Zell-Aktivierung herzustellen, wurde zunachst das Spleil3-Muster in Jsl1 T-Zellen manipuliert,
um die aktivierungsinduzierte Veranderung des Sec16 SpleiRens zu blockieren. Dies geschah
durch Transfektion mit modifizierten antisense Oligonukleotiden (Morpholinos), welche durch
die Blockierung der 5-SpleiR-Stelle zur Exklusion des zu untersuchenden Exons fiihren (Abb.

3.14 A). RNA-Extrakte Morpholino transfizierter und stimulierter Zellen wurden in einer
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3. Ergebnisse

radioaktiven Spleil-sensitiven RT-PCR untersucht. Als Kontrolle wurde ein vom Hersteller
bereitgestellter Morpholino verwendet (Sequenz siehe Anhang, Tabelle 1), um zusatzlich die
Spezifitat des E29-Morpholinos zu iberprifen und off target-Effekte ausschlieRen zu kénnen.
So konnte gezeigt werden, dass die starke Zunahme der E29-Isoform wahrend der Stimulation
durch die Behandlung mit dem Morpholino blockiert werden kann und sogar unter dem Level

der Kontrollmorpholino transfizierten unstimulierten Proben liegt (Abb. 3.14 B und C).
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Abbildung 3. 14 Manipulation von Sec16 SpleiBen in Jsl1 Zellen A: Vereinfachte schematische Darstellung des
Morpholino Wirkungsprinzips. Das Ziel-Exon des Morpholinos (roter Balken) ist grau gefarbt. B: Transfektion mit
Sec16 E29MO fiihrt zur Exklusion von E29. Reprasentative Radioaktive Spleilk-sensitive RT-PCR von ruhenden und
aktivierten T-Zellen, entsprechend der Beschriftung transfiziert, belegt den Effekt des Morpholinos. C:
Quantifizierung der Sec16 E29 Isoform von drei unabhangigen in B beschriebenen Experimenten. Die Darstellung
zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der E29 Isoform von Gesamt Sec16 +/- Standardabweichung. P
= 1,3 x 10* D: Morpholino-Behandlung hat keinen Einfluss auf den Sec16-Gesamtproteingehalt in Jsl1 Zellen.
Immunoblot-analyse von 20 pg Gesamtzellextrakt wurden auf einer 6%-SDS-PAGE aufgetrennt und mit Sec16-
Antikorper detektiert. hLnRNPL diente als Ladekontrolle. Die Darstellung zeigt einen reprdsentativen Western Blot
aus unabhéngigen Experimenten (N > 3).

Diese Veranderungen des Secl6-SpleiRens haben keine Auswirkung auf den Secl6
Gesamtproteingehalt, wie durch Western Blot Analyse entsprechender Proben gezeigt

werden konnte (Abb. 3.14 D).

Zellen mit stimulationsinduziertem veranderten Sec16 SpleiR-Verhalten wurden, im Vergleich
mit einer Kontrollpopulation, auf morphologische Unterschiede im sekretorischen Apparat
vor und nach Stimulation untersucht. Die Analyse der ERES und COPII-Vesikel in der
Kontrollgruppe zeigte den bereits zuvor beobachteten Anstieg von Vesikeln 48 Stunden nach
Stimulation, wahrend die Anzahl der ERES konstant blieb. Eine stimulationsinduzierte

Zunahme vesikularer Strukturen blieb in Zellen, die mit dem E29-Morpholino behandelt
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waren, jedoch vollig aus. Ebenso konnte keine Veranderung in der Anzahl und Lokalisierung
der ERES beobachtet werden (Abb. 3.15). Eine Tabelle mit Auflistung der quantifizierten
Strukturen befindet dich im Anhang dieser Arbeit (Tabelle 5).
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Abbildung 3. 15 Transfektion des E29MOs verhindert die Zunahme von COPII Vesikeln nach T-Zell Aktivierung
in JSL1 Zellen. A: Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von Sec31 (griin) und Secl6 (rot) in Morpholino
behandelten Jsl1 Zellen +/- PMA. Der MaRstab entspricht 20 um. B: In A beschriebene Zellen wurden mit dem
Imagel particle counting tool analysiert. Die Darstellung zeigt die durchschnittliche Anzahl quantifizierter
Strukturen normiert auf KoMO DMSO +/- Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten mit 15
Zellen pro Kondition. P-Werte sind 0,00409 (KoMO DMSO-PMA) und 0,00912 (PMA KoMO-E29MO).

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.3 und 3.4 bringen eine héhere Sekretionseffizienz in aktivierten
T-Zellen in Zusammenhang mit einer einhergehenden Zunahme von COPII-Vesikeln, die
wiederum von der Zunahme der Sec16 E29-Isoform abhéangig ist (Abb. 3.15).

Um diese Ergebnisse miteinander zu verkniipfen, wurde ein Exportassay in aktivierten T-Zellen
mit SpleiR-manipulierenden Morpholinos durchgefiihrt. Dazu wurden Jsl1 Zellen mit
Morpholinos transfiziert, um eine Exklusion von Sec16 E29 zu induzieren. 48 Stunden spater
wurden sie mit dem modifizierten ts045-FLAGint-VSVG-GFP Expressionsplasmid transfiziert
und mit PMA stimuliert. Nach 36 Stunden wurden diese Zellen einem 40°C Hitzeschock uber
Nacht ausgesetzt und schlieSlich 0 und 90 min nach Inkubation bei 32°C via FACS analysiert
(Abb. 3.16).
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Abbildung 3. 16 Quantifizierung des ER-Exports in Jsl1 Zellen nach FLAG-Oberflachenfarbung mittels FACS. Die
Darstellung zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil VSVG-GFP exprimierender Zellen mit positiver
Oberflachenfirbung +/- Standardabweichung aus drei unabhdngigen Experimenten. P = 0,004 und 0,048.

Die Analyse der mit Kontrollmorpholino (KoMo) transfizierten Zellen zeigte den bereits zuvor
beobachteten signifikanten Anstieg der Exporteffizienz nach Stimulation, wahrend die
Exporteffizienz E29MO transfizierter Zellen 90 min nach Hitzeschock auf dem Niveau
unstimulierter Zellen lag.

Somit konnte gezeigt werden, dass eine COPIl vermittelte hohere Exporteffizienz in aktivierten

T-Zellen in direktem Zusammenhang mit alternativem Sec16-SpleiSen steht.

3.5 Sec16 Exon 29 reguliert die Effizienz des anterograden Proteintransports

Nachdem eine funktionelle Bedeutung der Secl6 E29-Isoform spezifisch fir den
sekretorischen Apparat aktivierter T-Zellen gezeigt werden konnte, wurde diese Funktion in
einem allgemeineren Kontext studiert. Dies geschah unter Verwendung des etablierten Hela-
Zellkultursystems. Dazu wurde zundchst die Expression der in Jsl1 T-Zellen anfanglich
beschriebenen vier alternativen SpleiR-Isoformen untersucht und bestatigt (Abb. 3.17 A).

Fiir den Fortgang weiterer Experimente wurde die Funktionalitdt des Sec16 E29 Morpholinos
in Hela Zellen getestet. Die Transfektion dieses Oligonukleotids fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der E29-Isoform (Abb. 3.17 A), sowie einer Abnahme der VL-Isoform (nicht gezeigt).
Eine Angabe zur Anzahl quantifizierter Strukturen in HelLa Zellen nach Morpholinotransfektion

befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Tabelle 6).
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Abbildung 3. 17 Manipulation von Secl6 SpleiBen beeinflusst den anterograden Proteintransport in Hela
Zellen. A: Sec16 E29MO ist funktionell in Hela Zellen. Zu sehen ist eine reprasentative radioaktive RT-PCR in MO
behandelten Hela Zellen sowie, eine Quantifizierung von vier unabhangigen Experimenten. Die Darstellung zeigt
den durchschnittlichen prozentualen Anteil der E29 Isoform von gesamt Sec16 +/- Standardabweichung. B: Sec16
E29 transfizierte Hela Zellen weisen eine reduzierte Anzahl an COPII Vesikeln und eine konstante Anzahl von
ERES auf. Reprasentative Immunfluoreszenzbilder MO behandelter Hela Zellen mit Farbung von Sec16 (in der
Uberlagerung rot) und Sec31 (in der Uberlagerung griin). Der MaRstab entspricht 20 um. C: Quantifizierung in B
dargestellter Zellen mit Imagel. Die Darstellung zeigt die durchschnittliche Anzahl gezahlter Strukturen +/-
Standardabweichung normiert auf KoMO. P = 0,037.

Hela Zellen mit auf diese Weise manipuliertem Splei3-Muster wurden weiteren funktionellen
Untersuchungen unterzogen. Zunachst wurden die Lokalisation und die Anzahl von ERES und
COPII-Vesikeln in einem fluoreszenzmikroskopischen Ansatz untersucht. Die Visualisierung
erfolgte mittels Immunfarbung unter Verwendung der Sec16 und Sec31 Antikorper. ERES und
COPII-Vesikel waren in Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen (Watson et al, 2006) in
punktartigen Strukturen im Zytoplasma organisiert, die sich an jeweils einer Stelle in Nahe des
Zellkerns konzentrierten (Abb. 3.17 B). Die Uberlagerung der entsprechenden
Fluoreszenzbilder lasst dabei eine teilweise, aber nicht vollstandige, Colokalisation der beiden
gefarbten Strukturen beobachten, wie die VergrolRerung zeigt. Nach Transfektion mit dem
E29MO zeigte sich fiir die Verteilung und die Anzahl der ERES kein Unterschied im Vergleich
zu Kontrollzellen, wahrend die Anzahl der COPII-Vesikel signifikant reduziert war (Abb. 3.17 B
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und C). Diese durch E29MO Behandlung induzierte Reduktion ist vergleichbar mit dem Effekt
eines siRNA knockdown von Gesamt-Sec16 (Farhan et al, 2008; Tillmann et al, 2015).

Um zu zeigen, dass die durch veranderte Secl6-Isoformexpression bedingte Reduktion der
COPII-Vesikel die Funktionalitat des Proteintransports beeinflusst, wurden Exportassays mit
MO behandelten Hela Zellen durchgefiihrt. Die Transfektion mit dem Reporterkonstrukt
erfolgte 48 Stunden nach MO Behandlung, um die manipulierte Anderung der
Isoformexpression auf Proteinebene zu gewahrleisten. Nach einem Hitzeschock von 40°C Giber
Nacht wurden die Zellen mit Cycloheximid (CHX) behandelt und fir die entsprechenden
Zeitpunkte bei 32°C inkubiert. Die Bewertung des Sekretionsniveaus erfolge
fluoreszenzmikroskopisch basierend auf der Lokalisation des Reporters. Dabei wurde
zwischen drei Stadien unterschieden: Der Lokalisation des Reporters im ER, dem Golgi-
Apparat und in post-Golgi-strukturen. Unterstiitzt wurden diese Kriterien durch Cofarbungen
des ERs, mittels Coexpression des dsRed-KDEL Fusionsproteins, und des Golgi-Apparates

durch Farbung mit dem cis-Golgi-Marker GM130 (Abb. 3.18).
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Abbildung 3. 18 Einfluss des Sec16 E29MO auf die Effizienz des ER-Exports in HelLa Zellen. Reprasentative
Immunfluoreszenzbilder verschiedener Zeitpunkte nach 40°C tiber Nacht Hitzeschock. Fiir den Zeitpunkt 0 min
ist das ER gefarbt (rot), fur die Zeitpunkte 45 und 90 min wurde der Golgi-Apparat gefarbt (rot). Der MaRstab
entspricht 20 um.

In drei unabhangigen Experimenten wurden mindestens 50 Zellen pro Bedingung analysiert.
Dabei zeigte sich, dass die Regeneration des sekretorischen Apparates nach Hitzeschock in
E29MO behandelten Zellen im Vergleich zu KoMO behandelten Zellen deutlich langsamer
verlief (Abb. 3.19).
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Abbildung 3. 19 Sec16 E29MO vermindert die anterograde Transport-Effizienz in HelLa Zellen. Die Darstellung
zeigt die Quantifizierung eines VSVG-GFP basierten Exportassays in MO behandelten Hela Zellen zu drei
Zeitpunkten nach Hitzeschock hinsichtlich der Lokalisation des Reporters. Zu sehen ist der durchschnittliche
prozentuale Anteil des Reporters in den angegebenen Kompartimenten aus drei unabhangigen Experimenten. P-
Werte sind 0,016 fiir VSVG im Golgi nach 45 min und 0,024 fiir VSVG in post-Golgi Strukturen nach 90 min bei
32°C.

Unmittelbar nach Hitzeschock zeigten tiber 90 % beider Zellpopulationen eine Lokalisation des
Reporters im ER. Nach 45 min bei 32°C war bereits ein deutlicher Unterschied zu sehen.
E29MO behandelte Zellen zeigten eine Lokalisation des Reporters zu annahernd gleichen
Teilen im ER und Golgi-Apparat, wahrend in den Kontrollzellen deutlich mehr Zellen eine
Lokalisation des Reporters im Golgi-Apparat aufwiesen. Und auch nach 90 min war der Anteil
der Zellen, die eine Lokalisation des Reporters in post-Golgi-Strukturen zeigten, in den
Kontrollzellen hoher. Eine Tabelle mit exakten Prozentangaben inklusive Standartabweichung
befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Tabelle 7).

Eine Verminderung der Secl16 E29-Isoform fiihrte also zur Reduktion der COPII-Vesikel und

einem verringerten Sekretionsfluss in Hela Zellen.

3.6 Sec16 SpleiB-Isoformen zeigen ein differentielles Interaktionsmuster mit anderen COPII-
Proteinen

Die bislang geschilderten Ergebnisse beschreiben die Funktionalitat der Sec16 E29-Isoform in
der Anpassung des friihen anterograden Transportweges an das erhohte Cargo-Aufkommen
wahrend der T-Zell Aktivierung. In weiteren Experimenten sollte eine mechanistische

Grundlage gefunden und charakterisiert werden.

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bereits bekannt, dass die C-Terminale Domane von Sec16
mit anderen COPII-Proteinen wie Sec12 und Sec23 interagiert (Bhattacharyya & Glick, 2007;
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Montegna et al, 2012). Zusatzlich konnte in Drosophila eine weitere Interaktion von Sec16 mit
der kleinen GTPase Sarl beobachtet werden, deren Bindedomane jedoch noch unbekannt ist
(Ilvan et al, 2008). Aus dieser Arbeit ist nicht ersichtlich, ob es sich bei der beschriebenen
Interaktion um SarlA oder SarlB handelt. Diese beiden Paraloge sind in ihrer
Aminosauresequenz zu 90% identisch und ihre moglicherweise unterschiedliche Funktion im
sekretorischen Apparat noch nicht véllig geklart, weshalb in diesem Experiment mit Sar1A als
auch SarlB gearbeitet wurde. Mit diesen Informationen als Grundlage, wurde das
Interaktionspotential der vier alternativen Sec16-CTDs mit den anfangs beschriebenen COPII-
Proteinen in Coimmunoprazipitations-Studien untersucht. Dazu wurden Fusionskonstrukte
der vier alternativen Sec16-CTDs mit C-Terminalem FLAG-Peptid und den COPII-Proteinen mit
C-Terminalem GFP generiert. Hek293 Zellen wurden mit den Konstrukten zwei potentieller
Interaktionspartner cotransfiziert und 48 Stunden spater in einer FLAG-Immunoprazipitation
(IP) analysiert. Als Negativkontrolle wurden GFP-Fusionskonstrukte zusammen mit einem
FLAG-Leervektor cotransfiziert. Lysate wurden mit aFLAG-gekoppelten Partikeln inkubiert und

das Prazipitat im Western Blot analysiert (Abb. 3.20).

+SarlA-GFP +Sar1B-GFP +Sec12-GFP +Sec23-GFP

o N0 o o N0 o B .o |Sec1sCTD-
RAIQP T IV F IVOFTE IO & ¢ IFLAG

Input

FLAG-

Abbildung 3. 20 Alternative Secl6 Isoformen interagieren differentiell mit anderen COPIl Proteinen.
Coimmunoprazipitationen der alternativen Secl6-CTDs mit SarlA, SarlB, Secl2 und Sec23 zeigen
unterschiedliche Interaktionsmuster. Hek293 Zellen wurden mit den entsprechenden Fusionskonstrukten
cotransfiziert. FLAG-Prazipitate wurden im Western Blot unter Verwendung von aFLAG und aGFP Antikorpern
analysiert. Die obere Halfte zeigt jeweils 5 % des in der IP eingesetzten Gesamtzellextrakts, die untere Halfte die
FLAG-Prazipitate. - markiert das coprazipitierte Protein, * markiert die schwere Kette des Antikorpers. Die
Darstellung zeigt reprasentative Western Blots unabhangiger Experimente (N > 3).
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5 % des in der Prazipitation eingesetzten Gesamtzellextrakts wurden auf GleichmaRigkeit
Uberprift (obere Halfte, ,Input”) und die Coprazipitation der GFP-Fusionsproteine mittels
GFP-Antikorper nachgewiesen (untere Halfte, ,FLAG-IP“). Dabei konnte ein differentielles
Interaktionsmuster der alternativen Secl6-CTDs mit den eingesetzten COPII-Proteinen
beobachtet werden. VL und E30-Isoform zeigten eine deutliche Interaktion mit Sar1A und
SarlB. Ein Modell, das auf in vitro Studien basiert, schldagt eine unterschiedlich starke
Interaktion der Sarl Paraloge mit dem &dufReren Hillkomplex vor, wodurch die GrofRe von
COPII-Vesikeln beeinflusst werden kann (Fromme et al, 2008). Eine Aussage Uber die Starke
der hier demonstrierten Interaktionen der Sec16-CTDs mit SarlA und SarlB kann anhand
dieser Western Blots jedoch nicht getroffen werden und misste in einer quantitativeren
Methode untersucht werden. Sec12 zeigte die starkste Interaktion mit der VL-Isoform, die
beide alternativen Exons enthalt. Sec23 hingegen liel§ als einziger getesteter Kandidat, neben
der VL-Isoform, eine vergleichbar starke Interaktion mit der E29-Isoform beobachten. Die
Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, dass die durch die Exons 29 und 30 kodierten Bereiche
die Interaktion der Sec16-CTDs mit den COPII-Proteinen beeinflussen. E30 ist essentiell fir
eine Interaktion mit Sarl, E29 fiir eine Interaktion mit Sec23. Die alternative In- und Exklusion
dieser definierten Bereiche verandert das Interaktionspotenzial der Sec16-CTD.

Da Sec23, neben der Interaktion mit der VL-Isoform, als einziger der untersuchten Kandidaten
eine solide Interaktion mit der E29-Isoform zeigte, sollte diese Interaktion auf eine biologische
Relevanz untersucht werden. Dazu wurde Sec23 als CFP-Fusionsprotein zusammen mit Sec16
E29-CTD-GFP in Hela Zellen coexprimiert und der Einfluss auf die Integritat des Golgi-
Apparates untersucht. In einem Kontrollexperiment wurde zunachst der Einfluss der
Expression von Sec23 allein untersucht. Dabei konnte kein negativer oder positiver Effekt auf
die Golgi-Morphologie beobachtet werden (Abb. 21 A).

Wahrend die Expression von Secl16 E29-CTD-GFP allein den Golgi-Apparat zerstorte, konnte
dieser Effekt durch die Coexpression von Sec23-CFP deutlich revidiert werden (Abb. 21 B und
C). Moglicherweise interagiert die Uberexprimierte Sec16-E29-CTD mit endogenem Sec23,
was dadurch dem Transportsystem nicht mehr zur Verfligung steht und den Proteintransport
negativ beeinflusst. Die Coexpression des Interaktionspartners kann diesen Effekt

kompensieren.
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Abbildung 3. 21 Coexpression von Sec23 mit der Sec16-E29-CTD revidiert den negativen Effekt auf die Golgi-
Morphologie. A: Expression von Sec23-CFP hat keinen Einfluss auf die Golgi-Morphologie. Reprdsentative
Aufnahmen von Hela Zellen, die Sec23-CFP exprimieren (blau). Der Golgi wurde unter Verwendung des cis-Golgi-
Markers GM130 (rot) visualisiert. B: Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von Hela Zellen, die Sec16-E29-
CTD-GFP mit Sec23-CFP coexprimieren (obere Bildreihe), oder Sec16-E29-CTD-GFP allein (untere Bildreihe). Der
Golgi wurde durch Verwendung des cis-Golgi Markers GM130 visualisiert. Der MaRstab entspricht 20 um. C: In B
beschriebene Zellen wurden in drei unabhangigen Experimenten mit durchschnittlich 120 Zellen pro Kondition
auf ihre Golgi-Struktur untersucht und mit den Ergebnissen aus Abb. 3.8 verglichen. Die Darstellung zeigt den
durchschnittlichen prozentualen Anteil GFP-positiver Zellen mit intakter Golgi-Struktur. p = 1,4 x 10,

Diese Beobachtung unterstreicht die bereits beschriebene Rolle der E29-Isoform in der
Regulation des friihen anterograden Transports, fir die eine Interaktion mit Sec23 von

zusatzlicher Bedeutung zu sein scheint.

3.7 Secl6 E29 hat eine regulatorische Funktion im sekretorischen Apparat humaner
primarer T-Zellen

Um die Bedeutung der Sec16-E29 Isoform weiter zu unterstreichen, wurde ihre Funktionalitat
in einem physiologisch relevanten Kontext untersucht. Dazu wurde mit humanen Primarzellen
gearbeitet. Aus humanem Blut Iasst sich mittels Dichtegradientenzentrifugation eine Fraktion

mononukledrer Zellen aufreinigen, fortlaufend PBMCs (engl. peripheral blood mononuclear
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cells) genannt, die zu einem GroRteil aus T-Zellen besteht. Auf diese Weise gewonnene Zellen
wurden mit den physiologisch relevanten Stimuli aCD3 und aCD28 behandelt und einer
Analyse des Sec16 SpleiR-Musters unterzogen. Hierbei fiel zundchst auf, dass nicht in allen
Proben verschiedener Spender die E30-Isoform nachgewiesen werden konnte, weshalb sie in
den folgenden Quantifizierungen nicht berlicksichtigt wurde. Fir die VL und E29-Isoform
konnte eine signifikante Zunahme 48 Stunden nach Stimulation mit aCD3 als auch aCD3
zusammen mit aCD28 nachgewiesen werden (Abb. 3.22), wahrend die Exklusions-lsoform

deutlich abnahm.
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Abbildung 3. 22 Alternatives Sec16 Spleien hat eine funktionelle Relevanz in humanen Primarzellen. A: Sec16
wird nach Aktivierung primarer humaner PBMCs alternativ gespleit. Reprasentative radioaktive Spleil-sensitive
RT-PCR humaner PBMCs 48 Stunden nach Stimulation mit 1pug aCD3 allein oder zusammen mit 1ug aCD28. B:
Die Quantifizierung zeigt den durchschnittlichen prozentualen Anteil der alternativen Secl6 Isoformen im
Vergleich zu Gesamt Sec16 aus den Proben von vier unabhéngigen Spendern +/- Standardabweichung. Gezeigt
sind hier drei der vier Isoformen, da die E30 Isoform nicht in allen primaren Proben nachzuweisen war. P-Werte
sind fiir CD3: 0,002 (VL); 0,006 (E29); 0,003 (Exkl.); fiir CD3/28 0,003 (VL); 0,002 (E29), 8,7x 10* (ExkL.).

Um die Exklusion von Exon 29 in Primarzellen zu induzieren, wurden diese mit einer
modifizierten Form des Morpholinos, genannt vivoMorpholino, behandelt. Diese antisense-
Oligonukleotide entsprechen in Sequenz und Aufbau den bereits beschriebenen Morpholinos,
sind jedoch zusatzlich mit einem Arginin-reichen Peptid fusioniert, welches eine Penetration
der Zellmembran erméglicht. Durch Behandlung der Primérzellen mit dem E29 vivoMO konnte

eine Reduktion der E29-Isoform erzielt werden (Abb. 3.23 A).
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Abbildung 3. 23 Sec16 E29 vivoMO manipuliert das SpleiB-Muster primdrer Zellen. A: Radioaktive Spleil3-
sensitive RT-PCR mit vivo-MO transfizierten PBMC Zellen. B: Sec16 SpleiRen beeinflusst die IL2 Sekretion in
priméaren Zellen. PBMCs wurden mit vivoMO transfiziert und mit aCD3/aCD28 fiir die angegebenen Zeitpunkte
stimuliert. 1.2 wurde im Uberstand dieser Zellen mittels ELISA bestimmt. Die Messwerte sind auf den Wert
unstimulierter Zellen normiert und zeigen die durchschnittliche IL2-Sekretion aus vier unabhédngigen
Experimenten mit jeweils zwei unabhangigen Stimulationen +/- Standardabweichung. P-Werte sind 0,009 und
0,031. C: In B beschriebene Zellen wurden fiir 40 min vor Zellernte mit BFA behandelt und anschlieRend lysiert.
IL2 wurde wie in B beschrieben bestimmt. Die Darstellung zeigt die durchschnittliche IL2 Menge in E29MO
transfizierten Zellen relativ zu KoMO transfizierten Zellen +/- Standardabweichung aus vier unabhéangigen
Experimenten.

Derart modifizierte Zellen wurden im Weiteren auf Veranderungen im Sekretionsapparat
untersucht, indem die Sekretion von Interleukin 2 (IL2) im Zelliiberstand via ELISA gemessen
wurde. IL2 wird friih nach der Aktivierung iber den T-Zell Rezeptor verstarkt von CD4* und
CD8* Zellen produziert und sekretiert, und ist deshalb ein geeignetes Effektormolekiil, um
Proteinsekretion wahrend der T-Zell Aktivierung zu messen. PBMCs wurden mit vivoMOs
behandelt und anschlieBend mit aCD3 und aCD28 stimuliert. Zu drei unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden Proben aus dem Uberstand der Zellen genommen und anschlieBend in
einem |L2-sandwitch-ELISA analysiert. Wahrend in den Kontrollzellen ein kontinuierlicher
Anstieg von sekretiertem IL2 im Uberstand nachgewiesen wurde, war der Anstieg der IL2
Konzentration zu allen Zeitpunkten nach Stimulation in E29 vivoMO behandelten Zellen
signifikant geringer (Abb. 3.23 B). Um zu zeigen, dass es sich bei den beobachteten Effekten
tatsachlich um einen Defekt in der Sekretionsmaschinerie handelt, wurde der Gesamtgehalt
von IL2 zu denselben oben genannten Bedingungen bestimmt. Allerdings wurden die Zellen in
diesem Versuch 40 min vor der Zellernte mit Brefeldin A (BFA) behandelt, um die Sekretion zu

stoppen und den Gesamt-IL2-Gehalt besser bestimmen zu kénnen. Hierbei war zu allen
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analysierten Zeitpunkten kein Unterschied im IL2 Gesamtgehalt von KoMO und E29MO
behandelten Zellen zu sehen (Abb. 3.23 B).
Dieses Ergebnis zeigt den Einfluss von Secl16-SpleiBen auf die Sekretion eines endogenen

Effektormolekils im Primarzellsystem nach einer physiologisch relevanten Stimulation.

3.8 Deletion von Secl6 Exon 29 fiihrt zu Defekten in der COPIlI Vesikelbildung und im
anterograden Transport

Um die Bedeutung von Sec16 E29 fiir den sekretorischen Apparat in einem weitreichenderen
Modell global untersuchen zu kénnen, wurde mit Secl6 E29-deletierten Hek293 Zellen
gearbeitet. Die Generierung dieser Zell-Linie erfolgte von Frau Dr. Regina Kanski in der AG
Heyd, und wurde fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Die Deletion von E29 erfolgte unter
Verwendung des Crispr/Cas9-Sytems. Dies ist ein aus Prokaryoten stammendes
Abwehrsystem gegen bakteriophage DNA, und wird in der Molekularbiologie genutzt, um
gezielt genomische DNA zu modifizieren (Ran et al, 2013). Auf diese Weise konnten
Doppelstrangbriiche in Intron 28 und 29 im genomischen Lokus von Sec16 induziert, und Exon
29 deletiert werden (Abb. 3.24 A). Die erfolgreiche Deletion von Exon 29 wurde durch PCR auf
genomischer Ebene, RT-PCR auf RNA Ebene (Abb. 3.24 B), sowie durch Sequenzierung der
PCR-Produkte bestatigt. Durch den Verlust von E29 werden statt der Ublichen vier Isoformen
die beiden Isoformen exprimiert, die E29 nicht enthalten, die E30- und Exklusions-Isoform.
Diese veranderte Isoformexpression hat keinen nachweislichen Effekt auf den
Gesamtproteingehalt von Sec16, wie durch Western Blot Analyse von Gesamtzellextrakten

aus WT und AE29 Hek293 Zellen gezeigt werden konnte (Abb. 3.24 C).
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Abbildung 3. 24 Etablierung einer E29-deletierten Zell-Linie. A: Schematische Darstellung des CRISPR/Cas9-
Verfahrens. Die Cas9 Nuklease wurde durch single guide RNAs (sgRNAs) zu Sequenzen im Intron 5 (griin) und 3°
(violett) von Sec16 E29 gefiihrt. Die durch die Deletion des Exons verdnderte genomische Sequenz wurde durch
Sequenzierung des PCR-Produktes ermittelt. Die rote Box markiert die PAM-Sequenz. (engl. protospacer adjacent
motif) B: Verifizierung der E29 Deletion in Hek293 Zellen mittels CRISPR/Cas9 auf genomischer (PCR links) und
RNA Ebene (RT-PCR rechts). C: Sec16 Western Blot von 20 ug Gesamtzellextrakt aus WT und AE29 Hek293 Zellen
zeigt keinen Unterschied auf der Gesamtprotein Ebene. hnRNPL diente als Ladekontrolle.

Nachdem in AE29 Zellen kein Unterschied im Gesamtproteingehalt von Secl6 beobachtet
werden konnte, wurde die zellulire Lokalisation, sowie die Anzahl der ERES
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Nach Farbung von endogenem Secl16 und Auswertung
entsprechender mikroskopischer Aufnahmen, war in der Lokalisation von Secl6 und der
Anzahl der ERERS kein Unterschied im Vergleich von WT und AE29 Hek293 Zellen ersichtlich
(Abb. 3.25).
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Abbildung 3. 25 Deletion von E29 hat keinen Einfluss auf Lokalisation und Anzahl der ERES in Hek293 Zellen.
WT und AE29 Hek293 Zellen wurden fixiert und endogenes Sec16 gefarbt. Der MaRstab entspricht 20 pm.

Fur Jsl1 und Hela Zellen konnte bereits demonstriert werden, dass eine erhdhte Exklusion von
Secl6 E29 mit einer Reduktion von COPIl Vesikeln bei konstant bleibender ERES Anzahl
verbunden ist (Abb. 3.15 und 3.17). Deshalb wurden neben den oben beschriebenen ERES
auch COPII-Vesikel auf Anzahl und Lokalisation untersucht. In WT Hek293 Zellen waren nach
Sec31-Farbung punktartige, im Zytoplasma verteilte, Strukturen zu beobachten, die sich nahe
des Zellkerns konzentrierten. In AE29 Hek293 Zellen waren diese punktartigen Strukturen
weniger stark in der Zellperipherie zu finden, und auch die kernnahe Struktur erschien
kompakter. Quantifizierung endogener Sec31-Farbungen in drei unabhangigen Experimenten
bekraftigen diese Beobachtungen. Sie zeigt eine erhebliche Reduktion der COPII-Vesikel in
AE29 Hek293 Zellen im Vergleich zum WT (Abb. 3.26 A und B). Die Anzahl quantifizierter

Vesikel ist im Anhang dieser Arbeit zu finden (Tabelle 8).
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Abbildung 3. 26 Secl6 E29 ist essentiell fiir die Bildung von COPIl Vesikeln und den anterograden
Proteintransport in Hek293 Zellen. A: Deletion von Secl6 E29 reduziert die Anzahl von COPIl Vesikeln.
Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von WT und AE29 Hek293 Zellen mit Sec31-Farbung (in der
Uberlagerung griin). Der MaRstab entspricht 20 um. B: In A beschriebene Zellen wurden mit ImageJ quantifiziert.
Die Darstellung zeigt die durchschnittliche Anzahl von COPII-Vesikeln normiert auf den WT +/-
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten und n = 30. P = 0,002. C: Sec16 E29 Deletion fiihrt zu
Defekten im anterograden Transportweg. Exportassay in WT und AE29 Hek293 Zellen unter Verwendung von
EndoHf (siehe Methoden). VSVG-GFP wurde durch Verwendung des aGFP-Antikérpers nachgewiesen, hnRNPL
diente als Ladekontrolle. R = resistent gegeniiber EndoHf, S = Sensitiv gegenlber EndoHf. D: Quantifizierung vier
unabhangiger in C dargestellter Experimente. P-Werte: 0,47; 0,03 und 0,0015. E: Der Verlust von Sec16 E29 fuhrt
zu einer reduzierten Proteinsekretion. FACS basierter Exportassay in WT und AE29 Hek293 Zellen unter
Verwendung einer VSVG-GFP Variante mit internem FLAG-Peptid als Oberflaichenmarker. Die Darstellung zeigt
den durchschnittlichen prozentualen Anteil VSVG exprimierender Zellen mit positiver Oberflichenfarbung +/-
Standardabweichung aus drei unterschiedlichen Experimenten zu zwei Zeitpunkten. P = 1,4 x 10,

Eine funktionelle Untersuchung der E29-deletierten Zellen sollte mit dem bereits
beschriebenen VSVG basierten Exportassay unter fluoreszenzmikroskopischer Auswertung
erfolgen. Diese Herangehensweise erwies sich jedoch als ungeeignet, da die mutante Zell-Linie
nach 40°C Hitzeschock eine erheblich reduzierte Adharenz aufwies, was die Anfertigung
fluoreszenzmikroskopischer Praparate in ausreichender Quantitat nicht zulie. Aus diesem
Grund wurde der Exportassay unter Verwendung einer alternativen Methode, dem EndoH-
Assay, ausgewertet. Der Versuch wurde nach bekanntem Protokoll durchgefiihrt und
transfizierte Hek293 Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach 40°C (ber Nacht

Hitzeschock geerntet, lysiert und mit der Endoglykosidase EndoHs inkubiert. Diese Methode
68



3. Ergebnisse

wird in der Molekularbiologie verwendet, um die Modifikation eines Proteins mit
Zuckerresten zu bestimmen und anhand dieser Aussagen liber den Grad der Translokation
innerhalb des sekretorischen Apparates treffen zu konnen. Das VSVG-Reporterprotein ist ein
Hillprotein des vesikularen Stomatitis Virus und wird nach Synthese im ER zur Zelloberflache
transportiert. Proteine, die nach Synthese zu ihrem Wirkungsort gelangen miuissen, erhalten
im ER eine posttranslationale Modifikation mit Zuckerresten, die im Golgi-Apparat weiter
prozessiert wird. Bis zu diesem Zeitpunkt sind die Zuckerreste sensitiv gegeniber der
Endoglykosidase EndoH:, welche unprozessierte, Mannose-reiche Oligosaccharide spalten
kann. Dies fiihrt zu einer Veranderung der Masse, die man im Western Blot detektieren kann:
Nicht prozessierte Proteine im ER sind EndoH-sensitiv; prozessierte Proteine im Golgi-Apparat
und post-Golgistrukturen sind EndoH-resistent und laufen deshalb im Western Blot nach
EndoH-Verdau oberhalb der sensitiven Form. Die Durchfiihrung dieses Versuchs in WT und
AE29 Hek293 Zellen lieR eine reduzierte Sekretionseffizienz in E29-deletierten Hek293 Zellen
vermuten und konnte durch Quantifizierung entsprechender Western Blots bestatigt werden
(Abb. 3.26 D). Um dieses Ergebnis mit einer weiteren, quantitativen Methode zu untermauern,
wurde der Exportassay mit der bereits beschriebenen VSVG-Variante und einer FACS-
basierten Messung wiederholt. Das Ergebnis zeigte einen deutlich sichtbaren Defekt in der
Sekretionseffizienz in E29-deletierten Zellen. Nach 90 Minuten bei 32°C nach 40°C Gber Nacht
Hitzeschock war fir AE29 Hek293 Zellen der prozentuale Anteil VSVG-exprimierender Zellen
mit positiver Oberflachenfarbung signifikant reduziert (Abb. 26 E). Die AE29 Hek293 Zell-Linie
erwies sich als geeignetes Mittel, um die Bedeutung und Funktion der Sec16 E29-Isoform zu
studieren. Die bisher durch PMA Stimulation und Morpholino Behandlung herbeigefiihrten
Effekte auf die Vesikelformation und den Sekretionsfluss konnten in diesem Zell-System
erfolgreich reproduziert werden. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte bislang jedoch
nicht studiert werden. Bisherige Evidenzen schlagen eine effizientere Vesikelformation und
die Interaktion von Sec16-E29 mit Sec23 als mechanistisch bedeutend vor. Deshalb wurde das
AE29 Hek293 Modell-System in weiteren Experimenten auf Veranderungen in der COPII-
Maschinerie untersucht, um mehr Einblick in einen moéglichen Mechanismus zu gewinnen. Um
die Turnover-Rate von COPIlI-Komponenten im E29 freien Kontext zu bestimmen, wurden
deshalb FRAP (engl. fluorescence recovery after photobleaching) Experimente durchgefiihrt.
Dabei wird das zu untersuchende Protein, fusioniert an ein fluoreszierendes Protein, in Zellen

exprimiert und unter live cell Bedingungen analysiert. Eine ausgewahlte fluoreszierende

69



3. Ergebnisse

Region der Zelle wird unter hoher Laserintensitat geblichen, und die Zeit gemessen, in der das
Fluoreszenzsignal 50% der Ausgangsintensitat wiedererlangt. Diese Methode erlaubt es, die
Dynamik eines Proteins in einem gewissen Kontext zu untersuchen. Als Reprdsentant der
COPII-Maschinerie wurde Sec23 gewahlt, da dieses Protein eine exklusive Interaktion mit
Sec16 E29 der Sec16-CTD zeigte (Abb. 3.20). WT und AE29 Hek293 Zellen wurden mit einem
flr Sec23-GFP kodierenden Plasmid transfiziert und 24 Stunden spater analysiert. Sec23-GFP
lokalisierte in vesikuldaren Strukturen in der Nahe des Zellkerns. Diese Strukturen erschienen
etwas groRer als die endogen gefarbten Sec31 positiven COPII-Vesikel, was durch die
Uberexpression des Proteins verursacht werden kann. In den beschriebenen Messungen
wurde jeweils eine dieser Strukturen analysiert. Um die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitdt vor dem Bleichen zu bestimmen, wurden fiinf Bilder bei einer
Laserintensitat von 20 % aufgenommen. AnschlieBend wurde die zuvor ausgewadhlte Region
in der Zelle unter voller Laserintensitdt geblichen und in regelmafigen Abstanden weitere

rund 120 Aufnahmen getatigt (Abb. 3.27 A).
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Abbildung 3. 27 COPII Turnover ist reduziert in AE29 Zellen. WT und AE29 Hek293 Zellen wurden mit einem
Sec23-GFP Fusionskonstrukt transfiziert und der Sec23 Turnover mittels FRAP bestimmt. A: Reprdsentative
Fluoreszenzbilder zeigen Aufnahmen fiir den jeweiligen Zelltyp zu den angegebenen Zeitpunkten. B: FRAP-Kurve
(links unten) zeigt Unterschiede im Vergleich von WT (schwarz) und AE29 (rot) Hek293 Zellen. Die errechnete
Halbwertszeit zu Wiedererlangung der anfanglichen Fluoreszenzintensitat ist in AE29 Hek293 Zellen deutlich
erhoht (unten rechts). Die Ergebnisse stammen aus vier unabhangigen Experimenten mit n =15. P =0,0137.

Bereits die in der Abbildung dargestellten Aufnahmen der Sec23-GFP-Fluoreszenz lassen eine
langsamere COPII-Dynamik in E29-deletierten Zellen erahnen. Wahrend im WT die, durch den
Kreis markierte, vesikuldre Struktur bereits nach 60 Sekunden deutlich an
Fluoreszenzintensitat zuriickgewinnt, ist das fir die AE29 Mutante nicht der Fall. Der Vergleich

der FRAP-Kurve, die die gemessene Fluoreszenzintensitat normiert auf Intensitat vor Bleichen
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=1 und unmittelbar danach = 0 darstellt, zeigt ebenfalls einen Unterschied zwischen WT und
E29-deletierten Hek293 Zellen (Abb. 3.27 B). Aus diesen Werten |dsst sich eine Halbwertszeit
errechnen, die die Zeit widerspiegelt, die Sec23 in dem jeweiligen Zelltyp bendtigt, um auf 50
% der anfanglichen Fluoreszenzintensitat zurlickzukommen. Fiir den WT liegt diese Zeit bei
28,31 +/- 4 Sekunden und fir die Mutante bei 52,32 +/- 8 Sekunden. Dieses abschlieRende
Experiment unterstreicht noch einmal die wichtige Rolle von Sec16 E29 im COPIl vermittelten
anterograden Transport, und lasst vermuten, dass die Regulation in diesem Prozess Uber

Sec23 vermittelt wird.
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4. Diskussion

4.1 Alternatives SpleiRen und T-Zell Aktivierung

Der Prozess der T-Zell Aktivierung ist sehr dynamisch und gleichzeitig hoch reguliert. Sobald
eine naive T-Zelle auf ihr Antigen trifft, beginnen diverse Signalkaskaden die Funktionalitat der
Zelle zu verandern. Hierfir wichtig ist die einhergehende Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, deren Zielgene die Aspekte der T-Zell Aktivierung beeinflussen und
kontrollieren. Dazu zdhlen die Transkriptions-Faktoren der NFAT Familie (engl. nuclear factor
of activated T-cells), die die Transkription von Zytokinen wie zum Beispiel den Interleukinen
aktivieren (Muller & Rao, 2010), sowie der ubiquitdar vorkommende Transkriptionsfaktor NF-
kB (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells). NF-kB kann wahrend
der Immunantwort von Zytokinen aktiviert werden, und wiederum selbst die Transkription
zahlreicher Chemokine fordern (Hayden & Ghosh, 2011). Neben der Untersuchung von
Transkriptionsfaktoren als Regulatoren der Genexpression treten post-transkriptionelle
Aspekte immer mehr in den Fokus aktueller Studien. Alternatives Spleifen von pra-mRNA wird
in diesem Zusammenhang als weiterer Regulator der Genexpression diskutiert. Bereits zu
Beginn der 2000er Jahre wurde durch genomweite Analysen erkannt, dass der GroRteil aller
Proteinkodierender humaner Primartranskripte alternativ gespleil$t wird, und dass dies u.a. in
Zellen des Immunsystems gehduft auftritt (Johnson et al, 2003; Modrek et al, 2001). Dieses
Wissen konnte im Laufe der Jahre durch verbesserte Analysemethoden erweitert und
prazisiert werden (Barbosa-Morais et al, 2012; Martinez et al, 2012), sodass das regulatorische
Potenzial alternativen SpleiRens immer mehr an Beachtung findet. Wahrend neben diesem
regulatorischen Aspekt im Kontext der T-Zell Aktivierung das Wissen um die zugrunde
liegenden Mechanismen stetig wachst, ist Gber die funktionellen Konsequenzen alternativen
Spleillens weitaus weniger bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung alternativen SpleiRens in der T-Zell
Aktivierung am Beispiel von Sec16 zu untersuchen und zu belegen.

Zu Beginn konnte gezeigt werden, dass Exon 29 und 30 des Secl6 Gens mit der T-Zell
Aktivierung alternativ gespleiRt werden, was zu einer erhéhten Inklusion von Exon 29 fihrt
(Abb. 3.1). Dass es sich bei dieser signalinduzierten Verdnderung des SpleiR-Musters
tatsachlich um einen mit der T-Zell Aktivierung spezifisch regulierten Prozess handelt, konnte

in diversen Kontrollexperimenten demonstriert werden. Zum einen ist die Veranderung der
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Sec16 Isoformexpression nicht mit einer wahrend der Stimulation regulierten mRNA-Stabilitat
verbunden (Abb. 3.3), zum anderen konnte unter physiologischeren Bedingungen im
Primarzellsytem (PBMCs) ebenfalls eine Inklusion von Exon 29 induziert werden (Abb. 3.22).
Ferner ermoglicht die durch CHX-Experimente ermittelte Halbwertszeit von ca. zehn Stunden
in Jsl1 Zellen einen zeitnahen Austausch in die durch alternatives SpleiRen entstehenden
Protein-lsoformen.

In bislang unveroffentlichten Daten konnte in der AG Heyd gezeigt werden, dass sich das Sec16
SpleiB-Muster in verschiedenen Geweben der Maus unterschiedlich verhalt. Auch die diversen
COPII-Orthologe werden gewebsspezifisch exprimiert (Miller & Schekman, 2013). Wie wichtig
dies fiir die Entwicklung eines Organismus ist, zeigen beispielswiese die Mausmodelle fir
Sec24C, Sec23B und Sec23A, die meist mit einem friihen letalen Phanotyp verbunden sind
(Adams et al, 2014; Tao et al, 2012; Zhu et al, 2015). Die Kombination aus einer differenziellen
Expression der Sec-Proteine und alternativem SpleiRen hat ein hohes Potenzial, den
sekretorischen Apparat individuellen Anforderungen anzupassen.

Die Ergebnisse der Morpholino-Experimente und die Arbeit in AE29 Hek293 Zellen
berlicksichtig nicht, dass die durch E29MO Behandlung induzierte Exklusion und die Deletion
von E29 in 293Hek Zellen gleichzeitig zu einer Reduktion bzw. zum Verlust der VL-Isoform und
einer Zunahme der E30- und Exkl-lsoformen fiihren. Die durch Uberexpression der
alternativen Sec16-CTDs in Hela Zellen gewonnenen Erkenntnisse unterstiltzen allerdings die
These, dass der Verlust der E29-Isoform ausschlaggebend ist, da diese den starksten Einfluss
auf den COPIl-vermittelten Transport zeigte.

Alternatives SpleiBen kann zu einer differenziellen Isoformexpression mit Proteinen
verstarkter, schwacherer oder gar gegensatzlicher Funktionen resultieren. Beispielsweise
entsteht durch alternatives SpleiRen des SpleiRfaktors U2AF26 (engl. U2 auxiliary factor 26)
eine Veranderung im Leserahmen der mRNA, die zur Translation in die 3‘-UTR (engl.
untranslated region) und damit zu einem Protein mit Funktion in der circadianen Uhr fihrt
(Preussner et al, 2014). AulBerdem konnen Proteine entstehen, die dominant negativ
gegeniiber bereits vorhandenen Proteinen agieren, und somit biologische Prozesse
beeinflussen koénnen. Das kann im Kontext der Immunbiologie am Beispiel des
Transkriptionsfaktors FoxP3 illustriert werden. FoxP3 ist wichtig fir die Differenzierung und
Funktionalitdt von CD4* Zellen in regulatorische T-Zellen (Treg). Alternatives SpleiRen der

Exons zwei und sieben flihrt zu einer differenziellen Isoformexpression, deren Funktionen
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lange Zeit nicht bekannt waren. In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass IL-18
die Exklusion von Exon sieben stimuliert. Wahrend FoxP3-VL und FoxP3A2 wichtig fir die
repressiven Eigenschaften von Treg-Zellen sind, konnte mit der FoxP3A2A7-Isoform eine
weitere Funktion charakterisiert werden. Diese Isoform spielt eine bislang unbekannte Rolle
in der Differenzierung von Th17 Zellen (Mailer et al, 2015).

Die wahrend der T-Zell Aktivierung induzierte Inklusion von Secl6 E29 resultiert in einem
Protein, dass in seiner Funktionalitat insofern verandert ist, als das es in einem bislang
unbekannten Mechanismus eine hohere Sekretionseffizienz nach T-Zell Aktivierung
ermoglicht. Die biologische Funktionalitat dieser E29 Isoform soll im Folgenden diskutiert

werden.

4.2 Proteintransport in T-Zellen

Die Aktivierung einer T-Zelle fihrt unter anderem zur Synthese und Sekretion von
Effektormolekilen, die im Rahmen der Immunantwort bendtigt werden. Wie die aktivierte
Zelle jedoch diesem erhohten Sekretionsbedarf durch Anpassung der Proteintransport-
Maschinerie gerecht wird, ist bislang nur marginal untersucht. So ist bekannt, dass die
aktivierte T-Zelle durch eine Verlagerung des MTOC sowie Polarisierung von Aktinfilamenten
den sekretorischen Apparat in Richtung der immunologischen Synapse ausrichten kann
(Burkhardt et al, 2008; Kupfer et al, 1987). Dies erklart einen zielorientierten Transport, nicht
aber die Anpassung an eine héhere Transportlast.

Das Wissen Uber den sekretorischen Apparat in T-Zellen umfasst zu groRen Teilen den
Transport von Effektormolekiilen zwischen post-Golgi Kompartimenten und der
Plasmamembran. Ein gut studiertes Modellsystem ist das sekretorische Lysosom in CD8+
Zellen. Lysosomen sind im Allgemeinen durch Membranen vom Zytosol abgetrennte
Strukturen, deren inneres Milieu sich durch einen angesauerten pH-Wert auszeichnet. Diese
Strukturen sind an Recycle-Prozessen innerhalb einer Zelle beteiligt. Sekretorische Lysosomen
kommen in hematopoetischen Zell-Linien vor, wo sie zur regulierten Proteinsekretion fahig
sind (Blott & Griffiths, 2002). In CD8+ Zellen sind sekretorische Lysosomen maRgeblich am
Transport und der Sekretion zytotoxisch wirkender Molekiile zur immunologischen Synapse
beteiligt (Lettau et al, 2007). Uber die frithen initialen Schritte des Proteintransports in Zellen
des Immunsystems, die dieser finalen Sekretion vorangehen und sie erméglichen, ist jedoch

vergleichsweise wenig bekannt.
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Diese Arbeit demonstriert, wie sich der frihe sekretorische Apparat einer ansteigenden
Transportlast nach T-Zell Aktivierung anpasst. So konnte gezeigt werden, dass aktivierte T-
Zellen eine hohere Transporteffizienz im Vergleich zu ruhenden T-Zellen aufweisen (Abb. 3.9
und 3.10). Als Grundlage hierfiir wird eine Zunahme von COPII-Vesikeln vorgeschlagen, die
abhéngig von alternativem SpleiBen von Sec16 ist (Abb. 3.15). Ferner konnte gezeigt werden,
dass alternatives Sec16-Spleien die Sekretion von IL2 in primdren PBMCs beeinflusst (Abb.
3.23). Aus Studien in Hela Zellen ist bekannt, dass sich sowohl eine chronische als auch eine
akute Erhohung der Transportlast auf die Anzahl und Morphologie von ERES auswirkt (Farhan
et al, 2008). Demnach resultiert ein akuter Anstieg der Cargolast in gréBeren vesikuldren
Strukturen, wahrend eine chronisch hohe Cargolast gleichzeitig zu einem Anstieg als auch zur
GroéBenzunahme vesikuldrer Strukturen fuhrt. Diese Arbeit analysiert jedoch kein endogenes
Cargomolekiil, sondern beruht vielmehr auf Uberexpression des anterograden Cargomolekiils
GAT1 (engl. GABA transporter 1). AuRerdem wird in dieser Studie die Anpassung von ERES an
veranderte Cargolast untersucht, wahrend sich die hier vorliegende Arbeit mit COPII-Vesikeln
beschéftig. Ein Vergleich mit der genannten Studie ist insofern interessant, da COPII-Vesikel
aus ERES hervorgehen (Hughes et al, 2009). Definiert man die Sekretion von
Effektormolekilen wahrend der Immunantwort als chronische Cargolast, die zwar durch einen
akuten Stimulus ausgelost wird, aber Uber einen langeren Zeitpunkt ablauft, scheint die
Zunahme vesikularer Strukturen ein wichtiger gemeinsamer Punkt zu sein. Unterstltzend
kann hier ein mathematisches Modell herangezogen werden, das die Zunahme von ERES
durch erhohte Transportlast in Abhangigkeit des COPII-Expressionslevels und des COPII
Turnovers beschreibt (Heinzer et al, 2008). Eine Veranderung im Expressionslevel
verschiedener COPII-Proteine nach T-Zell Aktivierung konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
beobachtet werden (Abb. 3.13), sodass dieser Punkt der Modellierung hier vernachlassigt
werden kann.

Dieses Modell sagt aullerdem voraus, dass eine erhohte Sarl-GTPase-Aktivitat das Recycling
von COPII-Komponenten erhdht. Dabei wird zwischen einem freien zytosolischen und einem
membrangebundenen Pool von COPII-Proteinen unterschieden. Eine héhere Recycling-Rate
resultiert nach dem beschriebenen Modell in kleineren ERES und einem groéBeren
zytosolischen Pool an COPlI-Komponenten (Heinzer et al, 2008). Eine Analyse der VesikelgroRRe
und die Bestimmung des zytosolischen und membrangebundenen COPII-Protein Pools in

aktivierten T-Zellen kénnte die Anwendung des beschriebenen mathematischen Modells auf
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das T-Zell-Modell begriinden oder verwerfen. Ferner kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die Sarl-GTPase-Aktivitdt durch eine differenzielle Interaktion der Sec16-CTDs mit dem
GTPase-aktivierenden Faktor Sec23 beeinflusst wird. Die in aktivierten T-Zellen verstarkt
vorkommende Sec16-E29-CTD interagiert starker mit Sec23. Dadurch kann die Sarl-GTPase
Aktivitat erhoht werden, was einen hoheren COPII-Turnover zur Folge hat (siehe auch Abb.

4.1).

4.3 Physiologische Relevanz

Die Bedeutung eines funktionellen sekretorischen Apparates wird durch zahlreiche
Krankheitsbilder deutlich, die mit Mutationen in einem oder mehreren der Sec-Proteine
verbunden sind (Jensen & Schekman, 2011). SpleiR-Defekte sind hier bislang jedoch noch nicht
berlicksichtigt worden.

Dass alternatives Spleilen von Secl6 eine funktionelle Bedeutung in einem physiologisch
relevanten Kontext hat, konnte in Experimenten mit humanen Primarzellen gezeigt werden.
Dass eine Stimulation primarer CD4+ Zellen mit PHA alternatives Sec16 SpleiRen induzieren
kann, ist bereits bekannt (Martinez et al, 2012) und konnte in dieser Arbeit in einem analogen
System reproduziert werden (Abb. 3.22). Die funktionelle Bedeutung konnte am Beispiel der
IL2 Sekretion demonstriert werden (Abb. 3.23). Die Auswirkung der aktivierungsinduzierten
Inklusion von E29 auf die Sekretion eines endogenen Cargomolekiils wie IL2 verdeutlicht die
physiologische Relevanz von alternativem SpleiBen in Zellen des Immunsystems. Die
Untersuchung weiterer endogener Cargomolekiile und die Etablierung zusatzlicher
Exportassays, konnten diesen Aspekt weiter untermauern und eine mogliche Cargo-Spezifitat
beleuchten. Um umfassendere und weiterfilhrende Experimente betreiben zu konnen,
empfiehlt sich die Etablierung Secl16 E29 defizienter T-Zell-Linien. Durch Anwendung der
Crispr/Cas9-Methode konnten bereits AE29 293-Zell-Linien generiert und analysiert werden
(Abb. 3.24-27). Die Ubertragung dieses Systems auf Jsl1 Zellen blieb bislang jedoch ohne
Ergebnisse. Die transiente Transfektion dieser Zell-Linie ist im Vergleich zu anderen
etablierten Zell-Linien gering, was eine Selektion positiver Einzelklone erschwert. Die
Etablierung des Crispr/Cas9-Systems in Jsl1 Zellen durch Transduktion viral basierter Plasmide
konnte hier eine Moglichkeit darstellen, den Verlust von Exon 29 in einer relevanten T-Zell-

Linie zu untersuchen.
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Sec16 ist ein essentielles Gen, was bedeutet, dass ein Knockout letal ist. Dies konnte in Hefe
und im eukaryotischen Zellkultursystemen demonstriert werden (Blomen et al, 2015;
Connerly et al, 2005; Espenshade et al, 1995; Wang et al, 2015), und erklart weshalb bislang
kein Secl6-Mausmodell zur Verfligung steht. Ein Exon spezifischer Knockout ware eine
Alternative, um die Auswirkungen eines Verlusts von Sec16-E29 in Zellen des Immunsystems
zu untersuchen. Die Sequenz von Secl6 ist zwischen Maus und Mensch gut konserviert und
ein alternatives Gewebe-spezifisches SpleiR-Muster der Exons 29 und 30 und zusatzlich auch
31 konnten bereits in der Maus beobachtet werden (unveroffentlichte Daten). Die
Anwendung des Crispr/Cas9-Systems im Mausmodell, bietet eine spannende Maglichkeit die

prazise Rolle der Sec16-Spleild Isoformen zu untersuchen.

4.4 Rolle von Sec16 im anterograden Transportweg

Dass Sec16 essentiell flir einen funktionellen Sekretionsapparat ist, ist aus mehreren Arbeiten
bekannt, wahrend seine konkrete Funktion hingegen weiterhin umstritten ist: Zum einen wird
Secl16 als eine Art Plattform beschrieben, die an ERES lokalisiert und in einem regulierten
Ablauf COPII-Proteine zur Vesikelformation rekrutiert (Barlowe & Miller, 2013; Budnik &
Stephens, 2009). Zum anderen wird Sec16 als negativer Regulator des Sarl GTPase-Zyklus
diskutiert (Bharucha et al, 2013; Supek et al, 2002). Neuere Arbeiten bringen gar beide
Funktionen in Zusammenhang: Zum einen wird die negative regulatorische Eigenschaft von
Secl6é auf die GTPase-Aktivitdit von Sarl als evolutionsgeschichtlich urspriinglicher
angenommen, da diese Eigenschaften in Hefemodellen beobachtet wurden. Und zum
anderen wird die rekrutierende Funktion als eine zusatzlich erworbene Eigenschaft héherer
Eukaryotischen darstellt (Sprangers & Rabouille, 2015).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit schlieffen keines der beiden Modelle explizit aus.
Vielmehr wird durch die funktionelle Charakterisierung der alternativen Secl6 Spleil3-
Isoformen eine weitere mogliche Form der Regulation des sekretorischen Apparats in
Anpassung an veranderte externe Stimuli beschrieben.

Das Sec16 SpleiR-Muster andert sich mit der T-Zell Aktivierung und die daraus resultierenden
Isoformen zeigen eine differentielle Funktionalitdat im friihen sekretorischen Apparat. Das
unterschiedliche Interaktionspotenzial der alternativen Sec16-CTDs unterstitzt sowohl das
Modell einer COPII-Rekrutierungs-Plattform, als auch das Modell des negativen Sarl-

Regulators. Eine starkere Interaktion mit Sec23 kann zur Rekrutierung weiterer Komponenten
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der Vesikelhille fihren, die wiederum die GTPase-aktivierende Funktion von Sec23 starken.
Eine daraus verdanderte GTPase-Aktivitdat von Sarl kann wiederum den Prozess der
Vesikelformation und -—abschnlirung beschleunigen oder verlangsamen. Die beiden
diskutierten Eigenschaften von Secl16 im anterograden Proteintransport scheinen sich also
vielmehr zu erganzen, als gegenseitig auszuschlieRen. Welcher Stimulus welchen Prozess in
welcher Reihenfolge bedingt, bleibt jedoch herauszufinden.

Eine weitere mogliche Funktion der alternativen Sec16-CTDs kdnnte in einem Beitrag zur
Cargospezifitat liegen. Die mikroskopische Analyse des Exportassays war in AE29 Hek293
Zellen nach 40°C (ber Nacht Hitzeschock nahezu unmdglich. Unter diesen
Versuchsbedingungen wurde ein massiver Verlust der Adhdrenz beobachtet. Dies lasst
vermuten, dass die Sekretion fiir die Adharenz wichtiger Molekiile in AE29 Hek293 Zellen
defekt ist, was in Adhdrenz- und proteinspezifischen Sekretionsassays untersucht werden

kénnte.
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4.5 Sec 16 als spleiBR-regulierte Protein-Protein Interaktionsdoméane — Ein Modell

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in einem Modell zusammenfassen, in dem die C-
Terminale Doméane von Secl6 eine Protein-Interaktions-Plattform darstellt, die durch
alternatives SpleiRen reguliert wird und aufgrund differentieller Interaktionen mit anderen

COPII-Komponenten die Effizienz der COPII-Vesikel-Formation beeinflusst (Abb. 4.1).

ruhende ‘ L ‘ aktivierte
ende { oo B0 s - {oom FHER B s F e

- T-Zell Aktivierung - vorwiegend
Secl6 Sec16-E29

Abbildung 4. 1 Modell: Rolle von Sec16 SpleiBen im frithen sekretorischen Apparat wahrend der T-Zell
Aktivierung. Im oberen Teil sind die alternativen Sec16 Splei-Varianten dargestellt. Nach T-Zell Aktivierung liegt
hauptséachlich die E29 Isoform vor (dunkelrot). Diese zeigt in aktivierten T-Zellen eine starkere Interaktion mit
Sec23, wodurch eine héhere COPII-Dynamik ermdoglicht wird. Dies fiihrt zu einer erhohten Vesikelzahl und einem
erhdhten Sekretionsfluss.

24 Stunden nach T-Zell Aktivierung andert sich das Secl16-Spleif Muster, was zu einer
erhohten Inklusion von Exon 29 und einer einhergehenden Exklusion von Exon 30 fiihrt. Durch
eine geringe Halbwertszeit von zehn Stunden kann der Sec16 Proteingehalt der ruhenden T-
Zelle (Abb. 4.1, links im Modell, in grau dargestellt) gegen die nach Aktivierung vorwiegend
exprimierte E29-Isoform ausgetauscht werden (Abb. 4.1, rechts im Modell, dunkelrot
dargestellt). Durch die alternative Inklusion der Exons 29 und 30 wird das

Interaktionspotential der Secl6-CTD mit anderen COPII-Komponenten verdandert. Die
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vorrangige Interaktion der E29-Isoform mit Sec23 beglinstigt eine hhere COPII-Dynamik, die
in einem bislang ungeklarten Mechanismus in einer erhéhten Vesikelzahl resultiert.

Auf diese Weise reguliert alternatives SpleiBen die Funktionalitdt von Sec16, wodurch die Zelle
nach Aktivierung in der Lage ist, ihren sekretorischen Apparat durch eine erhéhte Anzahl von

COPII-Vesikeln an die erhohte Transportlast nach T-Zell Aktivierung anzupassen.

4.6 Ausblick

Fokus dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des alternativen Sec16 SpleiBens in
der T-Zell-Aktivierung. Der diesem Splei3-Event zugrundeliegende Mechanismus wurde
hingegen nicht untersucht. Fir die Regulation der Secl6-Expression und Aktivitat gibt es
bereits verschiedene Modelle, die alternatives SpleiBen jedoch nicht beriicksichtigen.
Phosphorylierung ist ein in der Literatur diskutierter Mechanismus, der die Funktionalitat von
Komponenten des sekretorischen Apparates wie Secl6 beeinflussen kann. In Neuronen
scheint Sec16 ein Substrat der LRRK2 (engl. Leucine-rich repeat kinase 2) zu sein (Cho et al,
2014), wahrend es in anderen Kontexten durch Phosphorylierung der Kinasen ERK2 und ERK7
reguliert werden kann (Farhan et al, 2010; Zacharogianni et al, 2011). Dabei wird ERK2 durch
den EGF (engl. epidermal growth factor) aktiviert, was die Rekrutierung von Sec16 an ERES
stimuliert (Farhan et al, 2010), wahrend die Aktivierung von ERK7 im Zusammenhang mit
Nahrstoffmangel einen gegenteiligen Effekt zeigt (Zacharogianni et al, 2011). Neben der
Aktivierung der ERK2 durch EGF vermittelte Signalkaskaden konnte auRerdem gezeigt werden,
dass Wachstumsfaktoren die Secl6 Expression regulieren kdnnen, und damit einen Einfluss
auf die Proliferation einer Zellpopulation haben (Tillmann et al, 2015). Phosphorylierung ist
eine wichtige Komponente der Signaltransduktion in der T-Zell Aktivierung (siehe Kapitel 1.3).
Eine Kombination dieses und anderer Regulationsmechanismen zusammen mit alternativem
Spleillen, ist denkbar um die Funktionalitat von Secl6 wahrend der T-Zell Aktivierung zu
steuern. Die Untersuchung des Sec16-Spleif Mechanismus koénnte hierzu einen groRen
Beitrag fiir ein besseres Verstandnis leisten.

Eine Form des alternativen SpleiRens, die hier bislang nicht beschrieben wurde, ist die
Entstehung zirkuldrer RNAs (circRNAs), denen ein hohes regulatorisches Potenzial
zugeschrieben wird (Memczak et al, 2013). Diese ungewohnliche Form nichtkodierender RNA
entsteht durch die Fusion der 3‘-SpleiR-Stelle eines Exons mit der 5‘-Spleif3-Stelle eines

vorangehenden Exons unter Verwendung kanonischer Signalsequenzen (Starke et al, 2015).
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Die Zirkularisierung eines oder mehrerer Exons wird durch repetitive Elemente in den
flankierenden Introns, die umgekehrt komplementar zueinander sind, beglinstigt (lvanov et
al, 2015). Die Introns 28 und 30 des Sec16 Gens weisen einen hohen Grad komplementarer
Sequenzen auf (siehe Alignment im Anhang). Eine circRNA, die Exon 29 und/oder E30 von
Secl6 enthalt, konnte jedoch in Jsl1 Zellen nicht nachgewiesen werden (unveroffentlichte
Daten). Dies konnte mit den vergleichsweise gering ausfallenden GrofRen von 75 Nukleotiden
des Exons 29 und 60 Nukleotiden des Exons 30 zusammenhangen. Der Anteil komplementarer
Sequenzen in den Introns 28 und 30 kann jedoch zur Bildung einer Sekundarstruktur fiihren,
die zwar nicht in einer zirkularen RNA resultiert, den Splei3-Vorgang aber auf eine bislang nicht
bekannte Weise beeinflussen kann.

Proteine der SR-Familie sind als Splei3-aktivierende Faktoren wichtige Komponenten in der
Regulation dieses Prozesses (Graveley, 2000). Eine aktuelle Studie konnte zeigen, dass der
SpleiRfaktor SRSF10 zahlreiche alternative SpleiR-Events reguliert (Zhou et al, 2014). Diese
Studie beruht auf RNA-Sequenzierungsdaten nach SRSF10 knockout in der aus Hiihnern
stammenden B-Zell-Linie DT40 und benennt Sec16 als davon betroffenes Zielgen. Ein Einfluss
auf das Spleil-Muster der alternativen Exons 29 und 30 in Sec16 konnte in einer humanen
Zell-Linie nach SRSF10 knockdown jedoch nicht bestatigt werden (unveroffentlichte Daten).
Um den regulierenden Mechanismus dennoch zu identifizieren, konnte mit einem in der Jsl1
Zell-Linie bereits etablierten Minigen-System gearbeitet werden (Michel et al, 2014). Dabei
wird ein sogenanntes Minigen erstellt, das die alternativen Exons inklusive der flankierenden
Intron-Sequenzen in einem konstitutiven Kontext enthalt. Dadurch kann man ein Konstrukt
erhalten, das die Regulation des endogenen Gens rekapituliert. Durch Mutationsanalysen des
entsprechenden Minigens kann die cis-regulierende Sequenz identifiziert werden. Mit der auf
diese Weise identifizierten Sequenz koénnte dann im Anschluss in RNA-Protein-
Interaktionsstudien der regulatorische Faktor ermittelt werden, der an diese Sequenz bindet.
Eine weitere Moglichkeit den trans-regulatorischen Faktor zu identifizieren ist die Anwendung
eines etablierten siRNA-Screens (Schultz, unveréffentlichte Daten). Dieser Screen ist gegen
100 RNA-bindende Proteine gerichtet und ein siRNA-vermittelte knock down des putativen
trans-regulatorischen Faktors sollte durch SpleiB-sensitive RT-PCRs ermittelt werden kénnen.
hnRNPLL und CELF2 sind zum Beispiel in der T-Zell Aktivierung hochregulierte SpleiRfaktoren,
die in diesem Zusammenhang untersucht werden konnten (Mallory et al, 2015; Oberdoerffer

et al, 2008). AnschlieBend konnte Uberprift werden, ob derselbe Mechanismus das
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alternative SpleiRen weiterer Kandidaten mit putativer Funktion in der Proteinsekretion mit
der T-Zell Aktivierung reguliert. Ein Beispiel ist das Chaperon ERp29, das ein alternatives Exon
enthalt, welches nach Stimulation 25% mehr Inklusion aufweist (Martinez et al, 2012). Ferner
kdnnte die Untersuchung der Zelltyp-Spezifitat dieser SpleiR-Events zum weiteren Verstandnis
beitragen. Bislang sind diese Prozesse nur in T-Zellen bekannt, nicht aber in weiteren

Immunzellen wie zum Beispiel B-Zellen.

Neben der Untersuchung des Spleill-Mechanismus von Secl6A sind einige Aspekte der
Funktionalitdt der SpleiR-Isoformen weiterhin ungeklart. In Coimmunoprazipitationsstudien
konnte eine differentielle Komplexbildung der alternativen Secl6-lsoformen mit
verschiedenen COPII-Proteinen demonstriert werden, die durch In- oder Exklusion eines
einzelnen Exons verdandert waren (Abb. 3.20). Bislang unbeachtet geblieben ist jedoch die
Frage inwiefern die alternative Inklusion der Exons 29 und 30 den C-Terminus strukturell
verandert um diese differentielle Interaktion zu ermdglichen. Aussagen Uber eine solche
Veranderung sind bisher nicht moglich, da der C-Terminale Bereich von Secl6
strukturbiologisch noch nicht aufgeklart werden konnte. Anhand der Interaktionstests kann
auBerdem nicht gezeigt werden, ob es sich bei den beobachteten Komplexen um direkte
Bindungen handelt, oder ob diese liber einen weiteren Interaktionspartner vermittelt werden.
Die Arbeit mit aufgereinigten rekombinanten Proteinen kdnnte hier einen guten Beitrag liber
das Verstandnis der Secl16 Interaktionen leisten. Die bevorzugte Interaktion der Sec16 E29-
Isoform mit Sec23 scheint eine hohere COPII-Dynamik zu ermoglichen, was in FRAP-
Experimenten gezeigt werden konnte (Abb. 3.27). FRAP-Experimente mit Sec13 oder 31 aus
der duBeren Vesikelhiille konnten diese Beobachtung weiter unterstiitzen. Der Mechanismus,
der in Verbindung mit einer héheren COPII-Dynamik zu einer erhéhten Vesikelzahl flihrt, ist
bislang nicht bekannt. Durch das vermehrte Binden von Sec23 an Secl6 E29 konnte die
GTPase-Aktivitat von Sarl in aktivierten T-Zellen hoher sein als in ruhenden, da Sec23 die
GTPase-Aktivitdat von Sarl stimuliert. Die Dynamik von Sec31 misste der von Sec23
entsprechen, denn Sec31 stimuliert die GTPase-aktivierende Eigenschaft von Sec23. Der
Einfluss auf die Sarl vermittelte GTP-Hydrolyse konnte in GTPase-Assays unter Verwendung
der erwahnten rekombinanten Proteine untersucht werden. Eine mogliche Form dieses
Experiments ist die Bestimmung der GTP-Hydrolyse durch Messung von Tryptophan-

Fluoreszenz. Die Bindung von GTP oder GDP verdandert die Konformation der GTPase, sodass
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aromatische Seitenketten frei oder okkupiert sind. Dies kann anhand der intrinsischen
Fluoreszenz von Tryptophan gemessen werden und ermoglicht dadurch eine Aussage liber

den Verlauf der Sarl vermittelten GTP-Hydrolyse (Antonny et al, 2001; Sato & Nakano, 2005).

Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal, den Einfluss von alternativem SpleiSen fiir den COPII-
vermittelten Proteintransport in T-Zellen und bietet eine Grundlage fiir eine neue
Regulationsform der Proteinsekretion. Die Identifizierung weiterer alternativ gespleiSter ER-
residenter Proteine mit putativer Funktion im sekretorischen Apparat (Martinez et al, 2012)

deutet daraufhin, dass noch weitere Beispiele folgen kénnen.
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Il Anhang

A. Tabellen

Tabelle 1 Oligonukleotide. Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit Angabe des

jeweiligen Verwendungszwecks.

zytoplasmatische
Sec12 Domane

zytoplasmatische
Secl2 Domadne
Sec23

Sec23

SarlA

SarlA

SarlB

SarlB

FLAG-Peptid

FLAG-Peptid

Sec12-Xhol-fw

Sec12-BamHl-rev

Sec23-Xhol-fw

Sec23-BamHI-rev

SarlA-Ndel-fw

SarlA-BamHI-rev

Sar1B-Ndel-fw

Sarl1B-BamHlI-rev

FLAG-int-fw

FLAG-int-rev

Klonierung

Insert Name Sequenz

Sec16-CTDs

VL und Exkl Sec16-CTD-Xhol-fw GCCTCGAGACCATGGAGAAGAAAGCCCCGCCcCC
VL und Exkl Secl16-CTD-BamHI-rev | GCGGATCCGTTCAGCACCAGGTGCTTCCTC

E30 Sec16-E30-fw CTTTCGCGCTGTAGTTCAATG

E30 Sec16-E30-rev GCTCCTACAGCGCGAAAGCTTGGGCTCTGGGGCAG
E29 Sec16-E29-fw GCTCCTGGCGACCTCCCTGC

E29 Secl16-E29-rev GGTCGCCAGGAGCCTCTCCTCCCTGGG

GCCTCGAGATGGGCCGGCGLCCGGGLGL

CGGGATCCCCGTGAGGGCAACAGATGCAGC

AGCTCGAGATGACAACCTATTTGGAATTCATTCAAC

GCGGATCCAGCAGCACTGGACACAGCAAGTTTCTTC

CGCATATGTCTT TCATCTTTGA GTGGATCTAC

AATGG

GCGGATCCGTCAATATACTGGGAGAGCCAGCGG

CGCATATGTCCT TCATATTTGA TTGGATTTAC

AGTGG

GCGGATCCATCAATGTACTGTGCCATCCAGCGGAAGC

GAG ACT ACA AAG ACG ATG ACG ACA AGG

CCCTTGTCGTCATCG TCTTTG TAG TCT

CRISR/Cas9 sgRNAs

E29 5'FW

caccGAAGAGGGCGTTTGTAACCC
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E29 5'Rev 23acGGGTTACAAACGCCCTCTTC
E29 3'FW CaccgCTTTATGGAGGGGCGGTACT
E29 3'Rev 23acAGTACCGCCCCTCCATAAAGCc
CRISPR/Cas9 Validierung

Sec16-DE29-fw GCA CAC ACA GGCACCTGG TAG
Sec16-DE29-rev GAACACCTTC GAG GTG CTC

gPCR

hGAPDH-fw house keeping gene CTTCGCTCTCTGCTCCTCCTGTTCG
hGAPDH-rev house keeping gene ACCAGGCGCCCAATACGACCAAAT
hATF4-fw ER-Stressmarker GTTCTCCAGCGACAAGGCTA
hATF4-rev ER-Stressmarker ATCCTGCTTGCTGTTGTTGG
hEDEM-fw ER-Stressmarker CAAGTGTGGGTACGCCACG
hEDEM-rev ER-Stressmarker AAAGAAGCTCTCCATCCGGTC
Spleil3-PCR

Sec16A-fw GATGGCCTCCTCGCTCTCTCATCCC
Secl6A-rev GCCAGCTGAGCAGGGTTGTAGAAGG
Morpholinos

Sec16-E29 ACCTGCCGAGGAAAAGAAGAATTGC
Kontrolle CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA

Tabelle 2 Primar- Antikorper. Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Priméar-Antikérper unter Angabe der

Applikation und eingesetzten Mengen.

Primar- I .
Antikorper gewonnen aus Hersteller Applikation Konzentration
anti SarlA Maus Sigma Western Blot 1:500
anti Sec16A Hase Bethyl Western Blot 1:1000

IF 1:200

anti Sec31A Maus Santa Cruz IF 1:200
Western Blot 1:1000

anti GM130 Hase Epitomics IF 1:400
anti FLAG Hase Cell Signaling Western Blot 1:1000
anti FLAG Maus Sigma Facs 1:400
anti Sec23A Hase GeneTex Western Blot 1:1000
anti ERGIC53 Hase Sigma IF 1:400
anti GFP Maus Santa Cruz Western Blot 1:500
anti hnRNPL Maus Santa Cruz Western Blot 1:5000
anti GAPDH Maus GeneTex Western Blot 1:5000
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Tabelle 3 Sekundarantikérper. Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Sekundar-Antikérper unter Angabe

der Applikation und eingesetzten Mengen.

Sek.urjdar- Modifikation Hersteller Applikation Konzentration
Antikorper
anti Maus HRP Cell Signaling Western Blot 1:5000
anti Hase HRP Cell Signaling Western Blot 1:5000
anti Maus Alexa 488 Life IF 1:400
Technologies
anti Hase Alexa 647 Life IF 1:400
Technologies
Jackson
anti Maus Cy5 Immuno Facs 1:400
Research

Tabelle 4 Anzahl quantifizierter ERES und COPII-Vesikel in Jsl1 Zellen nach Stimulation. Durchschnittliche
Anzahl quantifizierter Strukturen mit Angabe der Standardabweichung.

Anzahl Standartabweichung
Secl6 DMSO 33,8 8,6
Secl6 PMA 29,3 4,7
Sec31 DMSO 39,3 4,5
Sec31 PMA 68,9 3,7

Tabelle 5 Anzahl quantifizierter ERES und COPII-Vesikel in JSI1 Zellen nach Morpholinotransfektion und
Stimulation. Durchschnittliche Anzahl quantifizierter Strukturen mit Angabe der Standardabweichung.

Anzahl Standartabweichung
Sec16 KoMO DMSO 39,4 3,2
Secl6 KoMO PMA 34,6 3,1
Secl6 E29MO PMA 40,4 2,6
Sec31 KoMO DMSO 35,5 3,9
Sec31 KoMO PMA 61,4 6,5
Sec31 E29MO PMA 40,2 4,2
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Tabelle 6 Anzahl quantifizierter ERES und COPII-Vesikel in Hela Zellen nach Morpholinotransfektion.
Durchschnittliche Anzahl quantifizierter Strukturen mit Angabe der Standardabweichung.

Anzahl Standartabweichung
Secl6 KoMO 130,8 8,7
Secl6 E29MO 122,7 25,6
Sec31 KoMO 183,7 14,9
Sec31 E29MO 142,2 21,7

Tabelle 7 Ergénzung zu Abbildung 3.19 Sec16 E29MO vermindert die anterograde Transport-Effizienz in Hela
Zellen. Durchschnittlicher prozentualer Anteil von VSVG in den angegebenen Kompartimenten aus drei

unabhangigen Experimenten unter Angabe der Standartabweichung.

VSVG im ER Golgi Post-Golgi
% Stabw. % Stabw. % Stabw.

KoMO 0 min 32°C 91,1 2,8 8,9 2,8 / /
KoMO 45 min 32°C 29,8 3,6 65,7 5,5 4,5 3,3
KoMO 90 min 32°C 6,1 2,6 31,9 1,9 61,9 4,2
E29MO 0 min 32°C 95,8 1,3 4,2 1,3 / /
E29MO 45 min 32°C 47,6 3,7 51,3 2,7 1,1 1,1
E29MO 90 min 32°C 9,1 3,5 39,3 0,6 51,6 2,9

Tabelle 8: Anzahl quantifizierter COPII-Vesikel in WT und AE29 293Hek Zellen.

quantifizierter Strukturen mit Angabe der Standartabweichung.

Anzahl Standartabweichung
WT 293Hek 77,1 2,6
AE29 293Hek 19,5 6,8

Durchschnittliche Anzahl

96



lll. Anhang

B. Alignment

Das Alignment wurde mit der Sec16-128-Sequenz und der Sequenz von Sec16-130 in revers

komplementierter Orientierung mit der frei zuganglichen ClustalOmega-Software angefertigt

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 130 ist im Alignement nicht in vollstandiger

Lange, sondern nur fiir den Teil der komplementaren Bindung zu 128 dargestellt.

I28

I30_rev_complement

I28

I30 _rev complement

I28

I30 _rev complement

I28

I30_rev_complement

I28

I30_rev_complement

I28

I30 rev complement

I28

I30_rev_complement

I28

I30_rev_complement

I28

I30_rev_complement

-—agttacag----- agaaattacctaccgataataaaagttaagtatattttcatccaa
ttggaaagagcaaaatgacagaacccactcattga------ ctagg------ ac-acctc

'*::* * Kx :**'* :*** * Kx **:': :** :* :**:'
aaaaaaaaaacaaaaaacaaatgactcccatgtga----- agtagaacagctcagaccag
aggg--—-—-- tc--gatccagttgc--cccatgtatgtggagactgaacagcaaaacccce

* .k K e KKk e kK KAXKKKKK o e KKK KKKAK o Kk *x

--tcggg---agtggtggatgatgcctgtaatcccagectectttgggaggectgagectggge
tttaaggccatttaaaggaacactgctgtaatctcagcactttgggaggctgaggcggge

*__** . *__:***: * * Kk kkkkk ok ****:*************** * Kk Kk k
gggtcacctgaggtcaggagttcgagaccagcctggccaacatggtgaaacceccatctet
ggatcacctgaggtt---—----- gggaccagcctgaccaacatggagaaaccccgtctcet
**.*********** *.**********_*********:********.*****
actaaaaaaaaaacaaaatttacctgggtgtggtggcgggtgcctgtaatcccagetact
actaaaaatac----aaaattagctgggcgtggtggctcatgcctgtaatcccagectact
********:*. ***:*** KAXKKAKX KAAKXKKAKKK .********************
cag-aaggctgaggcagaagaatcgcttggacccaggaggcagaggttgcagtgagctga
caggaaggccgagacaggaggatggcttgaacccaggaggtggaggtggcggtgagectga
KKK KKK KK ***.***.**.** *****.********** .***** **.*********
gattgcgccattgcactccatcccgggcaaca-gagccagactccatctcaaaaaaaaaa
gatcacaccattgcattccagcctgggcaacaagagcgaaactccgtctcaaaaaaaaaa
* % % _*_******** *hkhkk kk kkkkkkkk Kk kK *.*****.**************
aaaaaaaaaccagctcagactgcactctgtacggtgggacaggcctgggcctaatectgt

EEEEEE - ol gaa————————

KAXKKKK KKK * x

tctccattcatcagctgtgtaaagcatggggcagtcactcacctgtctaagecctcagttt ..
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C. Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten.
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