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Wie unsere Zellen mit Stress umgehen, ist eine wichtige Fragestellung auf dem Gebiet

der mechanistischen Zellbiologie. Zellen haben Strategien entwickelt, um Stress,

der beispielsweise von ungiinstigen Wachstumsbedingungen ansgelost werden kann,
wahrzunebhmen und sich an diese Gegebenbeiten anzupassen. Eine Anpassung ist essentiell,
um auch unter schwierigsten Bedingungen das Uberleben der Zellen zu sichern. Wenn es
den Zellen nicht méglich ist, sich an den Stress anzupassen, konnen sie auf kontrollierte
Weise den eigenen Zelltod auslosen, um das umliegende Gewebe nicht zu schidigen. Um
diese komplexen Zusammenhinge im Grundzustand der Zelle und in krankbeitsrelevanten
Situationen zu verstehen, ist es von grofSer Wichtigkeit, die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen aufzukliren.

Zellen unter Stress

Entspannung mit Hilfe von Proteinen

Von Jasmin Schillinger & Doris Hellerschmied

Proteine verleihen unseren Zellen
Individualitit und Flexibilitit

In unseren Zellen arbeiten verschie-
dene Arten von Biomolekiilen in
einem komplexen System zusam-
men. Aus der molekularbiologischen
Forschung wissen wir, dass es in
diesem System mehrere Organisa-
tionsebenen mit unterschiedlichen
Aufgaben gibt. Eine der wichtigsten
Erkenntnisse in diesem Zusammen-
hang war, dass die DNA als Infor-
mationsspeicher fiir die Herstellung
von Proteinen dient. Bestimmte
DNA-Abschnitte, Gene, enthalten
den ,Bauplan® fiir die Proteine unse-
res Korpers. Gene werden in einem
kontrollierten Programm, das man
als Genexpression bezeichnet, abge-
lesen und tiber einen Zwischenschritt
— die mRNA - in eine bestimmte

Abfolge von Aminosiuren, tber-
setzt. Ein Polymer aus mehr als
100 Aminosiuren wird als Protein
bezeichnet (Abb. 1),

Proteine sind wichtige Bestand-
teile der Zelle und tragen maflgeblich
zu ihren Eigenschaften bei. Obwohl
jede Zelle eines Organismus’ die
identische genetische Information
enthilt, unterscheiden sich verschie-
dene Zelltypen wie beispielsweise
Stammzellen, Muskelzellen, Ner-
venzellen und Leberzellen deutlich
in ihrer Proteinzusammensetzung.
Grund dafir ist, dass je nach Art und
Funktion der Zelle nur bestimmte
Gene abgelesen und daher nur
bestimmte Proteine produziert
werden. Die spezialisierten Funkti-
onen verschiedener Zelltypen erfor-
dern die Produktion bestimmter
Proteinklassen in einer definierten

Menge. Muskelzellen benétigen bei-
spielsweise das Protein Myosin, um
die Kontraktion unserer Muskeln zu
ermoglichen, wohingegen Leberzel-
len Enzyme, katalytische Proteine,
zur Umsetzung von Schadstoffen
brauchen. Die modulierbare Protein-
zusammensetzung ermoglicht aber
nicht nur die Entstehung von ver-
schiedenen Zelltypen, sondern auch
die zellulire Anpassung an sich stan-
dig indernde Umwelt- und Wachs-
tumsbedingungen. Beispielsweise
erhoht eine bakterielle oder virale
Infektion den Bedarf an Antikor-
perproteinen, die von den Zellen des
Immunsystems synthetisiert werden.
Wenn wir unsere Muskeln belasten,
produzieren Muskelzellen verstirkt
Proteine. Wihrend der Zellteilung
muss die Menge der meisten Pro-
teine verdoppelt werden, um diese
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(1) Der Lebenszyklus eines Proteins. Aminosiuren werden in einer, in der DNA-vorgegebenen Reihenfolge zu einem Polypeptid, einem
Protein, verbunden. Diese Kette von Aminosauren bildet eine bestimmte dreidimensionale Struktur aus. Die beiden dargestellten Struk-
turen, die in der PDB unter den angegebenen Identifikationsnummern (id) zu finden sind, wurden mit der Methode der Rontgenstrahlkri-
stallographie gelost. Die dargestellte Struktur entspricht dem korrekten, funktionsfahigen Faltungszustand. Ungefaltete Protein hingegen
konnen Aggregate bilden, die schidlich fiir die Zelle sind. Ungefaltete oder fehlgefaltete Proteine, sowie Aggregate konnen wieder in
einzelne Aminosiuren zerlegt werden. Diese konnen anschlieffend zur Herstellung neuer Proteine recycelt werden.

Quelle: eigene Darstellung

auf zwei identische Tochterzellen
aufzuteilen. Fiir den Prozess der
Zellteilung werden auch andere
Arten von Proteinen gebraucht, die
im Grundzustand der Zelle nicht
benotigt werden oder sogar storen
konnen. Diese Beispiele zeigen, dass
eine Anpassung der Proteinzusam-
mensetzung durch zellinterne und
-externe Gegebenheiten reguliert
wird. Die Art und die Menge der
zelluliren Proteine flexibel und kon-
trolliert anzupassen, ist eine essenti-
elle Fihigkeit, um die Grundfunkti-
onen der Zelle zu gewahrleisten und
um das zellulire Gleichgewicht unter
schwierigen und belastenden Bedin-
gungen zu sichern.

Zellulire Mechanismen zur
Proteinqualititskontrolle

Proteine werden in der Zelle laufend
produziert und auf regulierte Weise
wieder abgebaut. Wie auch in vielen
anderen Lebensbereichen spielt

die Qualititskontrolle bei diesen
Prozessen eine grofle Rolle. Das
Hauptkriterium fur die Funktionali-

tat eines Proteins ist dessen korrekte
dreidimensionale (3D) Struktur.
Beim Vorgang der Proteinfaltung
nehmen Proteine, basierend auf ihrer
Aminosiuresequenz, eine bestimmte
Struktur ein (Abb. 1). Die treibende
Kraft bei diesem Faltungsprozess
sind die biochemischen Eigenschaf-
ten der Aminosduren im Kontext
ithrer Abfolge, die fiir jedes Protein
individuell ist. Hydrophobe (wasser-
abweisende), Aminosiuren befinden
sich typischerweise im Inneren der
finalen Struktur, polare Aminosau-
ren auf der Oberflache?. Die rich-
tige Ausbildung und Erhaltung der
3D-Struktur ist unerlasslich fir die
Funktion von Proteinen und wird
daher in der Zelle laufend gepriift.
Sogenannte Chaperone, Pro-
teinfaltungshelfer, unterstiitzen
Proteine bei der Ausbildung ihrer
Struktur und auch bei der Bildung
von Zusammenschliissen mehrerer
Proteine zu gemeinsamen Funkti-
onseinheiten (Proteinkomplexen).
Sie konnen Proteine auch zu deren
Einsatzort in der Zelle fithren und
bei der Eingliederung in bestehende

Strukturen unterstiitzen. Die Ziel-
gruppe der Chaperone umfasst neu
produzierte Proteine sowie Proteine,
die sich wihrend dem Erfiillen ihrer
Aufgabe in der Zelle entfalten®. Die
dynamische Struktur vieler Proteine
ermoglicht es ihnen, ithre Funktion
in der Zelle auszutiben. Gleichzeitig
birgt eine erhohte Dynamik in der
Struktur aber auch die Gefahr, den
korrekten Faltungszustand dauerhaft
zu verlieren. Des Weiteren konnen
schidliche Umweltbedingungen

die Proteinstruktur destabilisieren.
Gelangen dabei hydrophobe Ami-
nosiuren an die Oberfliche des
Proteins, werden Chaperone auf

das ungefaltete Protein aufmerk-
sam und binden an die exponierten
hydrophoben Bereiche. Dieser
Schutzmechanismus ist essentiell,
um die Ausbildung von Proteinabla-
gerungen, sogenannten Aggregaten,
zu verhindern. Ungefaltete Proteine
neigen dazu, Aggregate zu bilden,
die Zellen schidigen konnen. Chape-
rone neutralisieren diese Eigenschaft
und unterstiitzen die fehlgefalteten
Proteine gleichzeitig bei der Wie-
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derherstellung ihrer urspriinglichen
Struktur, sodass diese ihre Funktion
weiter erfilllen konnen. Eine alter-
native Strategie, um die Bildung von
Aggregaten zu verhindern, ist der
Abbau der fehlgefalteten Proteine.
Bei diesem Vorgang zerlegen pro-
teolytische Enzyme die fehlgefalte-
ten Proteine in kleinere Bausteine
und schlussendlich wieder in ein-
zelne Aminosiuren, die anschlieflend
zur Herstellung neuer Proteine recy-
celt werden (Abb. 1).

Die Entscheidung, welche Pro-
teine fur eine Riickfaltung in Frage
kommen und welche final abgebaut
werden, muss sehr sorgfiltig getrof-
fen werden. Ein unzureichender
Abbau von fehlgefalteten Proteinen,
die ihre korrekte Struktur nicht
wiederherstellen konnen, ist proble-
matisch, da dies zur Ausbildung von
Aggregaten fiihrt. Wenn allerdings
funktionsfihige Proteine falschli-
cherweise und in zu grofler Menge
abgebaut werden, konnen bestimmte
Aufgaben in der Zelle nicht mehr
erfiillt werden. In diesem Kontext
muss auch sichergestellt sein, dass
neu hergestellte Proteine genug
Zeit fiir das Ausbilden ihrer kor-
rekten Struktur haben. Chaperone
stehen daher in engem Austausch
mit der zelluliren Maschinerie fiir
den Proteinabbau, um gemeinsam
das Gleichgewicht zwischen den
Prozessen der Synthese, der Faltung
und des Abbaus von Proteinen zu
erhalten.

Eine dauerhafte Uberlastung
oder Fehlfunktion des Proteinqua-
litatskontrollsystems kann letzt-
endlich zu Erkrankungen fithren.
Eine Uberlastung kann durch eine
Uberbeanspruchung des Systems
zu Stande kommen, aber auch
durch eine Beeintrichtigung oder
Abnahme der Zuverlassigkeit ein-
zelner Komponenten. Viele zellulire
Prozesse verlieren an Genauigkeit
und Effizienz, wenn der Organis-
mus altert, so auch die Proteinqua-
litatskontrolle!. Als Konsequenz
kommt es vermehrt zur Bildung von
Proteinablagerungen. Darum treten
Erkrankungen wie beispielsweise

die Alzheimer-Krankheit, die Par-
kinson-Krankheit oder amyotrophe
Lateralsklerose (ALS), bei denen die
Ausbildung solcher Ablagerungen
eine tragende Rolle spielt, typischer-
weise im Alter auf. Ein genaues
Verstindnis der einzelnen Kompo-
nenten der Proteinqualititskontrolle
auf molekularer Ebene, sowie der
Ursachen fiir eine Abnahme von
Effizienz und Genauigkeit des Sys-
tems, sind daher essentiell, um asso-
ziierte Krankheiten zu verstehen und
gezielte therapeutische Ansitze zu
entwickeln.

Wie Zellen Stress wahrnehmen
und damit umgehen

Der Zustand der Proteine ist ein
Indikator fiir den Gesamtzustand
der Zelle. Anders ausgedriickt, kann
die Zelle am Faltungzustand ihrer
Proteine erkennen, ob sie einer zu
starken Belastung oder zellulirem
Stress ausgesetzt ist (Abb. 2). Viele
bedrohliche Bedingungen, die von
der Zelle nicht direkt gemessen
werden konnen, wie beispielsweise
hohe Temperatur, nicht optimaler
pH-Wert, der Anstieg von Radika-

Grundzustand
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Stressantwort

L4 LJ’ ‘__, i
Stress '

funkuonsfahlge Proteine

Zelle unter Stress

aktivierter
Stresssensor

t
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len, aber auch die Uberbeanspru-
chung von bestimmten Arbeitsabldu-
fen sind Umstinde, unter denen sich
Proteine entfalten. Diese Entfaltung
ist eine Grofle, die in der Zelle wahr-
genommen, gemessen und kommu-
niziert werden kann. Chaperone, in
enger Zusammenarbeit mit Stress-
sensoren, erkennen den Anstieg von
fehlgefalteten Proteinen und aktivie-
ren eine zellulire Stressantwort®. Das
Auslosen einer Stressantwort funk-
tioniert Giber bestimmte Signalwege,
die zentrale, regulatorische Knoten-
punkte beinhalten. Ein Stresssensor
kommuniziert mit nachgeschalteten
Proteinen, die das Signal wiede-

rum weitergeben. So werden ganze
Kaskaden von Signalproteinen akti-
viert, die als Folge der Detektion
von zellulidrem Stress eine adidquate
Reaktion auf molekularer Ebene her-
vorrufen®. Als Teil der Stressantwort
werden bestimmte zellulire Prozesse
heruntergefahren und andere gestar-
tet. Unter manchen Stressbedingun-
gen wird der Prozess der Zellteilung
verlangsamt oder angehalten, um

der Zelle Zeit zu geben, zuerst ins
Gleichgewicht zu kommen. Zusitz-
lich werden koordinierte Genex-

Zelltod

apoptotische
Stressantwort

(2) Unterschiedliche zellulire Reaktionen auf Stress. Zellulirer Stress, ausgelost beispiels-
weise durch hohe Temperatur, nicht optimalen pH-Wert, den Anstieg von Radikalen
oder auch die Uberbeanspruchung bestimmter Arbeitsabliufe fithrt typischerweise zur
Entfaltung von Proteinen. Als Reaktion auf diesen Stress konnen Zellen eine Anpassung
(Adaption) an den ungiinstigen Zustand vornehmen, um wieder ins Gleichgewicht und
schlussendlich in den Grundzustand zuriickzukehren. Wenn dies nicht moglich ist, kon-
nen sie kontrolliert thren eigenen Zelltod (Apoptose) auslosen.

Quelle: eigene Darstellung
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pressionsprogramme gestartet, die
zu einer gezielten Anderung der
Proteinzusammensetzung in der
Zelle fihren. Diese Programme
konnen zur Adaption der Zelle an
die neuen Bedingungen beitragen.
Diese Mechanismen reichen von der
Produktion einer grofleren Menge

an Chaperonen, um Proteine bei der
Ruckfaltung zu unterstiitzen, bis

zur Herstellung von Proteinen, die
der Zelle helfen, Infektionen durch
Pathogene zu bekdmpfen. Die Stress-
antwort wird an das Ausmaf und die
Art des Stresses angepasst. Unabhin-
gig davon, um welche Art von zellu-
lirem Stress es sich handelt, muss die
Zelle diese unglinstigen Bedingungen
in einem definierten Zeitraum aus-
gleichen, da chronischer, dauerhafter
Stress nicht nur eine Zelle, sondern
das ganze umliegende Gewebe schi-
digen kann. Es wurde gezeigt, dass
die Wahrnehmung des Stresszustan-
des zell-ubergreifend kommuniziert
werden kann, um auch benachbarte
Zellen in Alarmbereitschaft zu ver-
setzen’. Ist eine Anpassung der Zelle
an die Umweltbedingungen nicht
mehr moglich, kann die Zelle ihren
eigenen programmierten Zelltod, die
Apoptose, einleiten (Abb. 2). Dieser
finale Ausweg ist in einem multizel-
luldren Organismus wichtig, um die
Schidigung von benachbarten Zellen
und des umliegenden Gewebes zu
vermeiden. Auch in diesem Fall muss
die Entscheidung, zu welchem Zeit-
punkt welches Programm — Adap-
tion versus Apoptose — gestartet
werden soll, sehr sorgfiltig getroffen
werden. Die Aktivierung der Apop-
tose darf nicht vorschnell eingeleitet
werden, da das vorzeitige Absterben
von funktionsfahigen Zellen fatale
Folgen haben kann.

Der Golgi-Apparat

Eukaryotische Zellen, zu denen
auch Saugetierzellen gehoren, mit
denen wir uns vorwiegend im Labor
beschaftigen, sind in funktionelle
Untereinheiten aufgeteilt, die als
Organellen bezeichnet werden (Abb.
3). Jedes dieser Organellen ist ein

eigener Reaktionsraum und erftlle
bestimmte Funktionen im Gesamtge-
fuge der Zelle. Das endoplasmatische
Retikulum und der Golgi-Apparat
sind zwei Organellen, die fir die
Versorgung weiterer Zellorganellen
mit Proteinen verantwortlich sind.
Neu hergestellte Proteine erreichen
zuerst das endoplasmatische Reti-
kulum und werden anschlieflend
zum Golgi-Apparat transportiert®.
Der Golgi-Apparat setzt sich in
Sdugetierzellen aus einem Stapel von
flachen, membranumschlossenen
Kammern, den Zisternen, zusam-
men’. Diese Zisternen sind flieffband-
artig angeordnet und erméglichen
dadurch die geordnete, stufenweise
Modifizierung und Weiterentwick-
lung von Proteinen. Im Zuge dieser
Weiterentwicklung werden Proteine
beispielsweise zugeschnitten, um ihre
volle Aktivitdt zu erlangen, oder es
werden Zuckerreste auf threr Ober-
fliche angebracht, um ihre Stabilitat
zu erhohen. Des Weiteren dient der
Golgi-Apparat als das wichtigste
Sortierzentrum bei der Belieferung
weiterer Zellorganellen mit Protei-
nen'®. Der Grofiteil an Proteinen,

die final an der Oberfliche der Zelle
zu finden, fiir den extrazelluliren
Raum bestimmt (sekretierte Proteine)
oder in den sogenannten Lysosomen
anzutreffen sind, durchlaufen als Teil
threr Fertigung den Golgi-Apparat
(Abb. 3). Bei Oberflichenproteinen
handelt es sich zum Beispiel um
Rezeptoren, die die Kommunika-
tion zwischen Zellen ermdéglichen.
Prominente Beispiele fiir sekretierte
Proteine sind Antikorper und Wachs-
tumsfaktoren, die im Blut zirkulieren.
Proteolytische Enzyme, die fiir den
Proteinabbau zustindig sind, werden
zu den Lysosomen transportiert, in
denen Proteine gezielt wieder in ihre
einzelnen Bestandteile zerlegt werden
konnen. Die richtige Verteilung von
Proteinen auf ihre finalen Einsatzorte
ist von grundlegender Bedeutung

fur die Aufrechterhaltung zellularer
Prozesse. Sie ist aber auch notwendig,
um Prozesse auf bestimmte Orga-
nellen zu beschrinken und dadurch
deren unkontrollierten Ablauf zu

verhindern. Die fehlerhafte Verteilung
von Proteinen oder eine Blockade

der Modifizierungs- oder Transport-
prozesse kann fatale Folgen fiir den
Gesamtapparat der Zelle haben.

Der Golgi-Apparat unter Stress

Die verschiedenen Zellorganellen
haben unterschiedliche Anforderun-
gen, um einwandfrei zu funktionie-
ren und erleben daher auch Stress
auf unterschiedliche Weise. Auf-
grund dieses Umstands haben sich
organellenspezifische Mechanismen
zur Proteinqualititskontrolle und
Stressantwort entwickelt!’.

Der Golgi-Apparat muss sich
dynamisch und flexibel anpassen
konnen, um seine wichtigen Funk-
tionen auch unter Bedingungen von
wechselnder Nachfrage und Stress
aufrecht zu erhalten. Ist eine Adap-
tion nicht mehr erfolgswahrschein-
lich, muss die Moglichkeit bestehen
Apoptose auszuldsen, um schwerere
Schiden im Gewebe zu verhindern.
In bestimmten Bereichen wurden die
molekularen Mechanismen, die der
Anpassungsfihigkeit des Golgi-Ap-
parates zugrunde liegen, bereits auf-
gezeigt. Erhoht sich beispielsweise
der Import von Proteinen aus dem
endoplasmatischen Retikulum, wird
dies auf molekularer Ebene direkt
mit einem zunehmenden Export
von Proteinen zu den finalen Ein-
satzorten koordiniert'?. Wenn die
Reaktion auf die erhohte Nachfrage
nach Proteinmodifizierung und
-transport unzureichend ist, kommt
es zu einem erhohten Stresslevel.
Nicht nur die Uberlastung dieser
Arbeitsprozesse, sondern auch
deren Storung oder Ausfall bedingt
durch erschwerte Umweltbedin-
gungen, stellt eine Form von Stress
fir den Golgi-Apparat dar. Um ein
einwandfreies Arbeiten der Enzyme
im Golgi-Apparat zu gewiahrleisten,
muss der pH-Wert im Bereich von
annihernd 6.2 gehalten werden. Eine
starke Erhohung des pH-Wertes
kann zu einem Verlust der korrek-
ten Anordnung der Zisternen des
Golgi-Apparates und einem Defekt
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(3) Uberblick tiber den Aufbau einer Zelle. Die einzelnen Zellorganellen sind
angedeutet. Der Golgi-Apparat in seiner Rolle als Verteilzentrum. Proteine
werden vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat transportiert.
Von dort aus erreichen Oberflichenproteine die Plasmamembran und sekretierte
Proteine den extrazelluliren Raum. Des Weiteren werden Proteine, beispielsweise

zum Abbau, in die Lysosomen sortiert.
Quelle: eigene Darstellung

im Proteintransport fihren'. Die
beschriebenen Stresssituationen
fuhren typischerweise zur Destabi-
lisierung von Proteinen. Der Gol-
gi-Apparat kann direkt auf die Ent-
faltung von Proteinen reagieren und
die Expression bestimmter Gene
einleiten’®. Zusammengefasst kann
der Golgi-Apparat Stress verschie-
denster Ursachen wahrnehmen und
mit Programmen zur Anpassung an
den Stress oder zur Aktivierung von
Apoptose reagieren.

Die molekularen Mechanismen
der Proteinqualitatskontrolle und
der Stressantwort im Golgi-Apparat
sind ein wichtiges Thema der derzei-
tigen Forschung. Grofle Fragen, die
wir uns momentan stellen und bear-
beiten, sind:
® Wie reagiert der Golgi-Apparat

auf Stress:

— Welche Sensoren nehmen Stress
im Golgi-Apparat wahr und
kommunizieren mit nachge-
schalteten Signalwegen?

— Welche Programme werden als
Teil der, vom Golgi-Apparat
ausgehenden, Stressantwort
gestartet?

— Auf welche Weise unterstiitzen
diese Programme den Golgi-
Apparat bei der Wiederherstel-
lung des zelluliren Gleichge-
wichtes?

® Welche molekularen Mechanismen
unterliegen der Proteinqualitits-
kontrolle im Golgi-Apparat:

— Welche Chaperone reagieren
auf die Entfaltung von Proteinen
im Golgi-Apparat?

— Welche Enzyme kiimmern sich
um den Abbau von ungefalteten
Proteinen?

Methoden zur Erforschung
der Proteinqualititskontrolle —
ein Einblick

In der Arbeitsgruppe fiir mecha-
nistische Zellbiologie an der UDE
untersuchen wir die beschriebenen
Prozesse vorwiegend in kultivierten
menschlichen Zellen und in vitro
mit Hilfe von isolierten, aufgerei-
nigten Proteinen. Methoden, die uns
erlauben, die molekularen Mecha-
nismen der Proteinqualititskontrolle
und der zelluldren Stressantwort

zu erforschen, kommen aus unter-
schiedlichen wissenschaftlichen Dis-
ziplinen. Vor allem interdisziplinire
und kollaborative Projekte und der
internationale Austausch treiben
unsere Forschung an und foérdern die
Entwicklung neuer Ansitze.

Fiir unsere Forschung an Mecha-
nismen der Proteinqualititskontrolle
ist eine Methode namens hydropho-
bic tagging, die es uns ermégliche,
den Faltungszustand von Proteinen
zu kontrollieren, von grofler Bedeu-
tung'®. Wir verwenden dazu einen
Ansatz aus der chemischen Biologie,
der auf der Verwendung einer spe-
ziell designten niedermolekularen
Verbindung beruht. Diese Verbin-
dung, der hydrophobic tag, kann
in Zellen angewendet werden und
die Entfaltung eines bestimmten
Zielproteins auslosen. Wir kdnnen
darauthin verfolgen, wo sich das
Protein in der Zelle aufhilt, ob es
mit Chaperonen interagiert und/
oder abgebaut wird. Diese Methode
ermoglicht den direkten Vergleich
zwischen gefalteten und ungefalte-
ten Proteinen — vor und nach der
Behandlung mit der niedermoleku-
laren Verbindung.

Die Untersuchungen in Zellen
geben Aufschluss tiber Prozesse,
die in ihrem natiirlichen Umfeld
ablaufen. Allerdings kann die Viel-
zahl an Prozessen, die gleichzeitig in
der Zelle ablaufen, die Analyse von
Einzelreaktionen erschweren. Um
bestimmte Vorgiange aus der Zelle
isoliert zu betrachten und Storfak-
toren zu minimieren, arbeiten wir
zusitzlich mit gereinigten Proteinen
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(4) Proteinentfaltung im Golgi-Apparat. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen menschlicher Zellen zeigen, wie ungefaltete Proteine
aus dem Golgi-Apparat exportiert und in das endoplasmatische Retikulum transportiert werden. (A) Gefaltete Proteine befinden sich

im Golgi-Apparat. Dieser zeigt die typische Struktur mit ibereinander gestapelten Zisternen. (B) Die entfalteten Proteine werden zum
Transport nach und nach in Vesikel verpackt (punktformige Strukturen). (C) Die Proteine haben ihren Zielort, das endoplasmatische Reti-
kulum, erreicht, wo sie von Faltungshelfern (Chaperonen) erkannt werden. Da sich das endoplasmatische Retikulum fast tiber die gesamte
Zelle erstreckt, ist auch das Signal der Proteine gleichmifig tiber die Zelle verteilt. Maflstab: 15 #m, die Linien zeigen die groben Umrisse

der Zellen.
Quelle: eigene Darstellung

(in vitro). In diesen in vitro Versu-
chen sind nur bekannte Komponen-
ten Teil des Versuchsaufbaus. Diese
biochemischen Experimente ermog-
lichen so noch genauere Schlisse auf
molekularer Ebene. Die Arbeit mit
isolierten Proteinen ist auch essen-
tiell, um die Proteinstruktur aufzu-
kliren und dadurch deren Funktion
anhand des Faltungszustandes besser
zu verstehen. Mit Hilfe von Metho-
den wie der Rontgenstrahlkristallo-
graphie oder Elektronenmikroskopie
kann die Struktur von Proteinen
bei einer subnanometer Auflosung
bestimmt werden. Aufgeloste Struk-
turen werden in einer Datenbank,
der Protein Databank (PDB, www.
resb.org) abgelegt und sind somit
offentlich zuginglich — Beispiele
dafiir sind in Abbildung (1) zu sehen.
Um beispielsweise die Funktion
von Chaperonen besser zu verstehen,
untersuchen wir ithre Wechselwir-
kung mit ungefalteten Proteinen in
vitro. Diese Experimente sind darauf
ausgelegt, die einzelnen Schritte von
Chaperon-unterstiitzten Proteinfal-
tungsreaktionen offenzulegen. Sie
sollen zeigen, wie verschiedene Cha-
perone ungefaltete Proteine erkennen,
an hydrophobe Bereiche binden und
bei der Wiederherstellung der korrek-

ten Proteinstruktur zusammenarbei-
ten. Diese Experimente bieten einen
Einblick in die Mechanismen, die die
wichtige Versorgung der Zelle mit
korrekt gefalteten, funktionsfihigen
Proteinen gewahrleisten.

Proteinqualititskontrolle
im Golgi-Apparat

Als wichtiges Verteilzentrum fur
Proteine in der Zelle sollte der Gol-
gi-Apparat idealerweise keine unge-
falteten Proteine zum Weitertransport
freigeben. Das endoplasmatische
Retikulum, das dem Golgi-Apparat
vorgeschaltet ist, hat eine Vielzahl von
Mechanismen, um den Transport von
fehlgefalteten Proteinen zu verhin-
dern". Trotzdem kommen manche
fehlerhaften Proteine an diesem ersten
Checkpoint vorbei und gelangen in
den Golgi-Apparat. Dartiber hinaus
konnen bereits gefaltete Proteine ihre
Struktur, vor allem unter schidlichen
Bedingungen, wieder verlieren. Auch
der Golgi-Apparat muss daher mit
fehlgefalteten Proteinen umgehen
konnen. Wie der Golgi-Apparat die
Aggregation von ungefalteten Pro-
teinen verhindert oder deren Riick-
faltung oder Abbau einleitet, ist noch
nicht genau bekannt.

Um diese Prozesse zu unter-
suchen, entfalten wir, wie bereits
beschrieben, mittels hydrophobic
tagging gezielt Proteine im Golgi-Ap-
parat und beobachten ihr weiteres
Schicksal. In Mikroskopie-Studien
konnten wir sehen, dass der Gol-
gi-Apparat den Export von ungefal-
teten Proteinen einleitet (Abb. 4)'®.
Nach dem Export kiimmern sich
andere Zellorganellen um die unge-
falteten Proteine. Der Golgi-Apparat
arbeitet eng mit dem endoplasmati-
schen Retikulum zusammen, das eine
Vielzahl an Chaperonen beherbergt.
Diese interagieren mit den ungefal-
teten Proteinen, die aus dem Gol-
gi-Apparat exportiert wurden und
verhindern deren Aggregation. Eine
alternative Strategie beruht auf dem
Transport der ungefalteten Proteine
zu den Lysosomen. Die Lysosomen
sind membranumschlossene Reakti-
onsraume, die Proteasen, proteoly-
tische Enzyme, enthalten und daher
den Abbau der fehlgefalteten Proteine
durchfihren.

In weiterfiihrenden Studien
planen wir die Abfolge der einzelnen
Prozesse aufzukliren:

1) die raumliche Trennung von gefal-
teten und ungefalteten Proteinen im

Golgi-Apparat,
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2) den Export der ungefalteten Pro-
teine und die Auswahl des Zielorga-
nells (endoplasmatisches Retikulum
oder Lysosomen),

3) die Ruckfaltung oder den Abbau
der ungefalteten Proteine.

Jeder Schritt ist mit einer Ent-
scheidung tiber das Schicksal des
Proteins verbunden. Wie diese
Entscheidungen auf molekularer
Ebene getroffen werden, ist noch
nicht vollstindig aufgeklart. Einige
Studien deuten darauf hin, dass es
auf die Beschaffenheit des Proteins
ankommt. Wihrend ungefaltete Pro-
teine zurtick zum endoplasmatischen
Retikulum transportiert werden,
werden solche, die bereits (kleinere)
Aggregate gebildet haben, vorwie-
gend in den Lysosomen abgebaut".

Mithilfe des chemisch-biologi-
schen Modellsystems konnten wir
zur Ermittlung der beiden Export-
wege beitragen. Diese Erkenntnisse
werden in weiterer Folge zur Erfor-
schung bestimmter Krankheitsbilder
genutzt.

Proteinqualititskontrolle und
Stressantwort bei der Krankheits-
bewiltigung - eine Perspektive

Die zellulare Proteinqualititskont-
rolle und Stressantwort sind grund-
legende Prozesse, um Zellen im
Gleichgewicht zu halten. Sie sichern
das Uberleben von Zellen unter
schwierigsten Bedingungen und
16sen den programmierten Zelltod
aus, wenn das Gleichgewicht nicht
wiederhergestellt werden kann. Die
Aufklirung individueller Mechanis-
men dieser Prozesse auf molekularer
Ebene ist essentiell, um die Grund-
lagen der Anpassungsfihigkeit der
Zellen zu verstehen. Aus Studien der
Grundlagenforschung zeichnet sich
ein Netzwerk der regulatorischen
Mechanismen ab. Auf dieser Basis
konnen Hypothesen aufgestellt
werden, um die Rolle der Mecha-
nismen in verschiedenen Zelltypen
und deren Beitrag zu verschiedenen
Krankheitsbildern zu untersuchen.
Die Mechanismen helfen bei der Auf-
klirung mancher Krankheitsursachen

und werden auch als Ansatzpunkte
fur Therapien evaluiert®.

Neurodegenerative Krankheiten,
die oft im Alter auftreten, sind durch
die Bildung von Proteinablagerungen
charakterisiert. Die Elemente des
Proteinqualititskontrollsystems und
deren genaue Aktivititen zu kennen
ist essentiell, um deren Rolle beim
Auftreten von Proteinablagerungen
im Gehirn zu verstehen. Die Zusam-
mensetzung des Proteinqualititskon-
trollsystems dndert sich auch bei der
Ausbildung bestimmter Zelltypen.
Vor Kurzem wurde gezeigt, dass sich
in Stammzellen kaum Proteinablage-
rungen bilden, wihrend dies in aus-
gebildeten Nervenzellen wesentlich
haufiger passiert. Grund dafiir ist die
unterschiedliche Zusammensetzung
des Proteinqualititskontrollsystems
in diesen beiden Zelltypen?'. Das
Proteinqualitatskontrollsystem zu
starken, ist eine Strategie, die als
mogliche Behandlung von neurode-
generativen Erkrankungen evaluiert
wird. Weitere Ansitze, die verfolgt
werden, um beispielsweise die Alz-
heimer Krankheit zu behandeln,
befassen sich damit, eine Moglichkeit
zu finden der Aggregatbildung ent-
gegen zu wirken oder den Abbau der
Aggregate anzuregen. Ein weiterer
Angriffspunkt fiir die Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen ist
das Programm der Stressantwort, das
zum Zelltod fithrt. Das Absterben
von Nervenzellen ist unter anderem
auch durch diesen Mechanismus
bedingt und kann mittels einer nie-
dermolekularen Substanz, die den
Stresssignalweg moduliert, verlang-
samt werden®.

Ein weiterer Forschungszweig
beschiftigt sich mit dem Thema der
Stressantwort in Krebszellen. Meh-
rere Studien deuten darauf hin, dass
die Vermehrung von Krebszellen
sehr stark von einer gut ausgebilde-
ten Stressantwort abhingig ist. Im
Verbund eines schnell wachsenden
Tumors sind Krebszellen oft schwie-
rigen Wachstumsbedingungen ausge-
setzt. Sie mussen sich beispielsweise
an eine limitierte Versorgung mit
Nihrstoffen und Sauerstoff anpas-

sen. Um das Tumorwachstum zu
sichern, profitieren Krebszellen von
einer zligigen und funktionsfahigen
Stressantwort zur Adaption an die
harten Umweltbedingungen. Die
molekularen Mechanismen der Stres-
santwort kdnnen daher potentielle
Angriffspunkte fiir die Krebstherapie
aufzeigen®. Eine Therapie konnte auf
der Grundlage, dass das Eingreifen
in die Stressantwort von Krebszellen
deren Uberleben beeinflussen kann,
entwickelt werden.

Die Implikationen der Quali-
titskontrolle und Stressantwort sind
weitreichend, da diese Prozesse in
allen Zellen eine fundamentale Rolle
spielen. Die beschriebenen Beispiele
der neurodegenerativen und Krebs-
erkrankungen verdeutlichen die
Bandbreite der gesundheitlichen
Probleme, bei welchen zellulirer
Stress eine tragende Rolle spielt. Die
weiterfithrende Forschung zur Frage,
wie Zellen mit Stress umgehen und
die Funktionalitit ihrer Proteine
erhalten wird zum Grundverstind-
nis biologischer Prozesse und auch
zur Entwicklung von gezielten und
effektiven Therapien beitragen.

Summary

How cells respond to stress is an
important question in the field of
mechanistic cell biology research.
Our cells have strategies to sense and
adapt to stress, which can be induced
by unfavourable growth conditions
like high temperature, adverse pH,
and starvation but also by work
overload of cellular processes. An
adaptation to stress is essential to
ensure cellular survival even under
harsh growth conditions. Alterna-
tively, the cell will induce apoptosis,
a highly regulated cell death pro-
gram, which prevents damage to
neighbouring tissue.

These stress response mechanisms
are intimately connected to cellular
protein quality control pathways.
Proteins are important cellular bio-
molecules exercising specialized,
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often cell type-specific functions.
After being produced, they need to
acquire a three dimensional folded
structure in order to exercise their
functions reliably. Under stress
conditions proteins tend to lose

their structural integrity. Misfolded
proteins act as an important signal
for cellular stress, however they are
prone to form aggregates and are
potentially toxic for the cell. There-
fore, quality control mechanisms
ensure proper protein folding or lead
to the degradation of non-functional
proteins. Malfunction of the protein
quality control system can eventu-
ally lead to pathological conditions
such as neurodegenerative diseases.
The Golgi apparatus is a cellular
organelle important for protein
modification, sorting and transport.
How the Golgi senses stress, which
signals are subsequently induced and
how the Golgi maintains protein
homeostasis remains largely elusive.
Unravelling the molecular mecha-
nisms underlying these complex pro-
cesses under normal and pathological
conditions will enhance our under-
standing of fundamental cell biology
and provide the basis to develop
effective therapies for protein folding
diseases.
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