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1 Zusammenfassung

Calcium (C&)ist ein universelles Signalmolekiil, das eine wightRolle in vielen zellularen Pro-
zessen wie z.B. Erregbarkeit, Transkription, Exoggtund Apoptose spielt. In den meisten Im-
munzellen ist der Hauptmechanismus zur Erhéhungntieizellularen Calciumionenkonzentration
der so genannte speichergesteuerte Calciumeingstone operated Caentry, SOCE). Der in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) ikikete C&" Sensor STIM1 (stromal inter-
action molecule 1) bindet und aktiviert die in @&asmamembran (PM) lokalisierten Orail lonen-
kanale. STIML1 ist also direkt am Calciumeinstromhadsmus, der wichtig fur eine einwandfreie
Funktionalitdt von Immunzellen ist, beteiligt. Desrhaltnis von STIM1 zu Orail bestimmt die
Effizienz des Calciumeinstroms und damit die*’@bhangigen zellularen Funktionen. Verande-
rungen in der Quantitat und der Qualitat von Prggkosylierungen spielen eine wichtige Rolle
in der Immunzellentwicklung und —funktion. Daherravin der vorliegenden Arbeit der Einfluss
der Glykosylierung auf Calciumsignale im Allgemaingnd auf CRAC (calcium release activated
calcium) im Speziellen untersucht. Tatsachlich bttgine Inhibierung von Oligosaccharyltransfe-
rasen mit Tunicamycin SOCE in Jurkat T Zellen. Zrokodifizierende Enzyme wie Sialidasen
oder Klotho sind allerdings nicht in der Lage SO@primaren humanen CDZ-Zellen zu beein-
flussen. Die zwei Schlisselkomponenten von SOCHEVI$Tind Orail, sind beide N-glykosylierte
Proteine. Das Orail Protein hat eine Glykosyliesstgjle an der Aminosaure N223. Fir STIM1
wurden zwei N-Glykosylierungsstellen innerhalb @&-SAM Domane am N-Term des Proteins
gezeigt, die in vivo auch durch Glykane modifizigirtd. Um den individuellen Beitrag von STIM1
und/oder Orail am Tunicamycin Effekt zu erfasseabem wir die potentiellen Glykosylie-
rungsstellen in beiden Proteinen mutiert. Die Maotatder NVS Konsensussequenz im Orail Pro-
tein fuhrt zu keiner Veranderung des speichergestien Calciumeinstroms in HEK293 Zellen. Ein
konventioneller Austausch der Konsensus Aminosésparagin durch Glutamin im STIM1 Prote-
in (N/Q) fuhrt zu einer Reduktion des Orail vergitttn Calciumstroms. Andere Aminosauresub-
stitutionen an den gleichen Stellen induzierenalde Veranderungen in der Stromdichte mit einer
Mutation, die den STIM1 induzierten CRAC Strom diebtvergroRert. Die STIMIN131DN171Q
(STIM1DQ) Mutante erhoht den Calciumstrom etwa uas dierfache. Interessanterweise kann
diese Mutation im STIM1 Protein mit einer Proteptuktion von Orail korreliert werden und fuhrt
wahrscheinlich deshalb zu einer Verschiebung ddM$&Drail Proteinverhaltnisses hin zu opti-
maleren Werten. Untersuchungen mit der nicht fumdilen OrailR91W Mutante weisen auf eine
Aktivitats- bzw. Calcium-abhangige Regulierung @mail Proteinkonzentration hin. Die vorlie-
genden Daten lassen die Annahme zu, dass die @adpdszierte Proteindegradation eine ent-
scheidende Rolle bei dem Prozess spielen konntéz €mer reduzierten Orai Proteinmenge zei-
gen Untersuchungen mittels nicht-stationarer Néisalyse, dass in Verbindung mit STIM1DQ
insgesamt mehr Orail Kanéle aktiviert sind. Dermekygp der STIM1DQ Mutante kann durch eine
Veranderung des STIM1IWT zu OrailWT Proteinverhaftes nur teilweise imitiert werden. Die
Stromdichte wird mit zunehmender STIMIWT Menge zwanachst gro3er, erreicht allerdings
niemals die Werte des STIM1DQ induzierten Strones Wir einen zusatzlichen Effekt der Mutati-
on auf die Stabilitat oder Funktionalitat der EFMSAdomane spricht. Die Ergebnisse von TIRF
Experimenten unterstitzen diese Annahme. Das STMPbtein clustert und aktiviert den Orail
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vermittelten Calciumstrom deutlich schneller. Deis@mmenhang zwischen der STIM1 EF-SAM
Doméne und dem STIM1 Clustering und der Orail A&tivng wurden in der Literatur bereits
beschrieben. Die aktuellen Daten lassen daraufefdn, dass die STIM1DQ Mutante schneller
clustert und dadurch den Orail Kanal effizientdaividren kann. Die fehlende Glykosylierung an
sich scheint nicht die Ursache der verandertenePreigenschaften zu sein. Viel mehr scheint es
ein Effekt der Konformationsanderung zu sein, diedar Abwesenheit der grolien Zuckerketten
einhergeht. Die vorliegende Arbeit weist den en@&sammenhang zwischen Glykosylierung,
Struktur und Funktion von STIM1 Proteinen auf. Zodeurde ein neues mathematisches Modell
entwickelt, um die Effekte veranderter STIM1:Oraldrhaltnisse und veranderter Diffusion auf
Icrac UNd SOCE zu beschreiben. Die Regulation der (Redteinstabilitat durch seinen Aktivator
STIM1 weist einen neuen Regulationsmechanismuddiirspeichergesteuerten Calciumstrom auf.

11



2 Summary

Cd" is an ubiquitos signaling messenger and playsaergial role in many cellular functions such
as excitability, transcription, exocytosis and apsjs. In most immune cells the predominant
mechanism to raise the intracellular’Ceoncentration is the store-operated Gantry (SOCE).
The endoplasmic reticulum (ER) €asensor stromal interaction molecule 1 (STIM1) biraohd
activates plasma membrane localized Orail chanpesjding a C&' influx pathway that is es-
sential for proper immune cell function. Careftiafion of the protein concentration of STIM1 and
Orail thus determines the amount of Qaflux and its subsequent downstream effects. Beea
changes in the degree and quality of glycosylatian also affect immune cell development and
function, we investigated the impact of alteredcglgylation on SOCE. Indeed, inhibition of oligo-
saccharyltransferases with Tunicamycin increase@€E@ Jurkat T cells. Enzymes which just
modify the sugar residues, e.g. by removing terhsialic acids, like Sialidase or Klotho don't
affect SOCE in primary human CDZ cells. The two key players of SOCE, STIM1 anai®rare
both N-glycosylated proteins. Orail has one glytaigyn site at amino acid position N223. STIM1
has been shown to contain two N-linked glycosylasdes within the EF-SAM domain at the N-
terminus of the protein that are both modified bycgns in vivo. To delineate the contribution of
Orail and STIM1, we mutated their potential N-glggation sites. The mutation of the consensus
NVS site into IVI in the Orail protein causes naehe in store-operated Lantry and Calcium
release activated current (CRAC) characteristiaswéVer, conventional replacement of the con-
sensus asparagines by glutamines in STIM1 (N/Q)}deal reduction in Orail mediated currents.
Other amino acid substitutions at the same positied to variable degrees of current modification
with one mutation leading to significantly incredseurrent sizes. The STIM1IN131DN171Q
(STIM1DQ) mutant increases the Orail mediated ourefold. Interestingly, this mutation corre-
lated with a decrease in Orail protein concentnadiad likely led to a change in the STIM1:Orail
stoichiometry towards an optimized ratio for Oradtivation. We made effort to identify the
mechanism of the Orail protein rundown after caf@ction with STIM1DQ. Orail degradation is
largely prevented in non-functional OrailR91W muiarpointing towards activity-dependent
regulation of Orail protein stability. The currglata indicate a role of the caspase induced protein
cleavage. Non stationary noise analyses of Oradiates] current revealed an increase in the num-
ber of active channels, with just little changeojen probability or single channel conductance.
The phenotype of the mutant could only be partiatiynicked by alteration of wildtype protein
ratios between Orail and STIM1. Current densitydases with rising amount of STIM1IWT but
never reaches the level of the STIM1DQ mediatedeoty suggesting an additional influence of
the mutation on the EF-SAM domain stability or ftion. TIRF data support this idea. STIM1DQ
clusters faster and activates the Orail mediate@musignificantly faster. The correlation between
the STIM1 EF-SAM domain stability and the STIM1 stiering and Orail activation has been
shown previously. Our current data suggest thatgaum-of-function STIM1DQ mutant clusters
faster and may activate the Orail channel moreieffily. This doesn't seem to be a direct effect
of the loss of glycosylation but more a conformadilochange which comes along with the absence
of the sugar trees. This work shows the tight i@ship between glycosylation, structure and
function of STIM1 proteins. We describe also a naathematical model to delineate effects of
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altered STIM1:Orail stoichiometry and altered diftunal parameters. Regulation of Orail protein
stability by its activator STIM1 adds an importaspect in the regulation of SOCE.
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3 Einleitung

Unser Universum dehnt sich stéandig aus und diesglélinung begann bereits vor etwa 15 Milli-
arden Jahren mit dem heif3en Urknall. Die Nukleoger@eschéftigt sich mit der Entstehung der
Elemente und zeigt, dass bereits drei Minuten miEch Urknall die ersten Elemente Wasserstoff,
Helium und Lithium als so genannte Elemente kosgistthen Ursprungs geboren waren. Alle
anderen Elemente im heutigen Universum werden mSternen ,gekocht®. So auch das Element
Calcium, welches wahrend einer Supernova, der Eigrieeines Sterns, entsteht.

Calciumsalze wurden erstmal im Jahr 1755 von denot&n Joseph Black beschrieben, wobei die
erste Reindarstellung den Chemikern Bunsen undhiéatin im Jahr 1857 gelang. Seitdem wurde
Calcium (C&") als rein strukturbildendes Element in Knochen @iéthnen beschrieben, bis die
Experimente des britischen Mediziners und Pharnogian Sydney Ringer um 1880 dieses Wissen
revolutionierten. In seinen ersten ExperimentenehRinger isolierte Rattenherzen in eine Koch-
salzlésung aufgenommen, fir deren Herstellung edboer Leitungswasser von hoher Harte ver-
wendete. Die Herzkontraktionen waren dauerhaftdenglich zu erkennen. Als er in weiteren Ex-
perimenten das Leitungswasser durch destillierteasséf ersetzte, machte Ringer die
Beobachtung, dass die Kontraktionen zunehmend sttevdvurden und nach etwa 20 Minuten
aufhorten. Er fand heraus, dass zur Aufrechterhgltier Kontraktionen die Zugabe von Calcium-
salzen erforderlich war. Auf diesem Weg wurde ead$ngezeigt, dass Calcium, das urspringlich
als rein strukturbildendes Element angesehen wuyldgsiologische Aktivitat in einem Gewebe
zeigte, das weder mit Knochen noch mit Z&hnen isafumenhang steht (Carafoli, 2002; Morgulis
& Gies, 1914). Zu den weiteren Wegbereitern auf @hiet der Calciumerforschung gehérte der
amerikanische Biologe Lewis Victor Heilbrunn. Erntdeckte im Jahr 1940, dass?Can isolierte
Muskelfasern des Frosches diffundieren kann und Kontraktionen auslost. Nachdem die bio-
chemische, biophysikalische und strukturelle Bakds Muskelkontraktion von Szent-Gyorgyi,
sowie Hanson und Huxley bereits in den 40-er unérb@ahren aufgeklart wurde, blieb dennoch
die Frage offen, wie die Kopplung zwischen Nervgniile und Kontraktion ablauft. Der japani-
sche Physiologe Ebashi Ses@ntdeckte, dass in der Abwesenheit voR* ®aine Kontraktionen
stattfinden konnten, auch nicht, wenn er ATP zuimkkiind Myosinfilamenten gab. Nach Zugabe
von C&" jedoch bildete sich eine starke Kontraktion ausd(E 2006). Die Idee von €aals se-
cond messenger wurde ab diesem Zeitpunkt intemgersucht und beforscht.

David E. Clapham schrieb: ,Calciumsignaling affeet@ry aspect of a cell’s life and death. The
most tightly regulated ion within all membrane-bdusrganisms, Calcium binds to thousands of
proteins to effect changes in localization, assmriaand function“. Heute weifl3 man, dass’'Ca
eine zentrale Rolle in fast allen Prozessen im heatiner Zelle spielt, angefangen bei der Entste-
hung bis hin zum Sterben einer Zelle. Calciumsigmagulieren Ablaufe wie z.B. die Signaltrans-
duktion, die Zellproliferation, die Motilitdt, didranskription, die Exocytose und die Apoptose
(Clapham, 2007). Lange Zeit blieb die Frage unbeartét, wie ein einziges lon es schaffen kann
eine Vielzahl so unterschiedlicher Prozesse simuttaregulieren bzw. zu beeinflussen. Die Ant-
wort liegt in der Vielseitigkeit der Signale in By auf Geschwindigkeit, Amplitude und zeitlich-
raumliches Auftreten der veranderten Calciumioneakatration (Berridge et al, 2000). Jede Zelle
muss daher standig sehr viel Energie aufbringenjam@nkonzentrationsgradienten fir Signalwe-
ge aufzubauen und aufrecht zu erhalten. In diesemeBs wirken eine Vielzahl verschiedener
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Kanale, Pumpen, Uniporter und Organellen mit. UB@salbedingungen betragt die intrazellulare
Calciumionenkonzentration im Cytosol etwa 100 — 200. Je nach Zellart und Stimulus kann
diese bei Aktivierung bis zu 1 pM ansteigen uncebe Prozesse in Gang setzen (Feske, 2007).
Verflgbare Quellen fir Calciumionen stellen zuneeidas Endoplasmatische Retikulum (ER) und
in den Muskelzellen entsprechend das SarkoplasthatiRetikulum (SR) mit einer Calciumionen-
konzentration von 0,5 mM und der Extrazellzlarraomt einer Calciumionenkonzentration von
etwa ein bis drei mM dar (Feske, 2007). Auch di¢obtiondrien, als Caspeichernde Organellen,
leisten hierzu einen wichtigen Beitrag (Quintanale2011).

3.1 Mobilisierung von Ca?* aus intrazellularen Speichern

Der Calciumausstrom aus den internen Calciumspeiciwed durch eine Vielzahl von Kanélen
gesteuert, von denen die Familien der Inositol;5t,Frisphosphat Rezeptoren {8 und Ryan-
odin Rezeptoren (RyR) am besten untersucht undakteisiert sind. Der prinzipielle Aktivator
dieser Kanale ist Gaselbst, in einem Prozess, den man af iDduzierte C& Freisetzung (CICR
Calcium induced Calcium release) bezeichnet. Alteysl kann C# alleine die Kandale nicht akti-
vieren. FUr die Aktivierung von BR ist zusatzlich die Anwesenheit des sekundaremridtoffs
Inositol 1, 4, 5-Triphosphat (P notwendig. Die Aktivitat der RyR wird zusatzliclurch den se-
cond messenger zyklische ADP Ribose (CADPR) redguligerridge, 1993, Berridge et al, 2000,
Mak et al, 1999). Insgesamt gibt es 3 HomologeRIPyp 1, IRR Typ 2, IRR Typ 3) des IER die
homo- und heterotetramere Kanéle bilden konnen.IR& Typ 1 ist am weitesten verbreitet und
wird in allen Geweben und in allen Entwicklungsstufjefunden. Es konnte gezeigt werden, dass
die IPR verschiedenste Rollen wahrend der EntwicklungPoezessen wie der frihen Embryo-
genese spielen und, dass der Verlust der FunkiesedKanale zu schwerwiegenden Phanotypen
fuhrt (Mikoshiba, 2011; Kimlicka & Van Petegem, 201Auch von dem RyR gibt es drei Subty-
pen, deren Expressionmuster gewebe- und zellspazifierschieden sind. Am haufigsten sind die
RyR in Skelettmuskel- und Herzmuskelzellen zu fimdeo sie an der Ubersetzung des Nervenim-
pulses in eine Kontraktion entscheidend beteiligtl §Kimlicka & Van Petegem, 2011). In einer
neuen Studie wurde der RyR Typ 2 mit dem plotziicKéndstod (sudden infant death syndrome
SIDS) und plétzlichen Herztod (sudden cardiac dea@D) in Verbindung gebracht (Larsen et al,
2012). Durch die enorm wichtige Funktion in Herzkelzellen kann eine Dysregulation zun&chst
die Ausbildung einer Tachykardie (catecholaminepmgitymorphic ventricular tachycardia, CPVT)
begunstigen, die dann zum SCD fihren kann.

3.2 Calciumeinstrom Uber die Plasmamembran

Wie bereits erwahnt, sind der Aufbau und die Auiftechaltung von lonengradienten tber Memb-
ranen eine Grundvorraussetzung fiir die Signaltiizzh. Im Falle des Cabesteht ein steiler
Konzentrationsgradient tber die Plasmamembran (##)die ER Membran, da das Cytosol mit
einer durchschnittlichen Calciumionenkonzentratron etwa 100 — 200 nM ca. 10.000 fach unter
der des extrazellularen Milieus mit 1-3 mM und des ER mit etwa 500 uM liegt. Der Konzentra-
tionsgradient tber die Membranen wird durch*CRBumpen in der Plasmamembran (plasma
membrane Calcium-pump, PMCA) und im Endoplasmagischzw. Sarkoplasmatischen Retiku-
lum (sarco-endoplasmic Calcium-ATPase, SERCA), sogirch Natrium-Calcium-Austauscher
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(Na'/Cd*-exchanger, NCX) bzw. Natrium-Calcium-Kalium-Aussaher (N& C&*- K*-
exchanger, NCKX) aufrecht erhalteBie PMCAs haben eine hohe Affinitat fir a aber eine
geringe Kapazitat, wahrend die Austauscher (NCXKNXeine geringe Affinitat fir die entspre-
chenden lonen, aber eine hohe Kapazitat aufweBSkpliam, 2007). Dafir liegen die SERCASs in
extrem hoher Dichte von etwa 2000 pro‘uor und kénnen daher extrem effizient das cyteplas
matische C4 absenken (Means et al, 2006). Neben der chemidaiedskraft, ausgeldst durch den
Konzentrationsgradienten, besteht auch eine staldddrische Triebkraft fir den Einstrom von
Ccd" in die Zelle. Aufgrund des negativen inneren Plsembranpotentials, das in vielen ruhen-
den Zelltypen bei ~ -60 mV liegt, resultiert ein@@e Triebkraft fiir den passiven Eintritt von’Ca
nach Depolarisation oder Rezeptor-vermittelter Skation der Zelle (Berridge, 1993). Abbildung
1 zeigt Ubersichtlich das Zusammenspiel von KandRazeptorkanalen und Transportern bei der
Einstellung und Aufrechterhaltung eines Calciumitkunzentrationsgradienten und die Ablaufe
bei Aktivierung der PM-standigen Kanéle.

L A | B 24
1] Ca“"-permeant channels a T 1l led
2+ row protein-couple
a cat [caz+] L?gjﬁs gg‘tsg (Eﬁ%‘/) factors receptor agonists
") > > @ E St Stim/Orai (CRAC)
Ca2*-activated At i f
NCKX K and CI Hatol) NEX }
,channels
S - Call T
- (3 Ptdins PIP ‘Py .
- Ca®
e dKt . PLC g Mitochondria 4 GDP

Sl 100 nM
w$ Na Ca2t oot
(")

CYTOPLASM

Ca?* release
{IP3R or RyR)

?uM

[

Abbildung 1: Aufrechterhaltung und Nutzung von C&*- Konzentrationsgradienten fiir Signalkaska-
den (Abbildung aus Clapham, 2007). ADie cytoplasmatische Calciumionenkonzentration uihenden
Zellen ist relativ niedrig und wird durch die Akitiét der Calcium- ATPasen in Plasmamembran (PMG#) u
ER (SERCA) auf einem Level von ungefahr 100 nM ¢feha Der Natrium-Calcium-Austauscher (NCX)
transportiert drei Nagegen ein C& B lonenkanéle in der Plasmamembran &ffnen durch Wesang des
Membranpotentials oder Bindung von intrazellulakew. extrazellularen Liganden. Wenn diese Kanéle
offnen, flieRen ungefahr 1 x 40onen pro Sekunde pro Kanal in die Zelle. Diestaile Erhéhung der intra-
zellularen Calciumionenkonzentration fiihrt zur Be¢zung von weiteren €aaus intrazellularen Speichern
via Aktivierung von Ryanodinrezeptoren (RYR). G-fein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) bzw. Rezeptor-
Tyrosinkinasen vermitteln nach Aktivierung die Spay von Phophatidylinositol Bisphosphat (PIfh
Inositol-1, 4, 5 —Triphosphat (}Pund Diacylglycerol (DAG) durch die Phospholipas€RL.C). IR; ist der
Ligand an Inositol-1, 4, 5-Triphosphat-RezeptoéhR) in der ER-Membran

.....

calt

Der Hauptcalciumeinstrom Uber die Plasmamembrarigtrim Wesentlichen durch vier verschie-
dene Kanalproteintypen, die nach ihrem Aktivierungshanismus in verschiedene Gruppen unter-
teilt werden. In elektrisch erregbaren Zellen, Werven-, Muskel- oder endokrinen Zellen, vermit-
teln hoch selektive spannungsabhangige Calcium&af\DCC) in Folge einer Depolarisierung
der Plasmamembran den Calciumeinstrom in das Bellen Zu den ligandengesteuerten Katio-
nenkandlen (LGCC) zahlen u.a. Neurotransmitter-pteren, wie Serotoninrezeptoren (5-HiT
nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor (nicotinic agleholine receptors, nAChRs) und N-Acetyl-D-
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Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren). Die rezegitivierten Calciumkanale (RACC) sind
als Plasmamembran-Kanale definiert, die indirekhraindung eines Agonisten, wie z.B. Hormo-
ne oder Wachstumsfaktoren, an ihre jeweiligen Rezep geodffnet werden, wobei das Rezeptor-
protein vom Kanalprotein getrennt ist und der Offgsmechanismus keine Depolarisation der
Plasmamembran erfordert. Bei dieser Gruppe wirdHinblick auf den Aktivierungsmechanismus
wieder zwischen receptor operated channel (ROC)stme operated channel (SOC) unterschie-
den. Der Calciuminflux durch RACCs wurde sowohélaktrisch erregbaren, als auch in elektrisch
nicht erregbaren Zellen nachgewiesen (Clapham, ,1888clato et al, 1994, Parekh et al, 1997,
Putney & Bird, 1993). Die Existenz von lonenkanéldie sensitiv fir mechanische Stimuli sind
(MSCCQC), wurde bereits fur viele Zelltypen nachgesgie Die Aktivitdt der mechano-sensitiven
Kandle ist fur die Signaltransduktion vieler untdigsdlicher Prozesse, wie z.B. Horen, Fihlen
oder Zellbewegung durch Kontraktion glatter Muskéé&n, entscheidend (Zou et al, 2002).

3.3 Der Calcium release activated Calcium current (¢rac)

Bereits im Jahr 1986 beschrieb James Putney eiatmu@einstrom in Zellen, der nach Entlee-
rung der intrazellularen Speicher mig ®usgelodst wurde. Hoth et al. charakterisiertesatieCal-
ciumstrom Uber die PM elektrophysiologisch und nannhn kgrac flr calcium release activated
calcium current. Ein heute ebenfalls weit verbteitélame ist speicheraktivierter Calciumeinstrom
(store operated Gaentry SOCE), wobei der Begriff SOCE fir den Caiuiinstrom nach Spei-
cherentleerung in Imagingexperimenten ugghd fur den Calciumstrom explizit durch den Orail
Kanal in Patch-clamp Experimenten verwendet wird.

Icrac kann durch die Entleerung des ER mi, Itfem Cé*-lonophor lonomycin oder einem ta
Chelator wie z.B. EGTA ausgelost werden und dieat dazu die intrazellularen Speicher nach
Entleerung wieder mit Gaaufzufilllen. Der Kanal wird durch einen Feedbackiagismus den
man als calciumabhé&ngige Inaktivierung bezeich@et' dependent inactivation) durch Caelbst
inhibiert (Zweifach & Lewis, 1995; Derler et al, @8 Mullins et al, 2009). Der CRAC Strom ist
nicht spannungsaktiviert, stark einwarts rektifieied und hoch selektiv fir €aDas Umkehrpo-
tential liegt bei etwa +50 mV (Hoth & Penner, 199)st unter vollstéandig divalentfreien Bedin-
gungen (DVF) leitet der CRAC Kanal in hohem MaR malente lonen wie z.B. NgCahalan
1996, Bakowski D, Parekh AB. 2002). Der Calciumstrdurch den CRAC Kanal kann u.a. durch
2-APB (2-aminoethoxydiphenylborat) (Bakowski et2001; Peinelt et al, 2008a) und durch drei-
wertige Lanthan- und Gadoliniumionen blockiert werdHermosura et al, 2002, Hoth & Penner,
1992).

Obwohl dieser speicheraktivierte Calciumstrom lem experimentellen Studien in verschiedenen
Zellsystemen sehr gut charakterisiert war, bliethienmolekularen Komponenten viele Jahre unbe-
kannt. Dies anderte sich in den Jahren 2005 un@,2416 durch genomweite SiRNA Screens das
Calciumsensorprotein STIM1 (Liou et al, 2005, Rebal, 2005) und das Orail Protein, als eigent-
liches Kanalprotein (Feske et al, 2006; Prakriyalef006, Vig et al, 2006, Zhang et al, 2006),
identifiziert werden konnten. Peinelt et al zeigB896, dass nach Uberexpression von STIM1 und
Orail die Stromdichte 60-fach vergrof3ert war. Diesperimente liel3en den Schluss zu, dass beide
Proteine molekulare Komponenten v@gak sind. Das Verhéltnis von STIM1 zu Orail spieltrhie
eine sehr entscheidende Rolle fir die EigenschalésnOrail vermittelten Calciumstroms. Li et al
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und Lewis et al konnten zeigen, dass 8 STIM1 Mdkekiotwendig sind um einen Orail Kanal,
bestehend aus 4 Untereinheiten, optimal zu akéwié€kLi et al, 2011; Hoover & Lewis, 2011).

Der Aktivierungsmechanismus des CRAC Stroms isflabildung 2 am Beispiel einer T-Zelle
dargestellt, die durch eine Antigen prasentierefidile (antigen presenting cell APC) aktiviert
wird.

Antigen prasentierende Zelle (APC) %W%
? z.B.Makrophage, Dendritische Zelle FLOL &
9% oo

Immunologische _
Synapse (IS)

ORAI1
ORAI2
ORAI3

CD 3 Rezeptor

[Ca*]basal~10" M - e
[Ca*]aktiviert~10° M speichergesteuerter

Calciumeinstrom

‘o = (SOCE)
- '
SERCA
— Aktivierung
[Ca*]~100 - 800 uM Differenzierung
T-Zelle Proliferation

Abbildung 2: Aktivierungsmechanismus des speicheraktivierten Calumeinstroms durch den Orail
Kanal. Trifft eine T-Zelle eine antigenprasentierenddeZAPC) so bildet sich tber den MHC (major hista-
bility complex) Komplex mit dem Antigen (AG) und mi@-Zell Rezeptor mit kostimulatorischen Rezeptoren
(CD3, CD4/8) die so genannte Immunologische Synél$eaus. Die PLE wird durch Phosphorylierung
aktiviert und spaltet PN DAG und IR. IP; bindet an den iR in der ER Membran und fihrt so zur Spei-
cherentleerung. Das STIM1 Molekiil verliert das getrne C& und verandert die Struktur. Dadurch aggre-
gieren die STIM1 Monomere zu Dimeren und diffundiein PM nahe Regionen um dort durch direkte In-
teraktion den Orai Kanal in der PM zu aktivierer®'Ckann aus dem extrazellularen Raum in das Cytosol
einstromen und Prozesse wie T-Zellaktivierung, @#éhzierung oder Proliferation in Gang setzen. ATiE
betriebene Calciumpumpe SERCA in der Membran defiiffRlen Calciumspeicher wieder auf.

Nach Ausbildung der immunologischen Synapse (IS)dem Tyrosinkinasen aktiv, die dann die
Phosholipase € (PLCy) phosphorylieren und somit aktivieren. Dieses Emzpaltet das PM stén-
dige Phospholipid Phosphatidylinositol- 4,5- Bisppleat (PIR) in die Produkte Diacylglycerol
(DAG) und Inositol 1, 4, 5-Triphosphat g)P1P; bindet an den YR in der ER Membran und flhrt
damit zur Entleerung des intrazellularen Calciungps. Das an die erste EF-Hand gebundene
Cd" des STIM1 Molekiils dissoziiert und STIM1 Monomemggregieren zu Oligomeren. Diese
STIM1 Oligomere diffundieren durch die ER MembranAM nahe Bereiche, wo sie zu Multime-
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ren zusammenclustern und den in der PM lokaligie®igil Kanal durch direkte Interaktion (Park
et al, 2009, Zhou et al, 2010; Soboloff et al, Gifitnen kénnen.

Der speichergesteuerte Calciumeinstrom, und dietdaerbundene Erhéhung der intrazellularen
Calciumionenkonzentration, aktiviert kurz- und l&igjige Antworten in Immunzellen. Der An-
stieg der Calciumionenkonzentration fuhrt direl8.zur Mastzelldegranulation oder zum Abtdten
von virusinfizierten oder entarteten Zellen durée @D8 Killerzellen. Langfristig ergeben sich
Veranderungen in der Transkription von Genen, dieProliferation und Differenzierung von B-
und T- Zellen fiihren. Die Ubersetzung der erhéh@aiciumionenkonzentration in veranderte
Transkriptionsevents obliegt u.a. dem Transkrigfaktor nuclear factor of activated T cells
(NFAT). Dieser liegt im inaktiven Zustand stark gphboryliert im Cytoplasma vor und wird nach
Aktivierung dephosphoryliert und kann dann in deallk®&rn eingeschleust werden, wo er
Transkriptionsevents beeinflussen kann. Hierdurenden verschiedene Signalwege in Gang ge-
setzt, die letzendlich zur Aktivierung, Differenaiag oder Proliferation der T Zellen fiihren
(Gwack et al, 2007a).

Mittlerweile wurden CRAC Stréme auch in vielen aredeprimaren Zellsystemen neben den T-
Zellen untersucht, hierzu zahlen z.B. das NervaasygOhana et al, 2009), das glatte Muskelge-
webe (Yang et al, 2011), die Haut (Stanisz et @1,2? und vor allem die Zellen des menschlichen
Immunsystems (Cahalan & Chandy, 2009, Oh-hora, 2068kur & Fomina, 2011, Yarkoni &
Cambier, 2011). Es wurde gezeigt, dass der speathdierte Calciumstrom eine wichtige Rolle
fur die Zellteilung (Golovina et al, 2001), die Rieration (Gill et al, 1996), die Genexpression
(Enfissi et al, 2004), die Zelldifferenzierung (Wual, 2004), die Apoptose (Blackshaw et al, 2000,
Flourakis et al, 2010, Vanden Abeele et al, 2008) die Exocytose (Parekh & Putney, 2005)
spielt.

3.3.1 Die Orai Proteine

Der Orail Kanal als molekulare Komponente des sgeicduzierten Calciumstrom wurde im Jahr
2006 unabhéangig von drei verschiedenen Grupperemomgweiten siRNA Screens identifiziert .
Der Name Orai entstammt der griechischen Mytholagid steht hier fur die Wachter der Him-
melspforten (Feske et al, 2006). Das Gen ist beenddhen auf Chromosom 1224 lokalisiert. Im
menschlichen Genom hat man 3 homologe Orai Genmdef, Orail-3 (CRACM1-3) (Gwack et
al, 2007b). Die drei Orai Homologe zeigen spedifisSelektivitat fir Cd lonen, verschiedenes
pharmakologisches Verhalten nach 2-APB Applikatiord unterschiedliches Verhalten bei der
Calcium- abhangigen Inaktivierung des Kanals (ltiale2007). Ein aktiver Orai Kanal wird aus 4
Orai Proteinen gebildet und dieser kann homo- beézromer aufgebaut sein. Das Orai Protein ist
in der PM lokalisiert und besitzt vier Transmemig@manen, wobei der C- und der N-Term im
Cytoplasma lokalisiert sind (Soboloff et al, 200B)e Bedeutsamkeit des Orai Proteins wird in so
genannten SCID (severe combined immune deficieRegienten deutlich. Diese Patienten haben
kein funktionstlichtiges Immunsystem, was bei eimiBatienten durch eine einzelne Punktmutati-
on im Orail Gen hervorgerufen wird. Ein einzelneikldotidaustausch von Cytosin zu Thymin an
Position 271 in der kodierenden Region des OraihsGéhrt zur Ausbildung der Aminoséaure
Tryptophan anstelle von Arginin (R91W). Der CRAGdB in diesen Zellen bleibt aus und eine
adaquate Aktivierung von T-Zellen ist so nicht nmiéigl(Feske et al, 2006). Desweiteren wurde die
Bedeutung des Orail vermittelten Calciumstroms liailDKnockout Mausen sichtbar. Diese sind
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sehr viel kleiner als die Wildtyp Mause, leidenfugenlidreizungen und sporadischem Haaraus-
fall. Obwohl die B- und T- Zellentwicklung normablauft weisen die B-Zellen einen verminderten
Calciumeinstrom nach B-Zellrezeptor Stimulation.afifich die T-Zellen zeigen verminderten
CRAC Strom und reduzierte Cytokinproduktion. De&Rtbtyp dieser Mause ist vergleichbar mit
dem von SCID Patienten, die die Mutation im Oraén@agen (Gwack et al, 2008).

3.3.2 Die STIM Proteine

STIM steht fur stromal interaction molecule und deibereits im Jahr 1996 von Oritani et al. ent-
deckt. Allerdings brachte man das Protein damatd$imacht mit dem speicheraktivierten Calcium-
strom in Verbindung, sondern handelte das STIM @smogliches Tumorsupressorgen (Williams
et al, 2001). Die Korrelation zwischen STIM und CRSOCE entstand erst knapp zehn Jahre
spater, als zwei verschiedene Gruppen durch genitengi®@NA Screens das STIM1 Molekil als
molekulare Komponente des CRAC Stroms identifiziertLiou et al, 2005, Roos et al, 2005). Es
gibt zwei homologe STIM Proteine, welche durch wsttkiedliche Gene kodiert werden: STIM1
und STIM2. Im humanen Genom ist das STIM1 Gen dub@osom 11p15.5 und das STIM2 Gen
auf Chromosom 4p15.1 lokalisiert. Beide Proteirkene6l % Sequenzhomologie, besitzen eine
Transmembrandomane und sind in der Membran deslERdiert. Im Lumen des ER besitzen sie
zwei Calciumbindemotive (EF-Hande), von denen dilegs nur die erste Doméne wirklich Calci-
um bindet und so STIM zum Calciumsensor des ERi@alonengehalts macht. Wird das ER
entleert, so verliert das STIM Molekiil das geburd@d”, aggregiert in so genannte Punctae und
diffundiert durch die Membran in PM nahe Regionan dort den Orai Kanal zu aktivieren.
Punktmutationen in der Calciumbindedoméane des SPibteins fihren dazu, dass das Protein,
unabhangig von der Calciumionenkonzentration inalbrides ER, geclustert vorliegt und den Cal-
ciuminflux durch den Orai Kanal konstitutiv antrefhiou et al, 2005).

Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass das SFibtéin in sehr geringem MalRe auch in der
PM lokalisiert ist (Zhang et al, 2005). Die Bedengwon PM lokalisiertem STIM ist allerdings
noch weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dds81E dort bei der Adhasion oder der ARC-
(arachidonate regulatet calcium) Kanal Aktivierwege Rolle spielt (Cahalan, 2009, Mignen et al,
2007, Shuttleworth et al, 2007, Shuttleworth, 2012)

Passend zu dem weitlaufigen Expressionsmuster ¥&MSund der nachgewiesenen Bedeutung
fur SOCE hat der Knockout von STIM1 weitreichenddgen. Obwohl die Embryogenese zu-
nachst normal verlauft, versterben die Mause nachJterus oder kurz nach der Geburt. Auch
STIM2 KO Mause sterben in der Regel im Alter voaniis finf Wochen (Cahalan, 2009). Auch
im Menschen wurden bereits mehrere Immundefiziesiyme mit einer Nonsense Mutation in
STIM1 in Verbindung gebracht (Feske, 2011). In ditbroblasten eines Patienten konnte kein
SOCE mehr nachgewiesen werden und der Patieanliginem komplexen Syndrom kombinierter
Immundefizienz mit Infekten und Autoimmunreaktion(@icard et al, 2009).
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3.4 Das Zusammenspiel von STIM1 und Orail

Das in der ER Membran lokalisierte STIM Proteindst molekulare ER Calciumsensor, welcher
Calciumsignale und Calciumhoméostase reguliertaktivierten Zustand sind die STIM Molekile
hoch dynamische Kommunikatoren, die kleinste Vgaimingen in der Calciumionenkonzentration
wahrnehmen und durch Aktivierung des Orai Kanalden PM wieder ausgleichen. Die Arbeits-
gruppe um Mitsuhiku lkura konnte die Struktur dé-EAM Doméne im STIM1 Molekll aufkla-
ren und trug somit zum Versténdnis der Vorgangeh msldivierung bei. Mutationen in der EF-
SAM Doméne des STIM1 Molekils auBerten sich datass die STIM1 Proteine unabhangig von
der Calciumionenkonzentration aggregiert warender Orai Kanal konstitutiv aktivierten (Zheng
et al, 2011).
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Abbildung 3: Die STIM1 Aktivierung fuhrt zur Konformationsanderu ng und Interaktion mit dem
Orail Kanal. A Im nicht aktivierten Zustand hat die EF-Hand de$M8IT Molekiils C&* gebunden und die
coiled-coil Doméanen am C-Term des Proteins sinchdatramolekulare, elektrostatische Kréfte dicht ge
packt.B Nach Aktivierung des STIM1 Molekuils durch Ernigginng der Calciumionenkonzentration im ER,
oxidativen Stress oder Temperaturschwankungen lettiich der C-Terminus von STIM1 und interagiert
mit und aktiviert den Orail Kanal in der PM.

Solange C# gebunden ist, bildet die EF-SAM Domane am N-Tees Broteins eine dicht ge-
packte Struktur. Sobald €adissoziiert, wird diese Doméne destabilisiertfatet sich und be-
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wirkt das Clustering der STIM1 Molekile. Diese &turelle Veranderung des N-Terms wird auch
auf den C-Terminus des Proteins Ubertragen. Hiedeveinhibitorische, intramolekulare elektro-
statische Interaktionen zwischen der ersten cailgtiDomane und der CAD (CRAC activating
domain) Doméne reduziert und der dicht gepacktee@Twird erntfaltet, so dass ein basischer
Bereich des Proteins innerhalb der CAD Doméane epbwird und an saure Aminosauren im
Orai C-Term binden kann (Kim & Muallem, 2011). Earde bereits gezeigt, dass die CAD Doma-
ne (Aminosauren 342-448) alleine ausreicht, um@exi Kanal adaquat zu aktivieren (Park et al,
2009). Das STIM1 Molekdl hat drei Zielbereiche aa és bindet. Mit dem basischen Bereich in-
nerhalb der CAD Domane bindet es an den saureniddedes Orail C-Terms. Mit einer noch
nicht identifizierten Stelle interagiert das Molékiahrscheinlich zudem mit dem N-Terminus des
Kanals und mit dem lysinreichen, polybasischen @vieus interagiert STIM1 mit sauren
Phospholipiden in der PM (siehe Abbildung 3).

Der funktionelle Orail Kanal wird aus 4 Orail Uriaheiten gebildet und optimal durch die Bin-
dung von 8 STIM1 Molekllen aktiviert (Hoover & Lesyi2011). Das Verhéltnis von STIM1 zu
Orail Molekilen spielt eine entscheidende Rolle fiie Eigenschaften des CRAC Stroms
(Scrimgeour et al, 2009). Das ExpressionsmusterS/bivi1 und Orail stellt somit ein Regulati-
onsmechanismus fiur SOCE ungac dar. In primaren T- und B-Zellen konnte bereitzeigt wer-
den, dass sich das STIM1:Orail Verhaltnis unteidetieso die Hohe des Calciumeinstroms modu-
liert und an den jeweiligen Bedarf anpasst (Yarki@ambier, 2011). Ein weiteres Beispiel dieses
Regulationsmechanismus lies sich in Cardiomyocytigen. In neonatalen Cardiomyocyten lasst
sich die STIM1 mRNA und das STIM1 Protein nachwejsie Menge der mRNA und des Prote-
ins nehmen mit zunehmender Entwicklung der Zekelogh ab, so dass in den adulten Zellen kei-
ne Transkripte oder Proteine von STIM1 mehr naclezsewn sind. Induziert man allerdings mit
Phenylephrin eine Hyptertrophie in den Zellen, sodvdas STIM1 Protein wieder gebildet, der
Calciumeinstrom in den Zellen erhdht und somit @alcineurin-NFAT Pathway verstarkt, der bei
der Ausbildung einer cardialen Hypertrophie einesemeidende Rolle spielt (Luo et al, 2012a).

3.5 SOCE und die Immunantwort

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystexs,ditn Kdrper hdherer Lebewesen vor po-
tentiell pathogenen Erregern schiitzt, indem esdtfmigmde, infizierte und entartete Zellen erkennt
und eliminiert. Zu den zellularen Bestandteilen desianen Immunsystems zéhlen die Granulozy-
ten, die Monozyten, die dendritischen Zellen, digkkbphagen, die naturlichen Killerzellen, die T-
Lymphozyten, die CD4T-Helferzellen, die CD8zytotoxischen T-Zellen und die B-Zellen. Damit
diese Zellen ihre spezifischen Aufgaben erfillenrién, missen sie zunachst stimuliert werden,
was zu einer Veranderung der intrazellularen Calunenkonzentration und anschliel3end zur
Aktivierung verschiedenster Signalwege fiihrt. Digiierung der Zellen erfolgt Gber Rezeptoren
wie z.B. den T- oder B-Zellrezeptor. Der vorrangigignalweg um die intrazellulare Calciumio-
nenkonzentration in Lymphozyten zu erhdhen, ist sfggicheraktivierte Calciumeinstrom durch
den CRAC Kanal. In T-Zellen, die defizient fir dgpeichergesteuerten Calciuminflux sind, zeigt
sich eine reduzierte Interleukinproduktion, einde&okte T-Zellproliferation und eine verminderte
T-Zell bedingte Immunantwort (Feske, 2007), wasBkeleutung der CRAC vermittelten Calcium-
signale fur die Immunantwort unterstreicht. Die cdahsignale in Lymphozyten werden in kurz-
und langanhaltende Signale unterteilt. Wahrenddiezeitigen Calciumerhéhungen fiir die Moti-
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litat, die Ausbildung der immunologischen Synad$g (nd den Killingprozess wichtig sind, spie-
len die langanhaltenden Calciumionenkonzentratieréwlerungen bei der Genexpression (z.B.
fur Cytokine) eine entscheidende Rolle. Die Langel auer der erhdhten Calciumionenkon-
zentration kodieren die &a abhéngigen Expressionsmuster.

Sind die Calciumsignale aus unterschiedlichen Geiinth Lymphozyten verédndert oder beein-
flusst, so kann es zu verschiedenen Erkrankungemmiem. Das Brutus Syndrom (XLA, Agam-
maglobulindmie) z.B., zeichnet sich durch fehlewd&-Zellentwicklung aus. Durch eine Mutation
in einer nicht Rezeptor Tyrosinkinase wird die Rucht adaquat aktiviert und so ist SOCE beein-
trachtigt. Die Patienten leiden unter erhghter ktdafalligkeit. Auch diverse Autoimmunerkran-
kungen werden mit fehlerhaften Calciumsignalenyimphozyten in Verbindung gebracht. So wei-
sen die B-Zellen von Patienten mit systemischerulsugrythematodes (SLE) ver&nderte B-
Zellrezeptor vermittelte Signale und damit erhddgdciumsignale auf. Autoreaktive T-Zellen spie-
len bei Erkrankungen wie rheumathoide Arthritis, Itiyhle Sklerose und Typ 1 Diabetes eine Rolle.
Weitere physiologische und pathophysiologische Amagen in der Lymphozytenfunktion wurden
im Alterungsprozess und bei Krebserkrankungen gifanDie Hintergrinde sind noch nicht auf-
gedeckt, allerdings vermutet man, dass Veranderungs Glykosylierungsgrades und —musters
der Lymphozytenproteine einen Einfluss auf die Famsfahigkeit haben kénnten (Marth & Gre-
wal, 2008). Da viele Immunrezeptoren komplexe Gtierungsmuster aufweisen, kdnnte man
sich vorstellen, dass eine veranderte Glykosyligriimer ein verandertes Calciumsignal zur veran-
derten Funktion fuhren kdnnte.

3.6 Die N- Glykosylierung

Die N- Glykosylierung gehort zu den posttranslagien Proteinmodifikationen und ist ein Prozess,
der von der Hefe bis hin zum Menschen evolutiorwirskrviert ist. Die N-Glykosylierung startet
am rauen ER. Die Ribosomen dort leiten das nasuer@rotein durch den Sec61 Kanal in das
Lumen des ER, wo Oligosaccharlytransferasen (O&h) Transfer von vorgefertigten Oligosac-
chariden auf das Protein katalysieren. Die Anhegftariolgt an den Amid-Stickstoff des Asparagins
(N) der Konsensus Sequenz Asn-x-Thr/Ser, wobeirydde beliebige Aminoséure auf3er Prolin
stehen kann. Die lipidaktivierten Zucker Dolichdiggphat-Mannose (Dol-P-Man) und Dolichol-
Phosphat-Glucose (Dol-P-Glc) dienen fir weiterezssierungsschritte im ER als Zuckerdonor.
Noch wéahrend sich das Protein im ER in seine koer&truktur faltet, werden durch die Glucosi-
dasen | und Il drei Glukosereste und ein Manossem®sder Zuckerkette abgespalten. Anschlie-
Bend kann der Transfer des Proteins mittels Transpikeln in den Golgi-Apparat erfolgen, wo
weitere Modifikationen der Zuckerketten in Form vdnmming- und Elongationsschritten mit
weiteren Zuckerresten (N-Acetylglucosamin, Galaitdsucose, Sialinsaursjattfinden, bis das
fertige, komplex glykosylierte Protein gebildet i3¢ nachdem welchen Bestimmungsort Proteine
haben (ER, Zytoplasma oder PM), so werden diesiReounterschiedlich glykosyliert. Man un-
terscheidet deshalb mannosereiche glykosylierteeiry wie z.B STIM1, die im ER bleiben und
hauptsachlich aus Mannosezuckern bestehen und &ngplkosylierte Proteine, wie z.B.Orail,
die im Golgi-Apparat weiter modifiziert werden. DBolgi alpha-Mannosidase Il spaltet Mannose-
reste der Zuckerketten ab, so dass eine Kernstrakhiick bleibt, die man in allen komplexen
Oligosacchariden finden kann. Durch diesen Vorgavigd die Bindung zwischen den N-
Acetylglukosaminresten stabil gegenluber der Endagliglase Endo H. Bei diesem Enzym handelt

23



es sich um eine Endoglycosidase isoliert Stmsptomyces plicatusderStreptomyces griseubes-
halb wird das Enzym Endo H haufig eingesetzt ummoaareiche von komplexen Proteinglykosy-
lierungen zu unterscheiden.

Fehlerbehaftete N-Glykosylierung kann zu den vaestdnen Auspragungen des CDG Syndroms
(congenital disorder of glycosylation) fuhren. Zodekonnte gezeigt werden, dass die N-
Glykosylierung sehr wichtig fir die Struktur undediorrekte Faltung von Proteinen ist (Helenius
& Aebi, 2001). Auch die Oberflaichenexpression lmastter Proteine wurde mit der Glykosylie-
rung in Verbindung gebracht (Ray et al, 1998).

3.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Proteinglykosylierung kann die Struktur und Kuwon von Proteinen durch sterische Einflusse,
zusammen mit inter- und intramolekularen Interaldio, beeinflussen und hat damit eine wichtige
biologische Funktion in der Proteinentwicklung wem Turnover, der Zelladh&sion und dem Traf-
ficking, der Rezeptorbindung und —aktivierung. Dudiese vielseitigen Einflisse spielt die Prote-
inglykosylierung eine wichtige Rolle fiir die Funktalitdt des Immunsystems. Die Entwicklung
und Funktion des Immunsystems sind mit Umstrukturigen im zellularen Glycom verbunden.
Das Immunzell-Glycom wird wahrend Prozessen, wi2 der Differenzierung, Aktivierung oder
Apoptose, verandert und angepasst. Das Glykosylgsnprofil verschiedener Proteine ist aus-
schlaggebend fiir Prozesse wie z.B. Ausbildung mhenunologischen Toleranz, Immunzelldiffe-
renzierung und T-Zell Entwicklung (Marth & Grewal08).

Es gibt Evidenzen, dass die altersbedingte Abnathenel-Zellfunktion, und damit der gesamten
Immunfunktion, von dem Glykosylierungsstatus von Bdndigen Proteinen auf den T-Zellen
abhangt. Berger et al. (Berger et al, 2006) zeigiae Aufhebung altersbedingter Defekte in der
Aktivierung von T-Zellen alter Mause nach Behandlunit dem Enzym O-sialoglycoprotein en-
dopeptidase (OSGE), welches die Zuckerketten vaghykpsylierten Proteinen schneidet. So liegt
die Vermutung nahe, dass der altersbedingte Riugkdan T-Zellfunktion, d.h. die Immunsenes-
zenz, unter anderem durch eine Hyperglykosylierumg Oberflachenproteinen auf den Zellen
zustande kommt. Neuere Arbeiten zeigen nun, dags Bozyme wie PNGaseF und ST-Siase(2,3)
aus Salmonella typhimuriumdie beide N-verknlpfte Zuckerketten modifizierelen Effekt der
Immunseneszenz durch Abnahme der T-Zellfunktioenainticken kdnnen. Die Autoren vermuten,
dass der funktionelle altersbedingte Defekt in @itellen durch fehlerhafte Signale kurz nach der
Aktivierung entsteht, und konnte durchaus mit daflci@msignalen innerhalb der Zelle in Verbin-
dung gebracht werden.

STIM1 und Orail, die Hauptkomponenten des speiastegierten Calciumeinstroms, sind beide
N-glykosylierte Proteine und somit mdglicherweiseder durch Hyperglykosylierung induzierten
Immunseneszenz beteiligt. Das STIM1 Protein hatlykdsylierungsstellen an den Positionen
N131 und N171, wohingegen das Orail Protein ledhigline Konsensussequenz an Position N223
aufweist. In der vorliegenden Arbeit sollte nun &arfluss posttranslationaler Modifikationen von
Oberflachenproteinen auf T-Zellen allgemein, undspeziellen von den Proteinen STIM1 und
Orail, auf die Quantitat und Qualitat des speiokstrpierten Calciumstroms untersucht werden. Es
sollte untersucht werden, ob Enzyme, die den Glyiersingsstatus von Proteinen verandern kén-
nen, einen Einfluss auf SOCE in primaren humaned CBZellen haben. Auch sollte der spei-
chergesteuerte Calciumeinstrom in diesen Zellekbimangigkeit vom Alter der Spender betrachtet
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werden. Glykosylierungsdefiziente Mutanten von &eateinen STIM1 und Orail sollten herge-
stellt und im Uberexpressionssystem detaillieretsucht und charakterisiert werden.

Williams et al. (Williams et al, 2002) postuliertettass die Glykosylierung von STIM1 wichtig fr
die Translokation des Proteins in die PM sei. STistlurspringlich als Adhasionsmolekdl in der
Plasmamembran in stromalen Zellen des Knochennfé@ritani & Kincade, 1996) und als putati-
ver Tumorsuppressor (Sabbioni et al, 1997) ideaigifi worden. Wahrend die Funktion von STIM1
als ER Protein (C& Sensor und Aktivator von Orai Kanalen) gezeigt ist die Funktion von
STIML1 in der Plasmamembran (PM) umstritten. Mehf&reppen zeigen eine konstitutive Expres-
sion von STIM1 an der PM, andere zeigen eine vdastd ranslokation an die PM nach Speicher-
entleerung (Baba & Kurosaki, 2009). Aktivierung VB CE bendtigt nicht die Anwesenheit von
STIM1 in der PM, allerdings wird SOCE nach Gabeegil-terminalen STIM1 Antikdrpers par-
tiell inhibiert (Spassova et al, 2006). Li et dli €t al, 2007) haben gezeigt, dass STIM1 ohne N-
terminale EF-Hand und SAM Doméne ausschliel3licbdar nahe an die PM lokalisiert wird. Hier
zeigt es zum einen eine Kolokalisation mit Oraitl zam anderen erhdht STIMMN einen konsti-
tutiven C&" Einstrom, welcher in der Strom-Spannungscharaitteriiem Orail Strom &hnlich ist.
Die Ergebnisse von Li et al., deuten darauf hirgsdeine Interaktion zwischen Orail und einer
STIM1 Mutante ohne extrazellulare EF-Hand und SAbhane stattfinden kann. In einer weite-
ren Arbeit wurde die EF-Hand von STIM mutiert (E7B87A) (Hewavitharana et al, 2008). Auch
diese Konstrukte generieren einen konstitutivenrirBezuglich ihrer Lokalisation zur PM gibt es
widerspruchliche Resultate, je nachdem ob die dmrénexpression mittels Biotinylierung oder
mittels Detektion extrazellularer Epitope durchdetiwurde. Die Funktion von STIM1 in der PM
ist also unklar und inwieweit sie von der Glykosyling von STIM1 und Orail abhangt ist unbe-
kannt. Deshalb sollte auch der Zusammenhang zwisSh#Vi1-Glykosylierung und -Lokalisation
genauer untersucht werden. Da die Glykosylierutigateon STIM1 (N131, N171) in unmittelba-
rer Nahe zu hochkonservierten Aminosauren der SAdh&ne liegen, kdnnte es auch sein, dass
nicht die Glykosylierungper se sondern die Struktur der SAM Doméne flr die PMalisati-
on/Interaktion mit Orail wichtig ist.

Insgesamt sollte aufgeklart werden, ob die Glykesyhg von STIM1 und Orail fur die Funktio-
nalitat dieser Proteine und flir den damit verburde®@RAC Strom von néten ist, und wie die Ver-
anderung des Glykosylierungsstatus von Proteinensgeichergesteuerten Calciumeinstrom be-
einflussen kann. Die Analyse der molekularen Medmen sollte zur Aufklarung der
physiologischen und pathophysiologischen FunktiotenC3&" Signale in priméren Immunzellen
beitragen.
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4 Material
4.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikatiie fir diese Arbeit verwendet wurden,
von den Anbietern Boehringer Ingelheim, Life Tedmgies, Merck, Roth, Sigma oder VWR be-
zogen. Die Standardlaborchemikalien wurden in deali@t ,,.zur Analyse” verwendet.

4.2 Reaktions-Kits

BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific
Dream Taq Green Mix Fermentas
Dynabeads® Human T Activator CD3/CD28 Life Techgods
Hi Speed Maxi Kit Qiagen
Phusion Polymerase High-Fidelity PCR Kit New Engl&@ioloabs (NEB)
Qiaprep Spin Mini Kit Qiagen
QiaQuick Gel Extraction Kit Qiagen
QuantiTect" SYBR® Green PCR Kit Qiagen
Western Lightning” Plus ECL Perkin Elmer
CD4 Negative Isolation Kit Life Technologies

4.3 Zubehor
Ficoll-Paque™plus Amersham Biosciences, # 17144002
Filter-Spitzen Eppendorf, Peglab
Leucosep Réhrchen Greiner, # 227290
Nitrozellulose Membran Amersham Pharmacia
PVDF (Polyvinylidene fluoride) Membran Millipore
steriles Zellkulturmaterial BD Biosciences
sterile Einmalpipetten BD Biosciences

4.4 Gerate
Dokumentationsgerat (Gele, Western Blots) ChemiDodIRS
Elektoporationsmaschine Nucleofactor I, Lonza
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Elektrophorese Stromversorgung

Power Pac HC, Bb-Ra

Fermenter

Minitron Infors-HAT

Inkubator1000, Heidolph

Gelelektrophorese Apparat horizontal

Sub-cell GT Agarose Gel Electrophores

System, Bio-Rad

Gelelektrophorese Apparat vertikal

Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad

Mini VE, Amersham Biosciences

Mikromanipulator

LN Pivot Manipulator, Luigs & Neumanr]

MP 285, Sutter Instruments

Mikroskop

Axio Observer Al, Zeiss

Olympus IX 70

Monochromator Polychrom IV

TILL Photonics

Osmometer

Vaprd® Vapor pressure Osmomets
Wescor

Patch-clamp Verstarker

EPC10 USB, HEKA electronics

PCR-Maschine

Master Cycler, Personal 5332, Eppénc

Photometer

Biophotometer, Eppendorf

Pipettierhilfe

Pipetboy Acu, Integra Biosciences

S

10

Plattenspektralphotometer

Tecan GeniosPro

Puller

DMZ Universal Puller, Dagan

Real Time System CFX 96/ Thermal Cycler C100

D BbRa

Sonifier

Sonifier Branson 250

Sterilbank

HERAsafe Classll (KS12)

Thermomixer

Thriller, Peglab

Thermocell CHB-202, Bioer

Wasserbad

Lauda A100
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Zellkultur Inkubator

Hera Cell 150, Thermo Scieiatif

Zentrifugen

Tischzentrifuge 5415C, Eppendorf

Mini Spin 5452, Eppendorf
Universal 32R, Hettich
Mikro 220R, Hettich
Universal 30F, Hettich

Laborzentrifuge 1.14, Sigma

4.5 Zellkulturmedien und Puffer

Medium Bezugsqguelle und Bestellnummer

Zusatze

AIMV Life Technologies, # 12055

10 % fetales Kalberserum
(Life Technologies)

DMEM Life Technologies, # 41966

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
(Life Technologies, # 15140)
10 % fetales Kéalberserum
(Life Technologies, # 10270)

MEM Life Technologies, # 31095

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
(Life Technologies, # 15140)
10 % fetales Kalberserum
(Life Technologies, # 10270)

RPMI-1640 | Life Technologies, # 21875

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
(Life Technologies, # 15140)
10 % fetales Kéalberserum
(Life Technologies, # 10270)

DPBS Life Technologies, # 14190

HBSS PAA Laboratories GmbH, # H15-0Q
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4.6 GroRenstandards

1 kb DNA Leiter Life Technologies

Dual Color Proteinmarker Bio-Rad

4.7 DNA-Plasmide

pBlueScriptll Stratagene
pCAGGS J. Miyazaki
pMax Addgene
pEX Addgene

4.8 Restriktionsendonukleasen und modifizierende Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von New EmgjlBiolobs (NEB) bezogen.
Madifizierende Enzyme

Antarctic Phosphatase Roche

Phusion Polymerase Finnzymes, NEB
T4-DNA- Polymerase NEB

T4-DNA- Ligase NEB
Tag-Polymerase Peqglab

4.9 Antikorper

Primare Antikorper Verdinnung Typ Bezugsquelle
oSTIM1 1:500 monoklonaler AK aus Maus BD, Abnova
aSTIM2 1:500 monoklonaler AK aus Maus Sigma
aOrail 1:2000 polyklonaler AK aus Hase Sigma
aGAPDH 1:1000 monoklonaler AK aus Ratte Cell sigmgli
aCalnexin 1:1000 polyklonaler AK aus Hase Stressgen

a y-Tubulin 1:1000 polyklonaler AK aus Hase Sigma
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Sekundare Antikérper Verdlinnung Typ Bezugsquells

1%

aMaus 1:5000 aus Ziege Sigma
aHase 1:30000 aus Affe Amersham
aRatte 1:10000 aus Ziege Amersham

Alle sekundaren Antikorper sind Meerrettich Perasiel gekoppelt.

Antikdrper fur Immunfarbungen Verdiinnung Typ Beaygsle
. Monoklonaler AK : .
aHA, Alexa Fluor 488 conjugated| 1:100 Life Technologies
aus Maus

4.10 Antibiotika

Die in der zugrunde liegenden Arbeit verwendetetibAotika wurden von der Firma Applichem
bezogen.

Stocklésung Endkonzentration
50 mg/ml Ampicillin in HO 100 pg/mi
50 mg/ml Kanamycin in kD 50 pg/ml

4.11 Kompetente Zellen fir die Klonierung

Zur Amplifikation von Plasmiden wurden kompetenteDblue Zellen verwendet.

4.12 DNA-Konstrukte
4.12.1 Orai Konstrukte

Konstrukt Primername | Primersequenz5 2> 3’
, BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG
Orai1 pCAGGs_IRES_GFP
BAN 392 5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC
, BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG
Orai1 pCAGGs_IRES_RFP
BAN 392 5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC
, BAN 394 5'PHO-CGCCACCATGAGTGCTGAGCTTAACGTG
Orai2 pCAGGs_IRES_GFP BAN 402
5'PHO-TCACAAGACCTGCAGGCTGCG
, BAN 397 5'PHO-CGCCACCATGAAGGGCGGCGAGGG
Orai3 pCAGGs_IRES_GFP
BAN 403 5'PHO-TCACACAGCCTGCAGCTCCC
Orai1N223A BAN 563 CCAGTGGCGCAGCAGCCGCCGTCAGCACCAGCGGCATC
pCAGGs_IRES_GFP BAN 564 GATGCCGCTGGTGCTGACGGCGGCTGCTGCGCCACTGG
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Oraif BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG
C-RFP/GFP pMax BAN 392 5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC
Oraif BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG
MO70 ¢ IRES_GFP BAN 392 5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC
Orail ROTW BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG
PCAGGs IRES_GFP BAN 392 5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC
, BAN 416 GGCGATATCCTAGGCATAGTGGCTGCCGG

pEF Orai1 D neoA70-87GST BAN 392 ,
5'PHO-CGCCACCATGCATCCGGAGCCCGC

4.12.2 STIM1 Konstrukte

Konstrukt Primername | Primersequenz5 2> 3’
BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
STIM1 pCAGGs_IRES_GFP
BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
STIM1 pCAGGs_IRES_RFP
BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIMEQ Ban 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 638 TCACTGGAACTTCTTAAGAGGCTTCTTAAAG
STIMIAKK Ban 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 715 CTAAAGAGGCTTCTTAAAGATTTTG
STIM1 N131D BAN 581 GGAAGTCATCAGAAGTATACGACTGGACCGTGGATGAGGTGG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 582 CCACCTCATCCACGGTCCAGTCGTATACTTCTGATGACTTCC
STIMA N131Q BAN 617 GGAAGTCATCAGAAGTATACCAATGGACCGTGGATGAGGTGG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 618 CCACCTCATCCACGGTCCATTGGTATACTTCTGATGACTTCC
STIMI N171Q BAN 583 CAAGGCTGGCTGTCACCCAGACCACCATGACAGGGACTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 584 CAGTCCCTGTCATGGTGGTCTGGGTGACAGCCAGCCTTG
BAN 581 GGAAGTCATCAGAAGTATACGACTGGACCGTGGATGAGGTGG
STIM1 N131DN171Q BAN 582 CCACCTCATCCACGGTCCAGTCGTATACTTCTGATGACTTCC
pCAGGs_IRES_RFP BAN 583 CAAGGCTGGCTGTCACCCAGACCACCATGACAGGGACTG
BAN 584 CAGTCCCTGTCATGGTGGTCTGGGTGACAGCCAGCCTTG
STIM1 N131DN171QFQ Ban 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 638 TCACTGGAACTTCTTAAGAGGCTTCTTAAAG
STIM1 N131DN171QAKK Ban 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 715 CTAAAGAGGCTTCTTAAAGATTTTG
BAN 617 GGAAGTCATCAGAAGTATACCAATGGACCGTGGATGAGGTGG
STIM1 N131QN171Q BAN 618 CCACCTCATCCACGGTCCATTGGTATACTTCTGATGACTTCC
pCAGGs_IRES_RFP BAN 583 CAAGGCTGGCTGTCACCCAGACCACCATGACAGGGACTG
BAN 584 CAGTCCCTGTCATGGTGGTCTGGGTGACAGCCAGCCTTG
BAN 725 GGAAGTCATCAGAAGTATACGAGTGGACCGTGGATGAGGTGG
STIM1 N131EN171Q BAN 726 CCACCTCATCCACGGTCCACTCGTATACTTCTGATGACTTCC
pCAGGs_IRES_RFP BAN 583 CAAGGCTGGCTGTCACCCAGACCACCATGACAGGGACTG
BAN 584 CAGTCCCTGTCATGGTGGTCTGGGTGACAGCCAGCCTTG
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BAN 581 GGAAGTCATCAGAAGTATACCAATGGACCGTGGATGAGGTGG
STIM1 N131DN171D BAN 582 CCACCTCATCCACGGTCCATTGGTATACTTCTGATGACTTCC
pCAGGs_IRES_RFP BAN 701 CAAGGCTGGCTGTCACCGACACCACCATGACAGGGACTG
BAN 702 CAGTCCCTGTCATGGTGGTGTCGGTGACAGCCAGCCTTG
STIM1 BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
C-mEGFP pMax BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIM1 N131DN171Q BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
C-mEGFP pMax BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIM1 BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
N-YFP pEx BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIM1 N131DN171Q BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
N-YFP pEx BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIM1 BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
C-RFP/GFP pMax BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG
STIM1 N131DN171Q BAN 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
C-RFP/GFP pMax BAN 418 CTTCTTAAGAGGCTTAAAG

4.12.3 Sonstige Konstrukte

Konstrukt Primername | Primersequenz5 2> 3’
Sialidyltransferase (ST6- BAN 556 new | GGCTTAGCAGTGAATGGTCCGG
Gal) pCAGGs_IRES_GFP | BAN 555 new | GGCGCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG
STIM1-CD4TM-ChimereFQ | Ban 417 GCCGCCACCATGGATGTATGCGTCCGTCTTG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 638 TCACTGGAACTTCTTAAGAGGCTTCTTAAAG
CD4-KKFQ BAN 570 GCCACCATGAACCGGGGAG
pCAGGs_IRES_RFP BAN 703 TCACTGGAACTTCTTAATGGGGCTACATGTCTTCTG
4.12.4 gRT-PCR Primer

Konstrukt Primername Primersequenz5 > 3
Grp 78 BAN 758 CCACCAGGATGCAGACATTG

BAN 759 AGGGCCTCCACTTCCATAGA
STIMA STIM1_forw_766 CAGAGTCTGCATGACCTTCA

STIM1_rev_871 GCTTCCTGCTTAGCAAGGTT
Oraif ORAI1_forw_190 ATGAGCCTAAACGAGCACT

ORAI1_rev_332 GTGGGTAGTCGTGGTCAG
ST6 GalA BAN 705 CCTCTGGGATGCTTGGTATC

BAN 706 GTGCAGGCACTATCGAAGAA
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4.12.5 Sequenzierungs-Primer fur Vektorplasmide

Vektorplasmid Primername Primersequenz5 2> 3 Tm °C

pCAGGs pCAGGs for AACGTGCTGGTTATTGTGC 56

pCAGGs pCAGGs rev ACCTTCTGATAGGCAGCC 56

pMax BAN345 pMax for GATTGGTGCGTTTTA 56

pMax BAN346 pMaxrev | ACCTCCCACACCTCCCC 60
4.13 siRNA

Bezeichnung, Target

Bezugsquelle/ Information

HS_ERN1-6 + HS_ERN1-6, IRE1

Qiagen Flexitube, getestet (experimentally verified)

HS_Eif2ak3-5 + HS_Eif2ak3-6, PERK1

Qiagen Flexitube
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5 Methoden
5.1 Zellkultur

Die Kultivierung aller verwendeten Zellen erfolgteyter Zufuhr von 5 % CQund einer Luftbe-
feuchtung von 95 %, in einem Inkubator bei 37 °@ Bdharenten Zellen wurden mit Hilfe von
Trypsin abgeldst und dreimal wochentlich passagler® Zellen in Suspension wurden dreimal
wadchentlich verdinnt.

5.1.1 Verwendete Zelllinien
5.1.1.1 HEK?293- Zellen

Die HEK293-Zellen (ATCC-Nr. CRL-1573) wurden in MEM10 % FCS + 100 U/ml Penicillin +
100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

5.1.1.2 Stabil transfizierte HEK293-STIM1-Zellen und HEK293-Orail-Zellen

Die stabilen HEK293-Orail-Zellen (Orail WT und Qr&i223A) wurden in DMEM + 10 % FCS
+ 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin 4u§/ml Puromycin kultiviert. Hergestellt wur-
den sie von Dr. Dalia Al Ansary. Hierzu wurden dietsprechenden Konstrukte in einen MO70
Vektor mit deletierter cite- und GFP-Sequenz klanidEK293 Zellen wurden mit dem Konstrukt
transfiziert (Fugene, siehe 5.2) und ab dem zwdiggnnach der Transfektion fur zwei Wochen mit
3 pg/ml Puromycin im Medium behandelt. Ab der dntWoche der Kultivierung wurde die Pu-
romycindosis auf 1 pug/ml verringert. Die Uberlebemdellklone wurden in Wells einer 96-Well
Platte vereinzelt. Die Klone wurden hochgezogeninnffestern Blot Analysen auf das Vohanden-
sein des korrekten Konstrukts gescreent. Positlee&Kwurden sequenziert. Die stabilen HEK293-
STIM1-Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Salfbkur Verfligung gestellt und in DMEM +
10 % FCS + 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Strepymin + 500 ug/ml Geneticin (G418, Life
Technologies) kultiviert.

5.1.1.3 Jurkat T-Zellen

Der Jurkat T-Zellklon E6.1 (ATCC-Nr. TIB-152) wurde RPMI 1640 + 10 % FCS + 100 U/ml
Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

5.1.2 Isolation von CD4 T-Zellen aus humanem Vollblut
5.1.2.1 Isolation peripherer mononuklearer Zellen aus humaem Vollblut

Die Isolation peripherer mononukleérer Zellen ausyaainem \ollblut erfolgte unter Verwendung

von Leukozyten Reduktionskammern (LRS chamber, 3fiatel System, siehe Abbildung 4), die

uns von dem Blutspendedienst der Universitatsidinikles Saarlandes (Abteilung fur klinische
Hamostaseologie und Transfusionsmedizin) zur Verigggestellt wurden. Alle Arbeitsschritte

wurden zugig bei Raumtemperatur durchgefuhrt. ket wurden durch Spilen der Reduktions-
kammer mit 60 ml HBSS gesammelt. Anschlie3end wudie PBMCs durch eine Dichtegradient-

zentrifugation (Ficoll-Paque™plus, Amersham Biosces, #17144002) in Leucosep-Rohrchen
(Greiner, #227290) isoliert.
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Abbildung 4: Isolation von PBMCs aus einer Leukozyten Reduktioneammer; A Aufnahme einer Leu-

kozyten Reduktionskammdd Ausspiilen der Zellen mit HBSS aus dem Reduktitiesfin ein Leucosep-
Roéhrchen

5.1.2.2 Negativ-Bead-Isolation von CDZ4 T-Zellen

Die Negativ-Bead-Isolation von CDZ-Zellen erfolgte unter Verwendung des Dynal® Qelga-
tive Isolation Kits von Dynal Biotech. Es wurdenirke kompletten Blutproben, sondern zuvor
isolierte PBMCs zur Aufreinigung eingesetzt. Allebaitsschritte wurden gemar des Herstellerpro-
tokolls durchgefihrt, allerdings wurde anstelle Bedfers 1 (PBS + 0,1 % BSA + 2 mM EDTA)
ein Puffer mit 0,5 % BSA und ohne EDTA verwendet.

Die CD4 T-Zellen wurden nun bis zur Durchfihrung der Ekpente in AIMV + 10 % FCS kul-
tiviert.

5.1.2.3 Stimulation der CD4" T-Zellen

Um die naiven CD4T-Zellen in den Effektorstatus zu Uberfuhren, vamrdlie Zellen zwei Tage
nach der Isolation und drei bis funf Tage vor depdtimenten mit CD3/CD28 gecoateten Beads
(Dynal Beads, Life Technologies) im Verhaltnis &timuliert. Hierzu wurden die Beads dreimal in
AIMV oder PBS gewaschen und anschlie3end zu delerZglegeben. Die Stimulation Idste ein
vermehrtes Zellwachstum und verstarkte Zellteilang. Bei Erniedrigung des pH Wertes im Me-
dium, wurde frisches Medium zu den Zellen hinzuedem.

5.1.3 Vorbehandlung der Zellen

Fir einige Experimente wurden die Zellen fur eib@stimmten Zeitraum in Medium kultiviert,
dem bestimmte Substanzen zugesetzt waren.

Substanz Losemittel EOL:z-entration Inkubationsdauer| Bezugsquelle

MG-132 DMSO 1uM 3-6 h oder UN Calbiochem, 474790
Mimosin NaOH 250 uM uN Sigma, MO253
Swainsonin Methanol 0,5 uM UN Sigma, S9263
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Tunicamycin DMSO 3 pg/ml UuN Sigma, T7765

DMEM
Klotho J FCS 100 pM UuN R&D systems, 5334-KL
@ Pen/Strep

Neuraminidase Wasser 0,05 U/ul UN Roche, 1585886
o 2,3-Siase Wasser 250 U/ml UN NEB, P0782
Caspase-3 N .

o DMSO 20 uM UuN Calbiochem, 219002
Inhibitor V

5.2 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion von DNA-KontsruktenrHEK293 Zellen wurde auf chemischem We-
ge mit dem Fugene®HP Transfection Reagent (Rochmhdefuhrt oder die Zellen wurden mit
dem Nucleofectd! 1l (Lonza) elektroporiert. Die transiente Trangfek von DNA-Konstrukten

in Jurkat T-Zellen wurde immer mit dem Nucleofe&oll (Lonza) durchgefiihrt.

Fir die Transfektion mit Fugene wurden x pg der DNif100 pl Optimem-I Medium/Glutamax-I
(Life Technologies) und 5 pl des Fugene Transfektieagenzes gemischt. Nach 15 - 45 min Inku-
bation bei Raumtemperatur wurde der Transfektiorgtinekt auf 60 - 70 % konfluente HEK293-
Zellen in Kulturmedium ohne Penicillin/Streptomyajageben. Die Experimente wurden 24 - 48 h
nach der Transfektion durchgefiihrt.

Fur die Transfektion durch Elektroporation wurdémeeMillion HEK293-Zellen oder ein bis zwei
Millionen Jurkat T-Zellen durch eine dreiminitigeerédrifugation bei 1700 g sedimentiert. An-
schlieBend nahm man die Zellen in 100 pl Nucleofesblution auf, gab x ug der DNA hinzu und
elektroporierte die Zellen im Nucleofectdrll (Lonza). Die Zellen konnten anschlieRBend in Kul
turmedium ohne Penicillin/Streptomycin mit 50 |[BMMercaptoethanol ausgeséat werden.

Die transiente Transfektion von siRNA wurde mit diircleofectol™ 11 (Lonza) via Elektropora-
tion durchgefihrt. Die Durchfiihrung entspricht ddren beschriebenen Transfektion von DNA
Konstrukten, allerdings sollten alle Pipettenspitgestopft sein und die siRNA muss wahrend des
Transfektionsprozesses auf Eis gelagert werden.

5.3 Immunhistochemische Farbung und Fluoreszenzaufnahnmemit dem Zeiss Cell
Observer

Um die Lokalisation von hCD4, einer STIM1-hCD4 Cliran und beiden Molekilen nach Anhén-
gen eines ER-Retentonsmotifs (hCD4KKFQ, ChimeraXlEQbestimmen, wurden entsprechend
transfizierte HEK293 Zellen immunhistochemisch gefaDie auf 12 mm Deckglasern ausgesaten
Zellen wurden 48 h nach Transfektion in PBS gewasaind fiir 20 min mit einer 4 %-igen eiskal-
ten PFA L6sung inkubiert. Mit diesem Schritt ertelglie Fixierung der Zellen. Um das PFA voll-

standig von den Zellen zu entfernen, wurden digsdrei Minuten mit einer 0,1 M Glycin in PBS-
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Ldsung gewaschen. Fir die Permeabilisierung fadgte 20 minitige Inkubation in 0,1% Triton.
Unspezifische Antikdrperbindestellen wurden geblpakdem die Zellen fir 20 min in PBS mit
2 % BSA (im Falle der permeabilisierten Zellen 9, Triton) inkubiert wurden. Da die zu unter-
suchenden Konstrukte mit einem HA-Tag versehen nyameirde zur Detektion der Proteine ein
Alexa 488 gekoppelter Anti-HA Antikorper in der \d&mnung 1:100 in Blockingpuffer verwendet.
Die fixierten Zellen wurden fur 1,5 h mit der Anfiperldsung im Dunkeln inkubiert. Danach wur-
den die Deckglaser zweimal jeweils funf MinuterPBS gewaschen und die gefarbten und fixier-
ten Zellen anschlieBend mit 3 pl mounting mediumsiegelt. Fir die Fluoreszenzaufnahmen wur-
de das Cell Observer HS System der Firma Zeiss eretet. Hierbei handelt es sich um ein
Standard-Epifluoreszenz Mikroskop, das mit LED-ltigkellen von Zeiss (Colibri) und einer Axi-
oCam MRm R.3 CCD-Kamera (Zeiss) ausgestattet i Komponenten des Systems werden
Uber die Zeiss Software AxioVision 4.7 angesteusdit.die Fluoreszenzaufnahmen wurde ein farb-
korrigiertes Ol-Immersionsobjektiv mit hoher nunsetier Apertur genutzt (63x Plan-Apochromat
N.A. 1.4, Zeiss), welche hochste optische Auflosengoglicht. Zur Anregung wurde die LED
Intensitat bei 25 % gehalten und die Belichtungspeivaren bei allen Aufnahmen konstant. Als

Filter wurde ein 488 nm GFP Filter verwendet.

5.4 Biochemische Methoden

5.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Fur die Herstellung von Proteinlysaten aus HEK288en wurden diese zundchst zweimal mit
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen i 50 pl RIPA-Puffer mit Proteaseinhibito-
ren (pro Dish/ @ 30 mm) aufgenommen und fiir 30 @@ bei 4 °C geschuttelt und anschlieRend
eingefroren. Das Auftauen erfolgte in einem Schiitdei 4 °C. Da die Zellmembran in diesem
Stadium sehr instabil war, erhdhte dieser SchiitRtoteinausbeute. Zur weiteren Verbesserung
der Proteinausbeute wurden die Lysate mit einematiihallgerat dreimal 30 s sonifiziert. Danach
wurden die Lysat-Zell-Gemische 20 — 30 min bei 4ut@ 20000 g zentrifugiert. Der Uberstand
enthielt das Proteinlysat und wurde in ein neudsi@Gaberfihrt.

RIPA-Puffer

150 mM NacCl

5mM Tris-HCI

0,5% Sodium deoxycholate
1% Nonident P40

0,1 % SDS

5 mM EDTA, pH 8,0
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Proreaseinhibitoren-Mix

1 pg/ml Leupeptin

0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
1 mM Pepstatin A

0,3 uM Aprotinin

1mM Benzamidin

Um den Glykosylierungsgrad von den Proteinen STl Orail zu untersuchen, wurden die
Proteinlysate in einigen Experimenten mit folgen8eibstanzen behandelt.

Substanz Konzentration Bezugsquelle
PNGaseF 500000 Units/ml New England Biolabs
EndoH 15000 Units/ml New England Biolabs

Hierfir wurden die Lysate zundchst nach Herstellwmsung in einem Denaturierungspuffer fr
zehn Minuten bei 95 °C denaturiert, dann auf Rampgratur abgekihlt und anschlieRend mit
dem Enzym flr eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

5.4.2 Proteinbestimmung (BCA, Bicinchoninic acid reaction

Eine haufig fur die Proteinbestimmung angewandtéhblde ist die so genannte Biuret-Reaktion.
Mit dieser kalorimetrischen Nachweismethode konResteine, oder genauer deren Peptidbindun-
gen, nachgewiesen werden. Das Nachweisprinzip bawfhder Ausbildung eines farbigen Kom-
plexes zwischen Peptidbindungen und zweiwertigepfé&iionen. Durch die Verwendung von BSA
(Bovine serum albumin) Stockldsungen bekannter Kotration kann eine Eichkurve aufgenom-
men werden, mit deren Hilfe man anschlielend di¢eRtkonzentration eines Proteinlysats unbe-
kannter Konzentration bestimmen kann.

Hierzu wurden 200 pl des Proteinbestimmungsreagemie25 pl der Probe in einem Well einer
96-Well-Platte gemischt und fir 30 min schittelrad 85 °C inkubiert. Nach dem Abkuhlen der
Platte auf Raumtemperatur konnte diese im Platektisgdphotometer bei einer Absorption von
540 nM ausgewertet werden. Jede Proteinprobe wordesi verschiedenen Verdiinnungen jeweils
dreifach bestimmt.

5.4.3 SDS-Gel Elektrophorese

Die SDS Gelelektrophorese ist eine weit verbrejtatalytische Methode der Biochemie zur Un-
tersuchung von Proteinen.
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Die Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine vdwdch Zugabe von reduzierenden Agenzien,
wie z.B. DTT (Dithiothreitol) odef-Mercaptoethanol zu dem Proteinlysat und durcht&ehi der
Proben auf Temperaturen tber 90 °C zerstort. Dogelre wechselwirken mit dem SDS (Sodium-
dodecyl-Sulfat) im Laufpuffer, welches so die Eilgglung der Proteine mit einer negativen La-
dung Uberdeckt. Die Proteinproben kdonnen anschigt®a elektrischen Feld in einem Polyacry-
lamidgel aufgetrennt werden. Die nun negativ galadeProteine wandern im elektrischen Feld,
mit einer auf ihre Gro3e angepassten Geschwindjgken positiven Pol.

Zur optimalen Auftrennung der Proteinprobe eignieh so genannte diskontinuierliche SDS-Gele
nach Ulrich Laemmli. Hierbei unterscheidet man &im Aufkonzentration der Probe geeignetes
Sammelgel, von einem zur eigentlichen AuftrennuagRfoteine bendtigtem Trenngel. Die beiden
Gele unterscheiden sich in Porengrof3e und pH-\ixeet.Menge an Polyacrylamid in den Gelen
kann variiert werden. Fir gréRere Proteine verwenw eher Gele mit einem niedrigen Polyac-
rylamidgehalt, wahrend kleinere Proteine mit hopmzentigen Gelen schérfer getrennt werden
kénnen. Das Sammelgel sollte allerdings in jedemh lRandestens 3 % weniger Polyacrylamid
aufweisen, als das Trenngel.

Nach der Proteinbestimmung konnte so eine bestinvbaiege (75 — 100 pg) an Protein auf ein
Polyacrylamidgel in einer horizontalen Kammer atifggen werden. Als GroRenstandard wurde
auf jedes Gel auch ein Proteinmarker mit aufgetraBer verwendete Laufpuffer war ein einfach
SDS Puffer. Bis die Proben das Trenngel erreichiemde eine Spannung von 85 mV angelegt,
danach erfolgte die Auftrennung bei 150 mV.

Sammelgel Puffer (SG-Puffer), pH 6,8 Trenngel Puffer (TG-Puffer), pH 8,8
0,5M Tris-HCI 15M Tris-HCI

0,4 % SDS 0,4% SDS

2x Laemmli Puffer, pH 6,8 10x SDS Elektrophorese Puffer, pH 8,8
Konzentration| Substanz Konzentration Substanz

8 % SDS 250 mM Tris-HCI

120 mM Tris-HCI 1 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol 1,92% M Glycin

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

0,01 % (w/v) | Bromphenolblau
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Die Zusammensetzung der Gele war wie folgt:

Sammelgel (SG), 5% Trenngel (TG), 10 P
4 x SG- bzw. TG-Puffer 1,25 ml 2,5ml
40 % Acrylamid 0,63 mi 2,5 ml
H,O 3,08 ml 4.91ml
10 % APS 37,5 ul 75 ul
TEMED 7,5l 15 pl

5.4.4 Western Blot Analysen

Die 1979 im Labor von George Stark an der Univatsibn Stanfort entwickelte Methode dient
dem Nachweis von Proteinen auf einem geeignetegefn@ie z.B. Nitrocellulose oder PVDF.
Hierzu werden im SDS-Gel aufgetrennte Proteineimera elektrischen Feld auf eine Membran
transferiert und immobilisiert. Die Bindung der fioe an die Nitrocellulosemembran erfolgt
durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobehgédwirkungen. PVDF Membranen hin-
gegen sind fir eine bessere Proteinretention béKaaaritzen & Pluskal, 1988). Das urspringlich
im Trenngel erhaltene Muster der Proteine wird &xakalten. Anschlielend kdénnen die Proteine
mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern gegen da®tBin direkt oder gegen einen angehangten
Proteintag nachgewiesen werden.

Durch Anlegen einer Spannung von 350 mV wandermdgativ geladenen Proteine auf die Tra-
germembran. Die Dauer des Blotting-Vorganges héiogtder Grol3e der zu transferierenden Pro-
teine und der Membran ab und war daher individae#upassen. Von Proteinen freie Stellen auf
der Membran wurden nach dem eigentlichen Blottioggang durch Inkubation in einer 5 %-igen
Magermilchlésung in TBS-T Puffer (TBS Puffer + @d Tween 20) geblockt, wodurch unspezifi-
sche Antikdrperbindungen reduziert werden. Prinddregkdrper wurden in PBS mit 1 % BSA und
0,02 % NaN verdunnt und tUber Nacht mit der Membran bei 4rfkibiert.

Blotting Puffer, pH 8,3

1% SDS

250 mM Tris-HCI
1,92 M Glycin
20 % Methanol
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5.4.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit Hilfe de,enhanced
chemiluminescence reaction* (ECL-Reaktion)

Die ECL-Reaktion stellt eine Nachweismethode datr,dar Peroxidase gekoppelte Antikdorper im
Western Blot sichtbar gemacht werden kénnen. Hisind die sekundaren Antikorper, die den
Komplex aus Protein und primarem Antikorper erkenmeit dem Enzym Peroxidase aus Meerret-
tich gekoppelt. Die Peroxidase oxidiert das Lumimoter Entwicklerlésung in Anwesenheit von

Wasserstoffperoxid, wodurch das angeregte LumintéruLichtemission wieder in den Grundzu-
stand zurtick fallt. Diese Lichtemission kann mitrd€hemiDocTM XRS Dokumentationsgeréat

aufgenommen werden.

Fur den Nachweis von Proteinen in Western Blot ps&h, wurden die Membranen, auf denen
bereits der Komplex aus Protein und primarem Amgkd immobilisiert war, zunachst dreimal

jeweils zehn Minuten mit TBS-T Puffer gewaschen andchliel3end mit dem sekundaren Antikor-
per in einer 5 % -igen Magermilchlésung fur einarie inkubiert. Um den Uberschissigen Anti-
kdrper zu entfernen, wurde die Membran nun zwejmaeils zehn Minuten in TBS-T und einmal

zehn Minuten in TBS gewaschen, da das Tween 2@eu$BS-T Losung die ECL-Reaktion blo-

ckiert. Fur die Entwicklung wurden die ECL Reagenzim Verhélnis 1:1 gemischt und flr eine
Minute auf den Blot gegeben. AnschlieRend wurdeBiier in Folie gepackt und die Lumineszenz-
reaktion mit einer CCD (charge coupled device) Kianaifgenommen.

10 x TBS-Puffer pH 7,5

5mM Tris-HCI

9% 1,5mM NaCl

5.4.6 Redetektion

Es besteht die Mdglichkeit, eine mit immobiliserferoteinen besetzte und entwickelte Membran
von den Antikdrpern zu befreien, ohne die Protditnannung zu verdndern, und die Membran

dann erneut mit Antikbrpern gegen ein anderes Prate inkubieren und zu entwickeln. Diese

Methode wird z.B. genutzt, um nach der Detektioa Beoteins von Interesse, auch die Expressi-
onsstarke von so genannten Haushaltsproteinenoalsdilproteine zu tUberprifen.

Hierzu wurde die Membran viermal jeweils funf Mieatin TBS-T gewaschen und anschlie3end
fur 45 min bei 55 °C in einem ,stripping buffer‘kabiert. Nachdem die Membran dann sechsmal
jeweils funf Minuten in TBS-T gewaschen wurde, ktendie Membran erneut geblockt und mit

einem anderen primaren Antikorper inkubiert werden.

»Stripping buffer*

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8

2% SDS
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5.4.7 Ko-Immunoprazipitation (Ko-IP)

Die Ko-Immunoprazipitation ist eine biochemischethMele mit der man Protein-Protein Wech-
selwirkungen nachweisen kann. Das Prinzip berutdudadass man mit einem spezifischen Anti-
korper ein Protein, fur welches die Interaktiongpar gesucht werden, aus einer Lésung, meist
einem Zelllysat, isoliert. Mit dem Antikdrper iseft man so nicht nur das gewlnschte Protein,
sondern auch alle direkten Interaktionspartner. B¥meinkomplexe werden anschliel3end tber die
SDS-Gel Elektrophorese aufgetrennt und die Anwesieler potentiellen Interaktionspartner mit
einem spezifischen Antikoérper kontrolliert.

Hierfur wurden HEK293 Zellen in einer 75 €@ellkulturflasche bei 70 %-iger Zelldichte mit den
entsprechenden Plasmiden kotransfiziert und 4&h meansfektion lysiert (siehe 5.4.1). Das Zell-
lysat wurde in zwei Gefal3e gleichm&Rig verteilt. das entsprechende Protein und seine Interak-
tionspartner zu komplexieren gab man 2-6 pg eingkipnalen Antikdrpers gegen das Protein zu
einem Teil des Zelllysates und liel3 dieses tbehNaei 4 °C schitteln. Den anderen Teil des Zell-
lysates unterzog man ohne Antikérper der gleicherzd®lur. DNA gab man 90 pl in RIPA Puffer
gewaschene Protein A Beads zu beiden FraktioneZeldgsates und liel3 diese fur weitere drei
Stunden bei 4 °C inkubieren. Das Zelllysat ohned®ellung mit dem Antikérper diente als Kon-
trolle, ob es unspezifische Bindungen an die PioddBeads geben wiirde. Um die Proteinkomple-
xe aufzureinigen wurden die Proben zwei Minuten 380 g zentrifugiert. Eine Kontrollprobe
wurde aus dem Uberstand genommen und mit dem gleivblumen an zweifach Laemmli ge-
mischt, der Rest des Uberstandes wurde verworfenPBllets wurden nun viermal mit 1 ml RIPA
Puffer gewaschen und anschlieBend in 45 pl zweif@aehmmli Puffer resuspendiert. Alle Proben
wurden funf min bei 95 °C denaturiert und durch 8i2S-Gel Elektrophorese (siehe 5.4.3) aufge-
trennt. AnschlieRend wurden die Proteine auf eiiteobEllulosemembran transferiert und die An-
wesenheit der potentiellen Interaktionspartnerenisprechenden Antikérpern untersucht.

5.4.8 Detektion von membranstandigen Proteinen mit Hilfeder Biotinylierung

Die Biotinylierung ist eine molekuklarbiologischeethode bei der man bestimmte Molekile wie
z.B. in unserem Fall membranstandige Proteine,Biatin (Vitamin H) koppeln kann und sich
anschlieRend die starke Wechselwirkung zwischetirBind Avidin zunutze macht, um die ge-
winschte Proteinfraktion von den restlichen Pr@teinu isolieren. Biotin gehdrt zu den Vitaminen
aus dem B-Komplex und ist in der Lage Proteineinddn. Polare Derivate von Biotin wie z.B. N-
Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) Ester sind geda@ Molekile und daher sehr gut wasserlos-
lich und nicht membrangéangig. Solange eine Zelleintekt ist, kann das Biotin lediglich Proteine
an der Oberflache der Zelle binden. Biotin gebued@roteine kbénnen nach der Denaturierung der
Zelle dann mittels Avidin gekoppelten Agarosebeiad$ert werden. Biotin bindet an Avidin Gber
nicht kovalente Wechselwirkungen mit einer aul3egptiich hohen Affinitatskonstante von
K=10"M",

Die Zellen, die das Protein von Interesse exprimierwurden in 75 cfrKulturflaschen (BD) kul-
tiviert. Zunéchst wurden die Zellen zweimal mit gls 10 ml PBSB (PBS + 1 mM Mgghk 0,5
mM CaCl}, pH 8) gewaschen und dann mit 9 ml NHS-Biotin (@&'ml) fir 30 min bei 4 °C in-
kubiert. Ungebundenes Biotin wurde durch zwei Wasbhtte mit je 10 ml PBSB (PBS + 0,1 %
BSA, pH 8) entfernt. Zum Abldsen der Zellen von ddaden der Kulturflasche wurden die Zellen
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etwa eine Minute mit 10 ml zwei mM EDTA in PBS (gt#) inkubiert, anschlielend resuspendiert
und in ein 15 ml Falcon Gefal3 tberfuhrt. Die ZeNemrden funf Minuten bei 1700 g und 4 °C
pelletiert und anschliel3end in Lysepuffer (PBS % Triton + 1 mM EDTA, pH 7,4) mit Protera-
seinhibitoren resuspendiert. Die Zellsuspensionde/utir 15 min bei 4 °C geschittelt und die
Zellen anschlielRend durch scheren mit Spritzenalmiehmendem Kanilendurchmesser (0,7 mm,
0,55 mm, 0,4 mm) aufgeschlossen. Zuletzt wurdenZdiddysate flr 15 min bei 4 °C schuttelnd
inkubiert und dann 15 min bei 20000 g und 4 °C ziergfiert. Die Proteinkonzentration des klaren
Uberstandes wurde mit der BCA Methode (siehe 5Hde2jimmt und 50 pg Protein wurde als In-
putkontrolle separiert. Zur Avidinbindung wurde diienge an Proteinlysat die einer Menge von 1
mg Protein entsprach mit 90 pl Avidinbeads (Piesad)einem Drehrad bei 4 °C flr drei Stunden
inkubiert. Die Avidin-Biotin-Proteinkomplexe wurdedurch Zentrifugation fir zwei min bei
5000 g pelletiert. Zum Entfernen von ungebundeneateih wurden die Pellets mit Lysepuffer
(+ 0,25 mM NacCl) gewaschen, anschlie3end in zweitseeemmli resuspendiert, funf min bei 95
°C denaturiert und via SDS- Gelelektrophorese anetly

5.5 Rekombinante DNA Technologien
5.5.1 Polymerase Ketten Reaktion (PCR; polymerase chaireaction)

Die PCR ist eine Methode mit der innerhalb kurzeit deringe Mengen an DNA, theoretisch ge-
nigt ein DNA-Molekdl, so stark vervielfaltigt wentdledass sie problemlos nachgewiesen, unter-
sucht oder weiterbehandelt werden kénnen. Die PE&kon beruht auf einem immer wiederkeh-
renden Zyklus aus nur drei Schritten (siehe Ablbigddb). Im ersten Schritt werden die DNA
Strange, die die Zielsequenz enthalten und veéliglf werden sollen, bei 95 °C denaturiert, d.h.
die doppelstrangige DNA zerfallt durch Zerstoérumg Wasserstoffbriickenbindungen in zwei Ein-
zelstrange. Durch Herabsetzen der Temperatur waf 86 °C hybridisieren zu bestimmten DNA-
Bereichen komplementare Primer mit der DNA. Diarien flankieren den DNA Bereich, welcher
amplifiziert werden soll. Im dritten Schritt, beiwe 72 °C, verlangert eine thermostabile DNA-
Polymerase die Primersequenzen homolog zur DNAhdArthangen einzelner Nukleotide. Im
nachsten Zyklus nun steht nicht nur die Anfangs-DfwAVervielfaltigung zur Verfiigung, sondern
auch die bereits gebildeten DNA-Fragmente, so dask nur 20 Zyklen aus einem DNA- Molekl
theoretisch tber eine Million Amplifikate entstengmnen. Die Spezifitdt der PCR Reaktion defi-
niert sich durch die Annealing- Temperatur fur Brémer und die Puffer Bedingungen. Die Annea-
ling Temperatur von Primern kann man durch dend&mfolgender Formel berechnen:

Tm(°C) = 2* Anzah[A+T) +4* AnzalG +C)
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Abbildung 5: Ein Uberblick uber die Schritte und Ablaufe in der PCR (Abbildung aus
http://schoolworkhelper.net/wp-content/uploads/2064PCR1.jpy Dargestellt sind die drei Schritte der
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PCR Reaktion: Denaturierung, Primeranheftung (Alingaund Primerverlangerung (Elongation). Deutlich
zu sehen ist die stetige Vermehrung der Zielseq(tanget sequence) mit jedem weiteren PCR-Zyklus.

Die Standardzusammensetzung flr eine PhusionWwaRvie folgt:

1l Template DNA

2,5 ul Primer Oligonukleotid vorwarts (100 pmol/ul)
2,5 ul Primer Oligonukleotid riickwarts (100 pmo)/u
10 pl 5 x High Fidelity Puffer

1l dNTPs (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,5 ul Phusion DNA-Polymerase

32,5 ul HO
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Das Standard Protokoll zur Amplifikation war widdo

95 °C 30s 1 Zyklus

95 °C 10s

Tm (56 — 58 °C) 30s 20 — 40 Zyklen
72 °C 20 s/Kb

72 °C 10 min 1 Zyklus

4°C 0

5.5.2 Quick change site directed mutagenesis PCR

Zur Einfihrung von einzelnen Punktmutationen in ®en nutzt man die Quick change PCR. Bei
dieser speziellen Form der PCR werden komplemeRtineer, die beide die entsprechende Muta-
tion enthalten, verwendet. Diese binden an die WfikdDNA und werden im Schritt der Elongation
verlangert, so dass als Produkt das gesamte Plasiinitbr Mutation entsteht. Dieses neue Produkt
steht im nachsten Zyklus wieder als Template zupHkfikation bereit.

Die Standardzusammensetzung flr eine Quick chaG&war wie folgt:

1l Template DNA (30 — 50 ng/ul)

1,1 pl Primer Oligonukleotid vorwarts (100 pmol/ul)
1,1 pl Primer Oligonukleotid rickwarts (100 pmo)/p
10 pl 5 x High Fidelity Puffer

1l dNTPs (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,5 ul Phusion DNA-Polymerase

35,5 pl HO
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Das Standard Protokoll zur Amplifikatiomar wie folgt:

95 °C 30s 1 Zyklus

95 °C 10s

55 °C 30s 12 - 18 Zyklen
68 °C 20 s/Kb

4°C oo

Die parentale Wildtyp-DNA wurde anschlieRend dudets Enzym Dpnl abgedaut, welches ledig-
lich methylierte und hemimethylierte DNA erkenntduschneidet. Die mutierte DNA wurde dann
in kompetente E.coli XL1-Blue Zellen via Hitzeschkotransformiert. Diese Bakterien besitzen
einen DNA- Reperaturmechanismus und ligieren sdDdiié\- Strangenden. Die DNA wurde von
Bakterien prapariert, die auf Selektionsplatten aigvgen waren, und anschlieRend sequenziert.

5.5.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine sehr effiziente Methode inmerhalb kurzer Zeit sehr viele Klone darauf
zu testen, ob das Plasmid, das sie durch Transfiormaufgenommen haben, das Insert von Inte-
resse in der richtigen Orientierung tragt. Hierzrdvein Vorwartsprimer komplementar zur 5’ Re-
gion des Inserts und ein Riuckwartsprimer kompledrentir 3' Vektorsequenz gewahlt. Ein PCR
Produkt entsteht nur dann, wenn das Insert inidetigen Orientierung im Vektor sitzt.

Hierzu wurden auf Selektionsplatten gewachsene rdefozunachst nummeriert und beschriftet.
Mit einer gelben Eppendorf Pipettenspitze wurdecjisvdie Halfte der Kolonie gepickt und in ein
entsprechend nummeriertes PCR Gefal? im PCR Reaktinmesuspendiert. Nach der PCR Reak-
tion wurde die DNA durch Agarose- GelelektrophoraseGel aufgetrennt. Wenn eine Bande mit
der richtigen GroRe detektiert werden konnte, sodeunit dem entsprechenden Klon eine Vorkul-
tur angesetzt, d.h. es wurden 5 ml LB Medium mindmtsprechenden Antibiotika versetzt, mit
dem Klon angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C hochgen.

Die Standardzusammensetzung fir eine Kolonie-R@Rwie folgt:

1,5 ul Primer Oligonukleotid vorwarts (100 pmol/ul)
1,5 pl Primer Oligonukleotid rickwérts (100 pmo)/ul
3ul 10 x PCR Puffer
0,6 pl dNTPs (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,6 ul Tagq DNA-Polymerase
22,8 ul HO
+ die Halfte der gepickten Kolonie als Template/ON
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Das Standard Protokoll zur Amplifikation war widdo

98 °C 5 min 1 Zyklus

98 °C 30s

58 °C 30s 24 - 27 Zyklen
72 °C 1 min/Kb

72 °C 10 min

4°C 0

5.5.4 gRT-PCR (Quantitative Reverse Transkriptase-PCR)

Die gRT-PCR dient dem Nachweis der Genexpressienifsgcher Gene in bestimmten Zellen oder
ganzen Geweben auf mRNA Ebene und verknlpft zwétkuatarbiologische Methoden miteinan-
der: die Reaktion der Reversen Transkriptase vaddantitative Polymerase-Kettenreaktion (Re-
al time PCR). Um die Transkription eines Gens nagb@n zu kdnnen, muss die entsprechende
MRNA untersucht werden. Da die meisten Polymeraflerdings keine RNA vervielfaltigen kon-
nen, wird die RNA zunéachst durch das Enzym Revé&raeskriptase in cDNA (c = complementa-
ry) umgeschrieben, und diese cDNA dann als Temphagene gewohnliche PCR Reaktion einge-
setzt. Die vervielfaltigte DNA kann anschlieRendetgktrophoretisch aufgetrennt, analysiert und
quantifiziert werden.

5.5.4.1 RNA Isolation

Zur Isolation der RNA wurden die Zellen geernted aias Zellpellet in 800 pl Trizol Reagenz (Life
Technologies, 15596-026) aufgenommen. Nach Zugabéy2 ml Chloroform wurde die Zellsus-
pension 15 min bei 4 °C und 12000 g abzentrifugeié wassrige Phase des Uberstandes enthélt
die RNA und wurde in ein frisches Gefal3 Uberflddr Maximierung der RNA Ausbeute wurde
standardmaRig 0,5 pg Glycogen zu der Zellsuspemggeben. Die RNA wurde mit 1 ml Isopro-
panol zehn Minuten geféllt und danach zehn Mindien4 °C und 12000 g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das RNA Pellet nitl 75 % Ethanol (in DEPC, Diethylpyrocar-
bonat, behandeltem Wasser) gewaschen. Das RNA Reltde anschlielBend kurz getrocknet, um
die Uberreste des Ethanols verdampfen zu lassehdann in 10 pul Wasser aufgenommen. Zur
Uberprufung der RNA- Isolationseffizienz konnte eeiverdiinnung der Probe (1 pl Probe+ 49 pl
Wasser) im Photometer untersucht werden und/oderiobe (1 pl) auf ein Agarosegel aufgetra-
gen werden.
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5.5.4.2 DNase Verdau

Um eventuelle Verunreinigungen der RNA Probe mitageischer DNA zu eliminieren, wurde die
RNA Probe mit dem Enzym DNAse (Life Technologie80@8-015) nach Herstellerangaben be-
handelt.

1 ug RNA
1ul 10 x DNase | Reaktionspuffer
1l DNase |

7 ul DEPC behandeltes Wasser

5.5.4.3 Reverse Transkription

Fur die Umschreibung der RNA in cDNA wurde ein Realsmix mit dem Enzym Reverse
Transkriptase (Superscript |l, Life Technologiesyesetzt.

RNA Probe 1ug

OligodT (0,5 pg/pl) 1l

dNTP (10 mM in DEPC D) 1 pl

DEPC HO auf 12 pl auffillen
- 5 min, 65 °C

5 x Erststrangpuffer 4 pul

0,1MDTT 2 ul

RNase out 1l

- 2 min, 42 °C

Superscript Il 1l

- 50 min, 42 °C
15 min, 70 °C

w4 °C
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5.5.4.4 Quantitative PCR (Real time PCR)

Der QantiTect" SYBR® Green PCR Kit enthalt folgende Komponenten:

* HotStarTag DNA Polymerase

* QantiTect SYBR Green PCR Puffer

e dNTP Mix mit dUTP

* SYBR Green |

* ROX (Referenzfarbstoff)

« 5 mM MgCl
Dem Reaktionsmix wird ein DNA- interkalierender Bstoff (in diesem Fall SYBR Green) zuge-
geben, welcher sich in die DNA Doppelstrange eimtagnd fluoresziert. So wird nach jeder Elon-
gationsphase die Fluoreszenz bestimmt, welche propal mit der Menge des PCR- Produktes
zunimmt. Die Quantifizierung des DNA- Produktesolgf dann in der exponentiellen Phase der
PCR. Das Gerat bestimmt einen so genannten Cq-(®yete threshold), der angibt, zu welchem
Zeitpunkt die Fluoreszenzintensitat in der Proberiginen bestimmten Schwellenwert steigt. Die
Cqg- Werte der zu untersuchenden Proben werden irauidReferenzgene, wie z.B. RNA- Polyme-
rase oder TATA Box binding Protein (TBP), normadisi
Die Standardzusammensetzung fir eine gRT-R@Rwie folgt:

12,5 pl QuantiTect!' SYBR® Green PCR Kit
2,5ul Primer 1 (100 pmol/ul)

2,5 ul Primer2 (100 pmol/ul)

0,5 ul cDNA

7 ul H,0

Das Standard Protokoll zur Amplifikation war widdgb

95 °C 15 min 1 Zyklus

95 °C 30s

53°C 30s 44 Zyklen
72°C 30s

95 °C 30s

4°C %
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5.5.5 Umklonierung
5.5.5.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind in Bakterien zurgBhabwehr nattrlich vorkommende Enzyme.
Jede Endonuklease erkennt eine bestimmte Konsewguesy, d.h. Abfolge von meist sechs bis
acht DNA-Basen in einer speziellen Reihenfolge dansie bindet und den DNA-Doppelstrang
dort schneidet. Als ,molekulare Scheren” bezeichgpielen diese Enzyme eine wichtige Rolle in
der Molekularbiologie. Sie ermdglichen es durchcheskte Kombination von ein oder mehren
Endonukleasen ganz definierte Bereiche, z.B. eim, @es einem Vektor herauszuschneiden und in
einen anderen wieder zu ligieren, d.h. Umklonieamgu vollziehen. Es gibt drei Typen von
Restriktionsendonukleasen mit unterschiedlichent&t und Spezifitat. Manche dieser Enzyme
bilden glatte (blunt), andere sogenannte Uberhédtegésticky) Enden.

Im Allgemeinen wurden Verdiinnungen mit 0,5 — 4 |@g dewiinschten DNA-Fragments in einem
totalen Volumen von 30 pl mit 1 ul des Enzyms intsprechenden Puffer gemischt. Die Tempera-
tur und Dauer der Inkubation richteten sich naahAleweisungen des Herstellers.

5.5.5.2 Alkalische Phosphatase: Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierungsreaktion mit der alkalischithosphatase wird im Anschluss an Endo-
nuklease Reaktionen, die glatte Enden entstehsarladurchgefuhrt. Das Entfernen der Phosphat-
reste an der Schnittstelle verhindert z.B., dasgeschnittener Vektor ohne das gewtinschte Insert
religiert.

Die Standardzusammensetzung fir eine Dephosphamtiereaktiorwar wie folgt:

30 pl geschnittener Vektor

4 ul 10 x Antarctic Phosphatase Puffef
2 ul Antarctic Phosphatase

4 ul H,0

Der Reaktionsmix wurde eine Stunde bei 37 °C ingxibind anschlielend wurde die Antarctic
Phosphatase funf Minuten bei 65 °C inaktiviert. Zufreinigung des Vektorfragments wurde die
GTQ-Gelelektrophorese oder die Alkohol Prazipitatoenutzt.

5.5.5.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Um kompatible Enden von DNA-Fragmenten und lingéarisn Vektoren zusammen zu fligen wer-
den DNA-Ligasen benutzt. Diese Enzyme sind in dewésenheit von Magnesium und ATP in der
Lage Phosphor-Diester Bindungen zwischen dem 5ptladsund dem 3 Hydroxyl- Ende zweier
DNA-Fragmente zu bilden.
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Die Standardzusammensetzung flr eine Ligatianwie folgt:

X Ml Insert DNA-Fragment

y ul Vektor-DNA

1,5 ul 10 x T4 DNA Ligase Puffer
1l T4 DNA Ligase

auf 15 ul HO

Der Reaktionsmix wurde Uber Nacht bei 4 °C odezralitiv vier Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Die gesamte DNA-Menge im Reaktionsmixrbg etwa 200 ng und das Verhéltnis von
Insert zu Vektor wurde bei Blunt End Ligationen Bel und bei Sticky End Ligationen bei 6:1
gehalten.

5.5.6 Agarose Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese ist eine molekuldogische Methode, um Nukleinséduren zu iden-
tifizieren, zu isolieren oder aufzureinigen. Agaast ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen,
welches sich beim Erhitzen in TBE-Puffer 16st. Béibkiihlen vernetzen sich die Agarosefaden zu
doppelhelikalen Strukturen, die ein dreidimensieadlletzwerk ausbilden, dessen Porengréf3e von
der verwendeten Agarosekonzentration abhéngt. éktredchen Feld wandern negativ geladene
Nukleinséduren durch die Agarosematrix vom Minusdée)- zum Pluspol (Kathode) und werden
folglich ihrer GrofRe und ihrer Ladung nach aufgette Kleine Nukleinsduren laufen hierbei
schneller als Grol3e.

Die verwendete Agarosekonzentration, und damiGii#3e der Poren im Agarosegel, richtete sich
nach der GrofRe der zu trennenden DNA Fragmentandlerweise wurden 0,5 bis 2 %-ige Gele
benutzt, um DNA Fragmente zwischen 0,05 und 10 iflaudrennen. Fir analytische Zwecke wur-
de die Multipure Agarose (Roth) verwendet, wahreiedGTQ-Agarose (Cambrex) mit ihrem nied-
rigen Schmelzpunkt fur praparative Gele besserggeeiist. Zur Herstellung der Gele wurde die
entsprechende Menge an Agarose mit einfach TBEePgémischt und in einer Mikrowelle solan-
ge erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gelist Zur Visualisierung der DNA nach der Auf-
trennung, wurde der Agarosesuspension 0,001 mgtidiEmbromid zugegeben. Diese interkalie-
rende Substanz lagert sich in die Doppelhelix d¥ARRIn und kann durch Bestrahlung mit UV
Licht der Wellenlange 254 nm sichtbar gemacht werddach Ausharten der Agarose wurde das
Gel in einer Elektrophoresekammer in einfach TBEfpaffer platziert. Die DNA-Proben wurden
mit Glycerol-haltigem Ladepuffer gemischt, der @8IA in die Taschen absinken lasst und die
Lauffront farbt. Zur Identifikation der Gré3e deroBenbestandteile wurde auf jedes Gel auch ein
kommerziell erhaltlicher DNA-GréRenstandard mitgaifagen.
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10 x TBE Puffer, pH 8,0

0,89 M Tris-HCI
0,89 M Borsaure
0,02 M EDTA

10 x Ladepuffer

40 % (wiv) Harnaure

40 % (wiv) Glycerol

50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 7,0
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol FF

5.5.7 Gelextraktion

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus GTQ-Gelen deudas QiaQuick Gel Extraction Kit
nach Herstelleranweisung benutzt. Hierzu wurdenBdieden von Interesse aus dem Gel ausge-
schnitten, die Agarose bei 50 °C gel6st und die DiWAr eine Saule aufgereinigt. Die DNA konnte
dann direkt fur weitere Klonierungsschritte eingeseerden.

5.5.8 Herstellung von chemisch kompetenteik.coli Zellen

Als Kompetenz bezeichnet man die Fahigkeit von 8adaih Fremd-DNA aufzunehmen. Nur weni-
ge Bakterienarten wie z.Etreptococcus pneumoniaderHaemophilus influenzaeerfligen Gber
natirliche Kompetenz, d.h. das Genom dieser Baktarnthalt die so genannten com-Gene. Diese
Gene kodieren Proteine, die fur die Erkennung vdiADderen Aufnahme und die Integration in
das Genom durch Rekombination verantwortlich siDds Darmbakteriunk.coli verfugt tber
keine naturliche Kompetenz, kann aber durch dieaBdlung mit Calcium- oder Magnesiumionen
chemisch kompetent gemacht werden.

Hierzu wurde eine 5 ml LB Vorkultur mit einer eimzen Kolonie XL-1 Blue angeimpft und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurdel Hieser Kultur in 200 ml LB Medium tber-
fuhrt und bei 37 °C bis zu einer @o (optische Dichte bei 600 nm) von ~0,5 wachsensgela
Die Zellen wurden durch Zentrifugation mit 6000 ridubei 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 5-
10 ml eiskaltem TSS Puffer resuspendiert und abs 200 oder 300 pl Aliquots in flissigem Stick-
stoff schockgefroren. Der TSS Puffer ist eirf@aicher Puffer, der die Aufnahme von Plasmiden
in die Zelle erleichtert. Die Lagerung der Zellefolgte bei — 80 °C. Um die Kompetenz, d.h. die
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Transformierbarkeit, der Zellen zu bestimmen, wuedee Test Transformation mit einem Plasmid
bekannter Konzentration durchgefiihrt. Von drei ekisdenen Verdinnungen der Zellen (1:10,
1:100,1:1000) wurden jeweils 100 pl der Bakterispgmsion auf LB Platten mit dem entspre-
chenden Selektionsantibiotikum ausplattiert. Dilefekonnten 24 h bei 37 °C wachsen und an-
schlieBend bestimmte man die Kompetenz mit deefalgn Gleichung:

Gesamivol 1

Kompetenz AnzahlKolonienxVerdinnungfaktorx : X —
ausplattietesVol Plasmidinpg

Die Zellen wurden als kompetent bezeichnet, werenTdansformationseffizienz im Bereich von
10%10’ cfu (colony forming units)/pg DNA war.

TSS Puffer

10 % Polyethylenglycol (PEG) 3350
50 mM MgCl

5% DMSO

auf 50 ml LB-Medium

5.5.9 Hitzeschocktransformation von Plasmiden in chemisckompetente
Bakterienzellen

Als Transformation bezeichnet man die nicht-vildeertragung freier DNA in kompetente Zellen,
wie z.B. Bakterienzellen. Hierzu gibt es zwei gr@ggénde Methoden: der Hitzeschock und die
Elektroporation. Beim Hitzeschock werden chemisomgetente Zellen mit Calciumchlorid be-
handelt, welches die abstoRenden Kréfte zwischgativegeladener Zellmembran und DNA mi-
nimiert. Durch kurzfristige Erhéhung der Temperatuf 42 °C bilden sich Poren in der Zellmemb-
ran durch die die DNA in die Zelle wandern kanni Ber Elektroporation hingegen wird die
Zellmembran durch einen kurzen elektrischen Scheti2000-2500 V getffnet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die chemisch ketaptenE.coli Zellen mit Hilfe des Hitze-
schocks transformiert. Hierzu wurden die Zellenzglangsam auf Eis aufgetaut und mit der zu
transformierenden DNA fir 20 — 30 min inkubiert.s&hlieRend wurden die Zellen fur 90 sec in
einen Heizblock bei 42 °C gestellt und dann wiedeei Minuten auf Eis platziert, damit die
Membran sich wieder schliel3en konnte. Vor dem Aat§pren wurden die Zellen in 1 ml LB Me-
dium aufgenommen und 60 min bei 37 °C und 200 rpstiittelt. 100 ul der Bakteriensuspensi-
on wurden dann auf eine Agarplatte mit entsprechen&elektionsantibiotikum ausplattiert und
tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.5.10 Isolierung von Plasmid DNA
5.5.10.1Mini-Praparation

Hatten sich einzelne Bakterienkolonien nach z.BioKie-PCR (siehe 5.5.3) als potentiell richtige
Klone herausgestellt, so wurden diese amplifizidierzu wurden zunachst 5 ml LB Vorkulturen

53



der gewlnschten Bakterienklone unter Antibiotikekibn Uber Nacht bei 37 °C herangezogen.
Fur die Plasmid Praparationen bis zu 20 ug DNA wudds Qiaprep Spin Mini Isolations-Kit
(Qiagen) nach Herstelleranweisung verwendet. Digp@dp Spin Mini Saulen enthalten eine Sili-
cagelmembran, die die DNA in der Anwesenheit hdbenzentrationen von chaotropen Salzen
bindet und anschlieRend die Elution der DNA in kégn Volumen Puffer ermdglicht. Um nun
Zellpellets zu erhalten wurden 1,5 ml, bei low cédgsmiden 3 ml, der Vorkulturen finf Minuten
bei 1844 g abzentrifugiert. Die Pellets wurden %9 21l Puffer mit RNAse Inhibitoren resuspen-
diert und mit 250 ul Lysepuffer gemischt. Um RNAduRroteine zu préazipitieren wurden 350 pl
Neutralisierungspuffer hinzu gemischt. Der Mix weirahschlie3end zehn Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Die Plasmid DNAd® sich nun im Uberstand und wurde tiber
eine S&ule aufgereinigt. Mit einem Spekralphotometgrde die Absorption einer Probenverdin-
nung (1 pl DNA + 49 pul BD) bei 260 nm und 280 nm gemessen und somit digghlend Rein-
heit der aufgereinigten DNA bestimmt. Die DNA koardnschlieBend zur Sequenzierung oder
Restriktionskartierung eingesetzt werden.

5.5.10.2 Maxi-Praparationen

Wenn sich rekombinante DNA nach Sequenzierung €steb.11) als korrekt erwiesen hat, so wur-
de die DNA mit Hilfe von Bakterien amplifiziert urid grof3em MalRstab flr weitere Anwendungen
aufgereinigt. Hierzu wurden zunéchst 200 — 400 i  ml LB Uber Nacht Kulturen der ge-

winschten Bakterienklone in 400 ml LB Medium dbarfiund 12 — 15 h bei 37 °C herangezogen.
Fur die Plasmid Praparationen bis zu 750 ug DNAdewtas HiSpeed Maxi Kit (Qiagen) nach

Herstelleranweisung verwendet. Das Protokoll emdbprdem der Mini-Praparation, wobei die

Menge der verwendeten Lésungen und Puffer entspnecAngepasst wurde.

5.5.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung rekombinanter DNA wurde von den# Seglab Sequence in Gottingen durch-
gefuhrt.

5.6 Fura 2AM-basierende Calciumkonzentrationsbestimmungn

Die Methode der Calciummikrofluorometrie erméglicts die Calciumionenkonzentration von
Geweben oder einzelnen Zellen zu bestimmen undhigrsuchen. Ein wichtiges Werkzeug dieser
Technik sind C&-sensitive Fluorophore. Dabei handelt es sich urbgtaffe, die ihre Emissions-
wellenldnge bei gegebener Anregungswellenldngendera, sobald sie ¢agebunden haben
(Burchiel, Edwards et al. 2000). Weit verbreitetdszum einen die Einzelwellenl&dngenindikatoren
wie z.B. Fluo-3 und zum anderen die ratiometriscBafciumindikatoren wie z.B. Indo-1 oder
Fura 2. Da die Zellmembran fir die meisten der beten Fluorophore eine untberwindbare Bar-
riere darstellt, missen diese mikroinjiziert odeMembran durchlassige Esterformen umgewan-
delt werden. Das Fura 2AM (Acetoxymethylester) —akdil stellt eine solche Esterform des Farb-
stoffs dar. In dieser Form kdnnen die Fluorophore dellmembran tberqueren und werden
anschlie3end durch cytosolische Esterasen gespBldrei entsteht Formaldehyd, Acetat und die
Saureform des Farbstoffes, die nun als Indikatogitert. Das Fura 2 Molekil (siehe Abbildung 6)
verbindet ein fluoreszierendes Stilben-Chromophdardan, durch die charakteristische Tetracar-
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boxylatstruktur hervorgerufenen, Komplexierungseaphaften der GaChelatoren EGTA und
BAPTA. Durch die EGTA-Grundstruktur erhalt FuraiBeevon der lonengrofRe abhangende Katio-
nenselektivitat, die fur Calciumionen sehr viel bhegt als fur Magnesiumionen. Die Calciumaf-
finitat ist sehr glnstig fur physiologische Messemgda die Dissoziationskonstante mit etwa
0,25 pM im Bereich intrazellularer Calciumionenkenzationen von Saugerzellen (0,1 — 1 pM)
liegt (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985). Zudem kann nuitaF2 eine starke Fluoreszenzintensitéat
erreicht werden, so dass die Zellen mit einer iketaedrigen Farbstoffkonzentration beladen wer-
den kénnen. Das Messprinzip beruht darauf, das&wia 2-Molekiil, wenn es an €aebunden
vorliegt, bei einer Anregungswellenlange von 340 eim Absorptionsmaximum besitzt, wahrend
es, wenn es kein &agebunden hat, maximal bei etwa 380 nm absorfilrtMaR fir die intrazel-
luldre Calciumionenkonzentration gilt der Quotianms den FluoreszenzintensitategydFsso), die

bei den beiden Anregungswellenlangen emittiert erdarum bezeichnet man eine solche Form
von Fluorophor auch als ratiometrisch. Die Bindung C&" verschiebt das Maximum der gemes-
senen Intensitat um etwa 40 nm zu kirzeren Welhgela.

N(CH,COOR), NCH,COOR),  ® 435 M free Ca?*
O—CHCH-0 c
<
N
Q 3
= CHy N
- :
PO i
RCH,0C0CH; i

COR
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Abbildung 6: Strukturformel und Anregungssg)ektrum fur das Fura 2 Molekil. A Strukturformel des
Fura-2-Molekills. Das Fura-2 Molekiil bindea“" mit vier Carboxylgruppen (ganz oben): Fura-2 ist e
Ca”*-Chelator. Die Stilbengruppe (unten) ist der Chrohwpdes MolekiilsB Anregungsspektrum von
Fura-2 fur verschiedene Calciumionenkonzentratiomgargestellt ist die Fluoreszenzintensitat, gemess
bei 510 nm fur Anregungswellenléangen jeweils imaan zwischen 250 nm und 450 nm. Die Fluoreszenz
andert sich sowohl mit der Wellenlange des Anreglicigts als auch mit der Calciumionenkonzentratlan.
Ca**-freier Losung wird ein Spektrum mit einem Maximuei B8O nm gemessen. Bei hoher Calciumionen-
konzentration verschiebt sich das Maximum zu 340 Nor bei 360 nm, dem isosbestischen Punkt, ist die
Fluoreszenz unabhangig von der Calciumionenkonatoitr

Die Emission von Fura 2 wird von der Calciumbindumg unwesentlich beeinflusst und erreicht
zwischen 505 nm und 520 nm das Maximum. Die Intahdies Fluoreszenzlichtes;{ff wird be-

stimmt durch:
() F34o =c*d*K* f[(Ca2+)]

c die Konzentration des Farbstoffes

d die Dicke der Zelle
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K eine Konstante, die die optischen Eigenschaf@rMessapparatur zusammenfasst
f([Ca’]) die Calciumionenkonzentration

Da ¢, d und K nicht bekannt sind, ist es nicht rimbgtie Calciumionenkonzentration alleine aus
der Intensitat des Fluoreszenzlichteg,dFzu berechnen. Hier hilft die Eigenschaft von F2yrauf
Anstieg der Calciumionenkonzentration mit einem thags der Fluoreszenzintensitiat bei 340 nm
(Fs40) und einem Abfall der Fluoreszenzintensitat bei B80(Fg0) zu reagieren. D.h. es kommt zur
Verschiebung des Anregungsspektrums des Fluordszbsioffes Fura 2 beim Binden von“Ca
als Ligand. Da man davon ausgehen kann, dass siddrnbekannten ¢, d und K zwischen zwei
unmittelbar aufeinander folgenden Messungen beirgdzw. 380 nm nicht andern, kann durch
die Bildung des Quotientensf/Fsgo (Ratio-Wert) eine experimentell bestimmbare MesRBgrer-
mittelt werden, die lediglich noch von der Calcioménkonzentration abhangt.

Fao=c*d*K* f([Ca*])
F.,=c*d*K* f ([Ca®™))

(2)

Dieser Quotient ermdglicht die Messung absolutdci@aionenkonzentrationen in lebenden Zel-
len, unabh&ngig von Farbstoffkonzentration undf@et.

In der vorliegenden Studie wurden HEK293 Zellen makransfektion auf 25 mm Glas-
Deckglaschen kultiviert und mit 1 uM Fura 2AM in MEMedium fir 20 min im Brutschrank
inkubiert. Jurkat T-Zellen und primare CD#%-Zellen wurden als Suspension mit derselben Fura
2AM Konzentration in RPMI bzw. AIMV Medium 30 mineb Raumtemperatur auf einem Hori-
zontalschittler geladen. Die T-Zellen wurden arie@eind auf Poly-Ornithin beschichteten Deck-
glaschen gesetzt. Zur Untersuchung von SOCE inFdea 2 basierenden Calciumimaging Expe-
rimenten wurde das sogenannte?'@aaddition Protokoll (siehe Abbildung 7) benutktierzu
wurde die von Fura 2AM ausgehende Fluoreszenz fiaiteder Zellen zunéchst fur 100 s if"Ca
haltiger Lésung gemessen, anschlieBend wurden ellerZmit einer C&-freien Lésung perfun-
diert und die Anderungen in der Fluoreszenz fiitevei 300 s gemessen, um das basafé @a
Zellen zu bestimmen. Die Speicher wurden durch Bagaon 1 pM Thapsigargin (Tg) in €a
freier Losung entleert (1000 s) und dann konnteQciumeinstrom Uber Kanale in der Plasma-
membran nach Perfusion mit Céaltiger Lésung bestimmt werden (600 s). Ein agskeiftiger
Wert bei dieser Messung ist die Calciumeinstromreteh Wechsel auf die €a-haltige Lésung
mit Tg. Die Einstromrate wird wesentlich durch ditivitat der speicheraktivierten Calcium- Ka-
nale in der Membran bestimmit.
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Abbildung 7: Ca**- Readdition Protokoll zur Untersuchung von speichektivierten Calciumstromen

in Fura 2 basierenden CalciumimagingexperminentenDie Zellen befinden sich zu Beginn der Messung
fur 100 s in einer 0,1 mM GaLésung. AnschlieBend werden die Zellen mit einaef*@eien Losung per-
fundiert und weitere 300 s gemessen. Die Speicleedem durch Zugabe von 1 uM Thapsigargin (TG) in
C&*-freier Losung entleert (1000 s) und DNA wird des®®@instrom iiber Kanale in der Plasmamembran
nach Perfusion mit 0,1 mM €ahaltiger Lésung bestimmt (600 s).

Mittels der TILL Vision Software ist die Belichturdgr Probe gesteuert und die Anderungen in der
Fluoreszenzintensitat aufgezeichnet worden. Alieesfolgte zunachst die Belichtung mit 340 nm
und direkt danach mit 380 nm Anregungswellenlamgje. Belichtungszeit bei den Experimenten
mit den HEK293 Zellen betrug 50 ms, wahrend die $degen der Jurkat T-Zellen und der prima-
ren T-Zellen mit 25 ms Belichtungszeit durchgefiwtrden. Das Anregungslicht wurde durch
einen Polychrom IV Monochromator generiert. Di¢'€abhangige Emission des Farbstoffes von
Licht der Wellenlange 520 nm wurde mit einer CChafge coupled decive) Kamera aufgenom-
men.

Als Eichung oder Kalibration bezeichnet man folglidie Bestimmung des Zusammenhangs zwi-
schen Messwerten und Ergebnissen. Die allgemeindagebliche Formel zur Bestimmung der
Calciumionenkonzentration aus gemessenen Fluorastensitaten stammt von Tsien und Kolle-

gen:
(3) [Ca®] = Kd( R~ R j( F”BOJ
Riax = R Fosso
Kqg Dissoziationskonstante; flir Fura 2 bei 37 °C 4 gR|
R Ratio-Wert, Quotient aus den gemessenen Fluemeszensitaten bei 340 und 380 nm
Ruin Ratio-Wert ohne Ga
Riax Ratio-Wertbei maximaler Calciumionenkonzentration
Fiss0 Fluoreszenzintensitat von freiem Fura 2
Fosso Fluoreszenzintensitat von Efegebundenem Fura 2

Durch die Kalibration mussten nun die Parametgf &d R..x ermittelt werden. Hierzu wurden
Zellen zunachst mit Fura 2AM geladen. Die Zellefiahden sich auf Deckglasern in %Gaund
Mg?*-haltiger Lésung. Zur Bestimmung deg;RNertes wurden die Zellen fiir eine Stunde in einer
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Cd-freien Lésung mit 1 mM EGTA, 1 uM Thapsigargin uh@M lonomycin inkubiert. Nach der
Inkubation wurde zunachst die Fluoreszenz der Zdtieder C&'-freien Lésung bei einer Anre-
gungswellenlange von 340 nmg4ff bzw. bei 380 nm (f50) gemessen, um R zu berechnen. An-
schlieRend wurde eine E#altige Losung (20 mM Caglkein EGTA) auf die Zellen gegeben.
Aus den unter diesen Bedingungen gemessenen Fteomstensitaten bei 340 nmp4ff bzw. 380
nm (Fg) konnte R..x berechnet werden.

Ff 340

(4) Rmin = F

;in C&*- freier Lésung
f 380

F
(5) R, =—2% in C&"*- haltiger Lésung (20 mM Cag}l
b380

Nach Einsetzen der Werte in Gleichung (1) konnte die Calciumionenkonzentration fiir jede
beliebige Fluoreszenzintensitat bestimmt werdem Kalibration musste fur jeden Zelltyp und
nach jeder Anderung an dem Messplatz wiederholtlerer

Die Aufnahme der Messungen, sowie die Analyse deorEszenzwerte, erfolgte mit dem Pro-
gramm TillVision. Zur Analyse wurden fur die Zellsogenannte ROI’s (Region of interest) be-
stimmt und das Programm bestimmte die AnderungFeoreszenzintensitaten tber die Zeit.
Durch Platzierung der ROI's in zellfreie Bereichenkte die Hintergrundfluoreszenz bestimmt
werden, welche spater von den Messwerten subttahigde. Die Umrechnung der 340/380 Ratio
Werte erfolgte mit dem Programm IgorPro, fir diegdrsche Darstellung der Ergebnisse und die
Statistik wurde das Programm Microsoft Excel benutz

Cd" - freie Lésung, pH 7,4 G4 haltige Lésung, pH 7,4
Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentrgta)
NacCl 155 NacCl 155

KCI 4.5 KCI 4,5

Glucose 10 Glucose 10

Hepes 5 Hepes 5

MgCl, 3 MgCh X

EGTA 1 CaC} y

Die Konzentrationen von Caflind MgC} wurden immer so angepasst, dass die Gesamtkonzent-
ration dieser divalenten lonen bei 3 mM lag. Desurigen wurde je nach Bedarf Thapsigargin (in

DMSO, 1 mM Stocklésung) in der EndkonzentrationM zugesetzt.
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Cd"- freie Losung zur Kalibration, pH 7,4  €ahaltige Lésung zur Kalibration, pH 7,4
Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentrgta)

NacCl 155 NacCl 155

KCI 4,5 KClI 4,5

Glucose 10 Glucose 10

Hepes 5 Hepes 5

MgCl, 3 MgCh 2

EGTA 1 CaC} 20

Thapsigargin 0,001

lonomycin 0,004

5.7 TIRF-Mikroskopie (Total internal reflection fluores cence- Mikroskopie)

Die TIRF-Mirkroskopie ist eine spezielle Methode déchtmikroskopie mit der man fluoreszie-
rende Proben lediglich in der Nédhe des Deckglasieszu 250 nm tief in die Probe hinein, beo-
bachten kann. Es wird die Tatsache ausgenutzt,ldelss das in einem flachen Winkel auf eine
Grenzflache zwischen optisch dichtem (z.B. Deckiag) weniger dichtem (z.B. Salzlésung) Me-
dium trifft, reflektiert wird. Dadurch entsteht slem weniger dichten Medium ein evaneszentes
Feld, d.h. ein Lichtfeld, das exponentiell in di®lse hinein abféllt. Die typische Eindringtiefe flur
sichtbares Licht liegt im Bereich von etwa 100 -0 20n. Befinden sich nun Molekule innerhalb
des evaneszenten Feldes, welche die eingestraldiieriinge absorbieren kdénnen, so werden
diese zum Fluoreszieren angeregt. Der groRe Vdliesler Methode liegt in der verbesserten Auf-
l[6sung in der z-Achse, wobei die Untersuchungerhaud diesen Bereich beschrankt sind. Man
erhalt keine Emissionen aus tieferen Bereichenrivatle der Probe und verbessert somit das Sig-
nal- zu Rausch-Verhaltnis.

In der vorliegenden Arbeit wurde die TIRF-Mikroskezur Anwendung gebracht, um das Cluste-
ring von STIM1 Molekilen im ER in PlasmamembranaratRegionen zu untersuchen. Hierzu
wurden HEK293 Zellen mit N-YFP getaggten STIM1 uadér C-RFP getaggten Orail Konstruk-
ten transfiziert (Fugene), 24 h nach Transfektioh2z® mm Glas-Deckglaser gesplittet und weitere
24 h spater untersucht. Alle Experimente wurden Raumtemperatur durchgefiihrt. Um die
Clusteringgeschwindigkeit von STIMIWT und STIM1D® An- oder Abwesenheit von C-RFP
Orail vergleichen zu kénnen, wurden die Deckgléseine Perfusionskammer eingebaut und mit
Ccd"- haltiger Ringerlésung gewaschen. Dann starteteviissung, wobei jede Sekunde eine Be-
lichtung mit dem 488 nm Laser erfolgte. Nach 20wsden die Zellen mit C& freier Ringerlo-
sung und Thapsigargin (1 uM) gespult, um das QOugtezu induzieren. Die Aufnahme erfolgte
Uber einen Zeitraum von insgesamt zehn Minutenlysrext wurde anschliel3end die Zunahme der
Fluoreszenzintensitat in der TIRF-Ebene gegen dig #obei die Hintergrundfluoreszenz abge-
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zogen wurde. Um die Kolokalisation der STIM1 undai@rCluster zu untersuchen wurden die
Zellen zun&chst fiir 10 Minuten in €afreier Lésung inkubiert. AnschlieBend wurden Aatimen
von denselben Zellbereichen zuerst mit dem 561 ndhdanach mit dem 488 nm Laser gemacht.
Fur die Auswertung wurden willkirlich 10 ROI (regiof interest) pro Zelle in die RFP Aufnah-
men gesetzt und dann die gleichen ROI in den GERafumen analysiert.

Der verwendete Messplatz besteht aus einem LeicTA IR MC System mit einem 100x 1,47 NA
Oil HCX PlanApo Objektiv. Das System ist mit ein&sl nm und einem 488 nm Laser ausgestat-
tet, die in Verbindung mit einem RFP- oder GFPdfiltenutzt wurden. Zur Aufnahme der Fluores-
zenz wurde die gektihlte CCD (charge coupled deWWeahera Andor iXon 885 benutzt. Die Be-
lichtungszeiten betrugen zwischen 100 und 300 nes. TDRF- Winkel wurde an jedem Messtag
mit der Autoalignment-Funktion von Leica kalibriemd die Eindringtiefe betrug fir alle Messun-
gen zwischen 110 und 150 nm. Zur Auswertung wurdé_eica LAS Software verwendet.

Ccd" - freie Losung, pH 7,4 G4 haltige Lésung, pH 7,4
Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentrdtia)
NacCl 155 NacCl 155

KCI 4.5 KCI 4,5

Glucose 10 Glucose 10

Hepes 5 Hepes 5

MgCl, 3 MgCh 2

EGTA 1 CaC} 1

5.8 Forster Resonanzenergietransfer (FRET)

Der Forster-Resonanzenergietransfer ist eine Methuwd Protein-Protein Interaktionen zu unter-
suchen. Im Vergleich zur Co-Immunoprazipitation.zbietet die FRET Methode die Mdglichkeit
der zeitlichen Aufléosung der Reaktionen im Milliseikienbereich. Die Methode beruht auf der
strahlungslosen Energietibertragung, deren Grunalmge&ahr 1948 erstmals von Theodor Forster
beschrieben wurden. Der Energietransfer kann bdiskaffen beobachtet werden, wobei die Ener-
gie nicht in Form eines Photons vom Donor zum Akaefibertragen wird, sondern strahlungslos
als Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, und folgt somird Coulomb-Gesetz. Die auf den Akzeptor-
farbstoff Gbertragene Energie kann dann wiederufomn von Strahlung abgegeben werden. Vor-
raussetzung fur FRET ist, dass Donor und Akzepto&iumlicher Nahe auftreten, d.h. hdchstens 10
nm voneinander entfernt sind. Die Effizienz desrgietransfers ist proportional zu dem Kehrwert
des Abstandes von Donor und Akzeptor zur sechstéenP. Zudem muss das Emissionsspektrum
des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzsrpitberlappen (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Anregungs- und Emissionsspektren von GFP und RFPn der vorliegenden Arbeit wurden
zur Untersuchung der Protein-Protein Interaktiom ERET Methode zur Anwendung gebracht. Die beiden
Proteine, deren Interaktion untersucht werdenesoliturden mit den Fluoreszenzproteinen GFP bzw. RFP
direkt gekoppelt. Bei der Betrachtung der Spekived deutlich, dass die Fluoreszenzproteine GFPRIRE

ein mogliches FRET-Paar darstellen, da das Emissp@ktrum von GFP mit dem Anregungsspektrum von
RFP uberlappt. GFP wird maximal mit gelbem Licht @&llenlange ~ 470 nm angeregt und emittiert gstine
Licht der Wellenlange ~ 510 nm. RFP wird mit Lictgr Wellenldnge ~ 560 nm maximal angeregt und emit-
tiert rotes Licht der Wellenldnge 600 nm. Der Welemgenbereich in dem das GFP Emissions- und d&s RF
Absorptionsspektrum tberlappen wird fir FRET begitti

In der vorliegenden Arbeit sollte der Energietrangdwischen den Molekilen STIM1 und Orail,
wie in Abbildung 9 dargestellt, bzw. zwischen STIMAd STIM1 nach Speicherentleerung mit Tg
untersucht werden. Zur Analyse der STIM1-Orail#iakéon wurden HEK293 Zellen mit
STIM1IWT-RFP bzw. STIM1DQ-RFP und Orail-GFP transfizund 48 h nach Transfektion un-
tersucht. Im Falle der STIM1-STIM1 Interaktion warddie HEK293 Zellen mit gleichen Anteilen
STIM1RFP und STIM1GFP transfiziert. Die Speicheesrung wurde durch 10 minutige Inkuba-
tion in einer C&- freien Lésung mit 1 uM Tg induziert. AnschlieBendrde das FRET Signal in
der TIRF Ebene aufgenommen. Fir jede Zelle wurden Aufnahmen innerhalb weniger
Millisekunden gemacht. Zuerst wurde die Probe raindt88 nm Laser angeregt und die Emission
durch den GFP Filter gemessen, um die Starke desrBignals zu bestimmen. Dann wurden die
Zellen mit dem 561 nm Laser bestrahlt und die Eimisgurch den RFP Filter gemessen, um die
Effizienz des Akzeptorsignals bei optimaler Anreguru bestimmen. Und schlie3lich wurde die
gleiche Zelle mit dem 488 nm Laser angeregt, dhgsl die Emission durch den RFP Filter
bestimmt. Dieses Signal entsprach somit dem FRBh&bi
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Abbildung 9: Anwendung der FRET-Technik zur Untersuchung der STM1-Orail Proteininteraktion .

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchdeg Protein-Protein Interaktion die FRET Methode zu
Anwendung gebracht. Das STIM1 Protein wurde mit RR& das Orail Protein mit GFP am C-Term gekop-
pelt. A Solange die Speicher mit €ayefiillt sind, befinden sich die C-Terme der Prein zu groRer Ent-
fernung zueinander, so dass nach Bestrahlung déeRnit Licht der Wellenlange 488 nm lediglich gegn
Licht der Wellenlange 510 nm von GFP emittiert wBdnduziert man allerdings die Speicherentleerunig mi
Tg so verandert das STIM1 Protein seine Konformmatind riickt néher zu Orail um dieses zu aktivieren.
Regt man nun die Probe mit Licht der Wellenlang8 Ag an, so nimmt das GFP die Energie auf, ubertrag
die Energie auf das raumlich nahe gelegene RFPKibland man misst emittiertes Licht der Wellenléng
590 nm.

Der verwendete Messplatz besteht aus einem LeicTA IR MC System mit einem 100x 1,47 NA
Oil HCX PlanApo Objektiv. Das System ist mit ein&8l nm und einem 488 nm Laser ausgestat-
tet, die in Verbindung mit einem RFP- oder GFPdfiltenutzt wurden. Zur Aufnahme der Fluores-
zenz wurde die gekiihlte CCD (charge coupled deWWeahera Andor iXon 885 benutzt. Die Be-
lichtungszeiten betrugen 200 ms. Der TIRF- Winkelrde an jedem Messtag mit der
Autoalignment-Funktion von Leica kalibriert und deendringtiefe betrug fur alle Messungen 150
nm. Zur Aufnahme der FRET Signale wurde die LeiBEF SE Wizard Software verwendet. Die
Korrekturfaktoren zur Korrektur des Crosstalks wdmem in den anderen Kanal wurden an jedem
Messtag individuell bestimmt. Hierzu wurden Zellediglich mit einem Konstrukt fir Donor oder
Akzeptor transfiziert. Im Falle der Donorprobe eeghan das Fluorophor GFP mit dem 488 nm
Laser an und berechnete wieviel Prozent des Sigmal&-P-, RFP- oder FRET-Emissionskanal zu
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sehen waren. Ebenso wurde die RFP-Akzeptorprobéenit 561 nm Laser bestrahlt und die Sig-
nale in den drei Kanalen bestimmt. So konnte dagrBmm automatisch die Korrekturfaktorgn
B, v, 6 berechnen.

a=A/C
=B/A
(6) ﬁ_
y=B/C
0=A/B

A B, C Intensitat des Signals im Donor-, FRET- éikaeptorkanal

a,B,y,6  Korrekturfaktoren

Zur Berechnung des normalisierten FRET Signals ediotende Formel nach Van Rheenen et al
verwendet:

B-A*f-C*(y-a*p)
C*-p4*9)

(7) Eni =

Zudem wurden alle Bilder auf den Hintergrund kaderg

cd" -freie Lésung, pH 7,4
Substanz Konzentration (mM)
NaCl 155

KCI 4,5

Glucose 10

Hepes 5

MgCl, 3

EGTA 1

Thapsigargin| 0,001

5.9 Elektrophysiologie: Patch-clamp

Die elektrophysiologische Forschung wurde im J&#6lvon Neher und Sakmann durch die Ent-
wicklung der Patch-clamp Technik revolutioniert. tMiieser Methode lassen sich lonenstrome
durch lonenkanale in der Membran einzelner Zell@ssan, deren Stromgrofie nur wenige Pico-
ampere (18° Ampere) betragt. Abgeleitet wurde die Patch-clavigthode von der Technik der
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Spannungsklemme, die bereits in den 1930er JalbreBestimmung von Stromen in intakten Ner-
venzellen entwickelt wurde. Hierzu werden zwei Hie#ten in die Zelle gestochen: eine dient da-
zu, die vom Experimentator festgelegte Kommandaspan zu applizieren, wahrend mit der an-
deren Elektrode die resultierenden Strome UberMbienbran gemessen werden kénnen. Somit
wird die Gesamtheit aller Einzelstrome tber die Mean gemessen, die genaue Erforschung ein-
zelner lonenkanéle ist mit dieser Methode nichtlisigDas Grundprinzip der Spannungsklemme
wurde deshalb in der Patch-clamp Technik weiterehisit und verfeinert. Der Begriff Patch
clamp kommt aus dem Englischen und bedeutet eibiempranfleck” auf ein bestimmtes Potenti-
al ,festklemmen®. Die Elektrode wird nicht mehrdre Zelle gestochen, sondern besteht aus einer
ausgezogenen, stumpfen Glaskapillare, die mit plygischer Losung gefullt ist und in die ein mit
Silberchlorid beschichteter Silberdraht taucht, wmdl lediglich auf die Zelloberflache aufgesetzt.
Die Offnung der Glaskapillare betragt lediglich 244m. Durch Anlegen eines leichten Unterdru-
ckes an das Ende der Glaskapillare wird eine Vdtbig zwischen Membran und Pipette erzeugt,
wodurch zwischen dem Inneren der Pipette und d8eAldsung ein elektrischer Widerstand in der
GrofRenordnung von mehr als einem Gigaohm, der sangge Gigaseal, entstehen kann. Diese
Anordnung bezeichnet man nun als cell-attached igordtion. Durch weiteres Anlegen von kur-
zen Unterdruckpulsen am Ende der Pipette kann alehRjedffnet werden, wahrend der Gigaseal
intakt bleibt. Dadurch diffundiert die Pipettenléguin das Cytosol und Strome Uber die gesamte
Zellmembran konnen abgeleitet werden, da der Streisikuf durch eine so genannte Badelektro-
de in der AuRRenlésung geschlossen wird. Diese Anord bezeichnet man als whole-cell Konfigu-
ration (siehe Abbildung 10) und ermdglicht durck dusammensetzung der physiologischen L6-
sung in der Kapillare die Zelle von innen zu malfigren.

In der vorliegenden Studie wurden alle Patch-cla®gssungen in der whole-cell Konfiguration
durchgefuhrt und mit einem EPC-10 Patch-clamp ¥iekset mit der entsprechenden HEKA Soft-
ware Patchmaster aufgezeichnet. Zur Aktivierung @B#&C- Stroms wurde der internen Lésung
deshalb IRzugegeben, welches diesiRezeptoren in der ER Membran direkt aktivierte sathit
eine schnelle Entleerung des ER zur Folge hateirdérne Loésung enthielt zudem eine bestimmte
Menge (10 — 20 mM) eines EaChelators, welcher die in die Zelle einstromen@efi lonen di-
rekt binden konnte und dadurch die*Cabh&ngige Inaktivierung des CRAC Kanals verhiredert
Alternativ enthielt die interne Lésung nur einerf@ahelator, wie z.B. Bapta oder EGTA, welche
das aus dem ER leckende*Chinden kann, das Auffiillen der Speicher verhinded somit den
CRAC Strom ,passiv" ausldsten.

Die Glaskapillaren bestanden aus Borsilikat unddenrin einem 3 Schritt- Verfahren mit einem
DMZ Horizontalpuller hergestellt und poliert. Zueschichtung wurden die gefillten Pipetten in
Sigmacote (Sigma) eingetaucht. Eine Beschichtuogtifeg) der Pipetten mit hydrophoben Sub-
stanzen fuhrt man durch, um die Wandstarke dertteipspitze zu vergrol3ern und somit die Kapa-
zitdt zu verringern. Gleichzeitig wird dadurch viedert, dass sich ein langer Wasserfilm am
Schaft der Pipette hochzieht, der ebenfalls daazitgtive Rauschen erhéhen wirde. Je nach Fra-
gestellung wurden verschiedene Losungen und Prileokerwendet. Zur Analyse wurde die Fit-
Master Software verwendet, die graphische Darstgliund Statistik wurde mit den Programmen
IgorPro und Microsoft Excel durchgefihrt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte zuirhalt der whole cell Patch-clamp
Konfiguration (Abbildung aushttp://shermanlab.uchicago.edu/images/patchingvaetlemp. Zunachst
wird die mit physiologischer Lésung gefillte Glgsgite auf die Zelle aufgesetzt. Durch Anlegen eldes
terdruckes am oberen Ende der Pipette bildet si@hfeste Verbindung zwischen Zellmembran und Répet
aus, der so genannte Gigaseal. Durch kurze Untehplulse kann der Membranbereich unter der Pipette
geoffnet werden, wobei der Gigaseal erhalten bl whole-cell Patch-clamp Konfiguration ermaglic
die Ableitung von lonenstrémen durch Kanéle Gberglisamte Zellmembran.

5.9.1 Das Rampen-Protokoll

Um so genannte Strom-Spannungs-Kennlinien fir elestimmten lonenkanal zu erhalten, d.h.
den Zusammenhang zwischen dem MembranpotentiatlemdStrom tber die Membran herzustel-
len, werden so genannte Rampen-Protokolle berbizkt nach dem Einbruch in die Zelle wer-
den lineare Spannungsrampen von z.B. -150 mV b&)+tV appliziert und die resultierenden
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Stréme Uber die Membran aufgezeichnet. Die StroamBpngs-Kennlinien zeigen flr jeden lo-
nenkanal eine charakteristische Form, die von dktifzierung, der Seliktivitat und der Leitfa-
higkeit des Kanals flr bestimmte lonen und der leEmZusammensetzung der extrazellularen L6-
sung abhangt.

Zur Untersuchung vonckac wurden in der vorliegenden Arbeit mit Orail- undIi€1-
Konstrukten kotransfizierte HEK293 Zellen, sowierkdt T-Zellen elektrophysiologisch unter-
sucht. Das Protokoll wurde direkt nach dem Einbrinctlie Zelle gestartet und generierte alle 2 s
innerhalb von 50 ms lineare Rampen von -150 mVv+is0mV bzw. von -100 mV bis +100 mV.
Das Haltepotential zwischen den Rampen betrug OFiiv.die groRen Strome im Uberexpressi-
onssystem wurde eine Serienwiderstandskompens@i@eries compensation) von 80 % einge-
stellt. Alle Experimente wurden bei Raumtemperaturchgefuhrt. Fir die Analyse wurde die
Stromentwicklung gegen die Zeit bzw. die Stromealiving in Abhéngigkeit von der angelegten
Spannung aufgetragen. Fur den direkten VergleichSi®mdichte (CD = current density) von
Zellen, wurde die Stromdichte bei einer angeledgd@annung von -130 mV oder -80 mV nach
110 s oder die maximale Stromdichte abgelesen.

Externe LOosung, pH 7,2 Externe LOosung Divalent-(ip&/F), pH 7,2

Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentr&tad)
NaCl 120 NaCl 120

TEA-CI 10 TEA-CI 10

CaC}, X Hepes 10

MgCl, 2 Glucose 30

Hepes 10 EDTA 10

Glucose 30

Interne Losung aktive Depletion, pH 7,2

D

Interne Wi passive Depletion, pH 7,2

Substanz Konzentration (mM) Substanz Konzentrdtiow)
Cs-Glutamat| 120 Cs-Aspartat 120

MgCl, 3 MgClh 3

Cs-Bapta 20 NacCl 8

Hepes 10 Hepes 10

IP3 0,05 EGTA 10
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5.9.2 Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit (open probabity Po)

Der Uber die gesamte Membran abgeleitete Stro fatch-clamp Analysen lasst dich durch die
folgende Gleichung erklaren:

8) I(t) =N, Po(V,t)(V-V,)

N Anzahl der Kanéle in der Membran

Y Einzelkanalleitfahigkeit

Po(V, t) Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, als Funktion Wembranpotential und Zeit
Vv Membranpotential

Vy Umkehrpotential des Stroms

In der vorliegenden Studie sollte die relative @ffahrscheinlichkeit der Orail Kanéle in Abhan-
gigkeit von der STIM1 Menge und der verschieden&iW3 Mutationen untersucht werden. Nach
dem Einbruch in die Zelle wurden zunachst 50 ms fpaommvon -150 mV bis +150 mV alle 2 s
generiert, bis der Strom maximal aktiviert war. Damurde das Puls-Protokoll gestartet. Zunachst
wurde fir 200 ms ein Testpuls (von +140 mV bis -14W) generiert, dem ein 50 ms Puls zu
-120 mV folgte. Wahrend des Pulses zu -120 mV wwideso genannter Tail-current aufgezeich-
net. Um die Amplitude der Tail-currents zu bestimmerurden diese mit einer exponentiellen
Funktion zum Beginn des -120 mV Pulses gefittet. gaphischen Darstellung wurden die Werte
der Offenwahrscheinlichkeit gegen die angelegtenBpag des Testpulses aufgetragen. Diese
Punkte wurden anschlieRend mit der Boltzmann- Gleig gefittet:

1_ I:)min
1+exp(Vy, ~V)/K)

(9) PO(V) = I:)min +

Po(V) Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, als Riotkvon Membranpotential und Zeit
Prin Offset

\% Membranpotential

Vip Halbmaximales Aktivierungspotential

K Steigungsfaktor

Diese Methode dient dazu die Offenwahrscheinlidhiedativ zur maximal méglichen Offenwahr-
scheinlichkeit zu bestimmen.

5.9.3 Bestimmung der Einzelkanalleitfahigkeit durch nichtstationére
Rauschanalyse (Noise Analysis)

Um die Einzelkanalleitfahigkeit eines lonenkanalslér Zellmembran bestimmen zu kdnnen, muss
der gemessene Strom eine bestimmte Mindestgrofenh&tiir den Fall des Orail vermittelten
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Calciumstromes ist diese Bedingung nicht erfutitdass die Einzelkanalleitfahigkeit nicht direkt
durch Einzelkanalmessungen zu bestimmen ist. Riet4sitationdre Rauschanalyse stellt aber eine
Methode dar, mit der es Uber Umwege mdglich ist,Elnzelkanalleitfahigkeit des CRAC Kanals
zu bestimmen. Als Rauschen oder Noise bezeichnethiga die Varianz um die mittlere Strom-
dichte, die dadurch entsteht, dass standig Kandteei Membran gedffnet oder geschlossen wer-
den. Das Rauschen ist demnach dann maximal, wen@ifienwahrscheinlichkeit 50 % betragt,
und dann minimal, wenn diese 0 % oder 100 % betB@gt Zusammenhang zwischen den einzel-
nen Komponenten lasst sich mit folgenden Gleichangegdeutlichen:

(10) | =iNP,
(11) o®=Ni’P,(1l-P,)

I makroskopischer Strom

N Anzahl unabhangiger Kanale

[ Stromamplitude

o Varianz um den Mittelwert

P, Offenwahrscheinlichkeit des Kanals

Fur eine gemessene Zelle, die idealerweise nundaaaltyp exprimiert, sind in erster Nahrung N
und i konstant, so dass die Anderungen in | nuctddnderungen in Pzustande kommen kénnen.
Der Zusammenhang zwischehund B lasst sich durch eine Parabel verdeutlichen, webena-
ximal bei B= 0,5 ist. Tragt man nue’ gegen | auf, so kann man die Punkte mit einer Régkd-
chung fitten, aus der anfangliche Steigung kaimm Maximum der Parabel N bestimmt werden.

(12) o’=li-1%/N

Experimentell muss nun eine Bedingung geschaffaxeve wodurch die Offenwahrscheinlichkeit
des zu untersuchenden Kanals verandert werden karffalle des CRAC Kanals kann dies durch
Veranderung der Zusammensetzung der externen Ldstdioilgen. CRAC Kandle von Zellen, die
sich in einem normalen physiologischen Medium lkfm sind streng selektiv fir den Transport
von Calciumionen von auf3en nach innen. Befinddmisicder externen Losung keinerlei divalente
lonen, so leitet der CRAC Kanal in groRem MaRe eimivartsrektifizierend Na Wird die Calci-
umionenkonzentration nun in der Divalent- freiensiudg schrittweise erhéht, so blockieren die
Calciumionen immer mehr den Natriumstrom, bis diegdlstandig versiegt. Die Zellen werden
also wahrend der Messung mit den verschiedenemnextd_6sungen perfundiert. Anschliel3end
bestimmt man die maximale Stromdichte fir eineibeste Bedingung und tragt diese gegen die
Varianz in diesem Punkt auf. Die resultierendenki®ifassen sich dann durch eine Parabelfunkti-
on fitten und die Einzelkanalleitféahigkeit, sowie dnzahl aktiver Kanéle in der Membran, kon-
nen bestimmt werden (Abbildung 11).

Nach dem Einbruch in die Zelle wurden zun&chst SO0Rampen von -150 mV bis +150 mV alle
2 s generiert, bis der Strom maximal aktiviert waann wurde das Puls-Protokoll gestartet, wo-
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durch die Zellen kontinuierlich auf -110 mV gehalteurden. Zeitgleich wurde die automatisierte
Applikation gestartet. Die Zellen wurden im Wechg@lPulse (20 x 200 ms) mit der 2 mM%Ca
externen Losung und anschlie3end 60 Pulse (60 xn&)0mit einer Divalent-freien Losung mit
definierter Calciumionenkonzentration perfundi&ie Aufnahmerate wéhrend der Applikation mit
der 2 mM C& externen Lésung betrug 200 kHz, wéhrend die Aufrerate bei Perfusion mit der
DVF Lésung auf 20 kHz erhdht wurde.

A B

Zeit (s)
0 50 100 150 200 250 i
2 120 -
=
< .
o b i
z 6 = 80
g & -
e ()
& 10 = 40 o
41 DVE. - S0pM- 20uM - 10pM 0 -
2Ca" 0 0,4 038 1.2 16

Stromdichte (nA)

Abbildung 11: Beispielhafte Darstellung der Messung einer Zelle indem Pulsprotokoll und Darstel-
lung der resultierenden Parabel nach Fitten der Pukte. A Die Zellen wurden im Wechsel 20 Pulse mit
der 2 mM C&" externen Lésung und dann 60 Pulse mit einer Lésnitgsehr geringer, definierter [ER
perfundiert. Im linken Graphen aufgetragen ist Sisomdichte gegen die Zeit. Die roten Punkte maekie
die Stellen, an denen die maximale Stromdichtediacntsprechende Varianz bestimmt wurd&im rech-

ten Graphen wurde die Stromdichte in nA gegen digaviz aufgetragen und die Punkte wurden mit einer
Parabelfunktion gefittet. Aus der Parabelgleichlie@en sich die Einzelkanalleitfahigkeit (i) und:dinzahl
aktiver Kanéle (N) ablesen.

Zur Analyse wurde zunachst die mittlere Stromdichédrend des Pulses gegen die Zeit aufgetra-
gen. Durch die Auftragung der maximalen Stromdickigdrend der Perfusion mit der Divalent-
freien Losung gegen die dazu ensprechende Vanadem Bereich, konnte die zur Ermittlung der
Einzelkanalleitfahigkeit notwendige Parabel gefitterden.

Externe LOosung, pH 7,2 Externe Losung Divalent-({p&/F), pH 7,4
Substanz Konzentration (mM) Substalnz Konzentrgta)

NacCl 120 NacCl 150

TEA-CI 10 HEDTA | 10

CaC}, X EDTA 1

MgCl, 2 Hepes 10

Hepes 10 TEA-ClI| 10

Glucose 30
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Der pH-Wert der Divalent-freien Lésung wurde mitagtem NMDG eingestellt, um die Natrium-
ionenkonzentration nicht zu beeinflussen. Um defiei Calciumionenkonzentrationen in den Lo-
sungen einzustellen, wurde der Divalent-freien Ibgsaine bestimmte Menge an Calgege-
ben. Die entsprechenden Berechnungen fur die @aleiumionenkonzentration wurden mit dem
Maxchelator ittp://www.stanford.edu/~cpatton/webmaxcS hgemacht.

Interne LOsung aktive Depletion, pH 7,2

Substanz Konzentration (mM)

Cs-Glutamat| 120

MgCl, 3

Cs-Bapta 20

Hepes 10

IPs 0,05

5.10 Software

Programm Anwendungsbereich

Microsoft Office 2002

Quantity One Version 4.6.5 Build 094 Geldokumentagsystem

Fluor4GENiosPro Plattenspektralphotometer

Aufnahme und Auswertung der Fura 2AM
basierenden Calciumimagingexperimente

TILL Vision v 4.5.64 build 10002

Leica Application suite (LAS) advanced flupAufnahme und Auswertung der TIRF Messun-

rescence 2.4.1 build 6384 gen

HEKA Patchmaster V2x35, 2008 Aufzeichnung der Pataimp Messungen

Heka Fitmaster V2x35, 2008 Auswertung der Patchipldlessungen

IGOR Pro 6.04 Auswertung von Experimenten und graphische

Darstellung von Ergebnissen

Darstellung und Quantifizierung von Weste
Blots

=

n
Image Lab 3.0.1 (Bio-Rad)
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BioRad CFx Manager Version 2

Aufnahme und Auswertung der Quantitativ
PCR Reaktionen

en

Corel Draw X4

Graphische Darstellung von Ergebnissen
Zeichnung von Schemata

und

Graph Pad Prism5

Graphische Darstellung von Ergsbni

Zeiss Software AxioVision

Aufnahme und Auswertung immunhistochemi

scher Farbungen mit dem Cell Observer
System von Zeiss

HS
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6 Ergebnisse

6.1 Tunicamycin verstarkt SOCE und Icgrac in Jurkat T-Zellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich der Glykesungsgrad einzelner Proteine von T-Zellen,
und damit auch deren Funktion, im Laufe des Altgamozess verandert (Berger et al, 2006, Pla-
ckett et al, 2004, Riley et al, 2005). Moglicherseebesteht ein direkter Zusammenhang zwischen
Glykosylierung, Calciumeinstrommechanismen und T-Benktion. Da sowohl STIM1, als auch
Orail, N-glykosylierte Proteine sind, sollte in derliegenden Arbeit nun der Effekt der verander-
ten Glykosylierungsmuster auf die Calcium-SignaieTiZellen im Allgemeinen, bzw. auf die
CRAC- Kanalaktivitat im Speziellen, untersucht werd In der Literatur sind vergrof3erte Calci-
umsignale nach Behandlung mit Substanzen, die doketketten schneiden, beschrieben (Cha et
al, 2008).
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Abbildung 12: Ubersichtsskizze iiber den Ablauf der N- Glykosylieung (Abbildung nachgestellt aus
Molecular Biology of the Cell, 4th Edition). Der Prozess startet im ER- Lumen und wird, fumgtex
glykosylierte Proteine, im Golgi Lumen fortgesefitinicamycin hemmt den ersten Schritt der Prozéteske
und damit den gesamten Ablauf der N- GlykosylieruBgyainsonin hemmt ein Enzym im Golgi Apparat und
wirkt daher lediglich auf komplex glykosylierte Peme, ebenso wie EndoH.

Zunéchst sollte nun der Einfluss der Inhibition desamten Glykosylierungsprozesses untersucht
werden. Hierzu wurden Jurkat T- Zellen mit Tunicamybehandelt. Tunicamycin hemmt den
Transfer von N- Acetylglucosamin-1-Phosphat von UDNRAcetylglucosamin auf Dolichol-
Phosphat und damit den initialen Schritt der N-K8bylierung (siehe Abbildung 12). Zudem wur-
den Zelllysate mit PNGaseF und EndoH behandeltawidProteinebene untersucht, um den Gly-
kosylierungstyp von STIM1 und Orail zu charakterisi. Die PNGaseF ist eine Amidase die zwi-
schen N-Acetylglycosamin (GIcNAc) und Asparagineestin Zuckerketten N-glykosylierter
Proteine schneidet und somit den gesamten Zuckeme®rotein entfernt. Die Endoglycosidase H
(EndoH) schneidet den Kern der Mannosereste unieeihybride Oligosaccharide von N-
glykosylierten Zuckerasten, solange diese fur dasyi® frei zugénglich vorliegen. Die EndoH
Sensitivitat geht im medialen Golgi verloren. Werdroteine im Golgi Lumen vollstandig prozes-
siert, d.h. komplex glykosyliert, sind diese Endeidistent.
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Abbildung 13: Tunicamycinbehandlung blockiert den Prozess der N-Glykosylierung und erhdht
SOCE und Icgac in Jurkat T Zellen. A+B Die Jurkat T Zellen wurden tUber Nacht mit 3 pgimhicamy-

cin (Tun), 250 puM Mimosin (Mim), 0,5 pM Swainsor(i8w) oder den entsprechenden Lésemitteln (DMSO,
Natriumhydoxid, Methanol) behandelt und in Fura 2Akkierenden Calciumionenkonzentrationsmessungen
mit dem C&'- Readdition Protokoll untersucht. Die Zellen befan sich zu Beginn der Messung fiir 100 s in
einer 0,5 mM C&-Lésung. AnschlieRend wurden die Zellen mit einef*@eien Lésung perfundiert und
weitere 300 s gemessen. Die Speicher wurden dunghlti® von 1 uM Thapsigargin in Cdreier Lésung
entleert (1000 s) und dann wurde der Calciumeinstiiber Kanéle in der Plasmamembran nach Perfusion
mit 0,5 mM C&*-haltiger L6sung bestimmt (600 s). Statistisch ausgeet und dargestellt, sind der maxima-
le Calciumeinstrom (A) und die Calciumeinstromré®¢. C Die Zellen wurden wie unter A+B beschrieben
behandelt und in whole cell Patch-clamp Experimentgersucht. Kontinuierliche Spannungsrampen von
100 mV bis +100 mV wurden angelegt, aufgetragediestStromdichte bei -80 mV nach 110 gak wurde
durch 50 pM IR in der Pipette ausgel6st und die externe Losutigiegn10 mM C&'. D Western Blot Ana-
lyse von unbehandelten Proteinlysaten aus Jurlatil€n die ber Nacht mit 3 pg/ml Tunicamycin inlerb
wurden bzw. von unbehandelten Zellen, deren Prgtaih mit PNGase oder EndoH inkubiert wurde. Der
Proteinblot wurde mit Antikérpern gegen STIM1 unth@ untersucht.

In den Fura 2AM basierenden Calciumimaging Expent@e zeigen die Tunicamycin behandelten
Zellen einen erhohten Calciumeinstrom und eine leeh&alciumeinstromrate (siehe Abbildung
13A+B). Die maximale Calciumionenkonzentration gteiach der Tunicamycinbehandlung von
1175 nM C&" auf 1966 nM C#. Die Calciumeinstromrate ist mit 8,32 nM%Ja in den behandel-
ten Zellen signifikant erhéht gegeniiber den unbedléen Zellen mit nur 7,43 nM &%s. Auch in
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den Patch-clamp Experimenten fihrt Tunicamycin mere Erhéhung der Stromdichte (siehe
Abbildung 13C) von -0,9 pA/pF auf -2,6 pA/pF. Inndé&/estern Blot Analysen bewirkt Tunicamy-
cin eine Verschiebung der STIM1 Bande bei etwaJ§,leine Reduktion der glykosylierten Prote-
infraktion (Bande bei etwa 50 kDa) und eine Velgiag der nicht glykosylierten Proteinfraktion
von Orail (Bande bei etwa 37 kDa).

Da Tunicamycin neben der Inhibtion der N- Glykossling auch einen G1- Zellzyklusarrest zur
Folge haben kann (Hsu et al, 2009), wurden Jurkatellen mit Mimosin behandelt und unter-
sucht. Mimosin wurde urspriinglich aMémoso pudicasoliert und arretiert Zellen in der G1 Phase
durch Blockade der Initiation der DNA- Replikati¢@hen et al, 2007). Die Inkubation der Jurkat
T Zellen mit Mimosin erniedrigt den maximalen Caltieinstrom und die Calciumeinstromrate in
den Fura 2AM basierenden Calciumkonzentrationsnmggsu(siehe Abbildung 13A+B). Die ma-
ximale Calciumionenkonzentration wird durch die Betilung mit Mimosin von 1271 nm €aauf
nur noch 401 nM C& drastisch reduziert. Die Calciumeinstromrate régttizsich nach Mimosi-
ninkubation von 3,51 auf 2,95 nM €. Und auch die Stromdichte in den Patch-clampefixp
menten ist, wenn auch nicht signifikant, ernied(gjehe Abbildung 13C). Die Stromdichte wird
von -1,2 pA/pF auf -0,7 pA/pF reduziert. Diese Bmjese legen nahe, dass Tunicamycin in der
angewendeten Konzentration nicht zu einer Arretigrdes Zellzyklus in Jurkat T Zellen fiihrt.

Die Untersuchung der Proteinlysate im Western Bigte, dass Orail PNGase sensitiv, EndoH
resistent und damit komplex glykosyliert ist. Wadsgen STIM1 EndoH sensitiv bleibt, was fur
ein ER residentes Protein zu erwarten ist. Um remaudszufinden, ob der Effekt von Tunicamycin
durch STIM1 oder Orail vermittelt ist, wurden Ustechungen nach Inkubation mit Swainsonin
durchgefuhrt. Diese Substanz hemmt ein Enzym ingicbumen, also einen spaten Schritt der N-
Glykosylierung (siehe Abbildung 12), und sollte dialediglich einen Einfluss auf Orail haben.
Der maximale Calciumeinstrom und die Stromdichitel gsiach Behandlung der Zellen mit Swain-
sonin nicht signifikant verschieden, aber die Galwinstromrate ist erhtéht (siehe Abbildung
13A+B). Die maximale Calciumionenkonzentration iendkontrollzellen betragt 1378 nM €a
und in den behandelten Zellen 1441 nM'CRie Stromdichte ist mit -1,12 pA/pF in den behalad
ten Zellen leicht erhht gegeniiber den unbehamdgkéien mit -0,27 pA/pF. Auch die Einstrom-
rate mit 10,64 nM C&/s fur die Swainsonin behandelten Zellen ist hatierdie Einstromrate der
unbehandelten Zellen mit nur 7,89 nM?@s. Diese Ergebnisse deuten auf eine wesentlickilBet
gung von STIM1 und nicht von Orail in den TunicamyExperimenten hin. Um dieser Hypothese
weiter auf den Grund zu gehen wurden glykosyliesdiedjziente Mutanten von den Proteinen
STIM1 und Orail in Expressionsvektoren kloniert amelysiert.

6.2 Die STIM1 N131D N171Q glykosylierungsdefiziente Mutnte verandert den
Orail vermittelten Calciumstrom

Das STIM1 Protein hat zwei luminale Konsensussezgeran den Positionen N131 und N171
(siehe Abbildung 14A), die auch beide glykosyliesrden (Williams et al, 2002). In der vorlie-

genden Arbeit wurden diese Stellen seperat odenzunen in verschiedene Aminosauren mutiert
und die Auswirkungen der Aminosauresubstitutionew.ler fehlenden Glykosylierung in Patch-
clamp und Calciumimaging Messungen untersucht. Zdievurden die in Expressionsvektoren
klonierten Konstrukte via Elektroporation in diellBa eingebracht und im so genannten Ube-
rexpressionssytem untersucht. Bei der UntersuchiesgCRAC Stroms im Uberexpressionssytem
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ist es von Bedeutung, dass immer die beiden esfientKomponenten STIM und Orai zusammen
Uberexprimiert werden (Peinelt et al, 2006), nukaon die Stromdichte amplifiziert werden.
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Abbildung 14: Einzelne Aminoséaureaustausche in STINI N131 und N171.veréandern die Orail vermit-
telten Calciumsignale. A Schematische Darstellung des STIM1 Proteins enit ldbeiden Glykosylierungs-
seiten an den Positionen N131 und N171 und folgeriBlemanen: SP Signalpeptid; cEF und hEE*Ca
Bindedoménen; SAM Protein Interaktionsdoméne; TMnsmembrandoméne; CC1 und CC2 Coiled-coll
Orail Bindedoméanen; P Prolin- reiche Region; K pojgin- reiche RegionB HEK293 Zellen wurden mit
0,5 pg Orail und 1,5 ug der jeweiligen STIM1 Mutatransfiziert und anschlie3end in Fura 2AM basiere
den Calciumionenkonzentrationsmessungen mit deff+ ®eaddition Protokoll untersucht. Die Zellen be-
fanden sich zu Beginn der Messung fiir 100 s inrédrfe mM C&*-Lésung. AnschlieRend wurden die Zellen
mit einer C&*-freien Lésung perfundiert und weitere 300 s gemesBie Speicher wurden durch Zugabe
von 1 pM Thapsigargin in Gafreier Losung entleert (1000 s) und dann wurde @aiciumeinstrom ber
Kanale in der Plasmamembran nach Perfusion mitth/5C&*-haltiger Lésung bestimmt (600 s). Statistisch
ausgewertet und dargestellt ist die CalciumeinstatenC HEK293 Zellen wurden wie unter B beschrieben
transfiziert und in whole cell Patch-clamp Expenitgan untersucht. Die externe Badlésung enthielth2 m
C&*, und kontinuierliche Spannungsrampen von -150 risv+i50 mV wurden angelegt. Der Strom wurde
durch 50 uM IR in der Pipette aktiviert. Dargestellt ist die $taichte bei -130 mV nach 1103.HEK293
Zellen wurden wie unter B beschrieben transfiziertl die Proteinlysate im Western Blot untersuctdgr D
Proteinblot wurde mit Antikérpern gegen STIM1 und kadekontrolle gegeprTubulin untersucht.

Die klassische Doppelmutante (STIMIN131Q N171Qzk@Q) zeigt signifikant reduzierte Cal-
ciumsignale (siehe Abbildung 14B), was bereits @zutora P et al. (Csutora et al, 2008) gezeigt

75



werden konnte. Die Calciumeinstromrate reduziech sion 52,02 nM Cé&/s beim WT auf
12,77 nM C&'/s bei der QQ Mutante. Die Stromdichte im Patctdwdurch die Mutation zur gly-
kosylierungsdefizienten QQ Mutante von -21,12 pA#uif -7,12 pA/pF reduziert. Um zu untersu-
chen, ob die erste oder die zweite Glykosylieruegsdur diesen Effekt wichtig ist, wurden die
beiden Einzelmutanten (N171Q, kurz: NQ und N131@zkQN) untersucht. Wahrend die alleini-
ge Mutation der ersten Glykosylierungsseite di@r8ttichte nicht signifikant verandert, verklei-
nert die alleinige Mutation N171Q an der zweiteallStdiese. Die STIM1QN Mutante induziert
eine Influxrate von 24,11 nM €%s und eine Stromdichte von -43,02 pA/pF. Die Tiektion der
STIM1INQ Mutante induziert eine Calciumeinstromrats 9,62 nM C4/s und eine Stromdichte
von —3,94 pA/pF. Da die Ergebnisse nicht im Einglanit den Tunicamycin Daten (Vergréf3erung
der Stromdichte) stehen, und es einen Hinweis aukiteratur gibt, dass die Mutation eines Aspa-
ragins in ein Glutamin in der NXS/T- Konsensusseguacht die Sekundarstruktur des Asx-turns
unterstitzt, welcher wichtig fir die Erkennung durtie Oligosaccharyl- Transferasen (OT) ist
(Imperiali & Hendrickson, 1995) und damit eventdél die Proteinfaltung im ER von Bedeutung
ist, wurde N131 zu einer Asparaginsaure (D) mut@i¢ Asparaginsaure ist zwar kein Substrat fur
die OTs, aber veréndert die Sekundarstruktur nicldemselben MalRe, wie es das Glutamin an
dieser Position tut. Die STIM1IN131DN171Q Mutantaurgk DQ) induziert stark vergrof3erte
Stromdichten, im Mittel -75,91 pA/pF, in den whalell Patch-clamp Messungen. Zunachst sind
jedoch keine unterschiedlichen Calciumeinstromraterden Calciumkonzentrationsmessungen
sichtbar. Diese Unterschiede konnten allerdingsesptiurch Erniedrigung der externen Calciumio-
nenkonzentration aufgedeckt werden (siehe untemgrdssanterweise zeigt keine der zusatzlich
generierten Mutanten bei denen Asparaginsaurelendes Asparagins mutiert wurde (kurz: QD,
DD; DN; ND), ahnliche Effekte. Die DQ Mutante vedant also die Struktur/Funktion des Proteins
auf eine spezifische Weise. Andere Mutanten ze@enr eine starke Reduktion der Calciumsigna-
le. Die Influxraten liegen bei 12,55 nM € fiir QD, 16,40 nM C4/s fiir DD, 5,29 nM C4/s fiir

DN und 20,08 nM C&/s fiir ND. Die induzierten Stromdichten in den whakell Patch-clamp
Experimenten korrelieren sehr gut mit den Daten drrs Calciumkonzentrationsmessungen und
liegen bei -7,12 pA/pF fur QD, -3,17 pA/pF fur DE,30 pA/pF fur DN und bei -3,14 pA/pF fur
ND. Um zu untersuchen, ob der faszilitorische Effdkr DQ Mutante auf das Einfligen einer
negativen Ladung an Position 131 zurtickzufihrennistde Asparagin 131 gegen Glutaminsaure
ausgetauscht. Wie aus Abbildung 14 ersichtlichgtzdie STIMIN131EN171Q-Mutante (kurz:
EQ) zwar keine Erniedrigung der Stromdichten, kahar den verstarkenden Effekt der DQ- Mut-
ante nicht imitieren. Die Einstromrate nach Traktsm der STIM1EQ Mutante liegt bei 19,15 nM
Cd’/s und die Stromdichte bei -23,88 pA/pF. Um zu pibigfien, ob die verschiedenen Mutanten
eine normale Proteinexpression und die zu erwagtehMgranderungen des der molekularen Masse
zeigen wurden Proteinlysate im Western Blot unt@rsuAbbildung 14D zeigt, dass alle STIM1
glykosylierungsdefizienten Mutanten ahnlich staxprémiert werden. Bei Mutation beider Glyko-
sylierungsstellen zeigt sich eine starkere Reduokime Molekulargewicht. Zusatztlich ist ersicht-
lich, dass sowohl N131 als auch N171 noch an estelle glykosyliert werden (intermediares
MW).
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6.3 Die STIMIN131DN171Q- Supermutante

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die STIM1DQaMatals Einzige eine Gain-of-Function
Mutation darstellt, sollte diese zunachst in Patielmp Analysen und in Calciumimagingexperi-
menten genauer charakterisiert werden.
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Abbildung 15: Die STIM1DQ Mutante stellt eine Gain-of-Function Mutation dar und verstarkt die
Orail vermittelten lonenstrome um ein VielfachesHEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pg
STIMIWT (schwarz) bzw. STIM1DQ (rot) transfizierhdi anschlieBend in whole cell Patch-clamp Experi-
menten untersucht. Die Zellen wurden mit den anigegen Lésungen perfundiert und kontinuierliche Span
nungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurden ange@gt Strom wurde durch 50 uMJdlh der Pipette
aktiviert und die externe Losung enthielt 2 mM?*Ca Dargestellt ist die Stromdichte bei -80 mV und
+130 mV, normiert auf die Zellgré3e, Uber die Z&tStatistische Auswertung der maximalen Stréme in
2 mM C&*-, 0 mM C&"- und DVF- LésungC-F Strom- Spannungskennlinien der CRAC Stréme in 2 mM
C&*-, 0 mM C&'- und DVF- Lésung, extrahiert aus der Messung imash jedem Lésungswechsel.

Die STIM1DQ Mutante verstarkt den Orail vermitteltd.rac UM ein Vierfaches, von
-10,13 pA/pF fur den STIM1IWT auf —41,11 pA/pF flerdSTIM1DQ vermittelten Strom. Nach
Perfusion der Zellen mit einer 0 mM €d.6sung sollte der Calcium-spezifische CRAC Strom
nahe null sein. In der 0 mM €aLdsung ist die Stromdichte in den STIMIWT tramisfiten Zel-
len —2,5 pA/pF, in den STIM1DQ transfizierten Zallaber immernoch —11,13 pA/pF. In der Ab-
wesenheit zweiwertiger lonen leiten die STIM1D(hsfierten Zellen einen Natriumstrom in der
GroRRenordnung mehrerer Nanoampere. Unter diesend@eden induziert das STIM1IWT Protein
eine Stromdichte von —35,79 pA/pF und das STIM1DQdMm von —190,65 pA/pF. Die Strom-
Spannungskennlinien (V) der von STIM1DQ und STIMIWduzierten Stréme sind zwar ampli-
fiziert im Fall der Mutante, aber von der Form atiml Die Vs in der 2 mM Ca- L6sung sind
einwarts-rektifizierend und weisen ein Umkehrpdsdnim positiven Bereich auf (siehe Abbildung
15C+F). Auch die Strom- Spannungskennlinien desv8DQ induzierten Stroms in 0 mM €a
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Ldsung oder unter Divalent- freien Bedingungenhsiébbildung 15D+E) sind lediglich vergro-
Bert im Vergleich zu denen des STIMIWT induzie®tmmoms.

In den Fura 2AM basierenden Calciumimagingexperteremit einer 0,1 mM C& Losung kén-
nen vier Unterschiede zwischen den CalciumsignatenZellen transfiziert mit STIM1DQ bzw.
STIM1IWT aufgedeckt werden (siehe Abbildung 16A).
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Abbildung 16: Der STIM1DQ Phanotyp lasst sich in Céciumimagingexperimenten erst durch Ernied-
rigung der externen Calciumionenkonzentration aufdeken. A HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail
und 1,5 pg STIMIWT (schwarz) bzw. STIM1DQ (rot)rtséiziert und anschlieRend in Fura 2AM basieren-
den Calciumionenkonzentrationsmessungen mit deff+ ®eaddition Protokoll untersucht. Die Zellen be-
fanden sich zu Beginn der Messung fiir 100 s inrédie mM C&™-L6sung. AnschlieRend wurden die Zellen
mit einer Ca'-freien Losung perfundiert und weitere 300 s gemesBie Speicher wurden durch Zugabe
von 1 pM Thapsigargin in Gafreier Losung entleert (1000 s) und dann wurde @aiciumeinstrom Uber
Kanale in der Plasmamembran nach Perfusion mitth/1C&*-haltiger L6sung bestimmt (600 s). Zeitlicher
Verlauf der Anderungen der internen Calciumionememration nach Perfusion mit verschiedenen Lésun-
gen.B-E HEK293 Zellen wurden wie unter A beschrieben tfiaiest und untersucht. Statistisch ausgewertet
und dargestellt sind das basale*'0@), die Hohe der Speicherentleerung (C), der malé Calciumein-
strom (D) und die Calciumeinstromrate (E) nach Magen in externen Losungen mit unterschiedlicher
Calciumionenkonzentration.

Das basale Gader mit STIM1DQ transfizierten Zellen liegt mit ,B2nM signifikant Giber dem
Wert der STIM1IWT transfizierten Zellen mit 8,7 nfder Calciumausstrom aus dem ER ist mit
einem durchschnittichen Maximalwert von 108 nMigger als der des STIM1IWT mit durch-
schnittlich 148 nM. Die Calciumeinstromrate und gexximale Calciumeinstrom hingegen sind in
den mit STIM1DQ transfizierten Zellen allerdingseder deutlich erhéht (3 nM &% versus
0,3 nM C4"/s und 186 nM versus 73 nM). Die Abbildung 16B-Egee die Gegeniiberstellungen
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des basalen &5 der Hohe der Speicherentleerung, des maximaléiuG®instroms und der Cal-
ciumeinstromrate von STIMIWT und STIM1DQ transfitém Zellen in verschiedenen Badlésun-
gen mit unterschiedlicher Calciumionenkonzentratiber Unterschied im basalen Cast bei
unterschiedlichen externen Calciumionenkonzentnaignifikant (siehe Abbildung 16B). Wohin-
gegen die Unterschiede in der Speicherentleerungiesim Calciumeinstrom (siehe Abbildung
16C-E) erst bei niedrigeren externen Calciumionaakatrationen (0,25 mM und 0,1 mM Ca)
signifikant sind.

Auf der Suche nach dem Grund fur diese enorme ¥8ryung der Stromdichte und der Calcium-
einstromrate wurden Untersuchungen mittels nichtiestarer Noise-Analyse und Offenwahr-
scheinlichkeitsanalysen durchgefuhrt. Es solltetitmest werden, ob die Einzelkanalleitfahigkeit
oder eventuell die Offenwahrscheinlichkeit der elnen Orail Kanéle verandert ist, oder ob die
Anzahl aktiver Kanéle in der Membran differiert.
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Abbildung 17: STIM1DQ aktiviert mehr Orail Kandle in der Plasmamembran. A-B HEK293 Zellen
wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pg STIMIWT (schydrzw. STIM1DQ (rot) transfiziert und mit nicht-
stationarer Noise Analyse in Patch-clamp Experimenintersucht. Dargestellt sind die Anzahl akt©Deail
Kanéale (A) und die Einzelkanalleitféahigkeit (SCGngle channel conductance) (B) im Vergleich. Die-M
thode ist beschrieben unter 5.9C3 HEK293 Zellen wurden mit 1,5 pg Orail und 0,5 PBINELWT
(schwarz) bzw. STIM1DQ (rot) transfiziert und int€faclamp Experimenten untersucht. Dargestelltist
Offenwahrscheinlichkeit der Orail Kanéle in Abhédkgit von der angelegten Spannung. Die Methode ist
beschrieben unter 5.9.2

Die nicht-stationére Noise-Analyse zeigt in Abbildul7A+B, dass die Anzahl aktiver Orail Ka-
nale in der Membran bei Kotransfektion mit dem STIMD Konstrukt 6,5 mal groR3er ist, als bei
Kotransfektion mit dem STIM1IWT Konstrukt. Es sind8417 Kanale im Fall von STIM1DQ und
lediglich 16666 Kanéle bei STIMIWT aktiv. Die Eitkzanalleitfahigkeit und die Offenwahr-
scheinlichkeit der Kanéle sind allerdings untedkaiBedingungen ahnlich und zeigen keine signi-
fikanten Differenzen (siehe Abbildung 17C). Die @hrte Stromdichte in STIM1DQ transfizierten
Zellen wird also durch eine groRere Anzahl akt®eail Kanale bestimmt.

6.4 STIM1DQ reduziert die Orail Proteinkonzentration

Neben der biophysikalischen Charakterisierung ddM$DQ induzierten CRAC Stroms, wurden
auch proteinbiochemische Analysen durchgefiihrt.etdnicht wurden Ganzzell-Proteinlysate in
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Western Blot Analysen und zudem wurden Biotinyliegsexperimente zur Bestimmung der
Proteinfraktionen in der Plasmamembran durchgefihrt

A B

4.0
75~ e W o0ti-STIMT _ 351
‘T 3.0
Q 25-
50- ' E 204
anti-Orait N 15-
1.0
0.5 -
WT DQ QQ WT DQ QQ
# D.
- - + + | SAbeads o 14
c 12
_ — ti-STIM1 g 10
75 e - anti 5 g |
D
'_ .
Orai — i
= ’ ; E i
50 . & ) . anti-HA o 3
WT DQ WT DQ = 0 -
= WT DQ

Abbildung 18: STIM1DQ optimiert das STIM1:Orail Proteinratio. A-B  HEK293 Zellen wurden mit
0,5 pg Orail und 1,5 pg STIMIWT (schwarz), STIM1Q@Qt) bzw. STIM1QQ (magenta) transfiziert und
48 h nach Transfektion auf Proteinebene untersargestellt ist der Originalblot inkubiert mit Akbrpern
gegen STIM1 und Orail (A) und die entsprechendentifaéive Analyse, in der das STIM1:Orail Protein-
verhdltnis berechnet ist. Hier wurden die Proteaih@inisse auf das STIM1WT:Orail Verhaltnis normier
(B). C-D HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pgMBLWT (schwarz) bzw. STIM1DQ (rot)
transfiziert und 48 h nach Transfektion in einenotBiierungsexperiment untersucht. Dargestelltdet
Originalblot inkubiert mit Antikérpern gegen STIMInd Orail (C), wobei die ersten beiden Reihen die
Inputkontrolle vor Inkubation mit den Beads und daglas Gesamtprotein darstellen und die beidenrande
Reihen die Proteinfraktion in der Plasmamembrarewgigiegeln, und die entsprechende quantitativeyAnal
se, in der das STIM1:Orail Proteinverhaltnis bemettwurde. Hier wird die STIM1 Proteinmenge im Ge-
samtlysat zu der Orail Proteinmenge in der Plasmdoran ins Verhaltnis gesetzt (D).

In insgesamt neun verschiedenen Experimenten geigt dass die Orail Proteinmenge nach Ko-
transfektion mit STIM1DQ reduziert ist, verglichenit der Kotransfektion mit STIMIWT oder
STIM1QQ (siehe Abbildung 18B). Die Quantifizierudgr Experimente weist ein dreimal héheres
STIM1:Orail Verhaltnis fir die DQ Mutante auf. DReoteinratios fur STIMIWT und STIM1QQ
sind anndhernd gleich. Auch in dem Biotinylierungs¥iment in Abbildung 18C+D ist die Reduk-
tion der Orail Bande im Fall der Kotransfektion r&fIM1DQ deutlich sichtbar. Zudem ist zu
beobachten, dass nach Kotransfektion mit STIM1DQigex Orail Protein bezogen auf das Ge-
samtlysat in der PM ist. Mit dem Biotinylierungseximent konnte die STIM1 Menge im Gesamt-
lysat auf die Orail Menge in der Plasmamembran tifizert werden. Dies ist insofern sinnvoll,
da lediglich die Orail Molekule in der Plasmamembaktive Kandale bilden, Orail Protein aus
dem ER oder dem Golgi wirden das Verhaltnis alstalsehen. Das Verhaltnis wird zudem als
STIM1 pro Orail Tetramer angegeben, weil bekartndesss immer vier einzelne Orail Molekile
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zu einem aktiven Kanal zusammengeschlossen weemé et al, 2008). So ergibt sich, dass
insgesamt mehr STIM1DQ Molekile fir die Aktivierueines Orail Tetramers in der Plasma-
mebran zur Verfiigung stehen. Dies bedeutet zwas d&@ Gesamtmenge an Orail Kanélen durch
die Kotransfektion mit STIM1DQ reduziert wird, aldeswegen auch mehr STIM1DQ Molekile
fur die optimale Aktivierung der Tetramere zur \leyting stehen.

Um die Theorie zu verfolgen, dass dieses optimiéerdaltnis von STIM1 zu Orail im Fall von
STIM1DQ auch der Grund fur die veranderten Calcigmae ist, wurden alle STIM1 Mutanten
mit Orail koexprimiert und auf Proteinebene unteinsu
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Abbildung 19: Nur die STIM1DQ Mutante verandert drastisch das STM1:Orail Proteinverhaltnis.
HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pug Orail und 1,5 pug datsprechenden STIM1 Konstrukts transfiziert und
48 h nach Transfektion auf Proteinebene untersargestellt ist der Originalblot inkubiert mit Akbrpern
gegen den HA- Tag, der in allen Konstrukten vorkdmimd die entsprechende quantitative Analyse, n de
das STIM1:Orail Proteinverhéltnis berechnet istr Béot wurde mit einemy-Tubulin Antikdrper zur
Ladekontrolle redetektiert.

Der Proteinblot aller STIM1 Mutanten und die queative Analyse in Abbildung 19 bestétigen die
Annahme, dass das STIM1:Orail Proteinverhaltnigliett in den STIM1DQ transfizierten Zellen
verandert ist, wobei alle STIM1 Konstrukte annélegleich stark exprimiert werden.

6.5 Der STIM1DQ Effekt tritt bereits sechs Stunden nachTransfektion auf

Um abschétzen zu kénnen, welche molekularen Grgedlalem durch die Kotransfektion mit

STIM1DQ hervorgerufenen Proteinshift in der OrarbtBinkonzentration zu Grunde liegen konn-
ten, z.B. Inhibition der Translation oder verstérRroteindegradation, sollte der zeitliche Verlauf
des Effekts ermittelt werden. Hierzu wurden transfte Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Transfektion geerntet und die Proteindysdittels eines Western Blots analysiert. Zudem
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wurden Zellen lediglich sechs Stunden nach der sfedaion gepatcht, um zu testen, ob bereits
nach dieser kurzen Zeitspanne ein Unterschiedristiemdichte zu erkennen ist.
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Abbildung 20: Der Shift im STIM1:Orail Ratio und die vergroRerte Stromdichte von Icgac nNach Akti-
vierung mit STIM1DQ treten bereits wenige Stunden ach der Transfektion auf. A HEK293 Zellen
wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pg STIM1IWT (schydrzw. STIM1DQ (rot) transfiziert und zu den an-
gegebenen Zeitpunkten nach der Transfektion auelPebene untersucht. Dargestellt ist der Origioalb
inkubiert mit Antikbrpern gegen STIM1 und OraB.Quantitative Auswertung der Proteinblots aus Ar-Da
gestellt ist die Orail Proteinmenge in den Proysilen drei, sechs, zwolf, 18 und 24 Stunden naahst
fektion. Ausgelassen wurde hier die Auswertung Rierben 1 h nach Transfektion, da diese kaum Signale
aufwiesen.C HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 JgMBLWT (schwarz) bzw. STIM1DQ
(rot) transfiziert und sechs Stunden nach der Te&tisn in whole cell Patch-clamp Experimenten unte
sucht. Kontinuierliche Spannungsrampen von -150 is/+150 mV wurden angelegt. Dargestellt ist die
Stromdichte bei -130 mV, normiert auf die ZellgoR3e.

Die Abbildung 20B zeigt, dass die Orail Proteinneeig den STIM1DQ exprimierenden Zellen
bereits drei Stunden nach der Transfektion niedigjeals in den Zellen, die STIM1IWT exprimie-
ren. Abgesehen von der Probe nach sechs Stundgie ©rail Proteinmenge nach Kotransfektion
mit STIM1DQ immer mehr als die Halfte reduziert iWergleich zur Kotransfektion mit
STIM1WT. Obwohl die Orail Proteinmenge sechs Staruch der Transfektion in beiden Zell-
populationen anndhernd gleich ist, weist die Stichitd enorme Unterschiede auf. Wahrend
STIM1IWT lediglich eine mittlere Stromdichte von 11,pA/pF vermittelt, liegt die mittlere Strom-
dichte des STIM1DQ induzierten CRAC-Stroms bei 594pA/pF (siehe Abbildung 20C). Dies
weist auf einen zusétzlichen Effekt der STIM1DQ Bhit hin.
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6.6 Das STIM1IWT Protein kann die Effekte von STIM1DQ nicht imitieren

Fur den Fall, dass lediglich das veranderte Preg¢eir@iltnis von STIM1 und Orail fur die
STIM1DQ Effekte verantwortlich ist, sollten dies&dkte durch Verdnderung der STIM1IWT zu
Orail Proteinmenge imitiert werden kdnnen. Um diesintersuchen, wurden HEK293 Zellen mit
verschiedenen STIMIWT zu Orail DNA Verhaltnisseansfiziert und dann elektrophysiologisch
und auf Proteinebene untersucht.
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Abbildung 21: Der STIMIWT induzierte Calciumstrom kann durch Erhé hung der STIMIWT Prote-
inmenge vergroRert werden, erreicht aber niemals daSTIM1DQ Niveau. AHEK293 Zellen wurden mit
0,5 pg Orail und unterschiedlichen Mengen an STINII@fau-Tone) oder STIM1DQ (rot) transfiziert und
in whole cell Patch-clamp Experimenten untersubig. transfizierten Orail bzw. STIM1 Mengen in pglun
das sich daraus ergebende theoretische, molare ISOHsil Verhaltnis sind im oberen Teil der Figugan
geben. Die externe €a Lésung enthielt 2 mM Gaund kontinuierliche Spannungsrampen von -150 nsV bi
+150 mV wurden angelegt. Der Strom wurde durch BOIR; in der Pipette ausgeltst. Dargestellt ist die
Stromdichte bei -130 mV nach 110s, normiert aufAzb#igolie.B HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail
und unterschiedlichen Mengen an STIM1IWT (schwader&TIM1DQ (rot) transfiziert und auf Proteinebe-
ne untersucht. Der Proteinblot wurde mit Antikémpeyegen STIM1, Orail und als Ladekontrolle gegen
GAPDH inkubiert.C Quantifizierung des Proteinblots in B. Dargestisiitdas Verhaltnis von STIM1 Uber
Orail. Unterhalb der Quantifizierung sind nochnaliéstransfizierten STIM1 DNA Mengen und die entspre
chenden molaren STIM1 zu Orail Proteinverhaltnegsgegeben. Zudem wurden die Zellen aus B in whole
cell Patch-clamp Experimenten untersucht. Die eté@&"- Lésung enthielt 2 mM CGAund kontinuierliche
Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurdenlaggeDer Strom wurde durch 50 pM;lih der
Pipette ausgeldst. Dargestellt ist die Stromdibleie-130 mV nach 110s, normiert auf die ZellgoRe.

Die Abbildung 21A zeigt, dass man durch Veranderdeg STIM1WT zu Orail Verhaltnisses die
Stromdichte vondgrac verandern kann, jedoch erreichen die STIMIWT imneltien Strome nicht
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die GroRRe des STIM1DQ induzierten Stroms. Eine gigf8omdichte von Uber -30 pA/pF entsteht
nach Transfektionen mit theoretischen STIM1:Oraétiés von Uber 50, aber auch von etwa sie-
ben. Eine sehr kleine Stromdichte von etwa -7 pAdpEsteht bei einem theoretischen Ratio von
48. Dies weist darauf hin, dass man anhand desfizsgrten DNA Menge nicht auf die wirkliche
Proteinmenge und damit auf die Stromdichte schhiefn. So wurden Zellen mit ausgewahlten
Transfektionsverhaltnissen transfiziert, gepateitt auf Proteinebene untersucht (siehe Abbildung
21B+C). Der Proteinblot bestatigt erneut die Heteunegulierung der Orail Proteinmenge im Fall
der Kotransfektion mit STIM1DQ. Je mehr STIM1DQ ®io gebildet wird, desto weniger Orail
Protein kann detektiert werden. Die Quantifizierutey Banden zeigt, dass das Proteinratio mit
STIM1DQ fur alle Transfektionen hoher ist. Das STNMT zu Orail Ratio steigt fur die Transfek-
tionen mit mehr STIMIWT leicht an. Die entsprechemdPatch-clamp Experimente zeigen den
direkten Vergleich zwischen den STIMIWT und STIM1Dduzierten Stromen. Die maximale
Stromdichte wird bei dem STIM1DQ zu Orail Transikeksverhaltnis von 1,5 zu 0,5 erreicht. Hier
betragt die Stromdichte -76,05 pA/pF. Durch Trakbm von mehr STIM1DQ DNA wird dann
die Stromdichte reduziert. Der STIM1IWT induzierteo$ kann zwar durch die Transfektion von
mehr STIMIWT Protein anfanglich vergroRert werdish,aber ab einem Transfektionsverhaltnis
von 4,27 zu 0,5 nicht mehr amplifizierbar. Die &tdichte bei diesem Transfektionsverhétnis be-
tragt -30,15 pA/pF. Vergleicht man nun die tatsiéti@n Proteinratios nach Transfektion von
0,5 pg Orail und 1,5 pg STIMIDQ mit dem nach Trekigbn von 0,5 pg Orai und 6 pg
STIM1IWT, so sind die Werte anndhernd gleich. Dehnaind die Stromdichten mit etwa
-76 pA/pF fur den STIM1DQ induzierten Strom und +2&/pF fir den STIM1WT induzierten
Strom sehr unterschiedlich. Diese Ergebnisse dewieder auf einen zuséatzlichen Effekt der
STIM1DQ Mutante hin.
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Abbildung 22: Auch ein Transfektionsverhaltnis von 3 Orai zu 1 STM induziert sehr viel groRere
STIM1DQ vermittelten | crac. AHEK293 Zellen wurden mit 1,5 pg Orail und 0,5 pudNMIWT (schwarz)
oder STIM1DQ (rot) transfiziert und in whole celbteh-clamp Experimenten untersucht. Die externe
Cd"*- Lésung enthielt 2 mM CGaund kontinuierliche Spannungsrampen von -150 n$v4di50 mV wurden
angelegt. Der Strom wurde durch 50 uM i der Pipette induziert. Dargestellt ist die 8tdichte bei -130
mV nach 110s, normiert auf die ZellgoBeStrom-Spannungs-Kennlinien fur die STIMIWT (scheyaind
STIM1DQ (rot) induzierten Strome, extrahiert aus ddessungen aus & HEK293 Zellen beschrieben
unter A wurden auf Proteinebene untersucht. Detefrolot wurde mit Antikérpern gegen STIM1 und Qrai
inkubiert. Dargestellt ist das Verhaltnis von STINKer Orail Signal.
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Selbst wenn man die dreifache Menge von Orail gagEmSTIM1DQ transfiziert sind die Strome
signifikant erhéht. Der STIM1DQ induzierte Stromisteeine Stromdichte von -19 pA/pF auf,
wahrend der Strom in den STIM1IWT transfiziertenl&eleine Stromdichte von 5,5 pA/pF zeigt
(siehe Abbildung 22A). Abbildung 22B zeigt die $tr&pannungs-Kennlinien, welche typisch fur
Icrac SiNd und keine Besonderheiten aufweisen. Die Qfimaetung des Proteinblots zeigt, dass
trotz der erhdhten Orail Menge bei der Transfektimizdem ein Proteinratio von 1,2 fir die
STIM1DQ transfizierten Zellen entsteht. Die mit d&TIM1WT Protein transfizierten Zellen wei-
sen lediglich ein Verhéaltnis von 0,1 auf.

Diese und vorherige Experimente zeigen zwar, dassSd'IM1 zu Orail Proteinverhaltnis wichtig
fur die Stromdichte ist, weisen aber darauf hirgsddas Proteinverhéltnis nicht immer ganz genau
mit der Stromdichte korreliert werden kann. Zudemkiggen diese Experimente nicht die enorme
Stromdichte STIM1DQ induzierter Strome

6.7 STIM1DQ weist eine schnellere Aktivierungskinetik auf

Der Orail vermittelte Calciumstrom kann durch Emtleng der internen Calciumspeicher, also
dem ER, ausgelost werden. Experimentell erreicht dies in whole cell Patch-clamp Messungen
dadurch, dass manjkh der Pipette verwendet. Dieses bindet nach destadisch des Cytosols
mit der Pipettenlésung an densdRezeptor in der ER-Membran und 6ffnet dadurchkhaadle,
wodurch das ER entleert wird. Dieser Prozess vitrlaoerhalb weniger Millisekunden und die
Aktivierung des CRAC-Stroms geht direkt damit einfi&ine weitere Moglichkeit den Strom zu
aktivieren ist die passive Entleerung der Speichigr enthalt die Pipettenldsung einen’Ca
Chelator wie z.B. EDTA, welcher das Cadas aus dem ER leckt, bindet und so eine langeame
Aktivierung des Kanals mit Zeitverzogerung hervétrrDiese Methode hat den Vorteil, dass die
Stromaktivierung zeitlich besser aufgeltst werdamnk

Bei der Untersuchung der mittleren Latenzzeit naabsiver Aktivierung vonckac fallt auf, dass
STIM1DQ den Strom deutlich schneller aktivieren tkaals das STIM1IWT Protein. Die mittlere
Latenzzeit in Abbildung 23B liegt fur STIMIWT trdimerte Zellen bei 153,58 s und bei
STIM1DQ transfizierten Zellen bei 96,63 s und iaiitt signifikant reduziert. Die kumulative Auf-
tragung in Abbildung 23C zeigt, dass innerhalb &igz Zeit viel mehr STIM1DQ transfizierte
Zellen aktivieren. Transfiziert man nun 6 pg STIMQAINA, so verandert dies die Latenzzeit zur
Stromaktivierung nicht weiter. Die erhéhte MengeSIHM1WT Protein allerdings, reduziert die
Latenzzeit sehr deutlich. Dies weist darauf hingssdhei STIM1DQ anscheinend auch nach der
Transfektion von lediglich 1,5 pg STIM1DQ eine riigheigerbare Menge an STIM1 Protein pro
Orail Kanal fir die optimale Aktivierung zur Veriiilgg steht.
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Abbildung 23: Die STIM1DQ Mutante aktiviert | crac Schneller, eine Erhéhung der STIM1IWT Prote-
inmenge kann diesen Effekt allerdings imitieren. AHEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pg
STIM1IWT (schwarz) bzw. STIM1DQ (rot) transfizierbhd anschlieRend in whole cell Patch-clamp Experi-
menten untersucht. Die externe Lésung enthielt 2 8#f und die Stréme wurden passiv durch 10 mM
EGTA in der Pipettenldsung aktiviert. KontinuieH& Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurden
angelegt. Dargestellt sind zwei Beispielmessungedenen die auf die ZellgréRe normierte Stromdichte
gegen die Zeit aufgetragen ist. Die Zeitspannepdi@tigt wird, um eine Stromdichte Gber dem Sclemel
wert von 0,5 pA/pF zu erreichen (siehe Pfeile}, @i LatenzzeiB Mittlere Latenzzeit aller Messungen aus
A. C HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 oélgrg STIMIWT bzw. STIM1DQ transfiziert und
anschlieRend in whole cell Patch-clamp Experimentetersucht. Die externe Lésung enthielt 2 mM*Ca
und die Strome wurden passiv durch 10 mM EGTA in Blipettenldésung aktiviert. Kontinuierliche Span-
nungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurden angel@gtgestellt ist die kumulative Auftragung akti-
vierter Zellen in Abhangigkeit von der Latenzzélterzu wurde die Latenzzeit in Blocks von 25 s uieié

und alle Zellen, die innerhalb dieser Blocks aktitén, in Gruppen zusammengefasst und entsprelége-a
tragen.

Wenn die internen Calciumspeicher der Zellen erttlwerden, so verliert das in der ER Membran
sitzende STIM1 Molekiil das in der EF-Hand gebund€a€. Dies ist der initiale Schritt der
CRAC Kanal Aktivierung. Die bis dahin monomeren BTIIMolekile bilden Dimere und Oligo-
mere und wandern in PM nahe Bereiche um dort dé Kanale zu aktivieren. Da die Latenzzeit
bis zur Stromentwicklung vermutlich von der Fahigkier Clusterbildung von dem STIM1 Protein
abhangt, sollte diese mittels der TIRF Mikroskopigersucht werden. Die STIM1 Cluster sind
nach Aktivierung als so genannte Punctea in defFIEHRene zu erkennen. Zur Untersuchung der
STIM1 Clusterbildung wurden STIMIWT und STIMDQ Matan mit einem N-terminalen YFP
Tag versehen und transient transfiziert. Nach ®eeéntleerung mit Tg konnte die Clusterbildung
in der TIRF-Ebene untersucht und verglichen weréatch-clamp Experimente in Abbildung 24A
zeigen, dass die STIM1 Konstrukte trotz des N-teat@n Fluoreszenztags noch funktionell sind
und die STIM1DQ Mutante einen signifikant vergrdBarCalciumeinstrom induziert. Auch lasst
sich durch die Strommessungen zeigen, dass diggietaMutanten nicht konstitutiv aktiv sind.
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Abbildung 24: Das STIM1DQ Protein clustert nach Sp&herentleerung schneller. AHEK293 Zellen
wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pug STIMIWT (N) Y@&@hwarz) bzw. STIM1DQ (N) YFP (rot) transfi-
ziert und anschlieBend in whole cell Patch-clampeEimenten untersucht. Kontinuierliche Spannungsram
pen von -150 mV bis +150 mV wurden angelegt. DeorStwurde durch 50 uM HHn der Pipette aktiviert
und die externe Lésung enthielt zwei mM*CaDargestellt ist die Stromdichte nach 110 s b8D-iV, nor-
miert auf die ZellgoR& Die Zellen aus A wurden mittels TIRF Mikroskopietersucht. Dargestellt ist eine
Aufnahme zu Beginn der Messung, wenn sich die Aélied,5 C&" befinden, und eine zum Ende der Mes-
sung, nachdem die Zellen fiir zehn Minuten in 0 md'G 1 pM Tg gehalten wurde@. Untersuchung der
Clusterbildung in den unter A beschriebenen Zeleritragung der Fluoreszenzintensitat in PM nahegiR
onen nach Aktivierung der Clusterbildung mit 0 mM*C+ 1 pM Tg gegen die Zeit. Im Insert ist die Ent-
wicklung der mittleren Fluoreszenzintensitat atlemessener Zellen gegen die Zeit aufgetraQeDer ex-
ponentiell ansteigende Teil der Kinetik im InsednvB wurde mit einer linearen Funktion gefittet.
Aufgetragen ist die Rate des Anstiegs der Fluoresatensitat.

Die TIRF Analysen zeigen, dass das STIM1DQ Prateich Speicherentleerung schneller clustern
kann als das STIM1WT Protein. Bereits 160 s nachabe von Tg sind im Fall von STIM1DQ
50 % der finalen Fluoreszenzintensitat erreichtineid das STIM1IWT Protein hierzu 210 s bend-
tigt (siehe Abbildung 24C). Die Rate des Fluoregzganstiegs, dargestellt in Abbildung 24D, ist
demnach fir das STIM1DQ Protein mit 4,4 a.u./s géager dem STIM1WT Protein mit 3,5 a.u./s
erhoht. Auffallig ist auch die erhéhte PM nahe Faszenz der STIM1DQ transfizierten Zellen in
0,5 mM C&*-Lésung (siehe Abbildung 24C Insert). Wahrend digMBLWT transfizierten Zellen
eine Grundfluoreszenzintensitat von etwa 400 awf@vreiliegt diese bei den STIM1DQ transfizier-
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ten Zellen schon bei etwa 800. Dies bedeutet, diasSTIM1DQ Protein bereits vor der Speicher-
entleerung vermehrt in PM nahen Regionen auftriérschon vorgeclustert ist.

6.8 Kann plasmamembransténdiges STIM1DQ den Orail vernttelten
Calciumstrom beeinflussen?

Nach Durchfiihrung mehrerer Biotinylierungsexperiteeféllt auf, dass die Proteinmenge der
STIM1DQ Mutante assoziiert oder in der Plasmamemigegeniber der des STIMIWT Proteins
leicht erhoht ist. Williams et al zeigten beredass die Glykosylierung von STIM1 eine Funktion
fur die Plasmamembranlokalisation spielt, und dtbesontersucht werden, ob die STIM1DQ Mut-
ante durch verstarkte Lokalisation in der PM eii@nfluss auf die Stromdichte vogglc haben
konnte. Hierzu wurden die Konstrukte von STIMIWT dursTIM1DQ mit einem ER-
Retentionsmotif (FQ) versehen.

Zunéchst wurde die Effektivitat des Retentionsnsotifit Hilfe eines CD4-Konstrukts und einer
STIM1-CD4-Chimere getestet. Das humane CD (Clustetifferentiation) 4 ist ein Glykoprotein
mit einer Transmembrandomane, das in den mensehligellen des Immunsystems exprimiert
wird und ausschlie3lich in der PM lokalisiert. Daufbau der STIM1-CD4-Chimere ist in
Abbildung 25 dargestellt. Hierbei handelt es sich ein STIM1 Molekul in dem lediglich die
Transmembrandomane von CD4 eingeflgt ist. Diesessiakt ist sowohl im ER als auch in der
PM lokalisiert.

hSTIM1
sP [ceF | hEF | [sam| [TM [ cc1 | [cc2] P] [K]

Lumen/Extraz. Zytosol
hCD4
sAl tev [[ 16 [[ 16 | [ |
Chimere
sP  [ceF[nheF] [sam ]| |mm[ [ cc1 | [cc2 ] lp] [K]

Abbildung 25: Ubersichtsskizze iiber den Aufbau der STIM1-CD4-Chiraren. Schematische Darstellung
des STIM1 Proteins mit folgenden Doménen: SP Spmmild; cEF und hEF Ga Bindedomanen; SAM
Protein Interaktionsdoméne; TM Transmembrandom@a, und CC2 Coiled-coil Orail Bindedomé&nen; P
Prolin- reiche Region; K poly Lysin- reiche Regi@cthematische Darstellung des CD4 Proteins miefolg
den Doménen: SP Signalpeptid; IG immunglobulinartRegion, TM Transmembrandoméne. Im chimeren
Protein ist lediglich die TM des STIM1 Molekuls gegdie des CD4 Molekiils ausgetauscht.
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Abbildung 26: Das KKFQ- Motif reteniert Proteine im ER. A+B HEK293 Zellen wurden mit 1,5 ug
STIM1-Chimere, STIM1-ChimereFQ, hCD4 oder hCD4_KKE@nsfiziert und 48 h nach Transfektion in
einem Biotiylierungsexperiment untersucht. Dardgéist# der Originalblot inkubiert mit Antikdrpergegen
STIM1, CD4 oder Calnexin, wobei jeweils die ersteziden Reihen die Proteinfraktion in der Plasma-
membran widerspiegeln und die beiden anderen Religemputkontrolle vor Inkubation mit den Beadsiun
damit das Gesamtprotein darstell@hlmmunhistochemische Farbungen von Zellen trarestiziie angege-
ben unter A+B. Die Zellen wurden mit einem AlexaB4gkopplten anti-HA-Antikdrper gefarbt und fixiert
(NP) bzw. zuerst permeabilisiert und dann gefanut fixiert (P).

Nach Anhangen des KKFQ- Retentionsmotifs an didvVBFCD4 Chimere und das CD4 Molekl
konnte keine PM- Lokalisation mehr nachgewieserdeser Nach Farbung nicht permeabilisierter
Zellen (siehe Abbildung 26C) ist keine Fluoreszerehr erkennbar. Auch im Biotinylierungsexpe-
riment, gezeigt in Abbildung 26A+B, kann die ER-&#ton gezeigt werden. Die PM- standige
Fraktion der Proteine ist im Fall der Chimere walglig und im Fall von CD4 fast vollstandig
verschwunden. Die AntiCalnexin Ladekontrolle zeigth Behandlung mit den Beads keine Ban-
de, da das Calnexin kein PM standiges Proteinallrdda somit gezeigt werden konnte, dass das
ER Retentionsmitif seine Funktion erfillt, wurdeie STIMIWT und STIM1DQ Konstrukte mit
dem FQ- Motif versehen und zunachst proteinbiockelmuntersucht.
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Abbildung 27: Das FQ- Motif reduziert die STIM1DQ Proteinmenge inder PM. HEK293 Zellen wur-
den mit 0,5 pg Orail und 1,5 pg STIMIWT, STIMID@IB1IWTFQ bzw. STIM1DQFQ transfiziert und
48 h nach Transfektion in einem Biotiylierungsexpent untersuchtA Dargestellt ist der Originalblot in-
kubiert mit Antikérpern gegen STIM1, Orail oder G2IR, wobei die ersten vier Reihen die Inputkontrolle
vor Inkubation mit den Beads und damit das Gesatepr darstellen und die anderen Reihen die Protein
fraktion in der Plasmamembran widerspieg@rDie entsprechende quantitative Analyse, in derSliéM1
Proteinmenge in der Plasmamembran als prozentiateil des Gesamtproteins berechnet wurde.

Das Biotinylierungsexperiment in Abbildung 27 zeidass insgesamt mehr STIM1DQ Protein in
der PM ist, als STIMIWT Protein. Nach Anhéngen B& Retentionsmotifs reduziert sich die
Menge an STIM1DQ in der PM auf den Level des STIM1wd STIM1IWTFQ Proteins, wobei
das FQ-Motif keinen Einfluss auf die Proteinfrakticon STIMIWT in der PM hat. Es wird zudem
deutlich, dass die Proteinfraktion des STIM1 Prigen der Plasmamembran lediglich einen ver-
schwindend kleinen Prozentsatz von weniger als de% Gesamtproteins ausmacht. Da GAPDH
kein PM standiges Protein darstellt, eignet es aisiKontrollprotein um unspezifische Binding an
die Avidin Agarose auszuschlief3en.

Die entsprechenden Konstrukte wurden dann aucltchRelamp und Calciumimagingexperimen-
ten untersucht. Zudem wurden Konstrukte von STIM1Mvidl STIM1DQ hergestellt in denen das
C-terminal gelegene KK-Motif entfernt wurde. Didsenstrukte wurden benétigt um zu kontrol-
lieren, ob der Effekt der FQ Addition eventuell aifie Maskierung der terminalen Lysine beruht.
Die terminalen Lysine sind zur Verankerung des SI'lBAterminus an die PM wichtig und werden
fur eine effiziente Aktivierung von Orail bendtigrani et al, 2009, Zeng et al, 2008).

Die Patch-clamp Experimente zeigen, dass das KKAQtf den STIM1WT induzierten Strom
von -23,35 pA/pF auf -17,04 pA/pF reduziert. DieoBtdichte der STIM1DQ transfizierten Zellen
wird durch das Motif von -76,04 pA/pF auf -33,83/pR signifikant reduziert (siehe Abbildung
28A). Die Fura 2AM basierenden Calciumimagingexperite in Abbildung 28B unterstreichen
die vorherigen Ergebnisse. Der maximale Calciuntens wird durch das ER- Retentionsmotif
mit STIMIWT von 52,03 nM C&/s auf 24,77 nM C&/s und mit STIM1DQ von 57,32 nM €%
auf 12,57 nM C#/s signifikant erniedrigt. Die Stromdichte zwischgem STIMIWTFQ und dem
STIM1DQFQ induziertem Strom ist nicht mehr sigreiit verschieden. Die Deletion der C- termi-
nalen Lysine bewirkt ebenfalls in beiden Konstrak&ne Verringerung der Stromdichte (siehe
Abbildung 28C). Die STIM1IWAKK Mutante induziert einen Strom von -9,93 pA/pFdudas
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STIM1DQAKK Konstrukt einen Strom von -32,29 pA/pF. In dieg€onstrukten besteht immer-
noch der signifikante Unterschied in der Stromdichtvischen dem STIMIWAKK und dem
STIM1DQAKK induzierten Strom. Der STIM1DQ Effekt ist in loein Fallen, nach Anhdngen des
KKFQ-Signals, als auch nach Entfernung der N-Teatein LysineAKK, verschwunden. Aller-
dings reduziert die Entfernung der N-terminalenihgsauch die STIMIWT vermittelten Strome
signifikant, wobei das KKFQ-Motif diese Strome nidieeinflusst. Diese Ergebnisse bestatigen
zum einen, dass die N-terminalen Lysine des STIMdlektils wichtig fur die optimale Aktivie-
rung des Orai Kanals sind, und zum anderen spredige&rgebnisse daflr, dass das STIM1DQ
Molekdil in der Plasmamembran eine Rolle bei denAdstung des CRAC Stroms haben konnte.
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Abbildung 28: Das KKFQ-Motif, aber auch die Deletion C-terminaler Lysine, verkleinern lcgac. A
HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pgINIWT, STIM1DQ, STIMIWTFQ bzw.
STIM1DQFQ transfiziert und anschlieBend in whol# Batch-clamp Experimenten untersucht. Kontinuier-
liche Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wu@egelegt. Der Strom wurde durch 50 puM i
der Pipette aktiviert und die externe Lésung effttBienM C&*. Dargestellt ist die Stromdichte bei -130 mV,
normiert auf die Zellgé3B Zellen aus A wurden auch in Fura 2AM basierendalti@mionenkonzentrati-
onsmessungen mit dem GaReaddition Protokoll untersucht. Die Zellen befan sich zu Beginn der Mes-
sung fir 100 s in einer 0,5 mM €d.6sung. AnschlieBend wurden die Zellen mit einef*@reien Lésung
perfundiert und weitere 300 s gemessen. Die Speigheden durch Zugabe von 1 pM Thapsigargin iA*Ca
freier Losung entleert (1000 s) und dann wurde @aiciumeinstrom Uber Kanéale in der Plasmamembran
nach Perfusion mit 0,5 mM €ahaltiger Lésung bestimmt (600 s). Statistisch awsgrtet und dargestellt ist
der maximale CalciumeinstronC HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 YBINELWT,
STIM1DQ, STIMIWTAKK bzw. STIM1DQAKK transfiziert und anschlieend in whole cell Pattamp
Experimenten wie unter A beschrieben untersucht.

6.9 Die Interaktion von STIM1DQ mit Orail ist nicht ver andert

Mittels des Forster-Resonanzenergietransfers (FREIe untersucht werden, ob die Interaktion
von STIMIWT oder STIM1DQ mit Orail unterschiedlist. Diese Methode erlaubt es die Nahe,
und damit die Interaktion von zwei verschiedeneotdtnen miteinander, zu untersuchen. Hierzu
wurde das Orail Protein C-terminal mit einem GFB-liad die STIM1 Proteine C-terminal mit
RFP-Tags versehen.
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Abbildung 29: Die Interaktion von STIM1IWT (C) RFP und STIM1DQ (C) RFP mit Orail (C) GFP ist
nicht verschieden. A HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail (C) GFP up8 pg STIMIWT (C) RFP
(schwarz) bzw. STIM1DQ (C) RFP (rot) transfizieriduanschlieBend in FRET Experimenten untersucht.
Zur Induktion des Clusterings wurden die Zellenre&tinuten in einer Lésung ohne Calcium und mit 1 uM
Tg inkubiert. Dargestellt sind die Aufnahmen eidefle nach Anregung mit dem 488 nm Laser in Kombina
tion mit einem GFP Filter (Donor), dem 488 nm LaseKombination mit einem RFP-Filter (FRET) und
einem 561 nm Laser in Kombination mit einem RFReFi[Akzeptor) und ein normalisiertes FRET Bild
(siehe 5.8)B Im normalisierten FRET (nFRET) Bild wurde ein R@&gion of interest) Uber die gesamte
Zelle gelegt und das arithmetische Mittel der FRE€&nNsitat bestimmt, wobei alle Nullwerte ignorierntr-
den. Zudem wurde das Verhaltnis der Fluoreszenmittgen (FI) von STIM1 und Orail in denselben Bere
chen bestimmtC Im normalisierten FRET Bild wurden pro Zelle zeéR®Is (region of interest) tber einzel-
ne Cluster gelgt und das arithmetische Mittel dREF-Intensitat bestimmt, wobei alle Nullwerte igieot
wurden. Zudem wurde das Verhaltnis der Fluoresm¢emsitaten (FI) von STIM1 und Orail in denselben
ROls bestimmt.
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Die FRET Analysen in Abbildung 29 zeigen, dassrdemalisierte FRET Wert, d.h. die Interaktion
zwischen STIM1 und Orail, in den STIM1IWT und STIM2Bransfizierten Zellen nicht verschie-
den ist. Zudem ist das STIM1 zu Orail Ratio, wedchehand der Fluoreszenzintensitat in der
TIRF Ebene bestimmt werden kann, kaum unterscloiediBestimmt man den normalisierten
FRET Wert Gber die gesamte Zelle, so erhalt maaneillert von 0,20 fur die mit STIMIWT trans-
fizierten Zellen und von 0,21 fur die STIM1DQ tréimerten Zellen. Das STIM1 zu Orail Ratio
betragt fur STIMIWT 0,41 und fir STIM1DQ 0,47. lerdeinzelnen Clustern liegt nFRET bei
0,30 und STIM1 zu Orail Ratio bei 0,71 fur STIM1WFLr STIM1DQ wird ein nFRET von 0,299
und ein STIM1 zu Orail Ratio von 0,74 erreicht.

Zudem sollte untersucht werden, ob die Interaktlen STIMIWT Molekiile oder der STIM1DQ
Molekile wahrend des Clustervorganges untereinangischieden ist. Hierzu wurden die Zellen
mit STIMIWT (C) GFP und STIMIWT(C)RFP bzw. STIM1D@) GFP und STIM1DQ(C)RFP
transfiziert und untersucht.

Analysiert man die Interaktion von STIM1DQ mit STIRQ in der Abwesenheit von Orail tUber
die gesamte Zelle oder in den einzelnen Clustesnistsdiese tendenziell etwas hoher als die
STIMIWT-STIM1IWT Interaktion. In der Anwesenheit v@rail ergeben sich allerdings keinerlei
Unterschiede in der STIM-STIM Interaktion. Weder ter Bestimmung von nFRET uber die ge-
samte Zelle, noch bei der Clusteranalyse.

Zu beachten ist, dass das C-terminal getaggte Skiin noch in der Lage ist einen adaquaten
Orail vermittelten Calciumstrom zu aktivieren uddss der STIM1DQ Phanotyp nicht mehr vor-
handen ist.
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Abbildung 30: Die Interaktion von STIM1IWT- bzw. STIM1DQ-Molekilen beim Clustering ist nicht
verschieden. A HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail MO700GFR Un5 pg STIMIWT (C) RFP und
1,5 pg STIMIWT (C) GFP (schwarz) bzw. STIM1DQ (GJARund STIM1DQ (C) GFP (rot) transfiziert und
anschlieBend in FRET Experimenten untersucht. @duktion des Clusterings wurden die Zellen zehn Mi-
nuten in einer Losung ohne Clacium und mit 1 pMiflgibiert. Dargestellt sind die Aufnahmen einerl&el
nach Anregung mit dem 488 nm Laser in Kombinatidheimem GFP Filter (Donor), dem 488 nm Laser in
Kombination mit einem RFP-Filter (FRET) und eineBl5m Laser in Kombination mit einem RFP-Filter
(Akzeptor) und ein normalisiertes FRET Bild (sieéh&).B Hier wurden Zellen nur mit 0,5 ug STIMIWT
(C) RFP und 1,5 pg STIMIWT (C) GFP (schwarz) bzmMMLDQ (C) RFPund STIM1DQ (C) GFP (rot),
aber ohne Orail, transfiziert. Im normalisierterEFRBild wurde ein ROI (region of interest) entwedder
die gesamte Zelle bzw. Gber zehn verschiedene &lysb Zelle gelgt und das arithmetische Mittel der
FRET-Intensitat bestimmt, wobei alle Nullwerte igieot wurden.C Hier wurden Zellen mit 0,5 pug Orail
MO704GFP und 1,5 pg STIM1IWT (C) RFP und 1,5 pg SIWT (C) GFP (schwarz) bzw. STIM1DQ (C)
RFPund STIM1DQ (C) GFP (rot) transfiziert. Im notisi@rten FRET Bild wurde ein ROI (region of inte-
rest) entweder Uber die gesamte Zelle bzw. Uber zelschiedene Cluster pro Zelle gelegt und délsrae-
tische Mittel der FRET-Intensitat bestimmt, wobke &ullwerte ignoriert wurden.
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6.10 STIM1DQ amplifiziert den Orai2 vermittelten, aber nicht den Orai3
vermittelten Calciumstrom

Um herauszufinden, ob der STIM1DQ Phanotyp fur @eail vermittelten Calciumstrom spezi-
fisch ist, wurden HEK293 Zellen mit Orai2, Orai3duginer Orail-Orai3 Chimeren transfiziert und
elektrophysiologisch untersucht. Bei Orai2 und @ta@ndelt es sich um zwei dem Orail Protein
homolge Proteine. Obwohl sich die DNA-Sequenzenddeir Proteine kaum unterscheiden, weisen
sie dennoch unterschiedliche Eigenschaften betii§immdichte, Ca-abhangiger Inaktivierung
oder dem 2-APB-Profil auf (Varnai et al, 2009). Esal. konnten auch zeigen, dass der N-Term
von Orail und Orai3 wichtig fur die Aktivierung dir STIM1 ist, weshalb in der vorliegenden
Arbeit die bereits erwahnte N-Term Chimere zwisclenil und Orai3 verwendet wurde (Lis et
al, 2010).

Die Stromentwicklung von den STIMIWT und STIM1DQuzierten Orai2 vermittelten CRAC
Strémen in Abbildung 31A unterscheidet sich nigittbei die finale Stromdichte nach Kotransfek-
tion mit STIM1DQ signifikant erhoht ist. Die Stromstite betragt mit STIM1IWT -5,95 pA/pF und
mit STIM1DQ -10,70 pA/pF (siehe Abbildung 31G). D@rai3 vermittelten Strome gezeigt in
Abbildung 31B hingegen, sind in den STIM1DQ tramsfiten Zellen kleiner, als in den STIMIWT
transfizierten Zellen. Hier liegt die Stromdicht€IB1WT induzierter Stréme bei -8,17 pA/pF und
die der STIM1DQ induzierten Strome bei lediglich8% pA/pF (siehe Abbildung 31G). Die Aus-
wartsstrome sind sehr klein und in beiden Fallagicgl auch die Strom-Spannungs-Kennlinien
sind lediglich in der Amplitude verschoben.

Untersucht man nun aber die Stréme durch einenerBimOrai3 Kanal, in dem lediglich der N-
Term durch den von Orail ersetzt wurde, so istSliédM1DQ Mutante wieder in der Lage die
Stromdichte signifikant zu erhéhen. Der STIM1WT uaikrte Strom liegt bei -29,04 pA/pF und
der STIM1DQ induzierte bei -58,37 pA/pF (siehe Abbng 31C+G). Die erhdhte Stromdichte
scheint von der Interaktion zwischen dem C-Term 83tM1DQ und dem N-Term von Orai ab-
hangig zu sein.
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Abbildung 31: Die erhéhte Stromdichte von STIM1DQ nduzierten CRAC Strdmen ist abhangig von
der Interaktion zwischen STIM1 und Orail. A-C HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pug Orai2, Orai3 oder
einer O1-0O3-Chimeren und 1,5 ug STIMIWT (schwamy.lSTIM1DQ (rot) transfiziert und anschlieBend
in whole cell Patch-clamp Experimenten untersuiuntinuierliche Spannungsrampen von -150 mV bis
+150 mV wurden angelegt und die externe Lésungieihth mM C&". Dargestellt ist die Entwicklung der
Stromdichte bei -130 mV, normiert auf die ZellgdBker die ZeitD-F Strom-Spannungs-Kennlinien fur die
STIM1IWT (schwarz) und STIM1DQ (rot) induzierten @tre, extrahiert aus den entsprechenden Messungen
aus A-C.G Vergleichende Darstellung der Stromdichte ausMessungen A-C. Die Stromdichte wurde bei -
130 mV nach 110s extrahiert und auf die Zellg6R3emiert. H Schematische Darstellung des Orail und
Orai3 Kanals, sowie der Orail-Orai3-Chimeren. Démere Kanal ist ein Orai3 Protein in dem lediglazr
N-Term durch den von Orail ausgetauscht ist.

Im Western Blot in Abbildung 32 zeigt sich, dass &TIM1DQ Protein auch in der Lage ist die
Proteinmenge der Orail_Orai3- Chimeren zu reduziePas STIM1:Orai Verhaltnis verschiebt

sich von 2 a.u. fir STIMIWT auf 3,5 a.u. fir STIM@DDer Nachweis des Orai2 und Orai3 Prote-
ins auf einem Blot war nicht mdglich.
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Abbildung 32: STIM1DQ reduziert auch die Proteinmenge einer Orail Orai3- Chimeren. A HEK293
Zellen wurden mit 0,5 pg einer Orail_Orai3- Chinmetand 1,5 ug STIMIWT (schwarz) oder STIM1DQ
(rot) transfiziert und auf Proteinebene untersubletr Proteinblot wurde mit Antikérpern gegen STIMid
Orail inkubiertB Quantifizierung des Proteinblots in A. Dargestislitdas Verhaltnis von STIM1 tber Orai.

6.11 Pharmakologisches Profil mit 2-APB

Um mehr Uber die STIM1DQ induzierten Strome zu éarmnd den Mechanismus zu verstehen
wurden HEK293 Zellen mit Orail, Orai2 oder OraixdIUBTIMIWT oder STIM1DQ transfiziert
und elektrophysiologisch untersucht. In diesem deil vorliegenden Arbeit sollten die Effekte von
2-Aminoethoxydihenylborat (2-APB) untersucht uncetuelle Unterschiede aufgedeckt werden.
2-APB wird haufig verwendet um SOCE pharmakologisghuntersuchen und zu charakterisieren.
Es ist bereits bekannt, dass 2-APB unterschiedkidfekte in den Orai Subtypen auslost (Lis et al,
2007; Peinelt et al, 2008b). So werden Orail unaiXvermittelte CRAC Stréme nach vorheriger
Speicherentleerung durch 50 pM 2-APB zunachst &ktstind dann inhibiert, Orai3 vermittelte
Stréme hingegen werden immer verstarkt und dieviedtiing ist nicht speicher- oder STIM1- ab-
hangig. Zudem wird vermutet, dass 2-APB in direltenkurrenz mit STIM1 bei der Aktivierung
des CRAC Stroms steht (Yamashita et al, 2011). dDEigenschaften machen 2-APB zu einem
idealen Werkzeug den STIM1DQ induzierten CRAC Stmnuntersuchen.

Hierzu wurden HEK293 Zellen mit STIM1 und Orailnséiziert und in whole cell Patch-clamp
Experimenten untersucht. Der CRAC Strom wurde duRshin der Pipette ausgel6st. Nachdem
sich der Strom vollstandig entwickelt hatte, wur&&nuM 2-ABP auf die Zellen appliziert.

Die Applikation von 50 uM 2-APB verstarkt den Oradrmittelten Strom zunéchst kurzfristig und
inhibiert ihn anschlieBend. Abbildung 33A zeigtsdalie Inhibtion des Orail vermittelten Stroms
zusammen mit 6 pg STIM1DQ in zwei Stufen verlauftitsich so von den anderen Messungen
unterscheidet. Wenn die Applikation von 50 uM 2-ABBstoppt wird, so entwickelt sich der
CRAC Strom wieder, allerdings auf ein niedrigerageldu als vor der Applikation. Die Wirkung
von 2-APB auf den Orai2 vermittelten Strom, gez@ighbbildung 33B+E, liegt in einer Blockade
des Calciumstroms. Lediglich wenn die Zellen m& fug STIM1IWT transfiziert sind, wird der
Strom vor der Inhibition verstarkt (siehe AbbilduB8E). Auch hier entwickelt sich der Strom nach
Beenden der Applikation von 2-APB wieder. Die seeihte Stromdichte ist allerdings um ein
Vielfaches kleiner, als die Stromdichte vor der Bggion. Der Orai3 vermittelte Strom wird durch
50 um 2-APB zweiphasisch amplifiziert (siehe Abbild 33C+F). Zunachst wird der Strom nur
um wenige pA verstarkt, bleibt kurz auf einem Rdateind wird dann sehr schnell und sehr stark
amplifiziert. Die Plateauphase ist in den Zellet Inb ug STIMIWT am ausgepragtesten, ansons-
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ten lassen sich in den Messungen keine Unterscldatiiecken. Der Orai3 vermittelte CRAC
Strom entwickelt sich nach der 2-APB Applikatiorchti mehr. Hier fihrt 2-APB insgesamt zu
einer Blockade des Calciumstroms.
Mit diesen Experimenten lassen sich keine Effektezgisch fir eine hohere Menge an STIM1
oder fur STIM1DQ aufdecken. Die Unterschiede in de#PB Effekt auf Orail (siehe Abbildung
33A) und Orai2 (siehe Abbildung 33E) sind sehrriegsant und sollten, da der genaue Mechanis-
mus der 2-APB Wirkung immer noch nicht bekanntirsZukunft naher untersucht werden.
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2-APB beeinflusst die Orail, Orai2 um Orai3 vermittelten Calciumstrome unterschied-

lich. A HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 dgmo6 pg STIM1DQ transfiziert und anschlie-
Rend in whole cell Patch-clamp Experimenten untdisiDie Pipettenldsung enthielt 50 pM; Bur Aktivie-
rung von krac. Die Zellen wurden mit den angegebenen Losungerfumaiert und kontinuierliche
Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurdenlaggeDargestellt ist die Stromdichte bei -130 mV,
normiert auf die Zellg6Re, Uber die Zat.HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orai2 und 1,5 pgroé ug
STIM1DQ transfiziert und anschlieRend wie unter &s¢hrieben in whole cell Patch-clamp Experimenten
untersuchtC HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orai3 und 1,5 (g6 pg STIM1DQ transfiziert und
anschlieBend wie unter A beschrieben in wholeRatth-clamp Experimenten untersudhtiEK293 Zellen
wurden mit 0,5 pug Orail und 1,5 pg oder 6 pg STIM1WAnsfiziert und anschlieRend wie unter A be-
schrieben in whole cell Patch-clamp Experimentetensacht.E HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orai2
und 1,5 pg oder 6 pg STIMAIWT transfiziert und atis@end wie unter A beschrieben in whole cell Patch
clamp Experimenten untersucht. HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orai3 und 1,5 pdemo 6 pg
STIM1IWT transfiziert und anschlieRend wie unter ésthrieben in whole cell Patch-clamp Experimenten

untersucht.

6.12 Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse

Die Untersuchungen zur Bedeutsamkeit der STIM1 @ykerung fur den speicheraktivierten
Calciumeinstrom in Zellen brachte eine glykosylregsdefiziente gain-of function STIM1 Mutante
(STIMAIN131DN171Q, kurz STIM1DQ) hervor. Die STIM1DRutante zeichnet sich durch die
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VergrofRerung des Orail vermittelten Calciumstromsdas etwa Vierfache aus, wobei die anderen
Eigenschaften des CRAC Stroms wie z.B. Rektifizigru_eitfahigkeit oder Inaktivierungskinetik
nicht verandert sind. Keine der anderen untersuchigkosylierungsdefizienten STIM1 Mutanten
ist in der Lage diesen Phanotyp zu imitieren, wasuf schlieen lasst, dass der STIM1DQ Phéa-
notyp nicht auf die fehlende Glykosylierupgr sezuriickzufihren ist. Es scheint sich vielmehr um
einen kombinierten Effekt aus fehlender Glykosyliggr zusammen mit veranderter Struktur zu
handeln. Mittels biochemischer Methoden konnte iggé2aeerden, dass die Kotransfektion der
STIM1DQ Mutante mit Orail die Orail Proteinkonzetion reduziert. Somit wird das
STIM1:Orail Proteinverhéaltnis hin zu einem effektien Wert verschoben, so dass insgesamt mehr
STIM1 Molekiile zur optimalen Aktivierung des Ordanals zur Verflgung stehen. Allerdings ist
die Veranderung im Proteinverhaltnis alleine nigitden STIM1DQ Phéanotyp verantwortlich, da
Veranderungen des STIM1WT:Orail Verhaltnisses kaleeart grof3e Stromdichte hervorrufen
konnen. Mit Hilfe der TIRF Mikroskopie und der Patclamp Technik konnte gezeigt werden,
dass das STIM1DQ Protein nach Speicherentleerumgedier clustert und dadurch den Calcium-
einstrom durch den Orail Kanal schneller aktividrann. Obwohl die FRET Analysen keine ver-
anderte Interaktion zwischen STIMIWT bzw. STIM1D@duwem Orail Protein aufdecken konn-
ten, weisen die Untersuchungen mit Orai2, Orai3 wed Orail_Orai3-Chimeren auf eine
veranderte Interaktion von STIM1DQ mit dem N-Teram\Orail hin. Das pharmakologische Pro-
fil der STIMIWT bzw. STIM1DQ induzierten Calcium8ime weist keine Unterschiede auf. Der
STIM1DQ Phéanotyp scheint durch einen kombiniertéfielE aus verbessertem STIM1:Orail Ver-
haltnis und schnellerer Aktivierung zu entstehen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte nun die Ursadur die Reduktion der Orail Proteinkonzent-
ration nach Koexpression mit STIM1DQ untersuchtdeer Zudem sollte die glykosylierungsdefi-
ziente Orail Mutante untersucht und charakterisierden und der Einfluss veranderter Glykosy-
lierungsmuster in primaren humanen CD4Zellen sollte betrachtet werden.

6.13 Wie kommt die Reduktion der Orail Proteinkonzentraton nach
Kotransfektion mit STIM1DQ zustande?

Die vorherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dassire Art gegenseitige Regulation in der Ex-
pression bzw. der Degradation von den ProteineM3Tund Orail geben muss. Um die Ursache
dieser Verschiebung der relativen Proteinmengemurgersuchen, wurden deshalb verschiedene
Arbeitshypothesen aufgestellt, die durch Experimeetifiziert oder falsifiziert werden sollten.

A. Die STIM1DQ Mutante bewirkt (eventuell durch eierschiebung des ER CaGehaltes) ei-
nen erhohten so genannten ER Stress. Dies fuh\ktivierung der unfolded protein response
(UPR), welche zur Inhibition der Translation fihtemn (Xu et al, 2005).

B. Das Orail Protein wird durch verstarkte Aktivitédn Ubiquitinilierungsenzymen vermehrt zum
Abbau markiert.

C. Die Degradation von Orail beruht auf einer et&tAktivitdt spezifischer Proteinasen (z.B.
Caspasen) welche das Orail Protein an definietbnitstellen schneiden.
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Arbeitshypothese A: ER-Stress und UPR

Um diese Mdglichkeiten gegeneinander abzuwagendevaunachst untersucht, ob STIM1DQ
exprimierende Zellen unter ER- Stress leiden.

Tunicamycin behandelte Jurkat T Zellen dientenimem ersten Versuchsansatz als Positivkontrol-
le, da bekannt ist, dass Tunicamycin unter andé&tBabtress auslésen kann (Suyama et al, 2011)
und auch in diesen Zellen eine erhéhte Stromdiebtel.rac Nachgewiesen werden konnte. Des-
halb wurde die RNA von unbehandelten, DMSO behaedelnd Tunicamycin behandelten Jurkat
T-Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben und ineiquantitative Real time PCR eingesetzt. Hier-
bei diente die Expression des Chaperons Grp78ndikator fur ER Stress, da bekannt ist, dass
Grp78 in Zellen mit ER-Stress hochreguliert wird der UPR entgegen zu wirken (Badiola et al,
2011). Zudem wurde die mMRNA Menge von STIM1 undiDruantifiziert, um eine Aussage uber
das STIM1 zu Orail Verhéltnis in diesen Zellen neachu konnen.
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Abbildung 34: Tunicamycin induziert ER-Stress in Jukat T Zellen und veréndert damit das STIM1 zu
Orail Verhaltnis, sowie die Stromdichte von ¢rac. A Jurkat T Zellen wurden Gber Nacht mit 3 pg/ml
Tunicamycin bzw. dessen Losemittel DMSO inkubieseoblieben unbehandelt und wurden am nachsten
Tag zur RNA Isolation geerntet. Die RNA wurde inN® umgeschrieben und anschlieRend als Template in
eine quantitative Real time PCR eingesetzt. Bestimorden dieACq Werte fiir die mRNA von STIM1,
Orail und GRP78, normiert auf die Menge des Refeyems RNA Polymerase. Dargestellt sind dig“®
Werte von Grp78 (grau) und des STIM1 zu Orail Rafigeil3).B Jurkat T Zellen wurden wie unter A be-
handelt und in eine quantitative Real time PCR esetgt. Bestimmt wurden deCq Werte fir die mRNA
von STIM1, Orail und GRP78 normiert auf die Mengs taushaltsgens TBP. Dargestellt sind di&%
Werte von Grp78 (grau) und des STIM1 zu Orail Rafieeil3).C Jurkat T Zellen wurden tUber Nacht mit
3 pg/ml Tunicamycin bzw. dessen Losemittel DMSCQuisikrt und in whole cell Patch-clamp Experimenten
untersucht. Der Strom wurde durch 50 pMiiPder Pipette aktiviert und die externe Losundhitit 10 mM
C&*. Kontinuierliche Spannungsrampen von -100 mV bi®6-mV wurden angelegt, aufgetragen ist die
Stromdichte bei -80 mV nach 110 s

Die 2“¢? Werte der quantitativen Real Time PCR sind eirmagh Normalisierung auf die mRNA
des Referenzgens RNA Polymerase (Abbildung 34A)ainchal auf TBP (Abbildung 34B) aufge-
tragen. Beide Auftragungen zeigen das gleiche migeblach Tunicamycin Behandlung wird das
Chaperon Grp78 hochreguliert und auch das STIMOmil Ratio verandert. Das Verhaltnis ver-
andert sich hin zu gréReren Werten, &hnlich wie Rlieteinratios nach Transfektion mit der
STIM1DQ Mutante. Die DMSO Behandlung alleine haihka Einfluss auf die Transkription von
Grp78, STIM1 oder Orail. Die Verschiebung des STi1Orail Verhaltnisses ist also nicht nur
auf Proteinebene, sondern in diesem Fall auch sehbmRNA Ebene zu erkennen. In den Patch-
clamp Experimenten, dargestellt in Abbildung 34Ghrf Tunicamycin zu einer Erhéhung der
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Stromdichte von -0,9 pA/pF auf -2,6 pA/pF, was daé veranderte STIM1 zu Orail Verhaltnis
zuriickzufuhren sein konnte.

So konnte gezeigt werden, dass Tunicamycin beh@ndi@ikat T Zellen vergroRertegrlc, veran-
dertes STIM1 zu Orail mRNA Ratio und ER- StressehaNun sollte untersucht werden, ob der
ER-Stress und das verédnderte Verhaltnis der mRNi&gl &n STIM1DQ transfizierten Zellen zu
sehen ist.
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Abbildung 35: Die STIM1DQ Mutante induziert keinen ER-Stress. AHEK293 Zellen wurden mit 0,5 ug
Orail und 1,5 pg STIMIWT bzw. STIM1DQ oder mit 4§ IRES_GFP und 1,5 pg IRES_RFP Leervekto-
ren transfiziert und am nachsten Tag zur RNA Ismtageerntet. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben
und anschlieBend als Template in eine quantitéd®gal time PCR eingesetzt. Bestimmt wurden Al
Werte fur die mRNA von STIM1, Orail und GRP78 nagrhiauf die Menge der Haushaltsgene RNA Poly-
merase und TBP. Dargestellt sind dié“®’ Werte von Grp78B-D Die unter A beschriebenen Zellen wurde
auch auf die Expressionslevel von STIM1 und Orailumtersucht. In B ist die STIM1 und Orail Expiess
on relativ zur Menge an STIM1 und Orail in den heervektor transfizierten Zellen angegeben. Unter C
finden sich die 2°°? Werte fiir die STIM1 und Orail Expression und ureist das Ratio der®2°® Werte
von STIM1 und Orail angegeben.

Die qRT-PCR in Abbildung 35A zeigt, dass die STIM2ransfizierten Zellen unter keinem er-
hohten ER-Stress leiden. Die mRNA fiir Grp78 ist ze&chs Stunden nach der Transfektion der
HEK 293 Zellen erhoht, allerdings ist die Erh6hudgs mRNA Levels in STIMIWT und
STIM1DQ transfizierten Zellen gleich und bewegtsiom den 2°? Wert eins. In den Zellen die
mit Leervektor transfiziert wurden ist dieser Wauf etwa drei erhoht. Bereits 24 h nach Transfek-
tion fallt der ¢ Wert in allen Zellen auf einen Wert kleiner 0,5.
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Die Uberexpression des STIM1 und Orail Proteinsl wirder Abbildung 35B deutlich. Hier wur-
den die STIM1 und die Orail Expression relativ 3@itM1 und Orail Menge in den mit Leervek-
tor transfizierten Zellen bestimmt. Die relativepgassion von STIM1IWT liegt bei 2290 % und die
von STIM1DQ bei 1346 %. Die relative Menge von Qrai den entsprechend transfizierten Zel-
len betragt 616 % und 462 %. Der mRNA Level entdprauch sehr genau dem Tansfektions-
verhatlnis. Nachdem dreimal mehr STIM1 DNA wie Qr&NA transfiziert wurden, liegt das
Verhdltis fur die STIMIWT transfizierten Zellen b&i3,7 und fur die STIM1DQ transfizierten
Zellen bei 1:2,9.

Zudem konnte gezeigt werden, dass das STIM1 zulOrarhatnis auf mRNA Ebene in den
STIM1DQ transfizierten Zellen noch nicht erhdht(sieheAbbildung 35D). Das STIM1 zu Orail
Verhdltnis in STIM1DQ transfizierten Zellen auf mRNEbene ist weder sechs, noch 24 oder 72
Stunden nach Transfektion verschieden von dem Wtaibdler Zellen, die mit STIMIWT transfi-
ziert wurden. Der Prozess der dazu fihrt, das®Od&l Proteinmenge nach Kotransfektion mit
STIM1DQ erniedrigt ist, muss demnach nach der Td@pison stattfinden.

Parallel zu der quantitativen PCR wurden Versuclitesitencing (si) RNA gegen PERK1 und
IRE1, welche die UPR und damit den ER-Stress vetemesollten, durchgefihrt. Im Falle von
PERK1 und IRE1 handelt es sich um zwei Mitgliedersehiedener Proteinkinase Familien, die
beide bei der Induktion der ER-Stressantwort esseetielle Rolle spielen (Xu et al, 2005). Sie
fihren zum einen zu einem Translationsstopp, koratem auch die Proteindegradation initiieren
bzw. verstarken. Zudem werden verschiedene Chagpdnonhreguliert. All diese Mechanismen
sollen die Proteinlast im ER, welche zum ER-Stféksg, reduzieren bzw. aufheben.
HEK293Zellen wurden simultan mit experimentell Vigrerter siRNA gegen IRE1 und PERK1
und mit DNA fur Orail und STIM1 transfiziert und 24und 48 h nach der Transfektion in whole
cell Patch-clamp Experimenten analysiert. Zudemdenrdie Proteinlysate auf das Proteinverhalt-
nis von STIM1 zu Orail hin untersucht. Die Kontrellen wurden mit der entsprechenden Menge
von non-silencing (ns) RNA transfiziert
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Abbildung 36: siRNA gegen PERK1 und IRE1 verandert ¢gac Und das STIMIWT zu Orail Protein-
verhaltnis. AHEK293 Zellen wurden mit insgesamt 4 ul siRNA ge§&RK1 und IRE1 bzw. 4 ul nsRNA
und 0,5 ug Orail und 1,5 pg STIMIWT bzw. Stim1D@nsfiziert und anschlieRend in whole cell Patch-
clamp Experimenten untersucht. Die Experimente enrgd4 h und 48 h nach der Transfektion (pt = post
transfection) durchgefiihrt. Die externe Badldsunthielt 2 mM C&" und die Stréme wurden durch 50 pM
IP3 in der Pipette aktiviert. Kontinuierliche Spannargnpen von -150 mV bis +150 mV wurden angelegt.
Dargestellt ist die Stromdichte bei -130 mV nacB $1 normiert auf die ZellgréR8. HEK293 Zellen wur-
den wie unter A beschrieben transfiziert und dietéinlysate 48 h nach Transfektion im Western Biater-
sucht. Der Proteinblot wurde mit Antikérpern gedgflM1 und Orail untersucht. Zudem ist die entspre-
chende Quantifizierung der Signale als STIM1 zuiDPRaoteinratio angegeben.

Die Stromdichten in den STIM1DQ transfizierten 2ell24 und 48 Stunden nach Behandlung mit
NSRNA und siRNA sind signifikant erhoht gegenuba&mn dStromdichten in den Zellen mit
STIM1IWT (siehe Abbildung 36). Die STIM1DQ Mutanteduziert 24 h nach der Transfektion
Strome der Grol3e -47,01 pA/pF zusammen mit der AiRhd -46,86 pA/pF zusammen mit der
nsRNA. Nach 48 h ist die StromgroRe des STIM1DQamlten Stroms stark reduziert und be-
tragt in Gegenwart der nsRNA noch -22,41 pA/pF im@egenwart der siRNA -36,48 pA/pF. Auf
den STIM1DQ induzierten Strom haben die siRNAs gedRE1 und PERK1 kaum Einfluss, wo-
hingegen der STIM1WT induzierte Strom nach Trarnsbekder siRNA etwas grofer ist. Diesen
Effekt sieht man 48 h nach der Transfektion noaltladner. 24 h nach der Transfektion vergroRRert
die siRNA den Strom von -8,15 pA/pF auf -16,19 @A/@8 h nach der Transfektion steigt die
Stromdichte von -0,94 pA/pF auf -9,78 pA/pF. Insges sind die Stromdichten 48 h nach der
Transfektion deutlich reduziert gegeniber denerh2dach der Transfektion. Diese Ergebnisse
lassen sich durch die Quantifizierung der Prot@itshin Abbildung 36B teilweise erklaren. Auf das
STIM1DQ zu Orail Ratio hat die siRNA keinen Einflusvohl aber auf das STIM1IWT zu Orail
Verhaltnis. Dieses wird nach siRNA Transfektionginem hdéheren Wert hin verschoben. Insge-
samt ist die Bande des STIM1DQ Proteins unter lpeBedingungen starker, als die STIMIWT
Bande. In allen durchgefiihrten Western Blot Analykennte man immer wieder Schwankungen

103



in diesen Ergebnissen feststellen. In einigen wamigallen war die STIMIWT Bande starker als
die STIM1DQ Bande oder es war umgekehrt. In denstaei Proteinblots allerdings waren die
Banden fur das STIM1IWT und das STIM1DQ Protein egheach stark. Allerdings wurde in fast
allen Experimenten das STIM1 zu Orail Ratio untgmswnd nicht die absolute Proteinmenge
verglichen.

Da in diesem Versuchsansatz die DNA und die RNAukan transfiziert wurden, war nicht klar,
ob die siRNA in der Lage ware den ER-Stress, weldbech verstarkte Expression von STIM1DQ
Protein induziert wirde, zu verhindern. So wurdeeiweite Experimentreihe gestartet in der die
Zellen zunachst mit siRNA gegen IRE1 und PERK1 bisRNA und 48 h spéater erst mit der DNA
fur STIM1 und Orail transfiziert wurden.
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Abbildung 37: siRNA gegen PERK1 und IRE1 verandert ¢gac Und das STIM1DQ zu Orail Protein-
verhaltnis. AHEK293 Zellen wurden mit insgesamt 4 ul siRNA ge§&RK1 und IRE1 bzw. 4 pl nsRNA
und 48 h spater mit 0,5 pug Orail und 1,5 pg STIM1k¢W. STIM1DQ transfiziert und anschlieRend in
whole cell Patch-clamp Experimenten untersucht.EXperimente wurden 24 h nach der DNA-Transfektion
durchgefiihrt. Die externe Badlésung enthielt 2 mit*@ind die Stréme wurden durch 50 uMs iR der
Pipette aktiviert. Kontinuierliche Spannungsrampen -150 mV bis +150 mV wurden angelegt. Dargeistell
ist die Stromdichte bei -130 mV nach 110 s, nortraer die Zellgrol3eB HEK293 Zellen wurden wie unter
A beschrieben transfiziert und die Proteinlysateh2dach DNA-Transfektion im Western Blot untersucht
Der Proteinblot wurde mit Antikdrpern gegen STIMAduOrail untersuchtC Quantifizierung der Signale
aus dem Western Blot in B als STIM1 zu Orail Protgio.

Nach Transfektion der nsRNA ist die Stromdichte 88M1DQ induzierten CRAC Stroms immer
noch signifikant groRRer, als die des STIM1IWT indutgn Stroms (siehe Abbildung 37A). Aller-
dings sind die Strome in diesen Zellen kleinerimlZellen, die nicht zusétzlich mit RNA transfi-
ziert wurden (siehe oben). Nach Transfektion d&Ngi bleibt die Stromdichte in Zellen mit
STIMIWT annahernd gleich, wahrend die Stromdicht&ellen mit STIM1DQ zwar etwas ver-
starkt aber nicht signifikant vergroRRert ist. DiRISA bewirkt eine Reduktion des STIM1WT indu-
zierten Stroms von -9,31 pA/pF auf -6,61 pA/pF vediar der STIM1DQ induzierte Strom von -
34,38 pA/pF auf -54,15 pA/pF ansteigt. Die Ausweguwer Proteinblots in Abbildung 37B+C
zeigt, dass sich das STIMIWT zu Orail Verhéaltnghthéndert, das Verhéltnis von STIM1DQ zu
Orail nach siRNA Behandlung allerdings deutlichiride wird. Dieses Ergebnis widerspricht der
Theorie, dass ein hoheres STIM1:Orail Proteinmdgio Strom vergrof3ert. Beide Experimente mit
der siRNA gegen PERKL1 und IRE1 zeigen sehr unterdlithe Ergebnisse auf. Bei der simulta-
nen Transfektion von siRNA und DNA veréndern sias dProteinverhaltnis und die Strome mit
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STIM1WT. Nach zweifacher Transfektion, zuerst niRNA und danach mit DNA hingegen, wer-
den die Proteinverhaltnisse und die Stromdichtedeim Zellen mit STIM1DQ beeinflusst. Sowohl
die gRT-PCR als auch die siRNA Versuche sprechgemgédie Theorie, dass durch STIM1DQ in-
duzierter ER-Stress die Ursache fir die ReduktemQtail Proteinmenge nach Kotransfektion mit
STIM1DQ sein kdnnte.

Arbeitshypothese B: Ubiquitinilierungsenzyme

Eine weitere Mdglichkeit Proteinmengen zu modifieig ist die verstarkte Aktivitat des Protea-
soms, welches mit Ubiquitin markierte Proteine abbl§Rark & Kim, 2012). Um den Einfluss die-

ses Proteinabbauweges auf das veranderte STIM1rail ®roteinratio zu untersuchen wurden
HEK293 Zellen mit STIM1DQ bzw. STIMIWT und Oraiftrsfiziert und tber verschiedene Zeit-
spannen mit dem Proteasominhibitor MG132 behandelt.
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Abbildung 38: MG132 verandert die Stromdichte von frac. A+B HEK293 Zellen wurden mit 0,5 ug
Orail und 1,5 pg STIMIWT (A) bzw. STIM1DQ (B) trdizgert und Uber verschieden Zeitspannen (eine
Stunde, drei bis sechs Stunden, UN) mit dem Proteiabibitor MG132 bzw. dessen Ldsemittel DMSO
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in whotédl Patch-clamp Experimenten untersucht. Kontirlidie
che Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wuathgelegt und die Strome wurden durch 50 uM IP
in der Pipette aktiviert. Dargestellt ist die Entidiing der Stromdichte bei -130 mV, normiert aud diell-
gO6Re, Uber die Zei€ Auftragung der Stromdichte der Zellen aus A und®i Stromdichte wurde nach 110s
bei -130 mV Spannung extrahiert.

In allen untersuchten Bedingungen sind die STIMI&@nittelten Strome immer groéRer, als die
STIM1IWT vermittelten. Eine einstiindige InkubatioonvSTIM1 und Orail transfizierten Zellen
mit dem Proteasominhibtior MG132 hat keinen Eirdluif die finale Stromdichte vorRghc.

STIM1IWT transfizierte Zellen generieren CRAC mihei Stromdichte von -11,18 pA/pF ohne
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MG132 und mit einer Stromdichte von -12,23 pA/pEmainer Stunde Inkubation mit MG132.
Der STIM1DQ induzierte Strom betragt -80,52 pA/pie MG132 und -79,42 pA/pF nach der
einstundigen Inkubation mit MG132. Allerdings vedért sich der zeitliche Verlauf der Stroment-
wicklung in STIM1DQ transfizierten Zellen. Die Stnentwicklung in Abbildung 38B ist durch
eine kurze Phase der Inhibtion unterbrochen, was zadtlichen Verlauf der Stromentwicklung
deutlich verandert. Das gleiche Phanomen tritt rdxehbis sechs Stunden Inkubation mit MG132
auf. Allerdings ist hier die finale Stromdichte Ziellen mit STIM1DQ und STIM1WT etwas er-
hoht. Nach drei bis sechs Stunden in der GegenweartMG132 betréagt die Stromdichte in den
Zellen mit STIMIWT -23,64 pA/pF und in den Zelleritr8TIM1DQ -102,58 pA/pF. Uberra-
schenderweise fiuhrt die Inhibition des Proteasoier iNacht im Fall von STIM1IWT und
STIM1DQ zu einer fast vollstandigen Inhibition viukac. Die Stromdichte der Zellen transfiziert
mit STIM1IWT betragt noch -3,4 pA/pF und die derlgelmit STIM1DQ noch -7,42 pA/pF. Die
Proteinblots zu diesem Versuch scheiterten in mehr&nlaufen, so dass das STIM1:Orail Prote-
inverhaltnis leider nicht bestimmt werden konnté Datsache aber, dass nach Inkubation der Zel-
len Uber Nacht mit MG132 kaum Strom mehr zu sebgmieist darauf hin, dass MG132 komplexe
und weitgefacherte Ausirkungen auf die Physioladge Zellen hat und sich wahrscheinlich als
weniger gutes Werkzeug zur Untersuchung diesereStatiung eignet.

Arbeitshypothese C: Verstarkte Caspaseaktivititideine erhéhte basale C&onzentration

Es sollte untersucht werden, ob die Reduktion dailCProteinmenge durch die verstéarkte Aktivi-
tat von Caspasen zustande kommt. Caspasen sireafeat welche Peptidbindungen spalten und
zu den wichtigsten Werkzeugen der Apoptose geziigittlen. Diese Enzyme zeigen ein€’’Ca
abhangige Aktivitat, weshalb zunéchst die”@sbhangigkeit des STIM1DQ Effektes bestimmt
werden sollte.

Zunachst wurden Zellen mit der nicht funktionelrailR91W Mutante, der so genannten SCID
Mutante, transfiziert. SCID steht fur severe corediimmunodeficiency und beschreibt ein Im-
mundefizienzsyndrom. Eine einzelne PunktmutatiorOrai-Gen (R91W) fihrt zu einem Funkti-
onsverlust des Proteins, verbunden mit einem \Medes speichergesteuerten Calciumeinstroms in
den T-Zellen dieser Patienten. Dies fuhrt zu Defiekh der Immunantwort (Feske et al, 2006). Die
Proteinlysate der so transfizierten Zellen wurdetersucht und zudem wurde auch die basale Cal-
ciumionenkonzentration in den Zellen bestimmit.

Transfiziert man die STIM1DQ Mutante zusammen reit dicht funktionellen OrailR91W SCID
Mutante, so wird das Orail Protein nicht herunégutiert und das STIM1 zu Orail Verhéaltnis in
Zellen mit STIMIWT bzw. STIM1DQ ist annahernd glei¢sieche Abbildung 39A+B). In Fura
2AM basierenden Calciuionenkonzentrationsbestimranngurde bereits zuvor gezeigt, dass die
STIM1DQ Mutante ein erhéhtes Basalcalcium induZigighe Abbildung 16B, Seite 78). Bei einer
externen Calciumionenkonzentration von 0,25 mM*@etragt die basale Calciumkonzentration
innerhalb der Zellen 33,96 nM fir STIM1DQ, ledi¢ii@¢ 3,78 nM im Falle von STIM1WT. Nach
Kotransfektion mit der nicht funktionellen OrailR®1Mutante ist die basale Calciumionenkon-
zentration in den STIM1DQ exprimierenden Zellenicilederer in Zellen die mit STIMIWT und
OrailWT transfiziert wurden und betragt 14,07 nkl.2 mM C&" externer Lésung betréagt der
basale Wert fur STIMIWT 22,01 nM und fiar STIM1DQ5]A9 nM. Transfiziert man die
STIM1DQ Mutante zusammen mit OrailR91W, so betdigtbasale GA Konzentration in 2 mM
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Cd" externer Lésung nur noch 26,57 nM. Dies weist afahin, dass ein Calciumeinstrom durch
den Orail Kanal fur den erhdhten basalen Calciutnvegantwortlich ist. Und sehr wahrscheinlich
fuhrt diese erhdhte basale Calciumionenkonzentratioden mit STIM1DQ transfizierten Zellen
auch zu einem G& abhéngigen Prozess, welcher die Orail Proteineesdyziert.

A B C *%* **

0.401 160
75— antiSTIM1 0.354
é 0.30-
50= antiOrai1 il 0.251
‘T 0.201
< 0.151
= 0.101
'_
Orai1 R91W » 0.057

0- S1IWT $1DQ $1DQ S1IWT S1DQ $1DQ
O1IWT  O1IWT O1R91W O1WT  O1WT O1R91W
WT DQ

120
*k

*%

o]
o

37-
WT DQ

N
o

Basales Calcium (nM)

o

0.25 mM Ca”* 2 mM Ca”™*

Abbildung 39: Die Reduktion der Orail Proteinmenge nach Kotransfktion mit STIM1DQ ist ein
Ca**- abhangiger Prozess. AHEK293 Zellen wurden mit 0,5 ug OrailR91W und fis STIMIWT bzw.
STIM1DQ transfiziert und zu den angegebenen Zekfmnach der Transfektion auf Proteinebene unter-
sucht. Dargestellt ist der Originalblot inkubierit rAntikdrpern gegen STIM1 und OraiB Quantitative
Auswertung des Proteinblots aus A. Dargestelld#as STIM1 zu Orail Verhéltnis der Proteinmengeén d
ProteinlysatenC HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg OrailR91W bzw. iOVET und 1,5 pg STIMIWT bzw.
STIM1DQ transfiziert und in Fura 2AM basierenderidianionenkonzentrationsmessungen untersucht. Die
externe Calciumionenkonzentration betrug 0,25 @&letM C&*. Statistisch ausgewertet und dargestellt ist
die basale Calciumionenkonzentration.

Um zu testen, ob die Caspaseaktivitahé bzw. das STIM1 zu Orail Proteinverhaltnis verander
kann, wurden HEK293 Zellen mit STIM1DQ bzw. STIM1WIhd Orail transfiziert und Uber
Nacht mit dem Caspase-3 Inhibitor V behandelt. AlisBend wurden die Zellen in Patch-clamp
Messungen und die Lysate mit Western Blot untertsuch

DieBehandlung der transfizierten Zellen mit dem gaaginhibitor reduziert die Stromdichte von
Icrac, SOWohI in den STIMIWT als auch in den STIM1D(sfzierten Zellen (siehe Abbildung
40A). Der STIM1IWT induzierte Strom sinkt von -11,9&/pF auf -5,49 pA/pF. Im Fall von
STIM1DQ verringert sich die Stromdichte von -718%/pF auf -45,61 pA/pF. Zudem zeigt der
Originalblot in Abbildung 40B, dass die Orail Banu#ch Inkubation mit dem Caspaseinhibitor
deutlich verstarkt ist. Dies fuhrt zu einer Veremgng des STIM1 zu Orail Protein Verhéaltnisses
far STIMIWT und flr STIM1DQ, gezeigt in Abbildun@€. Dies bedeutet, dass mit dem Caspa-
seinhibitor sowohl die Stromdichte vagklc als auch der Abbau von Orail reduziert werden kann
und somit ein Caspase- abhangiger Prozess fiuratiéngerung der Orail Proteinmenge verant-
wortlich sein kdnnte. Diese Hypothese muss allgslin Zukunft noch néaher untersucht und besta-
tigt werden.
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Abbildung 40: Caspaseinhibitor reduziert die STIM1DQ induzierte Stromdichte von lcgac und das
STIM1DQ zu Orail Proteinratio. A HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg Orail und 1,5 pdNSTWT bzw.
STIM1DQ transfiziert, ber Nacht mit 20 pM des Gasp-3 Inhibitors V oder seinem Lésemittel DMSO
inkubiert und anschlieRend in whole cell Patch-gafxperimenten untersucht. Die externe Badldsurng en
hielt 2 mM C&". Kontinuierliche Spannungsrampen von -150 mV Hi§G-mV wurden angelegt und die
Stréme wurden durch 50 uM Jfh der Pipette aktiviert. Dargestellt ist die $tdichte bei -130 mV nach
110 s, normiert auf die ZellgréRB. HEK293 Zellen wurden wie unter A beschrieben tfiaiest und die
Proteinlysate 24 h nach Transfektion im Westernt Blatersucht. Der Proteinblot wurde mit Antikérpern
gegen STIM1 und Orail untersuéhtQuantifizierung der Signale aus dem Western BId@ ials STIM1 zu
Orail Proteinratio.

6.14 Die Orail N223A glykosylierungsdefiziente Mutante grmittelt Wildtyp-
ahnliche Calciumsignale in HEK293 Zellen

Nachdem die glykosylierungsdefizienten Mutanten @M1 genau untersucht wurden, sollten
nun Untersuchungen mit einer glykosylierungsdefiiga Mutante des Orail Proteins durchgefuhrt
werden. Hierzu wurde das Asparagin an Position N228ches die einzige Glykosylierungsstelle
im Orail Protein tragt, zunachst in ein Glutamintient und im so genannten Uberexpressionssys-
tem untersucht. Die OrailN223Q Mutante ist allegdimicht funktionell. In Patch-clamp Experi-
menten kann keirtkac Nachgewiesen werden. Deshalb wurde das Asparadtosition 223 in ein
Alanin mutiert. Die OrailN223A Mutante ist funktielh und zeigt nach Ko-Uberexpression mit
einem STIM1IWT Konstrukt ahnliches Verhalten wie @asil Wildtyp Protein.

Sowohl die Stromentwicklung in den Patch-clamp Mehen, als auch die Strom-Spannungskurven
von OrailWT- und OrailN223A- vermittelten Calciundshen sind nahezu identisch. Die Strom-
dichte fur das WT- Konstrukt ist mit -64,27 pA/p&um verschieden von dem glykosylierungsde-
fizienten N223A Konstrukt, welches eine Stromdictt® -65,67 pA/pF vermittelt. Auch in Fura
2AM basierenden Calciumkonzentrationsbestimmungenden keine Unterschiede aufgedeckt
(siehe Abbildung 41D).
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Abbildung 41: Die Orail N223A Mutante kann nicht glykosyliert werden, vermittelt dennoch WT-
ahnliche Calciumsignale. A-C Stabile HEKSTIM1 Zellen wurden mit OrailWT- (schwh bzw.
OrailN223A- (rot) DNA transfiziert und in whole ¢&atch-clamp Experimenten untersucht. Kontinuierli
che Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wueshgelegt. Insgesamt wurden 20 Zellen pro Kon-
strukt aus verschiedenen Transfektionen untersigghi wurde durch 50 uM Ifin der Pipette aktiviert und
die externe Lésung enthielt 10 mM CaDargestellt ist die Entwicklung des Stroms, namnauf die Zell-
grofiRe, gegen die Zeit (A), die Strom- Spannungskui(B), sowie die Stromdichte bei -130 mV nach 410
D Die unter A-C beschriebenen Zellen wurden auchura2AM basierenden Calciumionenkonzentrations-
messungen mit dem €aReaddition Protokoll untersucht. Die Zellen befan sich zu Beginn der Messung
fiir 100 s in einer 0,5 mM GaL6ésung. AnschlieBend wurden die Zellen mit einaf*@reien Lésung per-
fundiert und weitere 300 s gemessen. Die Speichedem durch Zugabe von 1 uM Thapsigargin if"Ca
freier Losung entleert (1000 s) und dann wurde @aiciumeinstrom Uber Kanéale in der Plasmamembran
nach Perfusion mit 0,5 mM €ahaltiger L6sung bestimmt (600 s). Statistisch ausgrtet und dargestellt ist
die maximale Calciumionenkonzentration nach Caleiunstrom.

Das OrailN223A Konstrukt wurde in verschiedenenisystemen (stabile HEKSTIM1 Zellen,
HEK293 Zellen, stabile HEKOrailN223A- Zellen) untegrschiedenen Bedingungen untersucht
und es konnten keine Unterschiede zu den OrailWittelten Calciumsignalen gefunden wer-
den.

6.15 Die Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase($T6-Gall) beeinflusst die
Funktionalitdt von STIM1 und Orail nicht

Gwack et al. zeigten 2007, dass die OrailN223A kbeteeinen erhdhten Calciumeinstrom in
Fibroblasten aus SCID Patienten hervorrufen karwa@k et al, 2007b). Dies deckt sich allerdings
nicht mit den Ergebnissen in den HEK293 ZellenisEsllerdings moglich, dass die HEK293 Zel-
len ein anderes Set an zuckermodifizierenden Enaymasitzen wie die Fibroblasten und dadurch
die Unterschiede erklart werden kénnen. DeshallderuHEK293 Zellen in einem weiteren Ver-
suchsansatz zusatzlich mit der Sialyltransferag® Gdl1 transfiziert. Sialyltransferasen katalysie-
ren die Ubertragung von Sialinsauren auf Zuckeeketh Proteinen und arbeiten demnach den
Neuraminidasen entgegengesetzt. Es wurden zunétdiste HEKSTIM1 Zellen mit den Kon-
strukten fir Orail und ST6-Gall transfiziert undPimtch-clamp und Calciumimagingexperimenten
untersucht.
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Abbildung 42: Die Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase (ST6-Gall) hat keinen Effekt auf
SOCE und Icgac- A Stabile HEKSTIM1 Zellen wurden mit 0,5 pg Oraildub5 pg Leervektor bzw. 0,5 pg
Orail und 0,5 pg ST6-Gall transfiziert. Alle Zellwarden 24 h nach Transfektion in Fura 2AM basidesn
Calciumimagingexperimenten mit dem“GaReaddition Protokoll untersucht. Die Zellen befan sich zu
Beginn der Messung fiir 100 s in einer 0,5 mM*@asung. AnschlieRend wurden die Zellen mit einef"'C
freien LOosung perfundiert und weitere 300 s gemesfee Speicher wurden durch Zugabe von 1 uM
Thapsigargin in Ca-freier L6sung entleert (1000 s) und dann wurdeGiciumeinstrom iiber Kanale in der
Plasmamembran nach Perfusion mit 0,5 mM*@®altiger Lésung bestimmt (600 s). Dargestelltdist ma-
ximale Calciumeinstrom der verschiedenen ZellerMergleich.B Zellen wurden wie unter A beschrieben
transfiziert und 24h nach Transfektion in wholel &dtch-clamp Experimenten untersucht. Kontinuibei
Spannungsrampen von -150 mV bis +150 mV wurdenlaggend die externe Badlosung enthielt 10 mM
C&*. Die Strome wurden durch 50 pM;slfh der Pipette ausgeldst. Dargestellt ist die iStfichte bei
-130 mV nach 200 s im Vergleicl Ein Teil der unter A und B verwendeten Zellen vaufgsiert und im
Western Blot analysiert. Der Blot wurde mit einemtifOrail Antikdrper untersucht.

Die Kotransfektion von OrailWT und ST6-Gall fuht keiner signifikanten Veranderung von
SOCE und drac, Wie in Abbildung 42A+B sichtbar. Die maximale €amionenkonzentration
erhéht sich in den Zellen mit OrailWT nach Kotrahsibn mit der ST6-Gall von 714 nmCauf
1015 nM C&'. Die Stromdichte erhoht sich nach Kotransfektion ©railWT mit ST6-Gall von
-34,01 pA/pF auf -58,48 pA/pF. In den Zellen mia@iN223A bewirkt die ST6-Gall eine Reduk-
tion der Calciumionenkonzentration von 939 nM adb &M C&". Mit OrailN223A liegt die
Stromdichte bei -53,97 pA/pF. Die Kotransfektionnv@railN223A mit ST-6 Gall weist eine
Stromdichte von -55,73 pA/pF auf. Der Western BioAbbildung 42C zeigt, dass die ST6-Gall
Expression einen Shift in der OrailWT glykosyliertdande bei etwa 50 kDa bewirkt und die O-
railN223A transfizierten Zellen keine glykosylieBande aufweisen und somit kein ST6-Gall
Effekt erkennbar ist.

In einem nachsten Versuchsansatz wurden Oraillestablllinien fir das Experiment verwendet.
Zudem wurden Experimente mit einem STIM1-Orail Korektor gemacht. Wie bereits zuvor
gezeigt, ist das Orail zu STIM1 Proteinverhalteisrsvichtig fur die Eigenschaften vogrhc. Da

bei einer Kotransfektion von STIM1 und Orail ins@rtiedenen Vektoren nie sichergestellt werden
kann, wie viele Konstrukte eine Zelle aufgenommat st es schwierig gesehene Effekte mit der
ST-6 Gall zu interpretieren. So wurden HEK293 Zettgt dem Kombivektor und dem Konstrukt
fur ST-6 Gall kotransfiziert und in Patch-clamp Esipenten untersucht. Bei dieser Vorgehens-
weise ist es gleich, wie viele Konstrukte die Zeldifnehmen, das STIM1:Orail Proteinverhaltnis
wird immer gleich sein.
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Abbildung 43: Die Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase (ST6-Gall) hat keinen Effekt auf

I crac- A Stabile HEKOrail Zellen wurden mit 1 pg STIM1 unéy Qug Leervektor bzw. 1 pug STIM1 und
0,5 ug ST6-Gall transfiziert und 24h nach Trangekin whole cell Patch-clamp Experimenten untensuc
Kontinuierliche Spannungsrampen von -150 mV bisO+i®/ wurden angelegt und die externe Badlésung
enthielt 10 mM C&. Der Strom wurde durch 50 pMJ#h der Pipette aktiviert. Dargestellt ist die $tro
dichte bei -130 mV nach 110 s im VergleiehHEK293 Zellen wurden mit 1 pg eines STIM1-Orailnitm-
vektors und 0,5 pg Leervektor bzw. 1 pg eines STl Kombivektors und 0,5 pg ST6-Gall transfizier
und 24 h nach Transfektion in whole cell Patch-gddperimenten untersucht. Kontinuierliche Spanstng
rampen von -150 mV bis +150 mV wurden angelegt diedexterne Badldsung enthielt 10 mM?CaDer
Strom wurde durch 50 pM in der Pipette aktiviert. Dargestellt ist die $tdichte bei -130 mV nach 110 s
im Vergleich

Auch bei der Wiederholung des Experiments in Osd#bilen Zellen (siehe Abbildung 43A) ist
keine Reduktion der Stromdichte bei Kotransfektioih ST6-Gall zu sehen. Im Fall der Transfek-
tion in die OrailWT stabilen Zellen betragt diedBtdichte ohne die ST-6 Gall -140,79 pA/pF und
mit der ST-6 Gall -174,14 pA/pF. In den OrailN228Abilen Zellen liegt die Stromdichte bei -
149,26 pA/pF und wird durch die Transfektion mit&@Gall auf -210,17 pA/pF erhoht.

Da aus der Literatur (Scrimgeour et al, 2009) bakét, dass das Proteinverhaltnis von STIM1 zu
Orail sehr wichtig fir die Eigenschaften vepat ist, wurden HEK293 Zellen mit einem STIM1-
Orail Kombivektor transfiziert. So konnte sichetgs werden, dass das STIM1 zu Orail Ver-
haltnis in allen untersuchten Zellen, unabhangig @er Transfektionseffizienz, immer gleich ist.
Aber auch nach Kotransfektion der ST6-Gall mit deombivektors ist die Stromdichte nicht
signifikant reduziert (siehe Abbildung 43B). Die@hdichte ohne ST6-Gall betragt -5,62 pA/pF
und mit ST6-Gall -2,28 pA/pF. Die Reduktion isthtisignifikant.

Die Kotransfektion der ST6-Gall beeinflusst die lionalitat von STIM1 und Orail in HEK293
Zellen also nicht.

6.16 Effekte von Neuraminidasen und Klotho auf SOCE in piméren CD4" T Zellen

Die Glykosylierung von Proteinen kann deren Struktod Funktion beeinflussen und wird durch
die Anwesenheit zuckermodifizierender Enzyme in pgawveiligen Zellen bestimmt. Die Behand-
lung von Jurkat T-Zellen mit Tunicamycin erhéhteGEund trac in diesen Zellen. Tunicamycin
inhibiert allerdings den gesamten Vorgang der Nk@Gsylierung und hat zudem noch weitere zel-
lulare Effekte. Mit der in Abbildung 44 dargestetitRT-PCR konnte gezeigt werden, dass die ST6-
Gall stark in primaren humanen CDRBZellen exprimiert ist. Deshalb sollten nun diecKerket-
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ten von Oberflachenproteinen in primaren humane®'CBZellen durch Neuraminidasen und
Klotho modifiziert und der Effekt auf SOCE unterstigverden. Die Neuraminidasen wirken En-
zymen wie der ST6-Gall entgegengesetzt und entfeandstandige Sialinsauren.

61 B CD4 naiv
O CD4 stim

2 (-Act)

B

hST6-Gal1/TBP  Orai1/TBP STIM1/TBP

Abbildung 44: Quantitativer Nachweis der ST6-Gall Expression in pmaren humanen CD4" T-Zellen.
Aus naiven (schwarz) und mit CD3/CD28 stimulierfgrau) humanen CD4T-Zellen wurde RNA isoliert.
Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben und anschlieRR3als Template in eine quantitative Real time PCR
eingesetzt. Bestimmt wurden dicq Werte fur die mRNA von STIM1, Orail und ST6-Gatbrmiert auf
die Menge des Referenzgens RNA Polymerase. Daligsate die 2% Werte.

0

Fur diese Experimente wurden primare, humane *CDZellen (naiv oder mit CD3/CD28 stimu-
liert) Uber Nacht mit verschiedenen Neuraminidased mit Klotho behandelt und am nachsten
Tag in Fura 2AM basierenden €aFluoreszenzmessungen mit denf?'@Readdition Protokoll
untersucht. Mit diesem Protokoll werden die Entkeerder intrazellularen Speicher und der Calci-
umeinstrom Uber die PM separat betrachtet. Zundgbaien die intrazellularen Speicher durch
Zugabe von Tg in einer €afreien Lésung entleert und nach Perfusion mit reid&” haltigen
Ldsung kann der Calciumeinstrom tUber die PM untdgrswerden.

Neuraminidasen (Sialidasen) sind Enzyme, die Saliren von Amino- Glykoproteinen (N- gly-
kosylierten Proteinen) abspalten und diese damdatdar machen. In der Natur kommen diese
Enzyme in vielen Viren und Bakterien, aber auctlen Lysosomen von Mensch und Tier vor. Man
unterscheidet Neuraminidasen mit unterschiedli@pazifitat. In dieser Arbeit wurde zunachst die
Neuraminidase au€lostridium perfringensrerwendet. Diese spaltet Sialinsaurero¥)3-, a2,6-
unda2,8-Bindung.

Die Inkubation der CD4Effektor T Zellen und der CD4aiven T Zellen mit Neuraminidase (Sia-
lidase) verandert die Calciumsignale dieser Zeflegentiber den unbehandelten Zellen nicht (sie-
he Abbildung 45).

Weder die Calciumeinstromrate, noch der maximaliEi@aeinstrom oder das Calciumplateau
sind im Mittel signifikant verschieden, wenn mam dnit Neuraminidase behandelten Zellen mit
den Kontrollzellen vergleicht. Die Calciumeinstrat® in den behandelten Effektorzellen betragt
22,34 nM C&'/s und in den Unbehandelten 29,25 nM'Ga In den naiven Zellen sind die Werte
13,58 nM C&'/s und 10,63 nM Ca GHs auch nicht signifikant verschieden. Der maxin@gci-
umeinstrom in den behandelten Effektorzellen betfd@#7 nM C& und in den unbehandelten
Zellen 1897 nM Ca Die behandelten naiven Zellen erreichen einenimmlen Calciumeinstrom
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von 1313 nM C& und die Unbehandelten von 1321 nM*Cé#ém Plateau erreichen die mit Neura-
minidase behandelten Effektorzellen einen Wert 1444 nM C&" und die unbehandelten Zellen
einen Wert von 1419 nM &a Auch bei den naiven Zellen ist die Calciumionargentration im
Plateau mit Werten von 799 nM und 741 nMQast gleich.
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Abbildung 45: Calciumsignale in priméaren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit Sialidase
(Neuraminidase) ausClostridium perfringens. Die primaren T Zellen wurden tber Nacht mit 0,06nU
Sialidase (Neuraminidase) behandelt und in Fura Z¥sdierenden Calciumionenkonzentrationsmessungen
mit dem C&'- Readdition Protokoll untersucht. Die Zellen befan sich zu Beginn der Messung fiir 100 s in
einer 0,5 mM C&-Lésung. AnschlieBend wurden die Zellen mit einef*@eien Lésung perfundiert und
weitere 300 s gemessen. Die Speicher wurden dungali® von 1 uM Thapsigargin in Cdreier Lésung
entleert (1000 s) und dann wurde der Calciumeinstiiber Kanéle in der Plasmamembran nach Perfusion
mit 0,5 mM C&"-haltiger Losung bestimmt (600 s). Dargestelltdigt Veranderung der Calciumionenkon-
zentration im Cytoplasma der Zellen Uber den Zeivé des Experiments. Die Balkendirgramme zeigien d
statistische Auswertung der Versuche. Dargesteitt die Calciumeinflussrate, der maximale Calciumei
strom und das Calciumplateau gegen Ende der Messmsgesamt wurden die Zellen von dreizehn Spen-
dern fur die Effektorzellen und von zehn Spendérrdfe naiven Zellen untersucht.

Insgesamt wurden die Effektorzellen von dreizehrsai@edenen Spendern und die naiven Zellen
von zehn verschiedenen Spendern analysiert. Wenm digaMessungen der einzelnen Spender
separat betrachtet (siehe Tabelle 1, Seitel17gliesCalciumeinstromrate in den behandelten Ef-
fektorzellen nur zweimal gréf3er, als in den unbele#ten Zellen. Bei den naiven Zellen sind die
behandelten Zellen sechsmal grof3er als die KoatrBkki dem maximalen Calciumsignal liegt das
Verhdltnis bei den Effektorzellen bei sieben zuhsegnd bei den naiven Zellen bei vier zu zehn.
Auch im Calciumplateau sind die Ergebnisse selrgrbgen und die Verhaltnisse liegen bei sechs
zu sieben fur die Effektorzellen und bei funf zafftiei den naiven Zellen

Das Enzym ST2, 3-Sialidase abalmonella typhimuriurentfernt spezifisch Sialinséuren @2y 3-
Bindungen. Auch die Inkubation der CDEffektor T Zellen und der CD4naiven T Zellen mit
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diesem Enzym verandert die Calciumsignale diesdleiZeyegeniiber den unbehandelten Zellen
nicht (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: Calciumsignale in primaren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit ST2, 3 Siase
aus Salmonella typhimurium. Die primdren T Zellen wurden tber Nacht mit 25nUST2, 3 Sialidase
behandelt und in Fura 2AM basierenden Calciumionan&ntrationsmessungen mit denf'C&eaddition
Protokoll untersucht. Die Zellen befanden sich zgiBn der Messung fiir 100 s in einer 0,5 mM'Ca
Lésung. AnschlieBend wurden die Zellen mit einef*@=ien Losung perfundiert und weitere 300 s gemes-
sen. Die Speicher wurden durch Zugabe von 1 uM Jigapgin in C&'-freier Lésung entleert (1000 s) und
dann wurde der Calciumeinstrom iiber Kanale in dasrRamembran nach Perfusion mit 0,5 mM*Ca
haltiger Lésung bestimmt (600 s). Dargestellt ist\deranderung der Calciumionenkonzentration imoSgt
der Zellen Uber den Zeitverlauf des Experimentg Balkendiagramme zeigen die statistische Auswgrtun
der Versuche. Dargestellt sind die Calciumeinflatsrder maximale Calciumeinstrom und das Calciampl
teau gegen Ende der Messung. Insgesamt wurderetlenZon funf Spendern fir die Effektorzellen utid
naiven Zellen untersucht.

Weder die Calciumeinstromrate, noch der maximali&Ei@aeinstrom oder das Calciumplateau
sind im Mittel signifikant verschieden, wenn mase diit ST2, 3-Sialidase behandelten Zellen mit
den Kontrollzellen vergleicht. Die Calciumeinstrat® in den behandelten Effektorzellen betragt
7,46 nM C&'/s und in den Unbehandelten 8,56 nM'a In den naiven Zellen sind die Werte mit
7,94 nM C&'/s und 5,44 nM C&/s auch nicht signifikant verschieden. Der maxin@éciumein-
strom in den behandelten Effektorzellen liegt N3 %M C&" etwa gleich wie die unbehandelten
Zellen mit 952 nM C&. Die behandelten naiven Zellen erreichen einenimmaen Calciumein-
strom von 713 nM C4 und die Unbehandelten von 673 nM*Cdm Plateau erreichen die mit
ST2, 3-Sialidase behandelten Effektorzellen einemt\Wbn 750 nM C& und die unbehandelten
Zellen einen Wert von 723 nM €aAuch bei den naiven Zellen ist die Calciumionementration

im Plateau mit Werten von 517 nM und 457 nMGast gleich.
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Insgesamt wurden die naiven und Effektorzellen ¥iomf verschiedenen Spendern gemessen.
Wenn man die Messungen der einzelnen Spender sd&yetirachtet (siehe Tabelle 2, Seite 119), ist
die Calciumeinstromrate in den behandelten Effeleiten einmal grof3er als in den unbehandelten
Zellen, bei den naiven Zellen sind die behandetigten viermal gréRer als die Kontrolle. Bei dem
maximalen Calciumsignal liegt das Verhaltnis ben @gfektorzellen bei eins zu vier und bei den
naiven Zellen bei drei zu zwei. Im Calciumplateimgén die Verhaltnisse bei drei zu zwei fur die
Effektorzellen und bei vier zu eins bei den naidetien.

Das Proteohormon Klotho wurde durch die Entdeckseiger lebensverlangernden Funktion bei
Méausen (Kurosu et al, 2005) bekannt und schnepietisch Sialinsauren a2, 6- Bindungen.
Zudem ist bekannt, dass es die Verweildauer vonVIRRKanélen in der Plasmamembran erhoht,
und dadurch in die G& Signalaktivitat von Zellen eingreifen kann (Chiak 2008). In der vorlie-
genden Arbeit veranderte die Inkubation der CB#fektor T Zellen und der CD4aiven T Zellen
mit diesem Enzym die Calciumsignale nicht (siehbifdung 47).
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Abbildung 47: Calciumsignale in primaren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit Klotho. Die
primaren T Zellen wurden Gber Nacht mit 100 pm Kéobehandelt und in Fura 2AM basierenden Calciumi-
onenkonzentrationsmessungen mit d@ei™- Readdition Protokoll untersucht. Die Zellen befen sich zu
Beginn der Messung fiir 100 s in einer 0,5 mM*@asung. AnschlieRend wurden die Zellen mit einef"'C
freien LOsung perfundiert und weitere 300 s gemesfee Speicher wurden durch Zugabe von 1 uM
Thapsigargin in Cé-freier Lésung entleert (1000 s) und dann wurdeGiciumeinstrom iiber Kanéle in der
Plasmamembran nach Perfusion mit 0,5 mM*®altiger Lésung bestimmt (600 s). Dargestelliist Ver-
anderung der Calciumionenkonzentration im Cytossl Zellen tUber den Zeitverlauf des Experiments. Die
Balkendiagramme zeigen die statistische Auswertierg/ersuche. Dargestellt sind die Calciumeinflatesr
der maximale Calciumeinstrom und das Calciumplatgagen Ende der Messung. Insgesamt wurden die
Zellen von elf Spendern fur die Effektorzellen whd naiven Zellen untersucht.
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Weder die Calciumeinstromrate, noch der maximal&Ei@aeinstrom oder das Calciumplateau
sind im Mittel signifikant verschieden, wenn mase diit Klotho behandelten Zellen mit den Kon-
trollzellen vergleicht. Die Calciumeinstromrate gen behandelten Effektorzellen liegt mit
23,16 nM C&'/s etwa gleich wie die unbehandelten Zellen mi625:M C&'/s. Die behandelten
naiven Zellen erreichen eine Calciumeinstromrate 18,98 nM C&/s und die Unbehandelten von
19,97 nM C&'/s. Im maximalen Calciumeinstrom erreichen die iidtho behandelten Effektor-
zellen einen Wert von 1345 nM €aind die unbehandelten Zellen einen Wert von 13270af".
Auch bei den naiven Zellen ist die maximale Caléamankonzentration mit Werten von 1194 nM
und 1306 nM CH fast gleich. Die Calciumionenkonzentration im B#at in den behandelten Ef-
fektorzellen betragt 1096 nM €aund in den unbehandelten Zellen 1068 nri*Qa den naiven
Zellen sind die Werte mit 738 nM €aund 821 nM C& auch nicht signifikant verschieden.
Insgesamt wurden die naiven und Effektorzellen gtirverschiedenen Spendern gemessen. Bei
Betrachtung der Messungen der einzelnen Spena#re(Jiabelle 3, Seite 120) fallt auf, dass die
Calciumeinstromrate in den behandelten Effektoerelweimal gré3er, als in den sechs unbehan-
delten Kontrollen ist. Bei den naiven Zellen sind dehandelten Zellen zweimal groRRer als die
acht Kontrollmessungen. Bei dem maximalen Calcigmailiegt das Verhéltnis bei den Effektor-
zellen bei funf zu sechs und bei den naiven Zdbeindrei zu acht. Im Calciumplateau liegen die
Verhdltnisse bei sechs zu funf fir die Effektorzelund bei zwei zu neun bei den naiven Zellen.
Bei allen Experimenten fallt auf, dass die Calciigmale der Effektorzellen deutlich unterschied-
lich zu denen der naiven Zellen sind. Das basafé @ Effektorzellen ist deutlich erhéht, der
Calciumausstrom aus dem ER und der maximale Cadtngtrom sind stark vergrol3ert. Allerdings
bleibt zu beachten, dass die Effektorzellen deulodRer sind, als die naiven T-Zellen. Zudem
sind die Calciumsignale in der Messreihe mit de?,SFFSiase insgesamt kleiner als die Signale in
den Messreihen mit Neuraminidase und Klotho. Diisske ein Spender-abhangiger Effekt sein.
Die analysierten Spender waren zwischen 18 undifite hlt. Die altersabhangige Betrachtung der
Calciumsignale weist keine auffallende Verteilumigiosignifikante Unterschiede auf.
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Tabelle 1:Calciumsignale in priméren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit Sialidase (Neuraminidase) ausClostridium perfringens. Die primaren T Zellen wur-
den uiber Nacht mit 0,05 U/ml Sialidase (Neuramiséjaehandelt und in Fura 2AM basierenden Calcinetigonzentrationsmessungen mit deri"Caeaddition Protokoll
untersucht. Dargestellt ist zunéchst der EffektBismandlung auf die GaEinstromrate. Ein roter Pfeil nach untern bedeeire# signifikante Reduktion, ein griiner Pfeil nach
oben eine signifikante Erhéung und ein schwarzectSkeine signifikante Veranderung des Wertes rgehandlung. Zudem sind die Werte fiir di¢'Ginstromrate, die ma-
ximale C&"Konzentration in den Zellen und das’CRlateau einschlieRlich des sem Wertes tabellagsédefiihrt.

Geburtsjahr des Spenders 1940 1945 1945 1956 1956
Zelltyp eff eff naiv eff naiv eff naiv eff

Effekt auf Ca®* Einstromrate l- l- l- l- t t —
Geburtsjahr des Spenders 1960 1962 1962 1963

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv eff

Effekt auf Ca®* Einstromrate l. — t l. l, —

Geburtsjahr des Spenders 1965 1967 1970 1973 1986

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv eff naiv
Effekt auf Ca®* Einstromrate l. l. l. — t l.




Geburtsjahr des Spenders 1940 1945 1945

Zelltyp, Behandlung und

Anzahl gemessener Zellen eff +, 71 eff -, 83 eff +, 265 eff -, 192 naiv +, 252 naiv -, 351 eff +, 249 eff -, 142 naiv +, 757 naiv -, 858
ca? Einstromrate 22.19+3.29 36.66 +3.71 15.38 +1.14 32.54 + 2.59 442 +0.25 6.78 £0.23 28.06 +1.28 40.93 +£2.04 5.67+£0.15 2.42 £0.06
Ca? Peak 1625.25 + 81.86 1800.25 + 76.82 1471.53 £ 60.17 2148.37 £ 86.5 885.79 +26.73 956.65 + 20.6 2479.31 + 58.56 2148.37 + 86.49 1249.45 +50.96 1600.37 £62.9
Ca®* Plateau 1310.30+66.19 | 1400.25+61.46 |1249.45+50.97 |1600.37 +62.9 543.31 +28.16 614.64 +21.97 885.79 + 53.37 956.648 + 20.58 | 962.69 + 26.45 391.27 +17.66
Geburtsjahr des Spenders | 1956 1956 1960

Zelltyp, Behandlung und

Anzahl gemessener Zellen eff +, 51 eff -, 74 naiv +, 167 naiv -, 417 eff +, 74 eff -, 108 eff +, 45 eff -, 38 naiv +, 639 naiv -, 553
Ca® Einstromrate 16.02 +1.88 13.71 £1.55 16.99 +£0.75 7.57+0.16 31.42+2.69 34.85+2.91 14.33 £1.89 25.03+ 3.74 13.11+0.43 12.49+£0.35
Ca? Peak 1230.41 £72.19 999.46 +61.4 1274.63 £ 42.67 1026.69 + 26.18 2119.85 + 66.05 2164.61 +70.27 1813.51 +£100.28 | 1493.07 +90.19 1530.49 £ 33.91 1542.37 + 25.27

Ca? Plateau

1038.70 + 65.65

720.99 +55.56

646.22 + 35.65

A477.77 £18.43

1772.05 + 55.04

1784.22 +51.32

1527.51 + 83.80

1222.47 + 82.51

1091.53 +29.76

922.16 +23.04

Geburtsjahr des Spenders 1962 1962 1963

Zelltyp, Behandlung und

Anzahl gemessener Zellen | eff +, 295 eff -, 307 naiv +, 147 naiv -, 234 eff +, 79 eff -, 29 naiv +, 147 naiv -, 254 eff +, 93 eff -, 51
Ca? Einstromrate 54.06 + 3.57 35.78 +2.63 12.18 +0.32 15.61 +0.44 14.45 + 2.63 29.05+4.94 11.38 +0.62 8.42+0.28 23.65 + 2.00 26.44 + 3.38

Ca®* Peak

2175.29 + 44.47

1454.64 + 53.55

980.26 + 15.97

1416.66 + 25.61

1486.44 + 45.35

1720.68 + 149.67

1102.17 +28.93

1549.86 +33.2

2660.12 £111.48

2098.41 + 121.37

Ca®' Plateau

1529.34 +33.12

1090.50 + 37.59

591.94 +13.04

604.67 +18.77

1275.89 + 33.85

1382.48 +126.94

524.76 +25.27

26.42

2009.96 + 82.38

1756.72 £100.17

Geburtsjahr des Spenders | 1965 1967 1970

Zelltyp, Behandlung und

Anzahl gemessener Zellen eff +, 30 eff -, 96 naiv +, 254 naiv -, 157 eff +, 102 eff -, 100 naiv +, 156 naiv -, 244
Ca®" Einstromrate 15.36 + 3.05 36.49 £ 2.67 9.99+0.34 11.23 +0.28 5.69 +0.58 14.17 +1.05 20.1+0.9 19.99+0.9

Ca? Peak

1539.43 + 145.12

2525.53 +65.73

1676.04 + 344.15

853.43 +14.84

1417.47 + 65.45

2349.48 + 85.55

1371.55 + 37.04

1458.82 + 40.54

Ca? Plateau

1252.61 +102.92

1830.01 + 42.06

1153.3 £26.74

627.53 +14.99

1116.32 +61.09

1828.86 + 65.11

996.15 + 36.96

1010.06 +37.3

Geburtsjahr des Spenders 1973 1986

Zelltyp, Behandlung und

Anzahl gemessener Zellen | eff +, 168 eff -, 60 naiv +, 586 naiv -, 484 eff +, 135 eff -, 331 naiv +, 369 naiv -, 440
Ca” Einstromrate 16.61 +1.13 12.33 £1.67 19.26 +0.64 9.97+0.35 33.18+2.21 42.30+2.15 22.67 +0.79 11.85+0.38
Ca®* Peak 1583.62 +48.55 |1420.22 +86.53 |1635.49+25.02 |1466.80+34.09 |2417.61+60.2 2342.01 +56.38 | 1427.83 +31.27 | 1344.10+36.13

Ca®* Plateau

1312.98 +42.97

1125.4 £76.29

1129.29 + 22.66

833.62 + 26.87

1939.52 +49.75

1756.02 + 52.65

778.3 + 26.18

755.61 £29.71
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Tabelle 2: Calciumsignale in priméren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit mit ST2, 3 Siase auS$almonella typhimurium.. Die primaren T Zellen wurden tber
Nacht mit 250 U/ml ST2, 3 Sialidase behandelt umBira 2AM basierenden Calciumionenkonzentratiossamegen mit dem G Readdition Protokoll untersucht. Dargestellt
ist zunachst der Effekt der Behandlung auf di& Enstromrate. Ein roter Pfeil nach untern bedeeire® signifikante Reduktion, ein griiner Pfeil natien eine signifikante
Erhoéung und ein schwarzer Strich keine signifikarfgginderung des Wertes nach Behandlung. Zudendgnd/erte fiir die CA Einstromrate, die maximale E&onzentrati-

on in den Zellen und das €&lateau einschlieRlich des sem Wertes tabellagséefiihrt.

Geburtsjahr des Spenders 1959 1963 1963

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv

Effekt auf Ca®* Einstromrate l- t t t t

Geburtsjahr des Spenders 1976 1986

Zelltyp eff naiv eff naiv

Effekt auf Ca®* Einstromrate l. t — l.

Geburtsjahr des Spenders 1959 1963

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen eff +, 282 eff -, 214 naiv +, 388 naiv -, 405 naiv +, 307 naiv -, 253 eff +, 534 eff -, 577
Ca” Einstromrate 7.07+0.44 10.92 £0.77 8.56+0.31 5.18+0.22 10.06 £ 0.54 8.06 £ 0.55 10.06 £ 0.26 3.67+0.11
ca’* Peak 1011.64 + 24.19 | 899.34 +27.29 71051 +17.21 665.49 + 16.57 924.99 + 20.86 952.15 +23.99 756.16 + 15 .48 674.38 + 13.65
ca’* Plateau 816.23 +21.73 672.82 +25.6 551.84 +18.28 470.97 £16.75 723.72 +19.94 753.4 +22.02 550.8 + 15.22 453.3 £13.48
Geburtsjahr des Spenders 1963 1976

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff +, 43 eff -, 80 naiv +, 239 naiv -, 202 eff +, 122 eff -, 150 naiv +, 316 naiv -, 386
ca’* Einstromrate 3.96 £0.81 4.019 £ 0.47 7.77£0.22 5.56 £0.19 6.5+0.43 11.56 +0.85 9.1+0.21 7.69+0.18
Ca* Peak 908.53 +62.07 |966.14+57.75 |691.82+18.15 |533.58 +17.17 |946.79 +29.77 1060.49 +35.88 |685.0 +16.57 753.46 +14.1
Ca* Plateau 733.16 +50.43 | 684.41+45.87 |466.09+18.73 |328.60 +18.35 |754.74+28.06 |860.96+34.33 |507.67+16.85 |584.57 +16.95
Geburtsjahr des Spenders 1986

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen eff +, 125 eff -, 161 naiv +, 380 naiv -, 376

Ca” Einstromrate 9.72+0.85 8.27 +0.66 4.22+0.21 5.14+0.24

ca’* Peak 880.96 + 34.31 883.2 + 34.02 721.77 +18.09 738.38 +21.18

ca’* Plateau 724.62 +35.13 644.31 +30.02 511.33 +16.56 450.43 £18
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Tabelle 3:Calciumsignale in primaren, humanen CD4 T Zellen nach Inkubation mit Klotho. Die primaren T Zellen wurden tiber Nacht mit 100 ilotho behandelt und
in Fura 2AM basierenden Calciumionenkonzentraticssungen mit de@&*- Readdition Protokoll untersucht. Dargestellzishachst der Effekt der Behandlung auf dié"Ca
Einstromrate. Ein roter Pfeil nach untern bedeeite¢ signifikante Reduktion, ein griner Pfeil natfen eine signifikante Erhéung und ein schwarzectSkeine signifikante
Veranderung des Wertes nach Behandlung. Zudendgndlerte fir die Ca Einstromrate, die maximale €&onzentration in den Zellen und das?CRlateau einschlieRlich

des sem Wertes tabellarisch aufgefthrt.

Geburtsjahr des Spenders 1969 1957 1962 1978

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv eff naiv
Effekt auf Ca** Einstromrate — l, t l. t — l. t
Geburtsjahr des Spenders 1981 1970 1963 1955

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv eff naiv
Effekt auf Ca®* Einstromrate — l, — l, l, l. — l,
Geburtsjahr des Spenders 1968 1957 1945

Zelltyp eff naiv eff naiv eff naiv

Effekt auf Ca®* Einstromrate — l, — l. — t

Geburtsjahr des Spenders 1969 1957

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 184 eff-, 156 naiv+, 225 naiv-, 567 eff+, 109 eff-, 168 naiv+, 161 naiv-, 345

Ca” Einstromrate 27.51+1.94 35.72+2.73 13.66 £ 0.7 29.16 +0.73 26.16 +1.99 5.92+0.76 7.64+0.48 18.91+0.74

ca’* Peak

1288.01 + 36.42

1418.76 + 45.65

1131.67 + 28.32

1333.01 +16.93

1604.33 + 52.35

1259.28 + 34.86

997.39 +34.89

1152.84 +22.88

ca’* Plateau

1050.22 + 35.46

1114.99 +41.25

681.52 +28.43

848.51 +15.34

1348.93 +46.19

1079.82 + 34.87

503.17 + 28.36

656.05 +20.43

Geburtsjahr des Spenders 1962 1978

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 332 eff-, 269 naiv+, 216 naiv-, 346 eff+, 442 eff-, 187 naiv+, 1120 naiv-, 511

Ca” Einstromrate 23.25+0.97 14.64 £1.24 13.67 +£0.64 14.31+£0.32 32.8+1.54 48.06 + 2.02 21.22 +0.36 18.72+0.4
Ca* Peak 1309.21+21.45 |1322.68+30.23 |988.78+27.61 1169.53 +21.19 | 1499.05+22.38 |1521.39 +25.38 |1334.35 +11.46 |1388.22+17.41
ca’* Plateau 1069.68 + 19.37 1049.15 * 25.89 528.13 +25.25 630.43 +17.9 1185.95+18.11 1213.66 * 20.95 869.31 + 9.78 835.8 + 14.06
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Geburtsjahr des Spenders 1981 1970

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 191 eff-, 123 naiv+, 939 naiv-, 999 eff+, 284 eff-, 323 naiv+, 520 naiv-, 1140
Ca” Einstromrate 19.93+1.2 22.71+1.46 26.38+0.42 23.19+0.42 22.53+1.08 18.44 £0.89 14.08 +0.36 21.93+0.29
ca’ Peak 1008.91 + 28.47 981.81 +30.69 1329.74 £ 11.64 1141.04 +£11.28 1532.05 £ 29.81 1353.24 £ 25.21 1170.421 +21.88 | 1529.52 + 13.08
ca’* Plateau 756.1 + 26.96 730.32 +28.99 838.68 +10.63 757.43 +11.52 1272.37 £ 25.03 1177.4 £22.89 826.98 + 20.85 1040.84 +10.9
Geburtsjahr des Spenders 1963 1955

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 252 eff-, 178 naiv+, 482 naiv-, 842 eff+, 213 eff-, 207 naiv+, 973 naiv-, 936

ca’* Einstromrate 2478 +2.14 34.4£2.05 10.57 0.3 14.32 +0.29 21.16+1.71 18.95+1.12 17.18 +0.39 24.69 + 0.45
Ca* Peak 1644.89 + 39 1487.06 +36.15 |1123.89+24.22 |151852+154 1156.18 +31.37 | 1240.34+32.36 [1198.12 + 13.91 | 1170.92 +13.58
Ca” Plateau 1368.62 +25.4 1252.06 +31.95 |716.99 +22.18 1004.12 +14.61 | 998.23 +28.19 1020.40 +£29.87 | 731.99 + 11.77 740.69 +12.69
Geburtsjahr des Spenders 1968 1957

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 224 eff-, 315 naiv+, 999 naiv-, 1237 eff+, 180 eff-, 154 naiv+, 999 naiv-, 1162
Ca” Einstromrate 3.62+0.52 17.59 £ 0.87 9.84+0.18 13.04 £0.38 26.45+1.08 37.16 £ 1.97 21.28 +0.37 25.08 £0.4
ca’ Peak 1218.01 + 31.87 1284.76 + 26.04 1033.47 £12.11 990.29 +11.06 1098.81 + 29.47 1352.92 + 35.80 1391.97 +£12.28 1450.84 +13.3
ca’* Plateau 905.70 +9.26 998.68 + 24.42 588.61 +12.17 604.63 +10.3 913.47 + 28.68 1021.67 + 30.16 938.11 +10.04 943.67 +9.42
Geburtsjahr des Spenders 1945

Zelltyp, Behandlung und Anzahl gemessener Zellen | eff+, 181 eff-, 119 naiv+, 893 naiv-, 999

ca’* Einstromrate 27.76 £1.4 22.9+£1.56 20.37 £0.42 16.37 £ 0.42

Ca®* Peak

1439.39 + 36.07

1384.07 £42.9

1443.11 +16.27

1526.08 + 15.05

ca’* Plateau

1191.36 +31.68

1093.40 + 39.57

897.79 +13.55

974.97 £12.8
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6.17 Ein Modell um die CRAC Kanal Aktivierung durch STIM 1DQ beschreiben zu
konnen

Um die Aktivierung von Orail durch STIM1DQ und ddadurch entstehenden Phanotyp zusam-
menfassend erklaren zu kdnnen, wurde in Zusammeramit der Arbeitsgruppe von Heiko Rie-
ger (Theoretische Physik, Universitat des Saaren8aarbricken) ein mathematisches Modell
entwickelt. Die dazugehotrigen Computersimulatiobasieren auf einem zweidimensionalen Gil-
lespie Monte Carlo Algorithmus. Es wird angenomndass alle Monomere/Oligomere innerhalb
einer zweidimensionalen Ebene frei diffundierenriém Weil die CRAC Kanal Aktivierung ein
lokaler Prozess ist, beschreibt das Modell die P ER-Membran als einen Bereich von 15x15
Zellen (je (0,2 unf) wie Abbildung 48A zeigt. STIM1 Dimere im ER kérm@®rail Tetramere in
der PM binden und einen der vier folgenden Zustaideehmen: OS$ 0S, OS oder OS, beste-
hend aus einem Orail Tetramer und einem bis vitlM$ Dimeren. Die STIM1-Orail Bindung ist
ein negativ kooperativer Prozess, d.h. je mehr STMblekile bereits gebunden sind, umso
schwerer ist die Anlagerung weiterer STIM1 Molekateden Komplex. Dieser Prozess wird durch
den Faktor der negativen Kooperativitébeschrieben. Allerdings nimmt die Stabilitat desnic
plexes auch mit der zunehmenden Anzahl gebundéri&tiSMolekule zu, was durch den Faktor
der Kooperativitaty beschrieben wird. Die Wahrscheinlichkeit der veisgenen Besetzungszu-
stande ist somit nicht gleich und diese tragen @dammunterschiedlich zur endgultigen Stromdichte
bei: lcrac = 0.0010S; + 0.025 O+ 0.275 O$+ 1.0 OS. Angenommen wird auch eine anstei-
gende Offenwahrscheinlichkeit des Kanals mit dexafh gebundner STIM1 Molekile. Zusatzlich
zu dem STIM1WT Protein wurden vier verschieden Mtdéa modelliert: Mutante A zeigt eine

starkere Oligomerisierung der STIM1 Monomei® [k, \WT) =k, (A)), Mutante B eine stérkere
STIM1 zu Orail Bindung@OLk (WT) =k, (B),i D{12,3,4}), Mutante C eine Erniedrigung der
negativen Kooperativitat bei der Bindung der STIkt1 Orail (a(C\) =1.5%# a(WT) =5) und
Mutante D eine erhohte STIM1 Dimer-DiffusiqfO[D ,qp (WT) = D,sre (D)) -

Tabelle 4: Modellkonfigurationen und -parameter

) ky Species D [um?/s] Reactions Rate
-1 o L STIM1 0.1 [3] ks K on
. os. | [STIML-dimer 0.05 [3] ks ko, - 1/a
P | ' Orai 0.07 [4] k- Ko 1/a?
) CRAC-PM 0.0 kg kon-1/a®
* — 0s, 7
I n = Reactions Rate ks Korr
¢ K on 1.5 - 108[1/Ms] ke Kogr* 1/P
P = il 0s, korr 0.8 [1/s] kg Kopr=1/B?
i '::‘ k1 10%[1/Ms] k1o Korr-1/P3
— os, k, 0.05 [1/s] a 5
i ko HINANN #STIM1 monomers: 6000
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Abbildung 48: Modell zur Erklarung des STIM1DQ Phéanotyps. A Modell Geometrie. Die GréRe der
ER-PM Junctions betragt (0,2 (B. Verteilung der verschiedenen BesetzungszustaadeOdail Kanals.
Die endgliltige Stromdichte wird v.a. durch die Klan& dem Zustand QSlominiert werdenC Normali-
sierte Stromdichte aufgetragen gegen das STIM11O#ihaltnis fir gemessene STIMIWT (schwarze Krei-
se) und STIM1DQ Werte (rote Kreise) und modelliSEMIWT Werte (graue Dreiecke. Normalisierte
Stromdichte aufgetragen gegen das STIM1:Orail Veisémodellierte STIMIWT Werte (graue Kreise) und
die verschiedenen Mutanten (farbig).

Das Modell beschreibt eine maximale Stromdichte k@iac bei einem STIM1:Orail Verhéltnis
von 7,5, mit steil abfallenden Werten fir héheresrodiedrigere Orail Konzentrationen (siehe
Abbildung 48C, graue Dreiecke). In diesem Beresgtidie Anzahl der Orail Kanéale im ©$ind
OS:- Zustand hoch und die im @3und OS%- Zustand relativ gering (siehe Abbildung 48B). Eur
die Kombination der Orail Kanéle in den verschieteBesetzungszustanden wird letztendlich die
Stromdichte vondrac bestimmt. Die Offenwahrscheinlichkeit eines Kanal®S§ ist viel geringer,
als die eines Kanals in @QSJle mehr Kanale sich im @3ustand befinden, umso héher ist die
Stromdichte. Abbildung 48C zeigt, dass die gemassenormalisierten STIMIWT vermittelten
CRAC Stromdichten sehr gut zu den modellierten Datssen, allerdings weichen die STIM1DQ
vermittelten Werte, normalisiert auf die WT-Werstark von den theoretisch berechneten Werten
ab. Da die FRET Experimente eine schnellere Traasilon der STIM1DQ Molekule zur PM auf-
wiesen, wurden verschiedene Mutanten modellietbildbng 48D zeigt die berechnete Stromdich-
te im Verhaltnis zum STIM1:Orail Ratio. Es wird Kkldass eine alleinige Verstarkung der STIM1-
Orail Interaktion (Mutante B) oder eine Aufhebumg degativen Kooperativitat (Mutante C) nicht
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den STIM1DQ Phanotyp beschreiben kann. Allerdingsnkeine theoretisch angenommene Erho-
hung der Oligomerisierungsrate der STIM1 MolekiMuiante A) oder eine erhdhte Dimer-
Diffusionsrate (Mutante D) den STIM1DQ Phanotyp tieten. Dieses Modell zeigt, dass der

STIM1DQ Phéanotyp durch eine Kombination von erhbfii@nslokationsrate zusammen mit ei-
nem veranderten STIM1:Orail Verhaltnis entstehemka
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7 Diskussion

7.1 Bedeutung der Glykosylierung von Oberflachenproteien fir die
Calciumsignale in T-Zellen

Der Glykosylierung wird eine sehr wichtige Funktibei der Reifung, dem Turnover, der Faltung
und dem Trafficking von Proteinen, sowie der Zdi@sion, der Rezeptorbindung und der Aktivie-
rung von Zellen zugesprochen. Die Glykosylierumgeiner Proteine entsteht durch die kombina-
torische Aktivitat von Glykosyltransferasen und Kigidasen, von denen im Saugergenom mehr
als 200 kodiert sind. Eine besondere Bedeutundespiie Zuckerketten bei der Entwicklung und
der Funktion des Immunsystems (Marth & Grewal, 2008 natirlichen Alterungsprozess oder
bei bestimmten Erkrankungen, wie z.B. Krebs, kanrRgickgang der Immunfunktion des adapti-
ven und des angeborenen Immunsystems beobachtgmwdiesem Phanomem liegt eine Reduk-
tion der T-Zellfunktion zugrunde, die teilweise médranderten Glykosylierungsmustern von Ober-
flachenproteinen korreliert werden kann (BergealeR006). Die reduzierte T-Zellaktivitat konnte
mit veranderten Calciumsignalen innerhalb der Zelisammenhangen, wobei der vorherrschende
Mechanismus zur Erh6hung der intrazellularen Cal@menkonzentration in T-Zellen der spei-
chergesteuerte Calciumeinstrom (SOCE; CRAC) d#rs@RAC wird durch das Zusammenspiel
der beiden Proteine STIM1 und Orail vermittelt, chels beide N-glykosylierte Proteine darstel-
len. Wahrend STIM1 ein Gberwiegend im ER lokaligisrProtein ist, befindet sich das Orail Pro-
tein in der Plasmamembran. Die Orail GlykosylieramgPosition N223 wird nach aul3en expo-
niert, so dass Glykanmodifikationen prinzipiell tlextrazellulare Enzyme mdoglich sind. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher zunachst untersughrden, ob die Verédnderung der Glykosylie-
rungsmuster von T-Zellproteinen einen EinflussdiafCalciumsignale innerhalb der Zellen hat.
Werden Jurkat T-Zellen mit Tunicamycin behandek]ahes den Transfer von N- Acetylglucosa-
min-1-Phosphat von UDP- N-Acetylglucosamin auf Dbtil-Phosphat und damit den ersten
Schritt der N- Glykosylierung hemmt, werden Progegowohl mit basalen (Endo H sensitiv) als
auch mit komplexen (Endo H resistent) N-Glykosyliegsmustern beeinfluf3t. Die so behandelten
Zellen zeigten vergréRerte Calciumsignale in FubdM2basierenden Calciumionenkonzentratsi-
onsbestimmungen und vergréRerte Calciumstrome ik@§pezifischen Patch-clamp Messungen.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Glikosng von Proteinen, die an der Aktivierung
und dem Erhalt des CRAC Stroms beteiligt sind, einEhtige Funktion spielt. Da Tunicamycin
aber neben der Inhibtion der N-Glykosylierung eiZatizyklusarrest in der G1 Phase initiieren
kann (Hsu et al, 2009) und der Zellzyklus einenflegs auf die Grole des CRAC Stroms hat
(Smyth et al, 2009, Tani et al, 2007), wurden dilenr parallel mit Mimosin behandelt und ebenso
untersucht. Mimosin arretiert Zellen ebenfalls gr &1 Phase des Zellzyklus (Chen et al, 2007).
Die mit Mimosin behandelten Zellen zeigen eine R¢idn von SOCE undckac. Dies deutet dar-
auf hin, dass der Zellzyklusarrest in G1 nichtldisache fur den Tunicamycineffekt sein kann. Die
Westernblot Analysen zeigen, dass Orail PNGasétisefsdoH resistent und damit komplex
glykosyliert ist. STIM1 ist EndoH sensitiv und végibt in einem Mannose-reichen Zustand. Dies
liegt daran, dass das STIM1 Protein direkt in d&stfanslatiert wird und dort verbleibt. Das Orail
Protein hingegen wird durch den Golgi-Apparat him Plasmamembran transportiert, im Golgi-
Apparat werden Glykanketten von weiteren Glycoayiéferasen und modifizierenden Enzymen
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bearbeitet. Um herauszufinden, ob der Tunicamyfaketiurch STIM1 oder Orail vermittelt wird,
wurden die Zellen mit Swainsonin behandelt. Dieskstanz hemmt ein Enzym innerhalb des
Golgi-Apparates und somit den Verlauf der komplesykosylierung und durfte demnach ledig-
lich Orail beeinflussen. Nach Behandlung der ZefléhSwainsonin ist die Calciumeinstromrate
deutlich erhoht, die Stromdichte nur tendenzidliodt und der maximale Calciumeinstrom weist
keinen Unterschied auf. Diese Ergebnisse weisenem#n moglichen starkeren Einfluss von
STIM1 als von Orail fur die Modifikation vorzdac durch Tunicamycin hin, allerdings sind sie
nicht eindeutig, da die Substanzen mit denen dikeZédehandelt werden, nicht nur STIM1 und
Orail, sondern auch viele andere Proteine modiéinie

Berger et al zeigten, dass die Behandlung von TeZehit O-sialoglycoprotein endopeptidase
(OSGE) das intrazellulare Calciumsignal nach Remspimulation erhdht und Behandlung mit
ST2, 3-Siase die Cytokinproduktion steigern kaniesB Versuche weisen somit auf eine verstarkte
Aktivierung der T-Zellen nach Entfernung von eimai Sialinsdureresten hin. Nachdem die Inhi-
bierung der gesamten N-Glykosylierung mit Tunicaimygrac Und SOCE vergroR3erte, sollte auch
der Effekt von einzelnen Zuckermodifikationen imnmiiren humanen T-Zellen untersucht werden.
Zur Modifikation der Glykosylierung der Oberflacheoteine von T-Zellen wurden verschiedene
Neuraminidasen verwendet. Die NeuraminidaseCGlastridium perfringenspaltet Sialinsauren in
02,3-, 02,6- unda2,8-Bindung. Das Enzym ST2, 3-Siase &amonella typhimuriunentfernt
spezifisch Sialinsauren a2, 3- Bindungen. Das Proteohormon Klotho schnesgerifisch Sialin-
sauren ani2, 6- Bindungen. Die Calciumsignale der so behaedeCD4 Effektor T Zellen und
der CD4 naiven T Zellen wurden in Fura 2AM basierendenciDatimagingexperimenten mit
einem C&'- Readditionprotokoll untersucht. Keines der anbegeEnzyme verdnderte das Calci-
umsignaling in den CD4T Zellen signifikant, wobei die Ergebnisse von Sger zu Spender etwas
variierten. Im Mittel jedoch waren die Calciumenoshrate und der maximale Calciumeinstrom
von behandelten und unbehandelten Zellen nichtherden.

Die verstéarkte Aktivierung der T-Zellen die von Ber et al. beschrieben wurde, ist allerdings nach
Rezeptorstimulation sichtbar. Dies deutet daranf iass die Sialinsauren eine Rolle bei der Akti-
vierung der Zelle nach Rezeptorstimulation spielarder vorliegenden Arbeit wurden die Calci-
umsignale in den T-Zellen lediglich nach Speich#eenung mit Tg ermittelt. Es bleibt zu Uberle-
gen, ob die durchgefiihrten Versuche in einem Podtakit Rezeptorstimulation wiederholt
werden sollten. Die Funktionalitdt des Orail Kanatsnicht abh&ngig von der Anwesenheit der
Sialinsauren an der Zuckerkette an Position N2R8rdings kdnnte die Orail Aktivierung nach
Rezeptorstimulation in den mit Neuraminidasen bdbten Zellen verandert sein. Lyoudino et al.
zeigten 2008, dass sich die in ruhenden Zellenvirdeilten Proteine STIM1 und Orail nach Aus-
bildung einer Immunologischen Synapse (IS) in Tldeumverteilen und an der IS konzentrieren
(Lioudyno et al, 2008). Es ist vorstellbar, dassder Verankerung der Proteine an der IS grofRe
Zuckerketten eine Rolle spielen koénnten.

7.2 Die glykosylierungsdefizienten Orail- und STIM1 Mutinten

Der speichergesteuerte Calciumeinstrom wird durehPdoteine STIM1, als ER-standiger Calci-
umsensor, und Orail, als PM standiger Calciumkamatmittelt. Beide Proteine sind N-

glykosylierte Proteine. Das Orail Protein besiizedslykosylierungsstelle an Aminosaureposition
N223 und das STIM1 Protein besitzt zwei Glykosyliggsstellen an den Positionen N131 und
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N171. Durch Einfihrung gezielter Punktmutationerrdem die Asparagine an denen die Zucker-
ketten hangen zu anderen Aminosauren mutiert umdralige der Mutationen im Uberexpressions-
system untersucht. Hierzu wurden die KonstruktélEK293 Zellen transfiziert und die Zellen
anschlieBend in Fura 2AM basierenden Calciumimagipgrimenten, in Patch-clamp Experimen-
ten oder proteinbiochemisch untersucht. Mutiert mias Asparagin an Position 223 im Orai Prote-
in zu einem Glutamin, so wird das Protein nicht mekprimiert. Die mit dem OrailN223Q Kon-
strukt transfizierten Zellen zeigen keinegrae und das Protein lasst sich biochemisch mittels
Western Blot nicht nachweisen. Wahrscheinlich kdaa Protein durch den Aminoséureaustausch
nicht mehr korrekt gefaltet werden und wird diréker das Proteasom wieder abgebaut. Der Ver-
lust der Zuckerkette an Position N223 durch denmasdiureaustausch N zu A (Asparagin zu Ala-
nin) hat keinen Einluss auf die Funktionalitdt desail Kanals, wenn man das Konstrukt in
HEK293 Zellen untersucht. Die Calciumsignale weikeime Unterschiede auf und die Calcium-
strome, sowie die Kanalleitfahigkeit verandern sacich nicht. Dies widerspricht den Ergebnissen
von Gwack et al. aus dem Jahr 2007. Die Grupperautbte den Calciumeinstrom in SCID
Fibroblasten und konnte mit der glykosylierungsdefiten OrailN223A Mutante einen erhdhten
Calciumeinstrom detektieren (Gwack et al, 2007B)erdings kann davon ausgegangen werden,
dass Fibroblasten und HEK293 Zellen unterschiedliSlets an zuckermodifizierenden Enzymen
besitzen. Es ist mdglich, dass sich mit der OraPM2Mutante in einem anderen Zellsystem ein
Phanotyp zeigen wirde. Es ist zudem vorstellbass d&ch heteromultimere Kanéle aus glykosy-
liertem und unglykosyliertem Orail Protein hinsit ihrer Eigenschaften von dem homomulti-
meren glykosylierten Orail Kanal unterscheiden. Ramstrukte sollten deshalb noch mal in ei-
nem anderen Zellsystem mit wenig endogenem Orailntekjrund und anderen
zuckermodifizierenden Enzymen untersucht werden.

Die Glykosylierungsstellen des STIM1 Molekils liege funktionellen Bereichen des Proteins.
Die erste Seite N131 liegt innerhalb der SAM DomégeHelix (a6) und die zweite Seite N171
am Anfang der kurzen SAM9 Helix (19). Stathopulos et al. untersuchten die Strukturkfe
SAM Doméne genauer und fanden heraus, dass eshemidgestimmten Aminoséuren innerhalb
dieser Domanen hydrophobe Wechselwirkungen gibds®iKrafte sind ausschlaggebend fur die
Faltung und Funktion des Calciumsensors und diehdie8ende Multimersisierung der STIM1
Molekile. Kritische Aminosaureaustausche in digdegion konnen zum Verlust der Calciumsen-
sorfunktion und zur Multimerisierung der STIM1 Mki#ge, unabhangig von der Calciumionen-
konzentration im ER, flhren. Interessanterweisedenrfir diese Arbeit die W132R Mutation
kloniert, welche keinen Einfluss auf die STIM1 Ftiok hat, und die T172R Mutante welche kon-
stitutiv aggregiert ist. Diese beiden Aminosauriegdn in direkter Nachbarschaft zu den beiden
Glykosylierungsstellen innerhalb des STIM1 Molekiilse STIMIN131QN171Q Mutante wurde
bereits von Mignen et al. im Bezug auf die unteiesstiiche Aktivierung des CRAC und des ARC
Kanals untersucht. In deren Arbeit konnte keineexsathiedliche Stromdichte in den Zellen mit der
glykosylierungsdefizienten STIM1 Mutante detektdrden. Csutora et al. hingegen fanden eine
deutliche Reduktion der Stromdichte nach Uberexsies der glykosylierungsdefizienten
STIM1QQ Mutante, was mit den in dieser Arbeit bemtienen Daten lbereinstimmt. In der vor-
liegenden Arbeit wurden an den beiden Glykoyliessgiten unterschiedliche Aminosaureaustau-
sche durchgefiihrt und die Auswirkungen auf die @aisignale untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Unterbindung der Glykosylierpeg senicht immer den gleichen Effekt hat.
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Wahrend das STIMIN131QN171Q (QQ) Protein einenlear&rten trac vermittelt, konnte mit
der STIMIN131DN171Q (DQ) eine starke gain of fumetMutante identifiziert werden, digghc
um ein Vierfaches verstarkt.
Das STIM1DQ Protein vermittelt keinen konstitutiktigen Strom, ist aber in der Lage nach Spei-
cherentleerung deutlich schneller zu clustern e $trom somit schneller zu aktivieren. Auch die
basale Calciumionenkonzentration in diesen Zel#rsignifikant erhéht und der Calciumgehalt
des ER reduziert, was zusammen mit der schnellgtevierungskinetik darauf hindeuten kdnnte,
dass die EF-Hand das Caveniger affin bindet. Eine erhéhte basale Fluersin der TIRF Ebe-
ne kann darauf hinweisen, dass STIM1DQ Molekilestéekt in der Nahe der PM oder in der PM
vorliegen, was durch eine geringere Calciumaffinitler EF-Hand zu erklaren ware. Der
STIM1DQ Phéanotyp lasst sich nicht alleine durch féielende Glykosylierung an den Positionen
N131 und N171 erklaren, da keine der anderen umdbtsn glykosylierungsdefizienten STIM1
Mutanten einen ahnlichen Phanotyp aufweist. Waleistibh fihren die speziellen Aminosaure-
Substitutionen N131D und N171Q innerhalb der EF-SBbdimane zu einer strukturellen Verande-
rung dieses Bereichs, die sich durch eine gerinGateiumionenaffinitat der EF-Hand auszeichnet.
Interessanterweise konnte der STIM1DQ Phanotypeimiér Reduktion der Orail Protein-
menge korreliert werden. Die Untersuchung der MerayeOrail Protein in der PM mit Hilfe von
Biotinylierungsexperimenten zeigte, dass pro Orkétramer an der PM insgesamt viel mehr
STIM1DQ Molekile als STIMIWT Molekile zur Aktivieng zur Verfligung stehen. Die nicht-
stationdre Noise Analyse und die Untersuchung dé&n@ahrscheinlichkeit unterstiitzen diese
Daten und weisen darauf hin, dass die STIM1DQ Metaeutlich mehr Orail Kanéle aktivieren
kann, wahrend die Einzelkanalleitfahigkeit und @tenwahrscheinlichkeit nicht verandert sind.
Insgesamt hat man weniger Orail Protein, aber mkiive Kandéle. Es ist bekannt, dass man die
Stromdichte vondsac in Jurakt T Zellen durch alleinige Uberexpression STIM1 erhéhen kann.
Wird Orail hingegen alleine tUberexprimiert, so edkelt sich der Strom nicht. Dies lasst sich
durch eine zu starke “Verdinnung” des STIM1 Praeirklaren. Damit der Orail Kanal Gberhaupt
aktiviert werden kann, missen mindestens zwei STiMlekile an den Kanal binden (Hoover &
Lewis, 2011, Li et al, 2011). Befinden sich nureiner Zelle viel mehr Orail Proteine als STIM1
Proteine so sinkt die Wahrscheinlichkeit dafiir,eairOrail Kanal mit mindestens zwei STIM1
Molekilen besetzen zu kdnnen. Die STIM1DQ Mutamguriert somit zwar die Orail Protein-
menge im Gesamten, verbessert allerdings das STIMQrail Verhaltnis, so dass mehr Kanéle
mindestens zwei STIM1 Molekile binden und somiivédtt werden kénnen. Das mathematische
Modell, welches in Zusammenarbeit mit der Theocbn Physik erstellt wurde, unterstiitzt diese
Annahmen. Hier ist gezeigt, dass sich die Stromdicles CRAC-Stroms durch die Anzahl der
Orail Kanale in den verschiedenen Besetzungszistdreschreiben lasst. Je mehr Orail Tetrame-
re mit 8 STIM1 Molekilen besetzt sind, umso grdBedie Stromdichte. Der STIM1DQ Phéanotyp
l&sst sich im Modell durch ein verbessertes STIMaiDVerhaltnis, zusammen mit einer erhéhten
Clustergeschwindigkeit bzw. Membrandiffusion besdben. Diese theoretischen Ergebnisse pas-
sen sehr gut zu den gemessenen Werten.
Exprimiert man das STIM1DQ Protein zusammen miti®s® wird der Strom auch hier amplifi-
ziert, wahrend der Orai3 vermittelte Strom nichtst@kt werden kann. Wird der N-Terminus des
Orai3 Molekuls durch den von Orail ersetzt (Orarai®-Chimere), so ist die STIM1DQ Mutante
wiederum in der Lage die Stromdichte deutlich zegs@3ern. Auch jegliche Verdnderungen des
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C-Terms von STIM1DQ, wie z.B. STIMIDQFQ oder STIMQBRKK, flihren zu einer starken
Reduktion der Orail vermittelten Stromdichte. Di&sgebnisse deuten auf eine veranderte Inter-
aktion des STIM1DQ C-Terms mit dem N-Term von Otairl

Mit der STIM1FQ Mutante sollte das gesamte STIMbdt&in im ER reteniert werden, und die
Funktion von STIM1 in der Plasmamembran untersuarden. Der STIM1DQ Effekt ist in bei-
den Fallen, nach Anhangen des KKFQ-Signals, alk aach Entfernung der N-Terminalen Lysine
AKK, verschwunden. Allerdings reduziert die Entfemguder N-terminalen Lysine auch die
STIM1IWT vermittelten Strome signifikant, wobei daKFQ-Motif diese Strdme nicht beeinflusst.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass das STIM1D@kiM in der Plasmamembran eine Rolle
bei der Aktivierung des CRAC Stroms haben kénnezeds im Jahr 2005 beschrieben Zhang et al.
die Translokation von STIM1 in die PM nach Speieimteerung (Zhang et al, 2005). Shuttleworth
schreibt PM stéandigem STIM1 die Aktivierung des ABI@annels zu (Shuttleworth, 2012). Spas-
sova et al. zeigten im Jahr 2006, dass der CRA@¥5tn Jurkat T-Zellen und HEK293 Zellen
nach Inkubation mit einem Antikdrper gegen STIMhiliert wird. Diese Ergebnisse wirden PM
standigem STIM1 eine entscheidende Rolle bei deivigkung oder Aufrechterhaltung voeghc
zusprechen. Die Bedeutung von PM lokalisiertem ST somit noch nicht aufgeklart und sollte
weiter untersucht werden.

7.3 Regulation der Orail und STIM1 Proteinmenge

Das STIM1 zu Orail Proteinverhaltnis in der Zefbeelt eine wichtige Rolle fur die Eigenschaften
des CRAC Stroms. Sowohl die Stromdichte, als airelCd* abhéngige Inaktivierung des Stroms,
werden nicht blofl3 durch die absoluten Proteinmengendern auch durch das STIM1 zu Orail
Ratio vermittelt (Scrimgeour et al, 2009). Die @ffeahrscheinlichkeit des Orail Kanals in der PM
andert sich mit der Anzahl gebundener STIM1 Molekiihd bestimmt dadurch die Stromdichte
(Hoover & Lewis, 2011, Li et al, 2011). Die Regidat des CRAC Stroms durch unterschiedliche
Expression von STIM bzw. Orai spielt auch im nati&stem eine Rolle. Luo et al. zeigten im
Jahr 2011, dass das STIM1 Protein zwar in neomatalieht aber in adulten Kardiomyozyten
nachweisbar ist und, dass SOCE in diesen Zelle@eniMenge an STIM1 Protein korreliert wer-
den kann. In vivo und in vitro Modelle fur kardiahypertrophy weisen allerdings eine Reaktivie-
rung der STIM1 Expression in diesen Zellen auf,clvel so auch zur VergrofRerung von SOCE
fuhrt. Die Inhibition der STIM1 Expression verhimtldie Agonist-induzierte Hypertrophy in die-
sem Modell (Luo et al, 2012b). Ein weiteres Beikfiie unterschiedliche STIM1 Expressionslevel
und damit unterschiedlichen STIM1 zu Orail Verhiditan in nativen Systemen stellen B-und T-
Lymphozyten dar. Reife T-Zellen exprimieren bisvzermal mehr STIM1 als reife B-Zellen und
zeigen einen deutlich vertsarkten SOCE (Yarkoni &bier, 2011). Diese Arbeiten zeigen, dass
unterschiedliche Verhaltnisse von STIM1 zu Oraithaim nativen System genutzt werden, um
den Calciumeinstrom an die Funktion anzupassenvondillem, dass sich das STIM1 zu Orail
Verhdltnis auch in Folge von Entwicklung oder Krhek verdndern oder angepasst werden kann.
Demzufolge muss es eine Art gegenseitige Regul&@rder Expression/Degradation der beiden
Proteine STIM1 und Orail geben.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeagsddie Expression der STIM1DQ Mutante mit
einer Reduktion der Orail Proteinmenge einhergeigise Beobachtung bestatigt die Hypothese
Uber eine gegenseitige Regulierung der Expres$dan.genaue Mechanismus der Regulierung
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konnte noch nicht eindeutig bestimmt werden, aiteysl deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die
Regulierung nach der Translation stattfindet, da@iiail mMRNA Mengen nach Kotransfektion mit
STIMIWT und STIM1DQ nicht verschieden sind. Zudeanik ein Einfluss von ER-Stress oder
verstarkter E3-Ligaseaktivitat weitestgehend audgessen werden. Da nach Koexpression der
STIM1DQ Konstrukte mit nicht funktionellen Orail Kstrukten (OrailR91W) das basale’Ca

den Zellen erniedrigt ist und die Orail Protein@eigtion nahezu nicht mehr nachzuweisen ist, ist
davon auszugehen, dass es sich bei dem zugruggadien Regulierungsmechanismus um einen
Cd"- abhangigen Prozess handelt. Dieser wird danreinZellen, die mit STIM1DQ transfiziert
sind, aufgrund des erhghten basale' Cavels, verstarkt induziert. Die mit CaspaseirtioibV
behandelten und STIM1DQ transfizierten Zellen weisbenalls eine verringerte Orail Degradati-
on und einen verringerterghc auf. Diese Ergebnisse sprechen fiir die Beteiligumg Caspase
induzierten Prozessen bei der Regulation. In zuldarf Experimenten kénnte zunachst untersucht
werden, ob STIM1 und Orail Caspaseschnittstellesitzzn, welche unter Umstanden mutiert
werden kénnten. Zudem koénnte man Caspaseaktivataven z.B. Pac-1, einsetzen um den
STIM1DQ Phanotyp mit STIMIWT zu imitieren. AuRerdédnnte man eine Caspase in Zellen
Uberexprimieren und untersuchen, ob das STIM1WTeRralann auch STIM1DQ &hnliche Stro-
me vermittelt. Denkbar wére allerdings auch eir@le Aktivitdt von Caspasen lediglich an Orten
des Calciumioneneinstroms, d.h. direkt am aktiveaiDKanal. Um dies zu untersuchen musste
man sich mittels TIRF Mikroskopie die ER-PM-JunoBcanschauen, wo STIM1 und Orail nach
Aktivierung zusammenlagern. Es ware denkbar, dag®llen, die die STIM1DQ Mutante expri-
mieren, eine verstarkte Caspaseaktivitat an jemeen@estzustellen ist.

Das Vorhandensein einer gegenseitigen Regulationdée Expression bzw. Degradation von
STIM1 und Orail Protein ist nicht von der Hand zeisen und spielt auch in nativen Systemen in
der Entwicklung oder bei Krankheit eine wichtigellRoDie genauen Mechanismen die dieser
Regulierung zugrunde liegen missen allerdings geciauer untersucht werden.
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