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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es die Regulation von Kalziumsignalen genauer zu untersuchen
und neue Gene zu identifizieren und charakterisieren die hierauf Einfluss haben. Ca?*
Signale regulieren genau kontrolliert verschiedene zelluldre Prozesse, wie u.a. Proliferation,
Effektorfunktionen, Neurotransmitterabgabe oder Muskelkontraktionen. Dabei kann Ca?*
u.a. durch verschiedene Liganden-, speicher- oder spannungsgesteuerte Kanale in die Zelle

gelangen.

In dieser Arbeit wurde ein neuer Regulator des speichergesteuerten Kalziumeinstroms
(SOCE) identifiziert und charakterisiert. Bei STIM2.1, einer Spleifivariante des Kanal-
Aktivators STIM2.2 (vorher STIM2), handelt es sich um eine um acht Aminosauren langere
Variante, die durch Retention und Translation eines zusétzlichen Exons entsteht. Bei
dem hierdurch verdnderten Bereich handelt es sich um die Kanal-aktivierende Doméne,
der Interaktionsdoméne zwischen dem Aktivatorprotein und der Kanaluntereinheit Orai.
Diagnostische PCRs und quantitative RT-PCRs zeigten, dass es sich bei STIM2.1 um
eine ubiquitédr exprimierte Variante handelt, wobei die héchste Expression im Vergleich
zur konventionellen Variante STIM2.2 in unstimulierten T Zellen nachgewiesen wurde.
Eine spleiBspezifische siRNA Herunterregulation in CD4" T Zellen enthiillte in Ca?*-
Imaging Experimenten den inhibitorischen Effekt der neuen Spleifivariante auf SOCE.
Eine heterologe Uberexpression der Spleifivarianten zeigte, dass STIM2.1 im Gegensatz
zu STIM2.2 nicht in der Lage ist die Kanalkomponenten Orail oder Orai2 zu aktivieren.
Mit Hilfe von heterologen Kotiiberexpressionen in HEK-Orail stabilen Zelllinien wurde der
dominant-negative Effekt von STIM2.1 sowohl auf STIM2.2 als auch auf STIM1 mediierten
SOCE, sowie auf den endogenen SOCE in Jurkat T Zellen bestétigt. Anhand von FRET
Analysen gelang es die fehlende Aktivierungsfahigkeit von STIM2.1 auf eine stark reduzierte

Interaktion zwischen STIM2.1 und Orail zuriickzufiithren.

Des Weiteren wurde mit beiden Spleifivarianten eine SILAC basierte Proteomanalyse
zur Identifikation neuer STIM2 Interaktionspartner durchgefithrt, um Regulatoren der
STIM2 Funktion oder des speichergesteuerten Kalziumeinstroms zu finden. Dafiir wurden
Fusionskonstrukte aus STIM2.1 bzw. STIM2.2 mit APEX2 kloniert. Bei APEX2 handelt es
sich um ein Enzym, das in Anwesenheit von HoOo die Umwandlung von Biotin-Phenol in
sein Radikal katalysiert, welches mit sich in der unmittelbaren Néhe befindenden Proteinen

reagiert und so zur Biotinylierung dieser Proteine fithrt. Mittels Ca?*-Imaging, Westernblot



Analyse und Immunzytochemie wurde sowohl die Funktionalitdt der STIM2-Konstrukte, als
auch die lokal begrenzte Funktionalitit von APEX2 bestétigt. Fine massenspektrometrische
Analyse der biotinylierten Proteine ergab eine Reihe moglicher Hits, darunter je einen
spleiflspezifischen Hit. Die erfolgreich durchgefiihrte Proteomanalyse stellt einen guten
Ausgangspunkt fiir eine zukiinftige Validierung einiger der gefundenen Proteine als STIM2
Interaktionspartner dar.

Der dritte Teil der Arbeit befasst sich mit neuronalem SOCE und dem spannungge-
steuerten Kalziumeinstrom (VOCE) und dem Einfluss von APP und Présenilin 1 auf diese
beiden. Bei APP und Présenilin 1 handelt es sich um Proteine, die vor allem im Bezug auf
ihre Rolle in der Alzheimer Krankheit untersucht sind. Hier konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression und ein Ausschalten von APP, ebenso wie ein Ausschalten von PS1 zu einem
verringerten SOCE fithrt. Zudem erhdht der knock out von APP den spannungsgesteuerten
Kalziumeinstrom, wihrend die Uberexpression von APP695 swedish diesen erniedrigte.
gRT-PCR Daten sprechen dafiir, dass Cay2.2 der hierfiir verantwortliche Kanal ist. In
PS1 knock out Zellen, die auch einen drastisch vergroflerten depolarisationsinduzierten
Ca’T-Einstrom aufwiesen, konnten erhéhte relative mRNA Mengen von Cay2.2 und Cay3.1
gezeigt werden.

Zusammengefasst gelang es in dieser Arbeit neue Regulationsmechanismen der Ca?*-
Homoostase und hieran beteiligte Proteine zu identifizieren und charakterisieren. Zusétzlich
wurde ein guter Ausgangspunkt fiir die Identifikation neuer STIM2 Interaktionspartner

und somit moglichen weiteren Regulatoren der Ca?T-Homdostase geschaffen.



Summary

Changes in intracellular calcium play a essential role in many signaling pathways. As a
second messenger it controls proliferation, differentiation, muscle contraction, neurotrans-
mitter release but also cell death. The spatio-temporal pattern of these signals, restricted
and defined in amplitude, kinetics and frequency is crucial to control the outcome on
a cellular level. In this work new mechanisms to fine tune calcium signals via different

calcium entry mechanisms were identified.

The main calcium entry in non-excitable cells is store operated calcium entry (SOCE).
We found that in addition to the known molecular players, Orail, Orai2 and Orai3 as
the pore forming channel subunits and STIM1 and STIM2 (now STIM2.2) as the channel
activator, a STIM2 splice variant, STIM2.1, exists. The new variant is slightly longer (8 aa)
due to the retention of an additional exon within the interaction domain of STIM and Orai.
The ubiquitous expressed variant is highly conserved within mammals and comparatively
equal expression levels in comparison to STIM2.2 were found in naive CD41 T cells. Ca®*
imaging experiments in these cells revealed that STIM2.1 influences calcium entry via
Orai in a substantial and unexpected way. Splice specific siRNA knock down experiments
prooved that, instead of being an activator as its homologues, STIM2.1 influences SOCE in
a dominant negative way. Heterologous overexpression of the new splice variant showed that
STIM2.1 by itself is not able to active Orail and that co-overexpression with its homologues
revealed its inhibitory effect on STIM2.2- and STIM1-mediated SOCE. The decreased

ability to interact with the channel component Orail was shown by FRET experiments.

To further identify regulators of calcium signals, and SOCE more specifically, both
STIM?2 splice variants were used to perform a SILAC based proteomic screen using mass
spectrometry to determine new interaction partners. Thereby APEX2, an engineered
ascorbate peroxidase with the ability to initiate biotinylation of nearby proteins in the
presence of biotin-phenol and HsOs, was cloned into the C-terminal variable region of
STIM2.1 and STIM2.2. Western blot analysis and immunocytochemistry were used to
confirm the local action of APEX2 and functionality of the assay. Mass spectrometry analysis
revealed many potential interaction partners, amongst others one specific prediction for
each splice variant. First steps to try to validate two candidates were taken but have to be

followed up.
Neuronal SOCE seems to be principally mediated by STIM2 that had been shown to



be downregulated in Alzheimer’s disease (AD) and thereby aggravating the disease. Stable
AD model cell lines with knock outs of the familiar AD associated genes APP or Presenilin
1 or overexpressing APP were used to identify the influence of these proteins on store
operated and voltage gated calcium channels. Whereas effects on SOCE were relatively
small striking differences were identified analyzing Ca, channels. Knockout of APP and
PS1 increases voltage operated calcium entry (VOCE) most likely through Ca,2.2 and
Ca2.2 and Ca,3.1 respectively whereas the overexpression of APP695 swedish decreases
VOCE in line with a decrease in relative mRNA level of Cay2.2.

Altogether this works identified and characterized a new modulator of SOCE and shows
that APP and PS1, genes related with familiar AD, influence calcium signals by modifying
SOCE and VOCE. Furthermore a successful screen to identify new STIM2 interaction
partners was performed and sets the foundation to investigate their impact in STIM?2

function and calcium signaling.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Kalzium und Kalziumhomoostase

Kalzium (Ca?") ist das fiinfthaufigeste Element des menschlichen Korpers [Peacock, 2010].
Es spielt als Kalziumphosphat in kristallisierter Form eine entscheidende Rolle bei der
Mineralisierung von Knochen und als Ca?*-Ion als intrazellulirer sekundérer Botenstoff.
Sekundére Botenstoffe dienen der Weiterleitung eines Primérsignals ins Zellinnere und sind
von grofler Bedeutung in der Zell-Zell-Kommunikation, Muskelkontraktion, neuronalen
Reizweiterleitung, sowie der Differenzierung von Zellen. Kalzium, als einer von ihnen,
nimmt hierbei eine besondere Rolle ein. Es findet sich ubiquitdr, wird nicht hergestellt und
kann nicht abgebaut werden. Um als sekundérer Botenstoff dienen zu kénnen ist ein starker
Konzentrationsgradient notwendig, so dass eine schnelle Verdnderung der intrazelluléren
Ca?*-Konzentration moglich ist. Somit ist es besonders wichtig die Kalziumkonzentrationen
der verschiedenen Kompartimente streng zu kontrollieren. Dies geschieht iiber Zellkomparti-
mentierung, Pumpen und Transporter, die die Kalziumhomdoostase stetig aufrecht erhalten
[Saul et al., 2014]. Zusitzlich haben Ca?"-bindende Proteine die Fihigkeit freies Kalzium
im Zytosol zu reduzieren. Ca?* passt in spezifisch geformte Protein-Bindetaschen und der
relativ grofien Ionenradius im Vergleich zur Ladung reduziert seine Féhigkeit zur Polarisie-
rung drastisch [Carafoli et al., 2001]. Eine intrazellulir niedrige freie Ca?*-Konzentration
ist neben dem Aufrechterhalten des Konzentrationsgradienten auch deswegen sinnvoll,
da Phosphat, das aus dem Abbau von ATP zu ADP resultiert, zusammen mit Kalzium

kristallisieren und ausfallen kénnte [Carafoli et al., 2001].

Die zytosolische Kalziumkonzentration ([Ca®"],) ist mit ~100 nM im Vergleich zum
Extrazellulirraum ca. 10.000-fach geringer. Fiir das konstant niedrige [Ca?*], sorgen u.a.
die Plasmamembran Ca?"-ATPase (PMCA) und der Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX:
Nat Ca* exchanger, bzw. Nat-KT-Ca?* Austauscher in Abhéngigkeit vom Zelltyp), die
Ca?t aus dem Zytosol in den Extrazellulirraum pumpen. Wéhrend der Antiporter NCX
eine relativ geringe Affinitédt fir Kalzium aufweist, ist die PMCA auch bei den niedrigen

Ca?*-Konzentrationen ruhender Zellen in der Lage Kalzium entgegen seines Gradienten
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nach auflen zu pumpen. NCX weist mit einer Transportgeschwindigkeit von 2500 - 5000
Ca®" Tonen pro Sekunde eine hohe Effizienz auf und ist in der Lage hohe [Ca?*], schnell zu
reduzieren [Hilgemann et al., 1991]. Zusétzlich sorgt die SERCA (Sarco-/Endoplasmatische
Reticulum Calcium ATPase)-Pumpe dafiir, dass Ca?* aus dem Zytosol zuriick ins ER
gelangt und der sténdige Verlust geringer Mengen an Kalzium aus dem ER ausgeglichen
wird, wodurch die [Ca*"|gr konstant gehalten wird. Bei einer Entleerung des ERs, z.B.
aufgrund einer Aktivierung des IP3-Rezeptors, sorgt die Pumpenaktivitdt der SERCA
dafiir, dass das ER wieder aufgefiillt wird und die [Ca®"]ggr von ~500 nM erreicht wird.

Zu einer Erhéhung des [Ca?t], kann es entweder durch das Offnen Plasmamembran-
standiger Kanéle (u.a. durch Orai, NMDA, Ca,, TRPC) oder durch das Entleeren intra-
zellularer Speicher, wie dem ER, kommen. Dabei gibt es unterschiedliche Klassen von
Ca?"-Kanilen in der Plasmamembran [Meldolesi and Pozzan, 1987]. Spannungsgesteuerte
Kalziumkanile (Cay) reagieren auf eine Depolarisation der Zellen. Rezeptor aktivierte oder
Liganden aktivierte Kanéle 6ffnen nach Binden eines externen Liganden (z.B. NMDA durch
Glutamat), wihrend eine dritte Klasse von Ca®" durch einen intrazelluliren Kontakt mit
einem Molekiil oder Protein aktiviert werden (u.a. Orai durch STIM) [Rizzuto et al., 2009].

17 NMDA TRPC

[Ca2+],,..., 50-100 nM

[Ca2+]exlrazellulér ~1 !2 l‘IM

Abbildung 1: Ubersicht iiber Pumpen, Transporter und Kanile, die an der Kalziumho-
moostase beteiligt sind. Plasmamembran: Durch verschiedene Liganden-aktivierte (NM-
DA), spannungsgesteuerte (Ca,, ), durch Proteininteraktion-aktivierte (Orai) Kalziumkanéle oder
Kanéle mit verschiedenen Aktivierungsmechanismen (TRPC) kann Ca®" iiber die Plasmamem-
bran in die Zelle gelangen. Die Plasmamembran Ca®"-ATPase (PMCA) oder der Nat/Ca®*-
Austauscher (NCX) pumpen Ca*" aus dem Zytosol in den Extrazellulirraum. ER: Durch
Aktivierung des IP3-Rezeptors kommt es zum Ca”"-Ausstrom aus dem ER. Die SERCA kata-
lysiert den stetigen Transport von Ca*" aus dem Zytosol ins ER. Mitochondrien: Uber den
mitochondrialen Ca*"-Uniporter (MCU) kommt es zur Aufnahme von Ca** in die Mitochondri-
en, wihrend der mitochondriale Nat/Ca®**-Austauscher (NCLX) Ca*" aus dem Inneren der
Mitochondrien ins Zytosol pumpt.

12



Das ER als der Hauptkalziumspeicher der Zelle spielt eine wichtige Funktion in der
Ca*"-Homoostase. Somit ist der IP3-Rezeptor (bzw. der Ryanodin Rezeptor in Muskel-
zellen) der intrazellulire Ca?T-Kanal mit mafgeblicher Beteiligung zur Freisetzung von
Kalzium ins Zytosol. Durch lokale Interaktionsstellen von ER und Mitochondrien, und das
Vorhandensein der IP3-Rezeptoren in den Komplexen, kann dieser Ca?*-Kanal direkt die
mitochondriale Ca?*-Aufnahme beeinflussen [Rizzuto et al., 2009; Cui et al., 2017]. Der
mitochondriale Kalziumuniporter (MCU) ldsst Ca®", in Abhéingigkeit des Membranpoten-
tials der inneren mitochondrialen Membran, und kontrolliert durch MICU1 und MICU2,
in die Mitochondrien [Perocchi et al., 2010; Raffaello et al., 2016]. Der Natrium-Kalzium-
Austauscher NCLX funktioniert analog zu NCX in der Plasmamembran und transportiert
Ca’T aus dem Inneren der Mitochondrien ins Zytosol [Palty et al., 2009].

Eine feine Abstimmung und genaue Regulation aller Ca?T-Kanile, Pumpen und Trans-
porter fithrt zu Kalziumsignalen, die sich in ihrer Amplitude, Kinetik und Dauer unter-
scheiden. Die genaue zeitliche und rédumliche Auflésung der Kalziumsignale fiihrt u.a.
zur Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren und einer Aktivierung weiterer

intrazelluldrer Signalmechanismen und hierdurch zu einer préazisen Zellantworten.

1.2 Speichergesteuerter Kalziumeinstrom (SOCE)

Der speichergesteuerte Kalziumeinstrom (SOCE Store Operated Calcium Entry) ist der
Hauptmechanismus fiir einen Kalziumeintritt in nicht-erregbare Zellen. Das erste Mal
vorgeschlagen wurde dieser Mechanismus von Putney [Putney, 1986] als sogenannter
kapazitativer Kalziumeinstrom. Speichergesteuerte Kanéle tragen diesen Namen, weil
sie abhéngig vom Fiillungszustands des ERs (Endoplasmatisches Reticulum) aktiviert
werden. Der Zusammenhang zwischen Entleerung der Speicher und dem darauf folgenden
Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran konnte erstmals von Hoth und Penner in
Mastzellen [Hoth and Penner, 1992] und spéter in Jurkat T Zellen von Zweifach und Lewis
gezeigt werden Zweifach and Lewis [1993].

Zur Entleerung der Speicher kommt es physiologisch u.a. durch IP3 (Inositol 1,4,5
-Trisphosphat) [Streb et al., 1983; Berrige and Irvine, 1984]. Dieses wird nach Aktivierung
von Zell-Oberflichen-Rezeptoren und dadurch verursachte Aktivierung der Phospholipase C
gebildet. So spaltet die Phospholipase C PIPy (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat) in
Diacylglycerol und IP3 [Berridge, 1993]. IP3 induziert durch Binden an die zytosolische
Seite des ER-stdndigen IP3-Rezeptor den Kalzium-Austritt aus dem ER [Streb et al., 1983;
Berridge, 1993], wodurch die freie ER-Kalziumkonzentration von ~500 M abféllt. Ein
Mittel um die [Ca®T]gr zu reduzieren und damit SOCE zu initiieren ist Thapsigargin (Tg),
ein Pflanzenextrakt, welches durch Hemmen der SERCA Pumpe zu einer passiven Kalziu-
mentleerung des ERs fiihrt [Thastrup et al., 1989]. Die physiologische Speicherentleerung
durch IP3, ebenso wie die artifiziell durch Tg herbeigefiihrte, fithren zu einer Dissoziation

von Kalzium von STIM-Proteinen, ER-sténdigen Kalziumsensoren. Darauthin kommt es zu

13



einer Anderung der Konformation der luminalen, sowie zytosolischen Doméne des Proteins,
woraufhin STIM-Proteine oligomerisieren und in Bereiche nahe der Plasmamembran (PM)
wandern und an diese {iber ihre C-terminale polybasische Doméne binden und dort inner-
halb von Clustern mit dem Kanal-bildenden Protein Orai interagieren [Luik et al., 2008;
Prakriya, 2013]. Durch das Nachverfolgen einzelner gelabelter STIM und Orai Molekiile
in unstimulierten Zellen konnte gezeigt werden, dass beide Proteine in ihren Membranen
mobil bleiben und durch Diffusion in die ER-PM nahen Bereiche gelangen [Wu et al., 2014],
wo sie durch eine Interaktion miteinander verbleiben.

So fihrt die Entleerung der Speicher zu einer dynamischen Umverteilung der zwei
Hauptmolekiile des speichergesteuerten Kalziumeinstroms von gleichméflig iber die ER-
bzw. Plasmamembran verteilten Proteinen in die selben Cluster (siehe Abb. 2) [Prakriya
and Lewis, 2015]. Durch ein direktes Binden von STIM-Proteinen an Orai-Proteine 6ffnet
der Kalziumkanal, wodurch es zum Kalziumeinfluss aus dem Extrazelluldrraum kommt.
Hierdurch wird u.a. das zuvor entleerte ER wieder aufgefiillt, sowie [Ca®"],-abhingige
Prozesse, wie die Aktivierung des Ca?*-abhingigen Transkriptionsfaktor NFAT (Nuclear
Factor of Activated T cells) durch Calcineurin, initiiert [Feske et al., 2001, 2006; Prakriya
and Lewis, 2015]. Aufgrund der starken Erhohung des zytosolischen Kalziums, sowie das
Fiillen des ERs dndern STIM-Molekiile ihre Konformation und dissoziiert von Orail,
wodurch der speichergesteuerte Kalziumeinstrom beendet wird [Malli et al., 2008].

Die Hauptkomponenten des speichergesteuerten Kalziumeinstroms sind die jeweils 2005
und 2006 entdeckten STIM [Liou et al., 2005; Roos et al., 2005] und Orai Proteine [Zhang
et al., 2006; Vig et al., 2006; Feske et al., 2006]. Die STIM-Familie besteht aus STIM1
und STIM2, wobei es sich bei ihnen um ER-stdndige Kalziumsensoren handelt, die den
Fillungszustand des ERs detektieren und in Abhéngigkeit davon hoch Kalzium-selektive
Orai-Kanéle aktivieren. Von den Orai Proteinen gibt es drei Homologe: Orail, Orai2 und
Orai3.

1.2.1 Orai Proteine

FEin funktioneller Orai-Kanal kann aus Homo- bzw. Heteromultimeren bestehen. Dabei
entscheidet die Zusammensetzung iiber die Leitfahigkeit, aber auch Redoxsensitivitat des
Kanals [Gross et al., 2007; Gwack et al., 2007; Lis et al., 2007; Bogeski et al., 2010; Alansary
et al., 2015]. Wahrend das 301 Aminosduren lange Orail die tiberwiegende Isoform in den
meisten Zellen zu sein scheint und reine Orail-Kanéle die grofite Leitfdhigkeit aufweisen,
reduzieren Oraid Untereinheit die Redoxsensitivitat des gesamten Komplexes aufgrund eines
im Vergleich zu Orail fehlenden extrazellularen Cysteins [Bogeski et al., 2010; Alansary
et al., 2015]. Die 2012 veroffentliche Kristallstruktur des hexameren Orail Kanalkomple-
xes in Drosophila Melanogaster von Hou et al. scheint die Kontroverse, aus wie vielen
Untereinheiten der CRAC-Kanal (Calcium Release Activated Calcium) besteht, zu 16sen.
Dabei interagieren die C-Termini von zwei nebeneinanderliegenden Orail Untereinheiten

in antiparalleler Form [Hou et al., 2012].
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Abbildung 2: Molekulare Umgestaltung wihrend des speichergesteuerte Kalziumein-
stroms in Lymphozyten: In ruhenden Zellen ist das ER mit Kalzium gefiillt. Durch Binden
von Ca’" an die EF-Hand von STIM Molekiilen verweilen die Proteine in einem inaktiven
Zustand. Durch Rezeptorstimulation geréit eine Signalkaskade in Gang in Zuge derer IP5 (InsP3)
gebildet wird. Dieses bindet an den IP3-Rezeptor, worauf Ca?" aus dem ER stromt. Bei kleineren
Schwankungen der Kalziumkonzentration aktiviert ausschliefilich STIM2, bei gréeren zusétzlich
STIM1. Durch den Verlust von Kalzium aus der EF-Hand, entfaltet sich die EF-SAM-Domaéne,
was zu einer Reorganisation des zytosolischen Teils der Proteine fiithrt. Nach Konformationsénde-
rung und Oligomerisierung translozieren die STIM-Molekiile in Plasmamembran-nahe Bereiche.
Dort interagiert STIM1 mit PIPy und STIM2 mit PIPs und PIP3. STIM-Molekiile binden Orail
Proteinen innerhalb von Clustern und aktivieren diese durch eine direkte Interaktion, woraufhin
Kalzium in die Zelle stromt. Der Stern markiert das zusdtzliche Exon in STIM2.1, welches
STIM2 in einen Inhibitor von SOCE verwandelt. Kristalle des Orai-Kanals zeigen, dass es sich
bei dem Kanal um ein Hexamer handelt. Abbildung bearbeitet aus [Feske et al., 2013]. [Prakriya,
2013]

Die hydrophobe Interaktion der benachbarten Orail Untereinheiten erfolgt iiber 1316
und L319 (entspricht L273 und L276 in humanem Orail) [Hou et al., 2012]. Eben jene
Aminosduren sind kritisch fiir die Orai-STIM Bindung und ihre Mutation zerstort die
Interaktion zwischen STIM und Orail [Navarro-Borelly et al., 2008; Frischauf et al., 2009;
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Muik et al., 2009]. STIM-Proteine binden an zwei bekannten Interaktionsseiten an Orali,
sowohl C- als auch N-terminal. C-terminal binden die Residuen 254 — 301 an STIMI1,
wie u.a. in vitro Pulldown Assays ergaben [Muik et al., 2009; Park et al., 2009; Zhou
et al., 2010]. Eine Ko-Immunprézipitation zwischen dem STIM1-Kanal-interagierenden
Fragment und einem Peptid der Aminosduren 68-91 von Orail charakterisierte die Region
des Orail N-Terminus, die mit STIM1 interagiert [Park et al., 2009]. Bisher deutet es
darauf hin, dass Orail zunéchst iiber eine direkte C-terminale Interaktion mit STIM in die
ER-Plasmamembran-nahen Bereiche rekrutiert wird. Ob die Kanal6ffnung im Anschluss
daran durch ein Binden des N-Terminus an STIM Proteine erfolgt [Prakriya, 2013] oder
der C-Terminus mit einer kritischen Nexus-Region aus den Aminoséduren 261-265 dafiir
ausreicht [Zhou et al., 2016] wird weiterhin diskutiert.

Neben Orail existieren die weniger gut untersuchten Isoformen Orai2 und Orai3, die
jedoch ebenfalls hoch selektive Kalziumkanéle bilden [Lis et al., 2007]. Wéhrend Orai3,
wie beschrieben, die Redoxsensitivitdt des Kanals verringert [Bogeski et al., 2010; Alansary
et al., 2015], scheint die Beteiligung von Orai2 in Abhéngigkeit vom Zellsystem zu variieren.
So exprimieren Neuronen isoliert aus Maus mehr Orai2 als Orail und in dendritischen Zellen
aggregiert und interagiert Orai2 nach Thapsigargin Stimulation mit STIM2, der ebenfalls
vorwiegenden Isoform in dendritischen Zellen [Berna-Erro et al., 2009; Bandyopadhyay
et al., 2011]. Sowohl Orai2 als auch Orai3 interagieren wie Orail {iber ihren C-Terminus
mit STIM1 [Frischauf et al., 2009]. Interessanterweise bindet die L373S STIM1 Mutante in
der zweiten coiled-coil Doméne von STIM1 noch teilweise an Orai2 und Orai3, wéhrend

die Interaktion mit Orail verloren geht [Frischauf et al., 2009)].

1.2.2 STIM Proteine
Aufbau der STIM-Proteine

STIM Proteine sind ER-stdndige Typ I Transmembranproteine. Nach dem Signalpeptid
besteht der hochkonservierte N-Terminus aus zwei EF-Handen und der SAM- (steriles a-
Motiv) Doméne. STIM2 besitzt im Vergleich zu STIM1 ein ungewohnlich 101 Aminoséuren
langes Signalpeptid, welches NF-xB-abhéngig die Transkription beeinflussen kann [Graham
et al., 2011]. Trotz der zwischen STIM1 und STIM2 bestehenden 85 %igen Sequenzidentitét
der EF-SAM Region [Zheng et al., 2011], tragen die vorhandenen Unterschiede wesentlich
zu den individuellen Eigenschaften der Aktivatorproteine bei. Im Kalzium-gebundenen
Zustand interagiert die Kalzium-bindende cEF-Hand mit der SAM-Doméne und STIM-
Proteine verweilen in einem monomeren inaktiven Zustand. Dabei weist STIM2, aufgrund
von starkeren hydrophoben und ionischen Interaktionen zwischen den Doménen, eine
stabilere EF-Hand - SAM-Doménen Bindung im Vergleich zu STIM1 auf [Zheng et al.,
2011]. Diese konnte eine standige Aktivitdt von STIM2 verhindern, da STIM2 aufgrund
seiner geringeren Kalziumaffinitit (ECs0 gTive: 406 M und ECso, grivi: 210 pM [Brand-

man et al., 2007])bereits in ruhenden Zellen teilweise und bei geringen Schwankungen
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der ER-Kalziumkonzentration voll aktiv ist. Durch den Verlust von Kalzium wird die
Bindung der EF-Hand an die SAM-Doméne destabilisiert. Die hierdurch hervorgerufene
Konformationsdnderung fiihrt zur Oligomerisierung der STIM-Proteine [Stathopulos et al.,
2009], dem ersten Schritt des speichergesteuerten Kalziumeinstroms. Dabei vermittelt
u.a. die SAM-Doméne die Oligomerisierung. Aufgrund der zuvor beschriebenen stérkeren
EF-SAM Interaktion fir STIM2 und der damit verbundenen hoheren Stabilitiat, weist
STIM2 eine geringere Oligomerisierungstendenz als STIM1 auf [Stathopulos et al., 2009;
Zheng et al., 2011].

Uber eine a-helikale einfache Transmembrandomséne sind der luminaler N-Terminus
und der zytosolischer C-Terminus miteinander verbunden. Wahrend der luminale Teil von
STIM mittels der EF-Hand iiber die Initiation von SOCE entscheidet, wird der zytosolische
Teil nach Aktivierung des Proteins zur Stabilisierung der Oligomere, zur Verankerung in
der Plasmamembran, der Rekrutierung und Bindung an Orai, sowie dessen Aktivierung

und schliefllich Inaktivierung benétigt [Prakriya, 2013].
Der zytosolische Teil von STIM1 und STIM2 besteht aus drei CC-Doménen (Coiled-

Coil Doméne), einer inhibitorischen Doméne, einer Prolin/Serin reichen Sequenz und dem
polybasischen C-Terminus. Der C-Terminus von STIM-Proteinen, sowie moglicherweise
zytosolische Faktoren, die mit dem C-Terminus interagieren, scheinen einen Einfluss auf
die Mobilitdt von STIM zu haben. So stabilisiert die CC1-Doméne in STIM1 die ruhen-
de Protein-Konformation [Covington et al., 2010]. Die minimale Doméne, die fiir eine
Aktivierung von Orai benétigt wird, umfasst die CC2- und CC3-Domaéne und tragt den
Namen CAD (CRAC Activation Domain), SOAR (STIM Orai Activating Region) oder
Ccb9 und umfasst die Aminosduren 342 - 448, 344 - 442 bzw. 339 - 444 [Park et al.,
2009; Yuan et al., 2009; Kawasaki et al., 2009]. Interessanterweise wird die CAD-Doméne
jedoch auch fiir eine stabile Oligomerisierung der STIM-Proteine benétigt. So zeigten
Muik et al. 2009, dass ein Orail-aktivierendes Fragment (OASF Orai Activating Small
Fragment) aus den Aminoséuren 233 - 450 homomerisiert, wozu ein um 30 Aminosduren
verkiirztes Konstrukt (233 -420) nicht mehr in der Lage ist [Muik et al., 2009]. Covington
et al. zeigten 2010, dass unter Verwendung von Konstrukten, mit intaktem N-Terminus
und Transmembrandoméne, auch ein C-terminal verkiirztes Konstrukt instabile Oligome-
re bildet, diese jedoch die CAD-Doméne zur Stabilisierung benétigen [Covington et al.,
2010]. Somit iibernimmt die CAD Doméne sowohl die Aufgabe der Stabilisierung der
Oligomere, als auch der Aktivierung von Orai-Kanélen. Obwohl die Interaktionsdoméne
des Aktivatorproteins hauptsédchlich fiir STIM1 charakterisiert wurde, spricht die 76 %ige
Sequenzidentitit und 91 %ige Sequenzahnlichkeit zwischen der CAD-Domméne von STIM1
und STIM2 dafiir, dass die Aktivierung von Orai durch die zwei Homologe dhnlich erfolgt
[Prakriya, 2013]. Fir STIM2 ist zudem gezeigt, dass Calmodulin in der CAD-Doméne
bindet. Wie Peptidspot-Bindeassays zeigten, iiberlagert die linearisierte Orail-bindende
Sequenz von STIM?2 teilweise mit einer Calmodulin-bindenden Sequenz [Miederer et al.,
2015).

17



Zuséatzlich besitzt STIM1 eine inhibitorische Doméne aus sieben negativ geladenen
Aminosauren (470 HFIMTDDVDDMDEEIV 485), die in Abhéngigkeit von Kalzium
zur Inaktivierung von SOCE fithrt. Eine Mutation dieser Doméne fiihrt zum Verlust der
typischen Kalzium-abhingigen Inhibierung von SOCE [Derler et al., 2009; Lee et al.,
2009; Mullins et al., 2009]. Unklar ist, ob dieser Mechanismus in STIM2 aufgrund von
zwei fehlenden negativ geladenen Aminosduren (479 GGVDDLDED 487) ebenso ablduft.
C-terminal schlieBen STIM-Molekiile mit einer polybasischen Doméne ab. Im Gegensatz zu
STIM1 besitzt STIM2 am C-Terminus ein klassisches ER-Retentionssignal (KKXX), welches
moglicherweise dafiir sorgt, dass STIM1, nicht aber STIM2 auch an der Plasmamembran
vorhanden ist. Die ER-Lokalisierung von STIM1 gelingt durch eine Lysin-reiche Doméne
und ein Di-Arginin ER-Retentions-Signal [Ercan et al., 2009, 2012].

Spleiflvarianten der STIM Proteine

Bei STIM1 und STIM2 handelt es sich um Homologe, die eine ~74 %ige Sequenzsahnlichkeit
aufweisen [Prakriya and Lewis, 2015]. Jedoch gibt es verschiedene bereits bekannte, sowie
weitere vorhergesagte Spleifvarianten (sieche Abbildung 3).

So veroffentlichte die Gruppe um Niemeyer 2015, mit aus dieser Arbeit stammenden
Daten, zu einer neue STIM2 Spleifivariante, STIM2.1, die aufgrund alternativen Spleifiens
ein zusétzliches Exon enthélt. Dieses 8 Aminoséduren kurze Exon wird in die CAD-Doméne
von STIM2 gespleifit und wandelt das Protein von einem Aktivator in einen Inhibitor
des speichergesteuerten Kalziumeinstroms [Miederer et al., 2015]. Rana et al. bestétigte
kurz darauf die Existenz und Funktion von STIM2.1, genannt bzw. STIM25 [Rana et al.,
2015]. So zeigten siRNA-Experimente, dass die Variante einen dominant negativen Einfluss
auf SOCE in unstimulierten CD4"-Zellen hat. Anhand von Patch-Clamp Experimenten
konnte gezeigt werden, dass der inhibitorische Effekt von STIM2.1 Ca?*-abhingig zu sein
scheint. Zusétzlich erhohte das Einfiigen der VAASYLIQ-Sequenz die Calmodulinbindung
von STIM2.1 im Gegensatz zu STIM2.2 (konventionelle Variante) noch weiter [Miederer
et al., 2015].

Neben der neuen Variante STIM2.1 und der konventionellen Variante STIM2.2 gibt
es Datenbanken-Vorhersagen fiir eine dritte Variante, STIM2.3, die auch zu Beginn die-
ser Arbeit nachgewiesen werden sollte. Hier kommt es durch alternatives Spleiflen zur
Retention eines zuséatzlichen Exons 13. Durch Insertion des Exons kommt es zu einer
Leserasterverschiebung und dadurch zu einem vorzeitigen Stop-Codon, so dass nach der
Translation der mRNA ein um 147 Aminosduren verkiirztes Konstrukt entsteht (686 AS).
Unveroffentliche Daten aus der Niemeyer-Gruppe bestétigen inzwischen die Existenz von
STIM2.3 in verschiedenen Gehirnregionen der Maus [Gilson, 2016], dessen Funktion bleibt
jedoch weiterhin unbekannt. Die verkiirzte Variante beinhaltet weiterhin die CAD, sowie
die putative inhibitorische Doméne, wobei ihr die eine Serin/Prolin-reiche Doméne mit
bisher unbekannter Funktion und die C-terminale polybasische Doméne zur Interaktion
mit der Plasmamembran fehlt (siehe Abb. 3).
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Die erste und bisher einzig charakterisierte Spleifivariante von STIM1, STIMI1L, wurde
2011 von Darbellay et al. beschrieben. Aufgrund alternativen Spleifiens des Exon 11 entsteht
eine um 106 Aminoséuren verlangerte Variante. Diese wird in vielen verschiedenen Zelltypen
exprimiert und ist in der Lage aufgrund einer Interaktion mit Aktin permanente STIM1L-
Orail Cluster zu formen. Hierdurch erfolgt eine schnellere SOCE Aktivierung als durch die
konventionelle STIM1 Variante, ein Mechanismus, der im Skelettmuskel eine entscheidende
Rolle spielt [Darbellay et al., 2011].

E%;I;IL\\/ISZA | 1 [2 [3[4]s5] 6 [ 7 |8 gwo[ 11 | 12 | 14 |
STIM2.2 | 1 [2[3[a]s] 6 [ 7 [is Jwo] i1 | 12 ] 14 |
833 AS
¥TAG
STIM2.3 | 1 [2 [3[4]5 6 [ 7 |8 [10] nm | 12 [48 14 |
686 AS ;
L
H =9 J i
154 187 218 304 324 435 530 608 655/ 696 817 833
STIM2
1 101 @ 223 201 327 434 561 582 661665
= ER=
= 5 =
A o n ==
122 @ © 132 200 238 343 470 491 671 685
STIM1
63 96 128 7213233 344 448 600 629
ER-Lumen . £3 Zytosol
STIM1 [ 1 [ 2] 3?1[ 4 ] 5| 6 | 7 ] s [ o] 10 [1] 12
685 AS
STIMIL [ 1+ [ 2 [3a]5si] & | 7 [is [o] fo ] o | 12 |
791 AS

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von STIM1 und STIM2
unter Angabe der Exonstruktur der Spleifivarianten beider Isoformen: Die Dar-
stellung zeigt beide Varianten mit ihrem jeweils Volllingen-Signalpeptid (STIM2: 101 AS,
STIM1: 22 AS). Mittig: Doménenstruktur von STIM2 und STIM1 mit Signalpeptid (SP),
der kanonischen (cEF) und nicht-kanonischen (nEF) EF-Hand und dem sterilen-a-Motiv
(SAM) im ER-Lumen. Luminaler und zytosolischer Teil sind iiber eine einfache Trans-
membrandoméne (TM) verbunden. C-terminal schliefit sich die coiled-coilDoméne, die
Kanal-aktivierende Doméne (CAD), sowie eine inhibitorische Doméne (ID) an. In STIM2
folgt eine Serin/Prolin/Histidin-reiche Doméne und ein Glutaminsiurecluster (Es), die in
STIM1 fehlen. In beiden Isoformen findet sich eine weitere Serin/Prolin-reiche Region vor der
polybasischen Doméne (PBD). Die angegebenen Zahlen an den Doménen beschreiben die
Aminosédurenpositionen der ersten und letzten Aminosdure, die die Doméne beinhaltet.
Oben: Exonstrukturen der STIM2 Spleifivarianten unter Angabe der Léangen der
Proteine nach Datenbankvorhersagen. STIM2.1 enthélt ein zusétzliches Exon 9.
STIM2.2 stellt die konventionelle STIM2 Variante da, auf der die Doménen-
struktur basiert. STIM2.3 weist ein zusétzliches Exon 13 auf. Der Stern mar-
kiert das durch das alternative Exon eingefiigte vorzeitige Stop-Codon (TAG).
Unten: Exonstrukturen der STIM1 Spleifivarianten unter Angabe der Lénge der Pro-
teine. Die konventionelle Variante von STIM1 besteht aus 12 Exons. STIMI1L enthélt ein durch
alternatives Spleifien verlangertes Exon 11 (11 (L)).
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1.2.3 Funktion von STIM?2

Trotz eine sehr dhnlichen Doméanenstruktur und hohen Homologie, iibernehmen STIM1 und
STIM?2 distinkte Aufgaben in der Kalziumhomoostase der Zelle. Sowohl STIM1, als auch
STIM2 wurden beide bereits 2005 als Aktivatoren des speichergesteuerten Kalziumeinstroms
identifiziert [Liou et al., 2005]. Nach verschiedenen widerspriichlichen Veroffentlichungen
iiber die Rolle von STIM2 im speichergesteuerten Kalziumeinstrom identifizierten Brand-
man et al. 2007 STIM2 als Regulator des basalen Kalziums. Aufgrund der verringerten
Kalziumaffinitdt der EF-Hand liegt STIM2 bereits in ruhenden Zellen teilweise in aktivierter
Form vor und aktiviert vollstdndig bei kleineren Schwankungen der Kalziumkonzentration
des ERs. Aufgrund dieser Eigenschaft ist STIM2 einer der Regulatoren der Kalziumho-
moostase der Zelle und schafft eine Verbindung zwischen der luminalen und zytosolischen
Ca?*-Konzentration. So gewihrleistet STIM2, dass die Zelle durch genau regulierte Kal-
ziumlevel in der Lage ist auf Rezeptorstimulationen zu antworten, ohne durch zu hohe
basale Kalziumlevel irrtiimlich aktiviert zu werden [Brandman et al., 2007].

Eine Erklarung fiir frithere widerspriichliche Ergebnisse beziiglich STIM2 lieferten die
dieser Arbeit zugrundeliegenden Daten (verdffentlicht in Miederer et al.), sowie Rana
et al. mit ihrer Identifikation einer STIM2 Spleifivariante, die SOCE inhibiert. Die neue
stark konservierte und ubiquitdr exprimierte Variante STIM2.1 [Miederer et al., 2015]
bzw. STIM243 [Rana et al., 2015] enthélt ein zusétzliches Exon und ist in Uberexpressions-
versuchen nicht mehr in der Lage Orail, Orai2 oder Orai3 zu aktivieren [Miederer et al.,
2015; Rana et al., 2015]. In unstimulierten CD4" ist der endogene SOCE nach siRNA
Behandlung mit STIM2.1 vergréflert, was die dominant-negative Wirkung von STIM2.1
bestéatigte [Miederer et al., 2015]. Rana et al. folgern aufgrund von Punkt-Mutationen
im spleiflspezifischen Exon, dass es sich um eine Sequenz-spezifische aktive Inhibierung
der neuen Variante handelt, obwohl sie in Kolokalisationsanalysen keine Kolokalisation
zwischen STIM2.1 und Orail beobachten [Rana et al., 2015]. Die Gruppe um Niemeyer
geht aufgrund von FRET-Studien davon aus, dass obwohl STIM2.1 eine unbeeintréachtigte
Kolokalisation mit Orail zeigt, das zusétzliche Exon die fiir eine Aktivierung notwendige
Interaktion verhindert [Miederer et al., 2015]. So handelt es sich bei der konventionellen
Variante STIM2.2 um einen Aktivator, bei der neuen Variante STIM2.1 um einen dominant
negativen Regulator des speichergesteuerten Kalziumeinstroms.

Ein weitere Besonderheit, die STIM2 auszeichnet ist das ungewohnlich lange Signalpep-
tid. Erst durch Graham et al. wurde es letztendlich als solches identifiziert und die daraus
resultierenden drei moglichen posttranslational modifizierten STIM-Proteine charakterisiert
[Graham et al., 2011]. Kommt es zur vollstdndigen Abspaltung des Signalpeptids entsteht
das erwartete, zuvor beschriebene ER-lokalisierte Protein STIM2. Wird das Signalpeptid
in 2 - 10 % der Falle nicht abgespalten verbleibt preSTIM2 (STIM2 mit Signalpeptid) im
Zytosol, wo es mit der Plasmamembran interagieren kann und Speicher-unabhéngig die
basale Kalziumkonzentration zu regulieren scheint. Die dritte Form von STIM2 entsteht

aus dem 101 Aminosédure langen Signalpeptid und kann nach der Abspaltung in der ER-
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Membran weiter prozessiert werden, wodurch ein 91 AS langes Signalpeptidfragment (SPF)
entsteht. Nachdem das SPF ins Zytosol entlassen wurde, kann es dort NF-xB beeinflussen
[Graham et al., 2011].

1.2.4 Die Rolle des speichergesteuerten Ca®"-Einstroms in Krankheiten

Vor allem in Immunzellen spielt das korrekte Zusammenspiel der verschiedenen SOCE-
Komponenten eine entscheidende und gut untersuchte Rolle. So verursacht ein Orail knock
out oder eine loss-of-function Mutation in diesem Protein einen verringerten Icrac in
T Zellen. Dies hat einen negativen Einfluss auf die Produktion von Schliisselzytokinen
verschiedener T Zell-Subtypen [Feske et al., 2001; Gwack et al., 2008]. Ein dhnlicher Effekt
auf SOCE in verschiedenen Immunzellen wurde in STIM1 knock out Mausen beobachtet,
wodurch deren Effektorfunktionen stark beeintréchtigt waren [Baba et al., 2008; Braun
et al., 2009; Oh-Hora et al., 2009; Beyersdorf et al., 2009]. Obwohl der Effekt auf SOCE
bei einem STIM2 Verlust nicht so drastisch ausfillt wie bei den anderen Komponenten,
ist auch in STIM2 knock out Zellen eine gestorte Zytokin Produktion zu beobachten [Oh-
Hora et al., 2009]. Trotz der Tatsache, dass die fiir die Zytokin-Produktion entscheidende
Translokation von NFAT in den Nukleus in der initialen Phase unbeeintrichtigt war,
konnte die NFAT Translokation langfristig nicht aufrecht erhalten werden. Hierfiir wird
STIM2, mit seiner Fahigkeit auch bei einem nicht vollstdndig entleertem Kalziumspeicher
aktiv zu sein, benotigt [Oh-Hora et al., 2009]. Im Menschen verursachen Mutationen in
den SOCE-Komponenten STIM1 und Orail und die damit einhergehende unzureichende
Translokation von NFAT eine schwerwiegende Immundefizienz (SCID: Severe Combined
Immuno Deficiency) [Feske et al., 2000a,b, 2006].

Eine Fehlregulation der Kalziumhomoostase ist jedoch nicht nur in SCID-Patienten
zu beobachten. Auch neurodegenerative, muskuldre und kardiovaskuldre Krankheiten
oder der fortschreitende Krankheitsverlauf bei Krebspatienten zeichnet sich durch eine
verinderten Ca"-Homdostase aus [Zui and Jianjie, 2015]. Viele Publikationen zeigen, dass
in verschiedenen Krebsarten verdnderte Protein- bzw. Transkriptmengen der CRAC-Gene
nachzuweisen sind. Eine kiirzlich publizierte ausfithrliche Analyse der Literatur zu der
Beteiligung der SOCE-Gene an der Entstehung von Krebs zeigt, dass STIM und Orais
jedoch vermutlich nicht der unmittelbare Ausléser sind, sondern wahrscheinlich im Verlauf
der Krebsentstehung mutieren und u.a. durch verstarkte Proliferation, Invasion, Migration
und Metastasierung der Krebszellen zum Fortschreiten der Krankheit beitragen [Hoth,
2016].

Mit Ausnahme von Prostata-Karzinomen, in denen verringerte STIM1 und Orail Pro-
teinmengen nachgewiesen wurden [Xu et al., 2015], weisen alle anderen bisher untersuchten
Krebsgewebe, wie u.a. Nieren- [Kim et al., 2014], Lungen- [Li et al., 2013] und Brustkrebs
[Chang et al., 2014; Hu et al., 2011; Yang et al., 2009b], sowie Melanoma [Umemura et al.,
2014; Stanisz et al., 2014], mehr STIM1 und/oder Orail auf. Dies trifft teilweise auch
fiir Orai2 [Haglund et al., 2012] und Orai3 zu [Hoth, 2016]. Jedoch gibt es auch unter-
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suchte krebsbefallene Gewebe, wie Prostatakrebs, die geringere Orai3 Mengen aufweisen
[Holzmann et al., 2013].

Teilweise kann die Expressionsstéirke der CRAC-Varianten zusétzlich mit einer Prognose
flir den Krankheitsverlauf korreliert werden: So geht viel Orail in NSC Lungenkrebs
(non small cell lung carcinoma) [Zhan et al., 2015] und eine STIM1 Uberexpression in
einem kolorektalem Karzinom mit einer negative Prognose einher [Zhang et al., 2015¢]. In
unterschiedlichen Brustkrebsarten sorgt besonders viel STIM1 im Vergleich zu STIM2 fiir
schlechtere Heilungschancen [McAndrew et al., 2011].

Waihrend eine steigende Expressionsstidrke von Orail, Orai2, Orai3 und STIM1 kanze-
rogen zu wirken scheint, weisen kolorektale Karzinome mit erh6hten STIM2 Mengen eine
verminderte Ca”"-abhingige Proliferation auf [Aytes et al., 2012; Hoth, 2016], dhnlich wie
fiir die Melanoma-Zelllinie SK-Mel-5 beobachtet [Stanisz et al., 2014]. Ob dies auch auf
andere Karzinome zutrifft, die eine verstarkte STIM2 Expression aufweisen, wie beispiels-
weise Glioblastoma muliforme [Ruano et al., 2006] oder Melanoma [Stanisz et al., 2014],

muss in Zukunft getestet werden.

Die Rolle von STIM2 in Alzheimer

Neben den seit Langem beforschten Amyloid5 und Tau-Hypothesen, in denen Ablagerungen
dieser Proteine zum neurodegenerativen Verfall fithren [Hardy and Gwinn-Hardy, 1998a],
riickt in den vergangenen Jahren die ,Ca’*-Hypothese® fiir die Alzheimer Krankheit (AD
Alzheimer’s Disease) in den Fokus [Khachaturian, 1989]. Ein besonderes Augenmerk liegt
hierbei auf STIM2. Alzheimer ist eine neuronal degenerative Krankheit, die vor allem im
Alter auftritt. Mit Fortschreiten der Krankheit kommt es bei den Patienten aufgrund eines
progressiven Verlusts von Neuronen zu immer schwerwiegenderen kognitiven Ausfillen und
Verhaltensanderungen.

Obwohl nur 5 % der Krankheit eine genetische Ursache hat (familidrer Alzheimer),
sind dies die am Besten untersuchten Félle. Thr liegen typischerweise Mutationen im
Amyloid Vorlaufer Protein (APP Amyloid Precursor Protein) oder Présenilin 1 bzw.
Présenilin 2 (PS1, PS2) zugrunde [Hardy and Gwinn-Hardy, 1998b]. Diese Proteine sind
an der Produktion des bei Akkumulation toxischen A (Amyloid3) Peptides beteiligt.
Wiéhrend AfS ein Teil von APP ist, bildet PS1 die katalytische Einheit der vy-Sekretase,
die APP prozessiert. Die in der familidren Alzheimer Krankheit beobachteten Mutationen
vergrofiern typischerweise den Anteil an prozessiertem AfS. Meist tritt Alzheimer jedoch
spontan auf, die Ursachen hierfiir sind weiter unbekannt. Die endogenen Funktionen und
Auswirkungen dieser beiden Alzheimer assoziierten Proteine ist bislang nur rudimentér
geklart.

In den vergangenen Jahren wurde vermehrt die Funktion von STIM2 im Gehirn oder
die Wirkung der AD assoziierten Proteine APP (Amyloid Precursor Protein) und PS1
(Présenilin 1) auf die CRAC-Gene Fokus der Forschung. Préseniline, als ein Teil der -

Sekretase, prozessieren das membranstindige APP, wodurch u.a. AB entsteht. 2009 zeigten
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Berna-Erro et al., dass STIM2 die Hauptisoform in Neuronen ist und neuronaler SOCE
(nSOCE) vorwiegend iiber STIM2 vermittelt wird [Berna-Erro et al., 2009]. Bojarski et al.
beobachteten in MEF (Murine Embryonic Fibroblasts) PS1-/- Einzel- und MEF PS1-/-
PS2-/- Doppel-knock out Zellen einen verstirkten SOCE und erkldren dies iiber erhohte
STIM1 und verringerte STIM2 Proteinmengen.

nicht amyloidogen amyloidogen

aques
APP

Mutationen erhéhen
die Prozessierungn
durch f3-Sekretase
o- Sekretase
ﬁ e re
) [3 Sekretase
Q
(@]
ABPepud

y-Sekretase extrazellular

y- Sekretase 5,’ Membran

Mutationen in PS1/PS2 erhohen
die y-Sekretase Aktivitdt Zytosol

Abbildung 4: Schematische Darstellung der APP Prozessierung im amyloidogenen und
nicht-amyloidogenen Weg: Das Plasmamembran Protein APP kann auf zwei verschiedene
Arten prozessiert werden. Nicht-amyloidogener Weg (links): APP wird zuerst durch in
der A Doméne durch die a-Sekretase und anschlieBend durch die ~-Sekretase geschnitten.
Dabei entsteht unter anderem das transkriptionell aktive AICD (APP IntraCellular Domain).
Amyloidogener Weg (rechts): Durch die Prozessierung des Proteins durch die S-Sekretase
und anschliefend durch die y-Sekretase entsteht neben AICD das A (Amyloid3) Peptid. Dieses
formt durch Oligomerisierung Aggregate und lagert in Form von Plaques im Gehirn ab. Diese
Plaques kénnen post mortem in Alzheimer Patienten gefunden werden.

Sie sehen so einen Zusammenhang zwischen den Expressionsleveln der Préseniline
und STIM [Bojarski et al., 2009]. Gravierende Konsequenzen einer verringerten STIM2
Proteinmenge beschrieben Sun et al. 2014. In einem Mausmodell fir familidren Alzhei-
mer (Présenilin 1 M146V knock in) beobachteten sie weniger pilzférmige Dornenfortsitze
(Mushroom spines) an Dendriten, jene Dornen, die speziell fir Lernen und Gedéchtnisbil-
dung wichtig sind. Dariiber hinaus fanden sie verminderte STIM2 Proteinmengen in knock
in Neuronen, in Neuronen alter Méause, sowie in Cortex-proben von Alzheimer-Patienten
[Sun et al., 2014]. Eine Uberexpression von STIM2 war in der Lage die Anzahl an pilz-
formigen Dornen in den Prisenilin 1 M146V knock in Mé&usen, als auch in APP knock
in Mausen zu normalisieren [Sun et al., 2014; Zhang et al., 2015a]. Somit scheint der

STIM2 vermittelte neuronalen SOCE die Stabilitdt von pilzférmigen Dornenfortséitzen
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positiv zu regulieren [Sun et al., 2014]. Garcia-Alvarez et al. zeigen, dass STIM2 mafigeblich
durch Regulierung der Phosphorylierung und des Transports von AMPA Rezeptoren zur
Plasmamembran zur Plastizitdat von dendritischen Dornenfortsidtzen in erregbaren Synapsen
von Neuronen beitragt. Die STIM2 Clusterbildung wird durch cAMP initiiert, wobei dies
unabhéngig von einer Speicherentleerung geschieht und daraufhin kein Kalziumeinstrom
erfolgt [Garcia-Alvarez et al., 2015]. Weiterhin bleibt kontrovers, ob SOCE in Neuronen
ein relevanter und messbarer Ca?t-Einstrom Mechanismus ist [Berna-Erro et al., 2009;
Gemes et al., 2011; Gruszczynska-Biegala et al., 2011; Sun et al., 2014] oder nicht [Park
et al., 2010; Garcia-Alvarez et al., 2015] oder dies abhéngig vom Entwicklungsstatus der
Neuronen ist [Bouron et al., 2005]. Obwohl bisher nur fiir STIM2 die Proteinmenge in
Alzheimer Modell M&usen in Verbindung mit dem Krankheitsauftreten gebracht werden
konnte [Sun et al., 2014; Zhang et al., 2015a], zeigt eine kiirzlich erschiene Veroffentlichung,
dass auch STIM1 durch eine Feedback Inhibierung von spannungsgesteuerten Kalzium-
kanélen (Cay) in Abhéngigkeit von NMDA Rezeptoren einen Einfluss auf die Plastizitat
von postsynaptischen dendritischen Fortsiatzen hat [Dittmer et al., 2017].

1.3 Spannungsgesteuerter Kalziumeinstrom

Spannungsgesteuerte Kalziumkaniile iibersetzen elektrische Signale in eine Anderung der
zytosolischen Kalziumkonzentration und sind der wichtigste depolarisierungsabhéngige
Kalziumeinstrommechanismus u.a. in Neuronen. Die verschiedenen Isoformen {ibernehmen
spezialisierte Rollen in nicht-neuronalen Zellen, neuronalen Subtypen, aber auch innerhalb
einer Zelle in subzelluldren Kompartimenten. Die grofle Vielfalt entsteht durch unterschied-
liche Gene, die fiir die Poren-formende Kalziumkanal a1-Untereinheit kodieren, durch
alternatives Spleiflen, oder aber durch den Zusammenbau der Poren-formenden Untereinheit
mit einer Vielzahl von regulierenden Untereinheiten.

Spannungsgesteuerten Kalziumkanéle (VOC Voltage Operated Calcium) kénnen in HVA
(High Voltage Activated) und LVA (Low Voltage Activated) unterteilt werden. Wahrend
HVA-Kanile bei einer starken Membrandepolarisation 6ffnen, aktivieren LVA-Kanéle bei
einer schwachen Depolarisation des ruhenden Membranpotentials [Armstrong and Matteson,
1985; Bean, 1985]. Sowohl HVA, als auch LVA-Kanile besitzen eine Poren-formende Ca,a1-
Untereinheit. HVA-Kanéile bestehen aus einem heteromultimeren Proteinkomplex, bei dem
zusétzliche Untereinheiten (Cay,f und Caya20) benétigt werden, um den funktionellen
Kanal zu bilden [Curtis and Catterall, 1984; Simms and Zamponi, 2014]. Die verschiedenen
VOC Kanile werden aufgrund ihrer Cay,al Untereinheit unterschieden und kénnen somit
in drei Familien eingeteilt werden: Ca,1, Ca,2 und Ca,3.

Die Cay1 Familie besteht aus vier Varianten. Wahrend Ca, 1.1 Skelett-Muskel-spezifisch
vorkommt, handelt es sich bei Ca,1.2, Ca,1.3 um weit verbreitete Isoformen u.a. in Herz,
Gehirn und endokrinen Zellen. Cay1.4 ist hauptséchlich in der Retina zu finden [Bech-
Hansen et al., 1998; Mikami et al., 1989; Williams et al., 1992b; Zamponi et al., 2015].
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Dabei werden sie auch als L-Typ Kalzium-Kanaéle beschrieben, die einen lang-anhaltenden
Kalziumeinstrom bewirken (L Longlasting).

Zur Ca,2 Familie gehort der im Cerebellum vorkommende P/Q-Typ Kalziumkanal
Cay2.1 (P Purkinje-Zellen) [Bourinet et al., 1996], der neuronale N-Typ Kalziumkanal
Cay2.2 (N Neither; weder L- noch T-Typ Kalziumkanal) [Dubel et al., 1992; Williams
et al., 1992a], sowie der R-Typ Ca,2.3 (R Remaining) [Soong et al., 1993].

Zu den T-Typ Kalziumkanélen (T Transient) gehoren die eine relativ geringe Stromgrofie
aufweisenden Cay3.1, Ca3.2 und Ca,3.3 [Cribbs et al., 1998; Lee et al., 1999; Perez-Reyes
et al., 1998]. Wahrend alle Isoformen der Ca,3 Familie bei schwachen Depolarisationen
offnen (LVA), sind Ca,1 und Ca,2 Teil der HVA-Kanéle. LVA-Kanéle 6ffnen um das
Ruhepotential und inaktivieren schon bei kleinen Depolarisationen. Dies fithrt dazu, dass
ein grofler Teil der Kanéle bei einem reguldren Ruhepotential von ~70 mV wie es in
Neuronen zu finden ist inaktiviert vorliegt. Erst eine Hyperpolarisation fithrt dazu, dass

der Kanal wieder aktiviert werden kann [Zamponi et al., 2015].

Aminosduren Sequenzidentitat (%)
I T T T 1
20 40 60 80 100
Ca/1.1, 1S, L-Typ

Cal Ca,<1.2, a1C, L-Typ

_l‘E Ca,<1.3,a1D, L-Typ

HVA Ca/1.4, a1F, L-Typ
Ca2.1, a1A, P/Q-Typ

Ca,2 Ca,2.2, 1B, N-Typ

— Ca,2.3, a1E, R-Typ

Ca,3.1,a1G, T-Typ

LVA cas Ca,3.2, alH, T-Typ

—— Ca,3.3, all, T-Typ

Abbildung 5: Evolutiondrer Baum der spannungsgesteuerten Kalziumkanile: Aminoséu-
reidentitéat basiert auf dem Abgleichen der putativen Membrandoménen, sowie des die Pore
flankierenden Loops. Die HVA-Familien Ca,1 und Ca,2 weisen eine hohere Sequenziibereinstim-
mung zueinander auf als zu Ca,3. Zusétzlich angegeben ist der Name der a-Untereinheit, sowie
die Klassifizierung in L-, P/Q-, N-,; R~ oder T-Typ. Graue Késten markieren die Ca, Isoformen,
die in SH-SY5Y Neuroblastoma Zellen identifiziert wurden [Sousa et al., 2013]. Modifiziert aus
[Perez-Reyes, 2003].

Obwohl ein Nachweis der L-Typ Kalziumkanéle auch in elektrisch nicht erregbaren
Zellen Lymphozyten gelang, ist ihre Funktion in diesen Zellen weiterhin unklar [Zamponi
et al., 2015]. Funktionell spielen die unterschiedliche Cay-Isoformen im Herz, Gehirn,
endokrinen Zellen (Cay1.2 und Ca,1.3), prasynaptischen Nervenenden (Ca,2), Neuronen

und dem cardiovaskuldren System (Cay3) eine entscheidende Rolle [Zamponi et al., 2015].
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In der fiir diese Arbeit verwendeten Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y gelang es Sousa et
al. Cay1.3, Cay2.2 und Ca,3.1 nachzuweisen [Sousa et al., 2013].

1.3.1 Die Rolle des spannungsgesteuerten Kalziumeinstroms in Krank-

heiten

Die Vielfalt an Ca,-Kanélen und ihren Isoformen, sowie die distinkten Rollen, die die Isofor-
men {ibernehmen, resultieren in einer groflen Anzahl an Krankheiten, die mit Mutationen
in den einzelnen Genen einhergehen. Im Folgenden wird auf Krankheiten eingegangen, die
im Zusammenhang mit Ca,1.3, Ca,2.2 und Ca,3.1 gebracht werden.

So weisen Menschen wie Mause mit einer Mutation in Cay1.3 Arrhythmien aufgrund
einer Storungen im Sinusknoten auf. Ein weiteres Symptom ist Taubheit [Baig et al., 2010].
Mutationen, die zu einer verstiarkten Funktion von Ca,1.3 fithren werden mit Autismus,
Entwicklungsverzogerungen, Aldosteroismus und Epilepsie in Verbindung gebracht [Azizan
et al., 2013; lossifov et al., 2012; O’Roak et al., 2012; Pinggera et al., 2015; Zamponi
et al., 2015]. Ca,2.2 knock out Méuse weisen nur milde Phénotypen auf. Sie zeigen ein
vermindertes Schmerzempfinden gegeniiber entziindungsbedingten und neuropathischen
Schmerzen (Hatakeyama 2001, Kim 2001a, Saegusa 2001), sind hyperaktiv (Beuckmann
2003) und gleichzeitig weniger angstlich (Saegusa 2001). Mause ohne Cay3.1 iiberleben mit
nur kleinen Verhaltensauffélligkeiten [Kim et al., 2001], jedoch weisen sie ein u.a. verstérktes
viszerales Schmerzempfinden [Kim et al., 2003] und Bradykardien (Herzschlag <60 Schlige
pro Minute) [Mangoni et al., 2006] auf. Bisher gibt es keine eindeutige Verbindung zwischen
Mutationen in Ca,2.2 oder Ca,3.1 und Krankheiten im Menschen [Zamponi et al., 2015].

Jedoch fithren nicht nur Mutationen in den CACNA1 Genen zu einer verstiarkten
Aktivitat der spannungsgesteuerten Kalziumkanéle. So steht die neurodegenerative Wir-
kung von A im Zusammenhang mit einem verstidrkten Kalziumeinstrom durch L-Typ
Kalziumkanélen: In Neuroblastoma MC65 Zellen, einer Zelllinie, die stabil das APP Frag-
ment APP-C99 iiberexprimiert, fithren endogene AS3-Oligomere zu einer Hochregulation
der relativen Ca,1.2 mRNA Menge. Dies geht einher mit einer héheren intrazelluldrem
Ca?"-Konzentration [Anekonda et al., 2011]. Ein verstirkter Kalziumeinstrom durch L-Typ
Kalziumkanéle konnte auch durch eine mittels Hypoxie induzierte Produktion von Aj3
beobachtet werden [Webster et al., 2006]. Zusétzlich bewirkt A in HEK293 Zellen eine
verstarkte Insertion von Ca, 1.2 in die Plasmamembran durch eine direkte Interaktion mit
dessen alc Untereinheit [Scragg et al., 2004].

Der losliche extrazellulare Teil von APP (APPsa siehe Abbildung 4)scheint in der Lage
L-Typ Kalziumkanéle in entgegengesetzter Weise zu regulieren. So zeigten Schnitte aus dem
Hippocampus von APP knock out Méusen einen verstirkten Kalziumeinfluss nach Hypoxie.
Dieser Effekt war durch spezifische L-Typ Kalziumkanalblocker oder die Zugabe von APPs«
revidierbar [Hefter et al., 2016]. Neben APP reguliert auch das zweite Alzheimer assoziierte
Protein Présenilin 1 VOC Kanéle. Kortikale Neuronen aus PS1 knock out Méusen weisen

verstarkte L- und P-Typ Strome auf, wobei der Grund hierfiir méglicherweise die durch
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den PS1 knock out verringerte intrazelluldre Kalziumkonzentration ist [Cook et al., 2005].

1.4 Zielsetzung

Unterschiedliche Kalziumeinstrom-Mechanismen, wie u.a. der speicher- oder der span-
nungsgesteuerte Kalziumeinstrom tragen zur Kalziumhomoostase und der Funktion von
Zellen bei. Mutationen in einzelnen der beteiligten Komponenten kénnen schwerwiegende
Krankheiten zur Folge haben. Zudem haben auch Mutationen in Alzheimer assoziierten
Genen eine Auswirkung auf die Kalziumhomoostase verschiedener Zellen.

Ziel dieser Arbeit war es neue Mechanismen zu identifizieren, die einen Einfluss auf
die Kalziumsignale in Immunzellen oder Alzheimer Modellzelllinien haben. Dafiir sollte
die Spleiflvariante STIM2.1 und ihr Einfluss auf SOCE charakterisiert werden. Im An-
schluss hatte eine proteomische Analyse zum Ziel mogliche STIM2 Interaktionspartner zu
identifizieren, um so den Grundstein dafiir zu legen in Zukunft weitere Regulatoren der
STIM2-abhingigen Ca?*-Homdostase analysieren zu kénnen. Im dritten Teil der Arbeit
war das Ziel den Einfluss der beiden familiiren Alzheimer-assoziierten Gene Amyloid-
Vorlduferprotein (APP) und Priisenilin 1 mit Hilfe von stabilen Uberexpressions- und
Deletionszelllinien von Neuroblastomazellen auf den speicher- und spannungsgesteuerten

Kalziumeinstrom genauer zu untersuchen.
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Kapitel 2

Materialien

2.1 Antikorper
2.1.1 Primarantikorper

Tabelle 1: Verwendete Priméirantikorper unter Angabe von Spezifitit (Antikorper gegen),
Klonalitdt, Ursprungsorganismus (Org), Hersteller, Bestellnummer (Bestellnr) und Verdiinnung

Antikorper gegen Klonalitdat  Org  Hersteller Bestellnr  Verdiinnung
a-Calnexin polyklonal  Hase  Assay design SPA8&65 1 : 2000
a-GAPDH polyklonal = Hase Cell Signaling 2118 1 : 2000
a-GFP polyklonal  Hase Cell Signaling 2956 1: 1000
a-Orail polyklonal  Hase Abcam ab78471 1:500
a-Orail polyklonal  Hase  Anaspec 54653 1: 500
a-Profilin 1 polyklonal — Hase Abcam ab124904 1 : 10000
a-Stim1 monoklonal Maus BD-Bioscience 610954 1:250
a-STIM2.1 polyklonal  Hase Martin Jung - 1 :100-200
a-STIM2 (C-Term) polyklonal = Hase Sigma Aldrich  S8572 1: 1000

a-STIM2 (N-Term) polyklonal ~ Hase Sigma Aldrich PRS4125 1 : 1000

a-Streptavidin-HRP - - JIR 016030084 0.3 pg/mL
a-Streptavidin-AF568 - - Thermo Fisher S11226 1:500
a-vy-Tubulin polyklonal  Hase Sigma T5192 1: 1000

Bei den a-Streptavidin Antikérpern handelt es sich um direkt gekoppelte Antikérper. Somit
wurde hier zur Detektion kein Sekundarantikérper bendtigt.

2.1.2 Sekundarantikorper

Tabelle 2: Verwendete Sekundiarantikorper unter Angabe von Hersteller, Bestellnummer und
Verdiinnung

Antikorper Hersteller Bestellnr Verdiinnung
a-Hase-AF568 Invitrogen A-11036 1:200
a-Hase-HRP GE Healthcare Amersham NA9340 1 : 25000
a-Maus-HRP Amersham Bioscience NA931 1: 5000
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2.2 Bakterienstamme

Tabelle 3: Bakterienstamm unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Bakterienstamm Hersteller Bestellnummer

XL-1 Blue Subcloning Grade  Agilent Technologies (Stratagene) 200249

2.3 Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Chemikalie Hersteller Bestellnummer
2-Mercaptoethanol Acros Organics 125472500
2-Propanol Sigma 19516
Acrylamid-Bisacrylamid Sigma AT7168
Agar Select Sigma A5054
Agarose broad range Roth T846.3
Agarose GTQ Roth 6352.4
Albumin, Bovine Serum Sigma A6003
Ampicillin Sigma A9393
APS Sigma 248614-56
Benzonase Sigma E1014-5KU
Biotin Sigma B4501
Biotin-Phenol Adipogen CDX-B0270-M100
Borsédure Sigma B0394
Calciumchlorid Merck 102382
Glucose Merck 102382
Glutaminsdure Sigma G1626
cOmplete Proteinaseinhibitor Roche 05892791001
DMSO Sigma D8418
DTT Sigma DI9779
EDTA Sigma ED2SS
EGTA Sigma E4378.2506
Fura-2-AM Invitrogen F1221
GelRed Biotium 41003
Glycin Applichem R030

H509 Fisher Scientific H325-500
Hefeextrakt Difco 212750
HEPES Sigma H7523
Tonomycin Calbiochem 407950
Kaliumchlorid AnalaR 46764298
Magermilchpulver Sucofin -
Magnesiumchlorid Merck 105833025
Methanol Fisher Chemicals M3950
Natriumascorbat Sigma, -
Natriumazid Sigma S8032
Natriumchlorid Sigma S9888
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Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Chemikalie Hersteller Bestellnummer
OptiMEM Thermo Fisher 31985088
Paraformaldehyd Polysciences 00380-250
PeqGold ANTP Mix Peqlab 20-3011
PeqGreen DNA/RNA Dye Peqlab 37-500
Polyornithin Sigma P3655

SDS Acrosorganics 327315000
Thapsigargin Invitrogen T7458
TEMED Sigma T9281
Triton X-100 Eurobio 18774
Trizma, Sigma T1503
TRIzol Life Technologies 15596018
Trolox Sigma Aldrich 238813-1MG
Trypsin Fisher Scientific 25300-062
Trypton Sigma T9410
Tween20 Sigma P1379

Urea Sigma Ub378

2.4 GrofB3enstandards

Tabelle 5: Grolenstandards unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Grofienstandard Hersteller Bestellnummer
1 Kb Plus Ladder Invitrogen 10787-018

100 bp Ladder NEB N3231S
Precision Plus Protein Dualcolor Standard Bio-Rad 161-0325

2.5 Laborgerate

Tabelle 6: Laborgerite unter Angabe des Herstellers

Laborgerit Hersteller
4D Nukleofector Lonza
Bio-Photometer Eppendorf
ChemiDoc TM XRS Biorad

COg3 Inkubator Heracell 150i

CO3 Inkubator Heraeus

Gelelektrophorese Mini-Protean Tetra Cell
Gelelektrophorese GIBCO BRC Horizontal
Heizblock

Hybridisierungsofen UM 400B Hyb
Inkubationsschiittler Minitron CH-4103
Inkubationsschiittler Unimax 1010
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Tabelle 6: Laborgerite unter Angabe des Herstellers

Laborgerét Hersteller
Magnetschiittler Variomag Teleshake 4 Variomag
Magnetriithrer IKA RCT basic Sigma
Mastercycler Personal 5332 Eppendorf

pH Elektrode accumet Basic
Pipetboy acy

Platereader GENIos Pro

Semi Dry Blotter

Sterilwerkbank

Stromquelle Power Pac HC

Sub-cell Agarode Gel Elektrophorese Systems
Thermomixer Univortemp Universal
Universaltrockenschrank UM500
Vortex Thriller

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5418

Zentrifuge Mikro 220R

Zentrifuge Mini Spin 5452
Zentrifuge Universal 32 R

Fisher Scientific
Integra Biosciences
Tecan

Tyler Research
HERAsafe
Biorad

Biorad
Labortechnik
Memmert
Peqglab
Eppendorf
Eppendorf
Hettich
Eppendorf
Hettich

2.6 Losungen

2.6.1 Imaging Losungen

Ca?t-Imaging Losungen mit mit 0,5; 1,0 bzw. 1,5 mM CaCl,

145 mM NaCl

4 mM KCl

10 mM HEPES pH 7,4
10 mM Glucose

2 mM MgCl,

0.5/1/1.5 mM  CaCl,
310 mosm; pH 7,4 (Titration mit NaOH)

Ca?t-Imaging Losung mit mit 145 mM KCI

4 mM NaCl

145 mM KCI

10 mM HEPES pH 7,4
10 mM Glucose

1.5 mM CaClg

310 mosm; pH 7,4
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Ca?T-Imaging Losung mit 10 mM KCl

139 mM NaCl

10 mM KCl

10 mM HEPES pH 7,4
10 mM Glucose

2 mM MgCls

1.5 mM CaCIQ

310 mosm; pH 7,4

2.6.2 SDS-Page (Polyacrylamid Gel Elektrophorese) und Westernblot-

l6sungen
Blottingpuffer, pH 8.3
20 % Methanol
1 % SDS
250 mM Tris-HCI
1,92 M Glycin

Lammlipuffer 2x

8 % SDS

120 mM Tris pH 6,8

0,1 % Bromphenolblau
20 % Glycerin

0,1 % B-Mercaptoethanol

Lammlipuffer 5x
125 mM Tris pH 6,8

2,5 % SDS

0,1 % Bromphenolblau
60 % Glycerin

25 % B-Mercaptoethanol

Priméarantikorperlosung
Antikorper in entsprechender Verdiinnung

1 % BSA
0,02 % Natriumazid
in PBS

RIPA-Lysepuffer
10 mM Tris pH 7.4

1 % Triton X-100
05 % NP40

150 mM NaCl

in PBS; pH 74
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Sammelgelpuffer
0,5 M Tris-HCI
04 % SDS

in Wasser; pH 6,8

SDS-Elektrophoresepuffer, 10 x, pH 8.3
250 mM Tris base (Trizma)

1,92 M Glycin

1 % SDS

Sekundirantikorperlosung
Antikérper (in entsprechender Verdiinnung)
5 % Magermilch in TBST

TBS, 10 x, pH 7.5
500 mM Tris base (Trizma)

1,5 M NaCl
TBST

0,1 % Tween

10 % TBS, 10 x
Trenngelpuffer

16 M Tris-HCI
04 % SDS

in Wasser; pH 8,8

2.6.3 sonstige Losungen

2XY Medium, pH 7

1,6 % Trypton

1 % Select Yeast Extract

0.5 % NaCl
Antibiotikum

Antibiotika mit Endkonzentration
100 pg/ml  Ampicillin (Stock: 50 mg/ml in H20)
60 pg/ml Kanamycin (Stock: 50 mg/ml in HyO)

Bakterienlagermedium

50,7 % KoHPO,
0,3 % KHoHPO4
0,05 % NagCitrat
0,01 % MgSO,
50 % Glycerin
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LB-Agarplatten

LB-Medium

1,5 % Agar
Antibiotikum

LB-Medium, pH 7,5

1 % Select Pepton oder Trypton

1 % Select Pepton oder NaCl

0,5 % Select Yeast Extract
Antibiotikum

Quencher-Losung

10 mM Natriumazid

10 mM Natriumascorbat
5 mM Trolox

TBE, 10 x, pH 8.3
89 mM Tris Base (Trizma)

89 mM Borsaure
10 mM EDTA

2.7 Mikroskope und Filtersets

2.7.1 Ca?'-Imaging

Ca?*-Imaging Experimente wurden mit Hilfe der Soft- und Hardware von Till Photonics
(FEI Munich GmbH) durchgefiithrt. Durchlichtquelle (Power supply), Monochromator
(Polychrome V), Kamera (Imago CCD Camera Andor Clara) und Kontrolleinheit (ICU,
Imaging Control Unit) sind von Till Photonics. Als Mikroskop wurde der Zeiss Observer.A1l
verwendet. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines 20 x Objektivs und unter Verwendung
eines Fura-2 Filters (F76-521) gemacht. Alle Filter wurden von Analysetechnik AG bezogen.
Fluoreszenztransfizierte Zellen wurden mittels verschiedener Filter (YFP: F36-528; CFP:
F26-511; mCherry: F20-451) identifiziert.

2.7.2 FRET und Kolokalisationsstudien

Fir FRET und Kolokalisationsstudien wurde das Leica AM TIRF MC System verwendet.
Das Mikroskop wurde mittels der LAS AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence)
Software gesteuert, welche auch zur Analyse der FRET Studien verwendet wurde. Fiir alle
Aufnahmen wurde das Leica HCX Plan Apo Ol-Objektiv (100 x; 1.46 numerische Apertur)
verwendet. GFP wurde mittels eines 488 nm Lasers angeregt, wobei ein Suppressionsfilter
mit einer Bandbreite von 525/50 verwendet wurde. mCherry wurde mit einem 561 nm
Laser angeregt (Bandbreit Suppressionsfilter: 600/40). Fiir FRET Aufnahmen wurde der
GFP-Laser und mCherry Suppressionsfilter verwendet.

2.7.3 Konfokale Aufnahmen: Immunzytochemie

Zur Aufnahme von gefarbten Zellen wurde ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop von
Leica (Leica TCS SP5) mit der TCS Arbeitsstation unter Verwendung eines 100 x Ol-
Objektives genutzt. Die Steuerung des Mikroskops, sowie die Aufnahmen erfolgten mittels
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der LAS AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence) Software. Fiir die Aufnahmen
wurden drei Anregungslaser verwendet: 405 Diode fiir DAPI; Argon-Laser fiir YFP; HeNe
543 (Helium-Neon-Laser) fir AF568. Die Messungen wurden an der Universitiat von Alberta

durchgefiihrt.

2.8 Enzyme

2.8.1 Modifizierende Enzyme

Tabelle 7: Verwendete modifizierende Enzyme unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Modifizierende Enzyme Hersteller Bestellnummer
Antarktic Phosphatase NEB MO0289S
Phusion Polymerase Finnzymes F-5308

T4 DNA-Ligase Finnzymes MO0289S
SuperScript II RT Life Technologies 18064

2.8.2 Restriktionsenzyme

Tabelle 8: Verwendete Restriktionsenzyme unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Restriktionsenzyme Hersteller Puffer Bestellnummer
Blpl NEB CutSmart R0585S
EcoRV NEB CutSmart R3195S
Kpnl NEB NEB1.1 R0142S
SnaBI NEB CutSmart R0130S

2.9 Oligonukleotide

2.9.1 Klonierungsprimer

Tabelle 9: Klonierungsprimer unter Angabe des Endkonstrukts, der amplifizierten DNA | Vorwérts-

und Riickwértsprimer

Konstrukt

amplifizierte DNA  Vorwértsprimer Riickwértsprimer

STIM2.1/STIM2.2-mcherry
STIM2.1/STIM2.2-GFP
YFP-STIM2.1/STIM2.2-APEX2

mcherry BAN1005
GFP BAN1005
APEX2 (4BlpI) BAN1239

BAN1004
BAN1004
BAN1240

BAN1004: ATCTTGTACAGCTCGTCCATG

BAN1005: ATGGTGAGCAAGGGCGAG

BAN1239: GGCCGCTCAGCTGGACTACAAGGATGACGAC
BAN1240: CGGCGCTGAGCGTCCAGGGTCAGGCGCTC
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2.9.2 qRT-PCR Primer

Tabelle 10: Verwendete qRT-PCR Primer unter Angabe der Ziel-mRNA und der Sequenzen

der Vorwiérts- sowie Riickwartsprimer

Ziel-mRNA Vorwértsprimer 5’-3’

Riickwértsprimer 5-3’

Cayl.3 TCAGCCGAATAGCTCCAAGC TCGGATGGGGTTATTGAGTGA
Cay2.2 GACAACGTCGTCCGCAAATAC CCCGATGAAATAGGGCTCCG
Cay3.1 TGTCTCCGCACGGTCTGTAA  AAGCCGGTTCCAAGTGTCTC
Orail ATGAGCCTCAACGAGCACT GTGGGTAGTCGTGGTCAG
Orai2 TGGAACTGGTCACCTCTAAC  GGGTACTGGTACTGCGTCT
Orai3 GTACCGGGAGTTCGTGCA GGTACTCGTGGTCACTCT
STIM1 CAGAGTCTGCATGACCTTCA  GCTTCCTGCTTAGCAAGGTT

STIM2.1 CTCTGAAAAAGGCCGAAAAA
STIM2.2 CTCTGAAAAAGGCCGAAAAA

TGAAGCAGCAACCTCATCTTT
TTTTCTGCCTCATCTTTAGCAA

STIM?2 GTCTCCATTCCACCCTATCC GGCTAATGATCCAGGAGGTT
TBP CGGAGAGTTCTGGGATTGT GGTTCGTGGCTCTCTTATC
2.9.3 siRNA

Tabelle 11: erwendete siRNA unter Angabe von Hersteller und Sequenz

siRNA Hersteller Sequenz

ns (unmod) Microsynth TTCTCCGAACGTGTCACGTTT
STIM2.1 (unmod) Microsynth GATGAGGTTGCTGCTTCATTT
STIM2.2 (unmod) Microsynth AGATGAGGCAGAAAAAATTTT

2.10 Kits

Tabelle 12: Verwendete Kits unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Kit Hersteller Bestellnummer
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225
Clarity Western ECL Biorad 1705060
DC Protein Assay Biorad 500-0116
Dream Taq Green PCR Master Mix Thermo Scientific K1081
Phusion High Fidelity PCR Kit NEB F553S
QIAprep Spin Miniprep Qiagen 27106
QIAquick Gel extraction Kit Qiagen 28706
HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen 12662
Dynalbeads Untouched Human CD4 Dynal Biotech 11346D
QuantiTect SYBRgreen kit Qiagen 204145
T4 Ligase Kit Life Technologies EL0012
pJet PCR Cloning Kit Thermo Scientific K1231




2.11 Vektoren und Konstrukte

2.11.1 Ausgangsvektoren fiir Klonierungen

Tabelle 13: Verwendete Zielvektoren fiir Klonierungen unter Angabe der Bezugsquelle

Ausgangsvektor

Bezugsquelle/Kloniert von

pCDNAS5-FRT/TO
pEX-YFP-STIM2.2
pIRES1neo-STIM2.2
pIRES1neo-STIM2.1
pMAX-IRES-GFP

Bernd Bufe

Addgene #18862/Tobias Meyer

Annette Lis

Anna-Maria Miederer

modifiziert durch Hawraa Bzeih/Maik Konrad

2.11.2 Verwendete Konstrukte

Tabelle 14: Verwendete Konstrukte unter Angabe von Vektor und Verwendungszweck. *Kon-
strukte mit Kiirzel der Person, die das Konstrukt kloniert hat: MK: Maik Konrad, DA: Dalia

Alansary, AM: Anna-Maria Miederer

Konstrukt Vektor Verwendungszweck
AICD pMAX-IRES-GFP *MK Ca?*-Imaging

APP pMAX-IRES-GFP *MK Ca?*-Imaging
APPACT pMAX-IRES-GFP *MK Ca?*-Imaging
CFP-STIM2.2 pEX Ca?*-Imaging

GFP pMax Klonierung

mCherry pMax Klonierung
Orail-C-mEGFP pMax FRET/Kolokalisation
Orai2 pCAGGS-IRES-RFP Ca?"-Imaging

STIM1 pCAGGS-IRES-RFP Ca?*-Imaging
STIM2.1-mcherry pIRESIneo-SPS2-STIM2.1 *AM FRET /Kolokalisation
STIM2.1-GFP pIRES1neo-SPS2-STIM2.1 *AM FRET /Kolokalisation
STIM2.2-mcherry pIRESIneo-SPS2-STIM2.2 *AM FRET /Kolokalisation
STIM2.2-GFP pIRES1neo-SPS2-STIM2.2 *AM FRET /Kolokalisation
YFP pEYFP Ca’*-Imaging
YFP-STIM2.1 pEX *AM Ca’*-Imaging
YFP-STIM2.1-1Q/AA pEX *DA Ca’*-Imaging
YFP-STIM2.2 pEX Ca?*-Imaging
YFP-STIM2.1 pCDNAS5-FRT/TO *AM stabile Zelllinien
YFP-STIM2.1-APEX?2 pCDNA5-FRT/TO *AM Biotinylierung
YFP-STIM2.2 pCDNA5-FRT/TO *AM stabile Zelllinien
YFP-STIM2.2-APEX2 pCDNA5-FRT/TO *AM Biotinylierung
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2.12 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Arbeitsmaterialien unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Arbeitsmaterialien Hersteller Bestellnummer
6 x Loading Dye Thermo Scientific R0619
Baysilon-Paste hochviskos ZCHL 700514
Deckgléschen 12 mm; 25 mm ORSATec/Kindler 02R1215-D
Elektroporationskiivetten BioBudget 75-02-SE
my-Budget Einmalpipetten BioBudget 75-50-PP
Nitrozellulosemembran Hybond N Amersham RPN303E
PVDF-Transfermembran Fisher Scientific IPVHO00010
Streptavidin-gecoatete magnetische Beads NEB S14208
Whatman Filterpapier Whatman 512-3939

Alltagliche Verbrauchsmaterialien fiir Zellkultur und Molekularbiologie, wie u.a. serologische
Pipetten, Zellkulturflaschen, Reaktionsgefifle, (gestopfte) Spitzen und 6 bis 96-well Platten
wurden soweit nicht anders angegeben von VWR, BD, Corning, PEQLAB, Sarstedt bezogen.

2.13 Zellkulturmaterialien

2.13.1 Medien

Tabelle 16: Verwendete Medien unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Medium Hersteller Bestellnummer
AIMV Life Technologies 112055-083
DMEM Fisher Scientific 41966-052
DMEM Sigma Aldrich D5796-500ML
Dulbecco’s PBS Fisher Scientific 14190-094
MEM Fisher Scientific 31095-029
RPMI Fisher Scientific 21875-034

2.13.2 Transfektionsreagenzien

Tabelle 17: Transfektionsreagenzien unter Angabe von Transfektionsgeréit, Hersteller und Be-
stellnummer

Transfektionsreagenz Geréat Hersteller Bestellnummer
FuGENE - Promega E2321

Cell line Kit V Nucleofector 2b Lonza VVCA-1003
Lipofectamin2000 - Thermo Scientific 11668027
Opti-MEM Nucleofector 2b Life Technologies 51985-034

P3 Primary Cell 4D kit 4D Nucleofector Lonza V3XP-3024
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2.13.3 Zellkulturzusatze

Tabelle 18: Zellkulturzusitze unter Angabe von Hersteller und Bestellnummer

Zellkulturzusatz Hersteller Bestellnummer
Arginin0 Sigma Aldrich A5006-100G
Argininl0 Silantes 201603902
Blasticidin S Fisher Scientific 10648203
FBS Sigma Aldrich A9418-100G
FCS dialysiert Sigma Aldrich F0392-100ML
Hygromycin B VWR 400052-5
Hygromycin B PAN-Biotech P06-08020
Lysin0 Sigma Aldrich L5501-10MG
Lysin8 Silantes 211603902
MEM NEAA Fisher Scientific 11140-050
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich P4333-100ML
Puromycin VWR 540411-25

2.13.4 Zelllinien und Primarzellen

CD4™
HEK293
HEK293
HEK293T

Jurkat E6.1

SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
T-REx293
T-REx293
T-REx293

unstimuliert

wt
Orail

mock

APP695 swedish (APP Uberexpressionszelllinie)
Crispr mock

APP-/- (Knock out Zelllinie)

PS1-/- (Knock out Zelllinie)

wt

YFP-STIM2.1

YFP-STIM2.2
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Kapitel 3

Methoden

3.1 Gentechnische Methoden zur Generierung rekombinan-
ter DNA

3.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) ist eine in wvitro
Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung definierter DNA-Abschnitte. Die Amplifikation
erfolgt in zyklischen Schritten mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase, wobei der zu
vervielfialtigende Bereich von zwei kurzen Oligonukleotiden (= Primer) begrenzt wird. In
einem Zyklus, der aus Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer (= Annealing) und
Elongation besteht, wird die DNA verdoppelt. Dabei unterschiedlichen sich die einzelnen
Phasen ausschliellich durch ihre Temperatur.

Bei der Denaturierung wir eine Temperatur in Abhéngigkeit von der verwendeten
Polymerase zwischen 94 - 98 °C gewdhlt, die dazu dient die Bindungskrifte zwischen
den zwei Einzelstrangen der DNA und den Primern zu iiberwinden, so dass diese sich
voneinander trennen und einzelstrangig vorliegen. Die Dauer der Denaturierung hingt von
der Lange der DNA ab, die als Vorlage (= Template) dient.

Fir die anschliefenden Annealing-Phase wird die Temperatur gesenkt. Dadurch kénnen
die Primer mit der Template-DNA hybridisieren. Dabei ist ein Primer komplementér zum
Beginn des zu amplifizierenden Bereiches, wihrend der andere Primer komplementér zum
Ende des gewiinschten DNA-Abschnitts auf dem Gegenstrang ist. Primer kénnen dazu
verwendet werden, um Phosphate oder zusétzliche Schnittstellen an den zu amplifizierenden
Bereich anzufiigen, um so eine spétere gerichtete Klonierung zu erleichtern. Die Temperatur
in der Annealing-Phase liegt unter der Denaturierungstemperatur der Primer und ist somit
abhéngig von der Nukleotid-Zusammensetzung der Primer und kann nach der Wallace-Regel
bestimmt werden: T, = (G+C)x4+ (A+T)x2

In der Elongationsphase kommt es schliellich zur Anlagern der DNA-Polymerase an
die 3’ Enden der Primer und zur komplementéren Vervollstdndigung des DNA-Stranges

mit freien Desoxynukleotiden in 5’ - 3’ Richtung. Die Temperatur ist abhingig vom
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Temperaturoptimum der Polymerase, die Dauer der Elongation steigt mit der Lange des
zu amplifizierenden Bereiches und variiert je nach Kapazitat der Polymerase (15 - 30 sec
pro 1000 Basenpaaren (bp)).

Nach der Elongation liegt der DNA-Abschnitt wieder als Doppelstrang vor und ein neuer
Zyklus beginnt, in dem die bereits amplifizierte DNA nun als Vorlage dient, wodurch es
zur exponentiellen Vervielfaltigung der DNA kommt. Praparative PCR-Reaktionen wurden
nach dem aufgefithrten Schema in Tabelle 19 angesetzt. Eine Ubersicht der gewihlten

Temperaturzyklen und gewéhlten Zyklendauer ist in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 19: Pipettierschema fiir priaparative PCR-Reaktionen

1 ul Template DNA (= 20 ng)

25 ul Primer 1 (10 pmol/ul)

2,5 ul Primer 2 (10 pmol/ul)

10 ul 5x High fidelity Puffer

1 ul dNTPs (je 10 mM: dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
32,5 ul H»O

0,5 ul Phusion Polymerase

50 ul Gesamtvolumen

Tabelle 20: Temperatur-Zyklus-Konditionen fiir praparative PCR-Reaktionen

Temperatur [°C] Zeit [sec]

98 180
98 17
Tm (X-Y) 15-30 x28-32
72 30
72 600
4 o0

3.1.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine Variante der Polymerase-Ketten-Reakion, die nach einer Trans-
formation von Bakterien dazu dient, die Klone zu identifizieren, die den Vektor mit dem
klonierten Konstrukt in der richtigen Orientierung enthalten. Da als Template direkt
gepickte Kolonien verwendet werden und somit eine vorangehende Plasmid-Aufreinigung
unnotig ist, konnen viele Klone parallel und ziigig getestet werden. Wahrend des ersten
Denaturierungszykluses werden die Bakterienzellen aufgeschlossen, wodurch die DNA als
Vorlage fiir die PCR freigesetzt wird. Um neben dem Nachweis der gelungenen Insertion
des DNA-Abschnitts in den Vektor auch die richtige Orientierung zu iiberpriifen, wird
ein Primer komplementar zum Insert, der andere komplementar zum Gegenstrang des
Vektors gewahlt. Auf diese Weise entsteht das PCR-Produkt ausschliellich bei korrekter
Orientierung des Insert. Tabelle 21 fiihrt das Pipettierschema der Kolonien-PCR auf;

Tabelle 22 die verwendeten Temperaturzyklen und Zyklendauer.
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Tabelle 21: Pipettierschema fiir Kolonie-PCR

Y Kolonie DNA-Template

12,5 ul DreamTaq™ Green PCR Master Mix
(Fermentas; enthalt DreamTaq™ DNA Polymerase,
DreamTaq™ Green Puffer, MgCly, dNTPs)

1,25 Primer 1 (10 pmol/ul)
1,25 wl Primer 2 (10 pmol/pl)

25 ul Gesamtvolumen

Uber ein Agarosegel wurde das PCR-Produkt aufgetrennt und die Klone identifiziert,
die das Plasmid mit dem Insert in der richtigen Orientierung enthielten. Anschlieend
wurde die zweite Hélfte einer positiv getesteten Kolonie verwendet, um LB-Medium fiir

eine spétere Plasmid-Aufreinigung und Sequenzierung anzuimpfen.
Tabelle 22: Temperatur-Zyklus-Konditionen fiir Kolonie-PCR

Temperatur [°C] Zeit [sec]

95 180

95 30

T (58) 20 x32
68 22

68 300

4 00

3.1.3 Restriktionsverdau von DN A

DNA kann an spezifischen Stellen mit Hilfe von Restriktionsenzymen (= Restriktions-
endonukleasen) geschnitten werden. Restriktionsenzyme spalten an bestimmten Erken-
nungssequenzen die Phosphodiesterbriicken des Desoxyribonucleinsdurertickgrats der DNA.
Dabei konnen glatte Enden (blunt ends) oder iiberhdngende Enden (sticky ends) mit einem
kurzen End-Einzelstrang entstehen. Bei den Erkennungssequenzen, die Restriktionsenzym-
spezifisch sind, handelt es sich meist um ein vier bis sechs Basenpaar langes Palindrom.
Typischerweise werden Vektor und Insert fiir eine spédtere Ligation mit dem gleichen Re-

striktionsenzym geschnitten. In Tabelle 23 ist das verwendete Pipettierschema aufgelistet.

3.1.4 Dephosphorylierung von DNA

Wenn blunt geschnittene oder nur mit einem Restriktionsenzym geschnittene Vektor-
DNA in einer Ligation eingesetzt wird, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass der Vektor
mit sich selbst ligiert, ohne das gewiinschte DNA-Fragment (= Insert) aufzunehmen.

Um dies zu vermeiden, wurde die Vektor-DNA vor einer Ligation dephosphoryliert. Das
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Tabelle 23: Pipettierschema fiir Restriktionsverdau

X He DNA (1-2 ug)

1 ul Restriktionsenzym 1

1 ul Restriktionsenzym 11

3 ul Puffer (entsprechend Restriktionsenzymen)
3 ul BSA (10x)

ad 30 wl H>O

4 h bei 37 °C

5 Phosphat, das fiir eine Ligation nétig ist, wird durch eine Phosphatase entfernt, wodurch
die Wahrscheinlichkeit einer Religation des Plasmids sinkt. Fiir eine erfolgreiche Ligation
sind somit Phosphate an den 5’ Enden des Inserts notig, die entweder iiber phosphorylierte
Primer eingefiigt werden oder durch einen Restriktionsverdau des DNA-Produkts vorhanden

sind.

Tabelle 24: Pipettierschema fiir Dephosphorylierungen mit alkalischer Phosphatase

30 wl Ansatz Restriktionsverdau

4 Antarktischer Phosphatase-Puffer
2 ul Antarktischer Phosphatase
4wl H20

15 min bei 37 °C

Nach der Inkubation des Ansatzes (siehe Pipettierschema in Tabelle 24) wurde die
Phosphatase fiir 5 min bei 60 °C inaktiviert.

3.1.5 DNA Analyse und gelelektrophoretische Auftrennung

Die Gelelektrophorese wird verwendet, um DNA durch Anlegen eines elektrischen Feldes
ihrer Ladung nach in einer Gelmatrix aufzutrennen. Bei einem Agarosegel handelt es sich um
iiber Wasserstoffbriicken quer-vernetzte Molekiile. Je nach enthaltener Menge an Agarose
sind die dadurch entstehenden Poren gréfler oder kleiner. Die negativ geladene DNA, deren
negative Ladung proportional zur Gréfle des Molekiils ist, wandert in Richtung der Anode
durch die Poren, wobei kleinere Molekiile weniger stark retiniert werden. Durch einen
mitlaufenden Grofien-Standard kann eine Aussage tiber die Grofie der Fragmente getroffen
werden und durch die Verwendung spezieller GTQ-Agarose (3.1.5) ist eine Reisolation aus

dem Gel und somit einer Aufreinigung zur Weiterverwendung moglich.

Agarose-Gel

Ein Agarose-Gel wurde zur Kontrolle eines Restriktionsverdaus, einer RNA-Isolation oder
eines Test-Verdaus verwendet.

Zur Herstellung eines Agarosegels wurde Agarosepulver abgewogen, bis zum vollstan-
digen Auflésen in TBE-Puffer aufgekocht und nach Abkiihlunen auf ~50 °C mit einem
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DNA-bindenden Farbstoff (Safe-Red; 1 : 30.000) versehen. Dieser Farbstoff interkaliert in
stochiometrischer Menge in die Helix der DNA und emittiert unter UV-Licht eine griine
Fluoreszenz, wodurch die DNA im Gel detektiert werden kann. Als Laufpuffer wird TBE
verwendet. Typischerweise wird eine Agarosekonzentration zwischen 0,8 %-2 % gewéhlt,
wobei gilt: je grofler die erwarteten DNA Fragmente sind, desto niedrig-prozentig wird das
Gel gegossen. Die Lauffront kann durch Versetzen der Proben mit Probenpuffer sichtbar
gemacht werden. Der Probenpuffer stabilisiert den pH-Wert der DNA. Abhéngig von der
Grofle der Gelkammer, wird fiir 20 - 60 min eine Spannung von 80 - 150 V angelegt.

GTQ-Gel

Soll die DNA nach der Auftrennung weiterverwendet werden, wird GTQ-Agarose (Gen-
technologie-Qualitét) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine reinere, RNase- und
DNase-freie Agarose mit einer niedrigen Schmelztemperatur. Dadurch kann DNA durch
Schmelzen des Gels reisoliert werden, ohne die DNA-Doppelstringe durch Denaturierung
zu aufzutrennen. GTQ-Agarose Gele werden ebenso in TBE-Puffer angesetzt und mit
Safe-Red zur Visualisierung der Banden versehen. Unter UV-Licht kénnen entsprechende
Banden ausgeschnitten werden und mit Hilfe des Gel Extraktion Kits (Qiagen) nach

Herstellerprotokoll isoliert werden.

3.1.6 Ligation

Als Ligation bezeichnet man die enzymatische Verkniipfung von DNA, katalysiert durch
das Enzym Ligase. Dabei werden freie 3’-Hydroxy-Enden mit freien 5’-Phosphat-Enden
kovalent verkniipft. Die durch einen Restriktionsverdau entstandenen komplementéren
Basen der freien Einzelstriange von Vektor- und Ziel-DNA hybridisieren unter Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen und die losen Enden werden {iber eine Phosphodies-
terbindung verkniipft, wodurch rekombinante DNA entsteht. Fiir die Ligation wird ein
molares Verhéltnis von 3:1 Insert:Vektor einsetzt, wobei die eingesetzte Gesamtmenge
100 ng nicht iiberschreiten sollte. Das Pipettierschema ist in Tabelle 25 aufgefiihrt. Das

Ligationsprodukt kann im Anschluss direkt in kompetente Bakterien eingebracht werden.

Tabelle 25: Pipettierschema fiir Ligationen

X ul Vektor-DNA

Y ul Insert-DNA

2 ul T4 Ligase Puffer
1 ul T4 Ligase

ad 20 ul H>O

3-6 h bei RT oder 16 °C iiber Nacht
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3.1.7 Expression und Isolation heterologer DN A-Konstrukte
Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Um die klonierte rekombinante DNA zu vervielfiltigen werden kompetente Bakterien
verwendet. Kompetente Zellen sind in der Lage Fremd-DNA aus dem umgebenden Medium
aufzunehmen. Diese Féhigkeit erlangen Bakterienzellen durch eine Behandlung mit Kalzium-
oder Magnesiumchlorid in der Log-Phase ihres Wachstums.

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen werde XL-1 Blue Zellen auf einer LB-Platte
ohne Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Einzelkolonie
wird am néchsten Tag verwendet um 5 ml einer Vorkultur anzuimpfen. Diese wird nach ~16 h
in eine Hauptkultur (200 ml) Gberfiihrt und weiter inkubiert. Nach Erreichen einer optischen
Dichte von ODggg ~0,4 wird die Hauptkultur bei 4000 xg und 4 °C fiir 15 min pelletiert und
in Abhéngigkeit der Pelletgréfie in 5-10 ml kalten TSS-Puffer aufgenommen. Anschlieend
werden 200 pl Aliquots der Bakteriensuspension in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei
-80 °C gelagert.

Um die Kompetenz der hergestellten Zellen zu berechnen wird eine bekannte Menge Test-
DNA (20 ng pMAX-GFP) transformiert und die Transformationseffizienz nach folgender

Formel berechnet:

V(ausplattiert) " 1
V(Gesamt) ug Plasmid

Kompetenz = Koloniezahl x Verdiinnungsfaktor x

Hitzeschocktransformationen von Bakterien

Unter Transformation versteht man das nicht-virale Einbringen von Fremd-DNA in Bakte-
rienzellen.

Dabei werden durch einen Hitzeschock Lipide aus der dufleren Membran freigesetzt,
wodurch Poren entstehen. DNA kann so durch die durchlédssige Membran in die Bakte-
rienzelle gelangen. Der Hitzeschock bewirkt zusétzlich eine Depolarisierung der inneren
Membran, wodurch die negativ geladene DNA leichter ins Zellinnere gelangt. Durch einen
anschliefenden Kélteschock und Freisetzung von Proteinen der dufleren Membran wird
die Fluiditdat der dufleren Membran wiederhergestellt und die innere Membran wieder
polarisiert [Panja et al.]

Fiir die Hitzeschocktransformation wurden kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut.
Nach Zugabe des gesamten Ligationsansatzes und vorsichtigem Mischen wurden die Zellen
30 min auf Eis ruhen gelassen. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock fiir 90 sec bei 42 °C.
Nach weiteren 2 min auf Eis wurde 1 ml XY-Medium pro Ansatz hinzugegeben und fiir
60 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fiir 3 min
bei 5000 xg zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und das Pellet in ~100 ul des
verbleibenden Mediums resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Platten mit
dem Vektor entsprechendem Selektionsmedium ausplattiert. Die Inkubation der Platten
erfolgte bei 37 °C iiber Nacht.
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Plasmidpraparation: Mini- und Maxiprep

Nachdem das Plasmid in der Bakterienkultur vervielfiltigt wurden, verwendet man eine
Plasmidpréparation zur Isolation der DNA. Im Abhéngigkeit der eingesetzten Kulturmenge
unterscheidet man zwischen der Mini- und der Maxiprep. Fiir die Miniprep werden 5 ml
LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum, fiir eine Maxiprep 200 ml, mit einer
Bakterien-Kolonie angeimpft und ~16 h unter Schiitteln bei 37 °C wachsen gelassen. Der
gesamte Ansatz wurde fiir die Praparation unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep
Kit von Qiagen (bzw. QIAprep Spin Maxiprep Kit) nach Herstellerprotokoll eingesetzt.

Dabei unterscheidet sich das Isolationsprinzip der beiden Kits grundlegend. Die Plasmid
Miniprep basiert auf drei Schritten: Die Freisetzung der Plasmid-DNA durch alkalische
Lyse; das Binden der DNA in einem neutralisierenden, stark salzhaltigen Puffer an eine
Silicagel-Membran, wobei RNA, Proteine und Metabolite nicht haften und schliefflich die
Elution der DNA nach mehreren Waschschritten durch einen schwach salzigen Puffer.

Bei der DNA-Maxiprep unterscheiden sich der zweite und dritte Schritt. Die DNA
bindet hier in einem schwach salzigen Puffer an eine Anionen-Austauscher-Membran und
wird nach dem Waschen mit einem stark salzigen Puffer eluiert. Zur Isolation wird die
Plasmid-DNA dann mit Isopropanol gefallt.

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines Photometers bestimmt.

3.1.8 Klonierte Konstrukte

Im Laufe dieser Arbeit wurden verschiedene Konstrukte kloniert. Alle Konstrukte wurden
mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit hin {iberpriift. Diese sind, unter Auflistung der

Klonierungsseite und des Zielvektors in Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26: Klonierte Konstrukte unter Auffithrung des Zielvektors und der verwendeten Re-

striktionsenzyme

Konstrukt Zielvektor Restriktionsenzyme
STIM2.1-mcherry pIRES1neo-SPS2-STIM2.1 EcoRV
STIM2.1-GFP pIRESIneo-SPS2-STIM2.1 EcoRV
STIM2.2-mcherry pIRES1neo-SPS2-STIM2.2 EcoRV
STIM2.2-GFP pIRES1neo-SPS2-STIM2.2 EcoRV
YFP-STIM2.1 pCDNA5-FRT/TO SnaBI/Kpnl
YFP-STIM2.1-APEX2  pCDNAS5-FRT/TO Blpl

YFP-STIM2.2 pCDNA5-FRT/TO SnaBI/Kpnl
YFP-STIM2.2-APEX2  pCDNAS5-FRT/TO Blpl

Die Funktionalitit aller STIM2-Konstrukte wurde mittels Fura2-basiertem Ca?*-
Imaging (siehe Abschnitt 3.4.1) in HEK-Orail stabilen Zelllinien tiberpriift. Die Funk-
tionalitdt von APEX2 wurde mittels Kolokalisationsstudien (siehe Abschnitt 3.4.3) und
Westernblot (siehe Abschnitt 3.3.2) nachgewiesen.
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3.2 Arbeiten mit humanen Zellen

3.2.1 Zellkultur
Kultivierung und Passage

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien und Primérzellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2

und 95 % Luftfeuchtigkeit. Zur Gewéhrleistung der sterilen Bedingungen wurde eine
Steril-Bank mit laminarer Luftstromung (Biological safety cabinet, HERAsafe) verwendet.
Adhérente Zellen wurden zur Passage oder Transfektion mittels 0,05 % Trypsin + 1x EDTA
(Gibco) abgelost.

Die primére Zellpraparation erfolgte durch Carmen Héssig aus Leukozyten-Reduktionskammern,

die als Abfallmaterial nach der Thrombozytenapherese in der Blutbank anfallen (Institut

fir Klinische Hdmostaseologie und Transfusionsmedizin; Ethikkommission 146/12; AK
Saarland).

Verwendete Medien

e MEM: + 10 % FCS wurde fiir die Kultivierung von HEK293, sowie HEK293-O1
Zellen verwendet.

e RPMI1640: + 10 % FCS wurde fiir die Kultivierung von Jurkat Zellen verwendet.

o AIMV: Priméire CD4" T Zellen wurden in AIMV Medium mit 10 % FCS kultiviert.

e D-MEM: Die in D-MEM kultivierten Zellen sind unter Angabe der Zusétze in
Tabelle 27 aufgelistet.
T-REx UE* betrifft die Uberexpressionslinien: Flp-In T-REx293-S2.1-APEX2, Flp-In
T-REx293-52.2-APEX2, Flp-In T-REx293-YFP-52.1 und Flp-In T-REx293-YFP-52.2
SH-SY5Y UE** gilt fiir: SHSY5Y-APP695 swedish und SH-SY5Y mock, wihrend
SH-SY5Y KO*** die Crispr CAS Knock out Zelllinien Zelllinien SH-SY5Y-APP- /-
und SH-SY5Y-PS1-/- betrifft.

Tabelle 27: Ubersicht iiber die in D-MEM kultivierten Zellen unter Angabe der Mediums-
Zusitze und der kultivierten Zelltypen: Flp-In T-REx293 = T-REx; HEK293T = 293T; UE =
stabile Uberexpression; KO = Knock out

D-MEM

T-REx T-REx 293T SH-SY5Y SH-SY5Y
+ FCS 10 % 10 % 10 % 10 % 10 %
+ P/S - - 1% - -
+ NEAA - — — 1% 1%
+ Blasticidin 15 pg/ml 15 pg/ml - - -
+ Hygromycin B - 200 pg/ml - 300 pg/ml -
+ Puromycin - - - - 2 pg/ml
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Differenzierung von SH-SY5Y Zellen

Die Differenzierung von SH-SY5Y Zellen erfolgte mit Hilfe von 10 uM Retinséure (retioic
acid = RA) [Dwane et al., 2013]. Fiir die Differenzierung wurden SH-SY5Y Zellen auf Deck-
glidschen ausgesaht. Nach Erreichen einer Konfluenz von ~60 % wurde das Kulturmedium
durch Differenzierungsmedium ersetzt: D-MEM mit 0,1 % FCS, 1 % NEAA und 10 uM RA
(*/- oder Puromycin). Am 6. Tag der Differenzierung, wobei téglich ein Mediumswechsel

erfolgte, und 24 h vor der Messung wurden das Serum auf 10 % erhoht.

3.2.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (guantitative real-time PCR = qRT-PCR) ist eine Variante
der PCR, bei der mittels des DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
(Quiagen) eine Quantifizierung des PCR Produkts mdglich ist. Hierzu wird in einem ersten
Schritt die aus den geernteten Zellen isolierte RNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Im zweiten Schritt wird die generierte cDNA als Matrize fiir die qRT-PCR

eingesetzt.

RNA Isolation

Zur RNA Isolation wurden geerntete und pelletierte Zellen in 700 nl TRIzol (life technolo-
gies) resuspendiert und bei -80 °C bis zur RNA Isolation gelagert. Die RNA Isolation erfolgt
nach Herstellerprotokoll. Die Qualitat der RNA wurde mit Hilfe eines 1 % Agarose-Gels

kontrolliert, die Konzentration der RNA mit Hilfe eines Photometers bestimmt.

Reverse Transkription

Die Umschreibung der isolierten RNA in ¢cDNA erfolgte unter Verwendung der Super-
Script IT Reversen Transkriptase (Life technologies). Die Besonderheit dieser Polymerase ist,
dass sie neben DNA auch RNA als Template verwenden kann. Fiir die reverse Transkription

wurden 0,8 pug der RNA eingesetzt; die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerprotokoll.

qRT-PCR

Wiéhrend der Amplifikation der gewiinschten Sequenz, in Anwesenheit eines Fluoreszenz-
farbstoffes (SYBR Green), kommt es zur Einlagerung des Farbstoffes in die DNA. Der
DNA-Farbstoff-Komplex weist eine gesteigerten Fluoreszenz auf. Die Steigerung der Fluore-
zenz pro Zyklus ist linear zum Grad der Amplifikation der DNA, da stéchiometrisch mehr
DNA-Farbstoff-Komplexe gebildet werden. Aufgrund der Fluoreszenz kann die amplifizierte
DNA eines Gens pro Verdopplungszyklus visualisiert und durch einen Vergleich mit einem
Referenzgen quantifiziert werden.

Fir die qRT-PCR wurden 0,5 ul ¢cDNA, je 300 nM Primer, sowie das QuantiTect
SYBR Green Kit (Qiagen) verwendet. Die Spezifitdt der Produkte wurde anhand ihrer

49



Schmelzkurve unter Verwendung des Bio-Rad CFX96 Real Time System tiberpriift. Die
Expression der Ziel-Gene wurde auf die Expression des Referenzgens TATA Box Binde-
Protein (TBP) normiert. Die verwendeten Temperatur-Zyklen sind in Tabelle 28 aufgefiihrt.
Die in dieser Arbeit abgebildeten gRT-PCR Daten wurden von Gertrud Schwér (AG Hoth),
Heike Grimm und Olga Streidenberger (beide AG Hartmann) durchgefiihrt.

Tabelle 28: Temperatur-Zyklus-Konditionen fiir qRT-PCR-Reaktionen

Temperatur [°C|  Zeit [sec]

95 900

95 30

Tw (58) 30 x45
72 30

95 60

60 - 95 1°C/5

3.2.3 Transfektion

Transfektion bezeichnet das Einbringen von DNA oder RNA in Zellen unter der Verwendung
von Plasmid-DNA oder siRNA (small interfering RNA). Hierbei kann zwischen einer
zeitlich limitierten Uberexpression eines Plasmids (transiente Transfektion) oder einem
stabil iiberexprimiertem Konstrukt (stabile Transfektion, siche Abschnitt 3.2.4), durch
Insertion des Plasmids in das Genom der Zelle, unterschieden werden. Die Transfektion
mit Plasmid-DNA fiihrt zu einer heterologen Uberexpression eines oder mehrerer Proteine,
wéahrend das Einbringen von siRNA die Herunterregulation des gewiinschten Gens durch
Degradation der mRNA (messenger RNA) bewirkt.

Elektroporation

Bei der Elektroporation wird die Zellmembran durch kurze elektrische Impulse durchléssig
gemacht, so dass Plasmid-DNA oder siRNA in die Zelle eindringen konnen.

Die Transfektionsbedingungen wurden nach Herstellerangaben (Lonza Amaxa) dem
Zelltyp entsprechend angepasst. Nach Abzentrifugation der Zellen wurden das Zellpellet in
jeweils 100 pl Opti-MEM oder Nukleofectorlésung aufgenommen und X pg DNA zugegeben.
Die gewahlten Parameter sind die Tabelle 29 aufgefiihrt.

Lipofektion

Bei der Lipofektion erfolgt das heterologe Einbringen der DNA mittels Liposomen. Dabei
wird die DNA mit lipophilen Agenzien inkubiert, wodurch Lipid-Vesikel gebildet werden,
welche die DNA enthalten. Durch Endocytose der Vesikel gelangt die DNA ins Zellinnere.

Fiir die Lipofektion wurde Lipofectamin2000 (Thermo Fisher) bzw. FuGENE (Pro-

mega) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Lipofektion wurde fiir die Plasmid-
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Tabelle 29: Elektroporationsbedingungen der aufgefithrten Zelltypen unter Angabe der trans-
fizierten Konstrukte (P = Plasmid; si = siRNA), der eingesetzten Zellzahl, der verwendeten
Nukleofector-Losung (Lsg), dem gewédhlten Programm (Prog.), sowie dem Gerét

Zelltyp Konstrukt Zellzahl Lsg Programm Gerét
HEK P/si 1,5-2 x 105 Opti-MEM  Q-001 NF II
HEK-O1 P 1,5-2 x 10°  Opti-MEM  Q-001 NF II
Jurkat P T25 ZKF  SE Cell line NF 4D
CD4™" si 5 x 10° T-Cell U-014 NF II

Tabelle 30: Transfektion via Lipofektion unter Angabe der Fliche fiir Zellwachstum (Grofe
ZKG), der eingesetzten DNA und Menge, sowie des verwendete Transfektionsreagenz (Reagenz).

Grofle ZKG  DNA Menge Reagenz
75 cm? 20 ug 60 ul  Lipofectamin2000
25 cm? 7 ug 21 ul Lipofectamin2000
9,5 cm? total 1 ug (siehe 3.2.4) 3 ul FuGENE
18 mm? 0,2 ug 1 ul Lipofectamin2000

Transfektion von HEK293T Zellen, sowie zur Generierung der stabilen Flp-In T-Rex293
verwendet. Die verwendeten Mengen DNA und Lipofektionsreagenz in Abhéngigkeit der
Oberfléche des Zellkulturgefafies (ZKG) und somit Zellzahl sind in Tabelle 30 aufgefiihrt.

3.2.4 Etablierung stabiler Zelllinien

Eine stabile Zelllinie entsteht, wenn das transfizierte Konstrukt in das Genom inseriert. Dies
geschieht selten und im Abhéngigkeit vom gewéahlten Vektorsystem zuféllig. Durch eine
Resistenz, die auf dem Plasmid kodiert ist, werden die Zellen selektiert, die das Konstrukt
und die damit verbundene Resistenz aufgrund einer Integration des Vektors ins Genom
dauerhaft exprimieren.

Fiir die Generierung stabiler Zelllinien wurde hier ein Zellsystem verwendet, dass
nicht auf eine zufillige Integration angewiesen ist, die Flp-In T-Rex293 Zelllinie. Diese
Zellen enthalten eine stabil integrierte FRT Seite. Durch die Verwendung eines Vektors,
der ebenfalls eine FRT Seite enthélt (pCDN5-FRT/TO) und die Kotransfektion mit
einem Flipase kodierenden Plasmid (pOG44) wird die Wahrscheinlichkeit fiir eine stabile
Integration durch homologe Rekombination gesteigert. Die Expression des gewiinschten
Gens liegt unter der Kontrolle eines CMV /TetOy Promotors, der in Absenz von Induktion
die Expression des Gens unterdriickt. Diese Zelllinie gewéhrleistet, dass das Gen nicht
zuféllig integriert, sondern immer an die gleiche transkriptionell aktive Stelle im Genom
integriert. Dies garantiert eine vergleichbare Genexpression in verschiedenen stabilen
Zelllinien.

Folgende Zelllinien wurden unter Verwendung dieses Systems hergestellt: Flp-In T-REx
293-YFP-5S2.1, sowie -YFP-52.2. Dabei wurden die Zellen in 6 well Platten ausplattiert
und am Folgetag transfiziert. Das Verhéltnis von pOG44 (Flipase tragender Vektor) und
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pCDNAS5-FRT /TO-X (mit entsprechendem Gen) betrug 4:1 (800 ng pOG44 und 200 ng
pCDNAS5-FRT/TO). 24 Stunden nach Transfektion wurde das Medium erneuert. Weitere
24 Stunden spéter wurden die Zellen gesplittet. 24 Stunden nach Uberfithren der Zellen
in ein frisches Zellkulturgefa wurde die Selektion mittels Hygromycin B gestartet. Die
Selektion der stabilen Zellen erfolgte iber mehrere Wochen.

Die Zelllinien Flp-In T-REx 293-YFP-S2.1 und Flp-In T-REx 293-YFP-S2.2 wurden

polyklonal weiterverwendet.

3.3 Proteinbiochemie

3.3.1 in wvivo Biotinylierung via APEX?2

Die in vivo Biotinylierung ist eine effiziente Methode Interaktionspartner fiir ein Protein
zu identifizieren. Hierfiir wird eine artifiziell konstruierte monomere Ascorbat Peroxidase
(=APEX2) [Lam et al, Martell et al] verwendet. Diese ist durch fehlende Disulfide und
Ca’*-Bindestellen, im Gegensatz zu beispielsweise der Meerrettich Peroxidase (HRP =
horseradish Beroxidase), auch im reduzierenden Zytosol lebender Zellen aktiv. Durch
APEX2 und in Anwesenheit von HyO5 wird die Oxidation von Biotin-Phenol zu Biotin-
Phenoxyl katalysiert. Hierbei handelt es sich um ein sehr reaktives kurzlebiges Radikal,
das mit elektronenreichen Aminosiduren benachbarter Proteine reagiert und kovalent an
diese bindet [Lam et al]. Indem APEX2 mit dem zu untersuchenden Protein fusioniert
wird, konnen die Proteine in unmittelbarer Nahe markiert werden. Dabei betragt der
Reaktionsradius <20 nm, welches die Wahrscheinlichkeit erhocht, dass es sich bei den
biotinylierten Proteinen um Interaktionspartner handelt.

Fiir die in vivo Biotinylierung wurden HEK293T Zellen bei ~60 % Konfluenz mit einem
APEX2-markiertem Konstrukt transfiziert. 16 Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen fiir 30 Minuten mit 500 uM Biotin-Phenol inkubiert und die Peroxidase- Aktivitat
durch Zugabe von 1 uM H5Os initiiert. Die Reaktion wurde nach einer Minute durch
mehrmaliges Waschen gestoppt. Die Waschlosung enthielt sowohl Antioxidantien (Trolox,
Natriumascorbat), um eine weitere Radialbildung von Biotin-Phenol durch HyO9 zu
verhindern, als auch Natriumazid, dass durch ein Binden an Ham-Gruppen die Peroxidase-
Aktivitat inhibiert. Anschliefend wurden die Zellen fiir Immunzytochemie fixiert (siehe
Abschnitt 3.3.3), fiir Westernblot geerntet (siehe Abschnitt 3.3.2) oder die biotinylierten

Proteine angereichert und via Massenspektrometrie (siehe Abschnitt 3.3.4) analysiert.

3.3.2 SDS-Page und Westernblot

Der Westernblot dient zur Untersuchung und dem Nachweis von Proteinen. Hierfiir werden
Zelllysate zunéchst gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend auf eine Trager-
membran tibertragen. Auf dieser kénnen die untersuchten Proteine durch die Verwendung

spezifischer Antikérper nachgewiesen werden.
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Herstellen von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen aus T25 Kulturflaschen mittels eines Zell-
schabers geerntet, pelletiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde zum langsamen
Aufbrechen der Zellstruktur tiber Nacht bei -20 °C bzw. -80 °C eingefroren und anschlieflend
in RIPA-Puffer (~50 ul/1 x 10° Zellen) fiir 1-3 Stunden unter Schiitteln bei 4 °C lysiert. Der
Abbau von Proteinen wurde durch die Zugabe von Proteinaseinhibitor (5 Units) minimiert.
Zur Entfernung der Zelltriimmer wurde das Lysat 20 Minuten bei 15.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschliefend in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt
und wéhrend der Proteinbestimmung auf Eis gelagert. Die Aufbewahrung der Lysate

erfolgte bei -20 °C, eine Langzeitlagerung bei -80 °C.

Bestimmung der Proteinkonzentration: BCA und DC Protein Assay

BCA Assay

Die BCA-Reaktion (bicinchoninic acid) basiert auf dem Prinzip, dass die Peptidbindungen
von Proteinen zweiwertige Kupferionen (Cu?*) in einer Temperatur-abhéngigen Reaktion
zu Cu™ reduzieren. Daraufhin chelieren zwei BCA-Molekiile mit dem einwertigen Kupferion.
Die Absorption des violetten BCA-Kupfer-Komplexes kann bei 562 nm photometrisch
vermessen werden. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher) verwendet und nach Herstellerangaben in 96-well
Platten durchgefiihrt. Zur Erstellung der Eichgerade wurden BSA-Standard Stocklésungen
(0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 und 0,1 mg/ml) verwendet. Die Proteinkonzentration jeder
Probe wurde anhand einer Dreifachbestimmung unter der Verwendung drei verschiedener
Verdiinnungen bestimmt. Die Platte wurde 45 - 60 Minuten bei ~50 °C inkubiert und nach
Abkiihlen bei 540 nm im Plattenreader analysiert. Die Berechnung der Proteinkonzentration

erfolgte iiber die mitgemessene Eichgerade.

DC Protein Assay

Das DC (detergent compatible) Protein Assay ist eine kolorimetrische Methode zur
Bestimmung der Proteinkonzentration, bei der in einem ersten Schritt, ebenso wie im
BCA-Assay zweiwertige Kupferionen mit den Proteinen reagieren. Der Unterschied der
beiden Reaktionen liegt im zweiten Schritt. Hier reagiert beim DC Protein Assay nicht
das Cu™ Ion, sondern der Protein-Kupfer Komplex und reduziert das gelbe Substrat Folin,
wodurch ein Farbumschlag zu blau innerhalb von 15 Minuten eintritt. Zur Bestimmung
wurde das DC Protein Assay von BioRad verwendet. Hierfiir wurde 10 ul des Lysats in
190 wl RIPA Puffer oder HoO gegeben. Hierzu wurden 65 ul Reagenz A, 500 ul Reagenz B
und 4 pl Reagenz S pipettiert, sorgfiltig gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Analyse erfolgte bei 750 nm in Kiivetten im Photometer. Eine Eichgerade
wurde mit Hilfe von BSA-Standard Losungen erstellt (0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 und 1,5

mg/ml).
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SDS-Page

Die Sodium Dodecyl Sulfat - Polyacrylamid Gelelectrophorese (SDS-Page) ist eine Methode
um Proteine aufzutrennen. Typischerweise hingt die Geschwindigkeit mit der Proteine im
Gel in Richtung Anode wandern von ihrer Gréfle, Ladung und Konformation ab. Durch
Erhitzen der Probe und das Zugeben von S-Mercaptoethanol sowie SDS wird die Probe
linearisiert, wodurch die Abhéngigkeit der Laufgeschwindigkeit auf Gréfle und Ladung
des Proteins reduziert wird. Das anionische Tensid SDS bindet mit 1,4g/g Protein an
Proteine, zerstort die Tertiarstruktur von Proteinen durch das Aufbrechen von nicht-
kovalenten Bindungen und iiberdeckt mit seiner negativen Ladung die Eigenladung der
Probe. Dies gewéhrleistet eine Auftrennung der Proteine ausschlieBlich nach Gréfie auf
dem diskontinuierlichen Gel. Die beiden Gele (Trenn- und Sammelgel) unterscheiden sich
in ihrem pH und der Porengréfie und werden verwendet, um die Proteine zunédchst im
Sammelgel (neutral; grofie Poren) zu sammeln, bevor die Auftrennung im Trenngel (basisch,
kleinere Poren) erfolgt. An der Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel kommt es zu
einem Sprung im elektrischen Feld, wodurch eine Kondensation der Proteine ermoglicht
wird.

Typischerweise wurde ein 8 - 10 % Trenngel und ein 5 % Sammelgel verwendet.
Als Grolenstandard wurde der Dual Colour Marker (BioRAD) verwendet. Die Proben
wurden mit 2 x bzw. 5 x Lammli gemischt und aufgetragen. Leere Taschen wurden
mit Lammlipuffer aufgefiillt. Die Herstellung von Trenn- und Sammelgel erfolgte nach
dem Schema aufgefiihrt in den Tabellen 31 und 32 unter der Verwendung von BioRad
Glasplatten zur Herstellung von SDS-Gelen. Die Auspolymerisierung der Gele erfolgte bei

Raumtemperatur.
Tabelle 31: Pipettierschema fiir 8 % (10 %) Trenngele

2,5 ml Trenngelpuffer
2,0 (2,5) ml Acrylamid
5,41 (4,91) ml Hy0O

75 pl APS

15 ul TEMED

Tabelle 32: Pipettierschema fiir Sammelgele

1,25 ml Sammelgelpuffer
0,63 ml Acrylamid

3,08 ml H>O

37,5 ul APS

7,5 ul TEMED

Das Gel wurde in einem 1 x SDS-Laufpuffer an die Stromquelle angeschlossen, welche
zundchst auf 80 V eingestellt wurde. Nach Einlaufen der Proben in das Trenngel, was
anhand der beginnenden Auftrennung des Markers zu erkennen ist, wurde die Spannung
auf 150 V erhoht.
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Westernblot

Proteintransfer

Vor der Detektion des Proteins, miissen die Proteinbanden, nach erfolgreicher Auftren-
nung im Gel, auf die Triagermembran iibertragen werden. Hierfiir wird eine Spannung
quer zur Laufrichtung der Banden angelegt. Dieser Vorgang wird als , blotten“ bezeichnet.
Als Tragermembran kann Nitrozellulose oder PVDF (Polyvinylidendifluorid) verwendet
werden. Bei der Verwendung einer PVDF-Membran wird durch vorheriges Einlegen in
Methanol die Hydrophobie der Membran gemindert. Durch hydrophobe und polare Wech-
selwirkungen haften die Proteine an der PVDF-Membran, durch ionische und polare an
der Nitrozellulosemembran.

Das Blotten erfolgte entweder in eine BioRad-Kammer gefiillt mit Transferpuffer fiir 90
Minuten bei 4 °C unter Anlegen einer Stromstédrke von 350 mA oder fiir 70-80 Minuten
mit Hilfe des halb-trockenen elektrophoretischen Transfermoduls von Tyler Research
bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden die Markerbanden auf der Trigermembran

nachgezeichnet.

Proteindetektion

Um zu verhindern, dass der zur Proteindetektion verwendete Antikérper an freie Stellen
der Membran bindet, werden diese geblockt. Hierzu wurde die Membran 60 - 90 Minuten in
5 % Milchpulver unter Schiitteln inkubiert und anschliefend mit dem Antigen-spezifischen
Primérantikorper fiir 16 - 72 Stunden bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Vor der Inkubation
mit dem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikérper wurde die Membran 3 X
10 Minuten mit TBST gewaschen. Die Verwendung eines Sekundérantikérpers ist von
Vorteil, da sie nicht nur eine Kostenersparnis darstellt, da nicht jeder Primarantikérper
gekoppelt werden muss, sondern ebenso, da es hierdurch zu einer Verstirkung des Signals
kommt. Dies ist der Fall, da mehrere Sekundarantikorper an einen Priméarantikérper binden
kénnen. Die Inkubation mit dem Sekundéarantikérper erfolgte fiir 60 Minuten auf dem
Schiittler. Anschlielend wurde der Blot zwei weitere Male mit TBST (je 10 Minuten) und
im letzten Waschschritt mit TBS gewaschen, da Tween 20 mit der ECL-Losung reagieren
kann. Die Membran wurde fiir 1 - 5 Minuten in der ECL-Lésung inkubiert und entweder

mittels des ChemiDoc XRS oder auf einem Rontgenfilm entwickelt.

3.3.3 Immunzytochemie

Die Immunzytochemie (ICC = immunocytochemistry) wird verwendet, um bestimmte
Proteine oder Zellstrukturen mittels Antikérper anzufirben und somit unter dem Mi-
kroskop sichtbar zu machen. Dabei kann man zwischen der direkten und der indirekten
Methode unterscheiden. Die indirekte Methode wird ein Primér-Antikérper mit einem
gegen das Protein gerichtete Epitop verwendet, der dann durch einen an ein Reporterenzym

gekoppeltes Sekundarantikoérper erkannt wird. Bei der direkten Methode ist der gegen ein
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Epitop des zu untersuchenden Proteins gerichtete Antikdrper direkt an ein Reporterenzym,
beispielsweise ein Fluorophor gekoppelt.

Diese Art der Immunfiarbung kam bei der Analyse der Biotinylierung zum Einsatz. Hier
wurde die in vivo Biotinylierung mittels Alexa Fluor 568 gekoppeltes Streptavidin detektiert.
Dazu wurden die Zellen auf Deckglischen ausgesiht und bei einer Konfluenz von ~60 %
mit APEX2-gekoppelten Konstrukten transfiziert und wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben
behandelt. Anschliefend wurden die Zellen zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen und bei
Raumtemperatur fir 15 Minuten mit kaltem 4 % PFA fixiert. Alle weiteren Waschschritte
wurden mit 1 x PBS durchgefiihrt, wobei waschen ausschlieflich zugeben, schwenken und
absaugen der Waschlosung bedeutete. Nach zwei weiteren Waschschritten wurden PFA
neutralisiert, indem fiir 10 Minuten 50 mM Ammonium Chlorid zu den Zellen gegeben
wurde. Anschlieflend wurden diese drei Mal gewaschen, mit eiskaltem Methanol (10 Minuten
bei 4 °C) bzw. 0,2 % Triton-X (10 Minuten bei Raumtemperatur) permeabilisiert und
erneut drei Mal gewaschen. Das Blocken erfolgte in 5 % Ziegenserum fiir 45 - 60 Minuten.
Anschlieflend wurden die Zellen mit Streptavidin-AF568 (Thermo Fisher) fir 60 Minuten
im Dunkeln inkubiert, um durch die starke nicht kovalente Bindung von Streptavidin
an Biotin die biotinylierten Proteine zu detektieren. Nicht gebundener Antikérper wurde
durch dreimaliges Waschen entfernt. Anschlieflend wurden die Deckgldschen kurz in HyO
eingetaucht, tiberschiissiges Wasser entfernt und das Deckgléschen in Eindeckmedium (Pro-
Long Diamond Antifade Mountant with DAPI von Thermo Fisher) auf einen Objekttriager
gegeben. Das Eindeckmedium wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln trocknen
gelassen, die anschlieBende Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln. Zur Analyse wurde ein

konfokales Laser-Scanning Mikroskop von Leica (Leica TCS SP5) verwendet.

3.3.4 Massenspektrometrie
SILAC

SILAC steht fiir stabile Isotop-Markierung durch Aminoséduren in Zellkultur (stable isotope
labeling with amino acids in cell culture). Hierfiir werden Zellen in einem Néhrmedium
kultiviert, welches anstatt der leichten Aminosiduren in herkémmlichem Kulturmedium
Aminosduren mit schweren Isotopen enthélt. Diese werden bei der Proteinsynthese einge-
baut, so dass bei der Analyse zwischen Zellen, die in schwerem oder leichtem Nahrmedium
kultiviert wurden, unterschieden werden kann. Bei der Massenspektrometrie nutzt man
dieses System, um Kontrollen mitzufithren. Die géingigsten verwendeten Aminosduren sind
Arginine und Lysine, da die fiir Proteomik hauptséchlich verwendete Protease Trypsin die
Peptidbindungen nach eben diesen basischen Aminoséduren schneidet und so gewéhrleistet
ist, dass nahezu alle entstehenden Peptide markiert sind.

Ein Schema fiir die in der Arbeit verwendeten Durchfiithrung ist in Abbildung 6 darge-
stellt. Fiir das Markieren der Proteine wurden HEK293T Zellen mit einer Konfluenz von

~10-15 % in T25 Zellkulturflaschen gesplittet und 10 Tage lang entweder in schwerem oder
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Kultivieren der Zellen in SILAC-Medium
L
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Abbildung 6: Darstellung der Durchfiihrung von SILAC und zur Vorbereitung der Pro-
ben fiir eine massenspektrometrische Analyse

leichtem Nahrmedium kultiviert. Dabei wurde D-MEM Medium fiir SILAC (ohne L-Arginin
und L-Lysin) mit 84 mg/L L-Arginin und 146 mg/L L-Lysin fiir das leichte Kulturmedium
komplementiert. Die entsprechende Konzentration markierter Aminosduren wurde fiir das
schwere Nahrmedium eingesetzt, d.h. aufgrund ihres erhdhten Molekulargewichts 106 mg/L
L-Arginin-13Cg1°Ny (Arg10) und 191 mg/L L-Lysin 13Cg!°Ny (Lys8). Die Zellen wurden
vor Erreichen der Konfluenz alle zwei Tage gesplittet und an Tag 7 auf zwei T75 Zellkultur-
flaschen mit schwerem Medium (H1, H2 [Heavy]) und drei Zellkulturflaschen mit leichtem
Medium (L1, L2 L3 [Light]) expandiert. An Tag 9 wurden alle Zellen, ausgenommen L1,
transfiziert und 18 Stunden nach Transfektion die Biotinylierung mit Ausnahme von L2
durchgefithrt. In Tabelle 33 ist die Kultivierung und Behandlung der verschiedenen Ansétze
aufgefiihrt.

Tabelle 33: Ubersicht iiber Behandlung der Zellen fiir Massspektroskopie

schwere AS leichte AS

H1 / H2 L1 L2 L3
+ YFP-STIM2-APEX2 v - v Y
+ Biotin-Phenol + HyO9 v v o- v

Nach dem Ernten der Zellen, der Zelllyse (sieche Abschnitt 3.3.2) und der Bestimmung
der Proteinkonzentration (siehe Abschnitt 3.3.2) wurden H1 und L1 zum Replikat 1 (R1),
ebenso wie H2 und L2 (Replikat 2 = R2) in einem Proteinverhéltnis von 1:1 vermischt.
Zu beiden Lysat-Mischungen wurde 5 % L3 dazugegeben, um im spéteren Verlauf die

Quantifizierung der Isotopenverhéltnisse zu erleichtern.
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Anreicherung biotinylierter Proteine

Fiir die Analyse im Massenspektrometer wurden die biotinylierten Proteine aus den Pro-
teinlysaten R1 und R2 angereichert. Hierfiir wurden magnetische Streptavidin-beschichtete
Kiigelchen verwendet. Dabei wurden 4 mg/ml beider Replikate {iber Nacht bei 4 °C mit
5 mg der Streptavidin-beschichteten Partikeln (NEB) auf einem Rotator inkubiert. Die
Bindekapazitat der eingesetzten Partikel betrug 30-40 png des biotinylierten Proteins pro
mg Kiigelchen. Am Folgetag wurde das Partikel-Lysat Gemisch eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Suspension 2 x mit RIPA Puffer,
1 x 2 M Urea in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) und weitere 2 x mit RIPA Puffer gewaschen,
um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Die Elution der biotinylierten Proteine von
den Kiigelchen erfolgte durch Erhitzen der Proben fiir 5 Minuten bei 95 °C in 60 pl 4 x

Laemmli Puffer mit 2 mM freiem Biotin.

Silber-Blau Coomassie Farbung

Nach der Anreicherung der biotinylierten Proteine wurden die Replikate 1 und 2 auf ein
SDS-Gel aufgetragen (5 % Sammelgel, 12 % Trenngel) und zu % des Trenngels laufen
gelassen. AnschlieBend wurde das Gel in einer Losung aus 30 % Methanol und 10 %
Essigsédure fiir 45 min fixiert, 3 x in ddH2O gewaschen und iiber Nacht auf einem Schiittler

mit Hilfe von silber-blau Coomassie gefarbt.

Tabelle 34: Silber blau Coomassie Farbung

100 g Phosphorsiaure (10 %)
100 g Ammoniumsulfat (10 %)
1,2 g Coomassie Blue G-250

ad 800 ml dH5O
+ 200 ml 100 % Methanol

Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wird zur Messung der Masse von Molekiilen verwendet. Hierfiir
miissen die Proben mittels eines In-Gel-Verdaus vorbereitet werden. Dies beinhaltet die
Entfarbung der durch Silver-Blue Coomassie Staining angefirbten Proteinbanden, die
Reduktion und Alkylierung der in den Proteinen enthaltenen Cysteine, was zu einer
Entfaltung des Proteins fiihrt, sowie die Gelextraktion der Peptide, die zuvor durch
eine proteolytische Spaltung der Proteine durch Trypsin erzeugt wurden. Die Peptide
werden nun in ihre Gasphase iiberfithrt und ionisiert. Durch eine Beschleunigung in
einem elektrischen Feld, konnen die Ionen nach ihrem Masse zu Ladungs Verhaltnis
(m/z Verhiiltnis) aufgetrennt werden. Uber die Kopplung des Massenspektrometers an
einen Hochleistungsfliissigkeitschromatographen (high performance liquid chromatography,

HPLC) konnen die Peptide zusétzlich identifiziert und quantifiziert werden.
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Die massenspektrometrische Analyse wurde in der Massenspektrometrie-Einrichtung
der Alberta Universitit durch Jack Moore durchgefithrt. Hierfiir wurden die zu untersu-
chenden Spuren aus dem Gel ausgeschnitten, in 10 gleich grofle Banden unterteilt und
mit Hilfe von 100 mM Ammonium Bicarbonat/Acetonitril (50:50) entfarbt. Der néchste
Schritt umfasste die Reduktion (10 mM BME in 100 mM Bicarbonat) und die Alkylierung
(55 mM Iodacetamid in 100 mM Bicarbonat) von Cysteinen, welche die Auftrennen der
Disulfidbriicken von Proteinen bewirken. Dies gewéhrleistet, dass die Proteine entfaltet
vorliegen. Nach dem Trocknen wurden die Gelstiicke mit Trypsin bedeckt (6 ng/ul) und
16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die trypsinierten Peptide wurden zweifach extra-
hiert. Zunachst mit Hilfe von 97 % Wasser, 2 % Acetonitril und 1 % Ameisensidure und
anschliefend in einem zweiten Schritt unter Verwendung von 50 % des vorher verwendeten
Extraktionspuffers, sowie 50 % Acetonitril.

Die Peptid-enthaltenden Fraktionen wurden in einer wéassrigen Losung mit 25 % Ace-
tonitril und 1 % Ameisensidure gelost und mittels einer mit einem LTQ XL-Orbitrap
Hybrid-Massenspektrometer verbundenen nanoflow HPLC (Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie, Easy-nL.C II, Thermo Scientific) ionisiert. Fiir die Nanoflow-Chromatographie
und die Elektrospray-Ionisierung wurde eine PicoFrit-Silica-Kapillarsdule (ProteoPepll,
C18) mit einem Innendurchmesser von 100 pm verwendet. Das Peptid-Gemisch wurde mit
einer FlieBgeschwindigkeit von 3000 nL/min in die Sdule injiziert und mit 500 nL/min
tiber 75 Minuten iiber einen linearen Gradienten (0 - 40 % wéssriges Acetonitril) in 0.2 %
Ameisensiure aufgetrennt. Das Massenspektrometer wurde im Daten-abhéngigen Auf-
nahmemodus verwendet und zeichnete hoch-auflésende Orbitrap Untersuchungsspektra
auf. Dabei wurde eine externe Massenkalibration, mit einer Auflésung von 30.000 und
einer m/z (Masse zu Ladung) Spannbreite von 400-2000, verwendet. Die 14 Stérksten
mehrfach geladenen Ionen wurden nacheinander durch Kollisions-induzierte Dissoziation
frangmentiert und ihre Spektra wurden in einer linearen Ionenfalle aufgenommen. Nach
zwei Fragmentierungen wurden alle fiir die Dissoziation ausgewahlten Vorlaufer fiir 60 s
dynamisch ausgeschlossen. Die Datenprozessierung erfolgte mittels Proteome Discoverer 1.4
(Thermo Scientific) und eine humane Datenbank (Uniprot) wurde mittels SEQUEST (Ther-
mo Scientific) durchsucht. Die Suchparameter schlossen eine Massentoleranz der Vorlaufer
von 10 ppm (parts per million) und eine Massentoleranz von 0.8 Da fiir die Fragmente
ein. Die Peptide wurden unter der Annahme von Carbamidomethyl-Cysteinen als eine
statische Modifikation und schwerem Arginin (13Cg,'®N3) und Lysin (}3Cg,'5Ny), oxidier-
tem Methionin und desamidiertem Glutamin und Asparagin als dynamische Modifikation

untersucht.

Auswertung Massenspektrometrie

Fir die Auswertung der Massenspektrometrie-Daten der zwei Replikate fir jeweils STIM2.1
und STIM2.2 wurde Excel verwendet. Da vor der Probenvorbereitung die Zellen in SILAC
Medium kultiviert wurden, wurden die gefundenen Hits entsprechend ihres H/L Wertes (H
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= heavy; L = light) sortiert. Ein hoher H/L Wert steht fir einen moglichen Interaktions-
partner da dieses Protein vermehrt in den behandelten Zellen (Heavy) im Vergleich zu den
Kontrollzellen (Light) gefunden wurde. Fiir jedes Replikat der beiden Spleivarianten wurde
der Mittelwert des H/L Wertes aller gefundenen Proteine, sowie die Standardabweichung
bestimmt. Nur Proteine, deren H/L Werte einen Grenzwert iiberschritten (Mittelwert
plus eine Standardabweichung) wurden fiir die weitere Analyse verwendet. Anschliefend
wurden die Protein-spezifische Zugangsnummern (Accession Code) der vier verschiedenen
Replikate (zwei pro Spleivariante), die mit ihrem H/L Wert iiber dem Grenzwert lagen,

alphabetisch geordnet und auf die Anzahl ihrer Vorkommen untersucht.

3.3.5 Immunprizipitation GFP-markierter Fusionsproteine

Zum Nachweis der Interaktion zweier Proteine eignet sich die biochemische Methode
der Ko-Immunprézipitation. Hierbei wird mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen
eines der Proteine dieses aus Zelllysaten angereichert. Dies geschieht durch Kopplung
des Antikorpers an eine Trégersubstanz, wie Agarose- oder magnetische Kiigelchen, die
nach Antikorper-Antigen Bindung isoliert werden kann. Neben der Isolation des Antigen-
tragenden Proteins kann es zur Ko-Immunprézipitation von Interaktionspartnern kommen.
Mittels Westernblot-Analyse konnen im Anschluss neben dem angereicherten Protein auch
dessen Interaktionspartner nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurden zur Isolation von YFP-STIM2.1 und YFP-STIM2.2 und deren
jeweiligen Interaktionspartnern GFP-Trap® M Partikel der Firma chromotek verwen-
det. Dabei sind Fragmente des rekombinanten GFP-Antikérpers kovalent an magnetische
Kigelchen gebunden. Als Zellsystem wurden die stabilen T-REx293-YFP-STIM2.1 und T-
REx293-YFP-STIM2.2 eingesetzt. Die Immunpréazipitation wurde nach Herstellerprotokoll
durchgefithrt. Nach Sammeln der verschiedenen Fraktionen (Input, nicht-gebundene Frak-
tion und gebundene Fraktion) wurden diese auf ein SDS-Gel geladen und per Westernblot

analysiert.

3.4 Mikroskopie

3.4.1 Ca?'-Imaging mit Fura2-AM

Zur Untersuchung der Aktivitiat von Ca?"T-Kanélen gibt es verschiedene Herangehensweisen.
Neben der elektrophysiologischen Patch-clamp Technik, bei der Ionenstréme iiber die
Plasmamembran gemessen werden, gibt es die Mikroskopie-Methode des Fura2-AM basier-
tem Ca?*-Imaging. Diese gibt Auskunft iiber die globale zytosolische Ca?T-Konzentration.
Durch die Verwendung verschiedener Messprotokolle und die Anpassung der extrazelluldren
Losungen, in denen die Zellen gehalten werden, konnen dabei verschiedene Kalziumkanale

untersucht werden.
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Methode

Zur Analyse der intrazelluldren, zytosolischen Kalziumkonzentration werden die Zellen
30 min mit 1 - 2 uM des ratiometrischen Fura2-AM, einem Ca?*-Chelator, inkubiert und
beladen. Uber eine Acetoxymethylester-Gruppe (AM-Gruppe) gelangt das unpolare Mole-
kil Fura-2 AM mittels passiver Diffusion in die Zelle. Nach der intrazelluldren Abspaltung
der AM-Gruppe durch zelleigene Esterasen verbleibt das polare Molekiil in der Zelle. Fura-2
kann mit 340 nm und 380 nm angeregt werden, wobei hierbei die Kalzium-gebundene
(340 nm) bzw. Kalzium-ungebundene (380 nm) Fraktion angeregt werden. Die Emission
erfolgt jeweils bei 510 nm. Bei einer Verinderung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration
verdndert sich anteilig der Kalzium-gebundene, sowie -freie Teil der Farbstoffmolekiile.
Durch das Bilden des 340/380 Quotienten kann somit die Anderung iiber Zeit verfolgt
werden. Durch eine in vitro Kalibration kénnen Ratiowerte im linearen Bereich des Quoti-
enten fiir R vs. Ca?" in Kalziumkonzentrationen umgerechnet werden. Hierfiir wird der
minimale Ratiowert durch Entleerung aller intrazelluéiren Ca?*-Speicher mittels Ionomycin
und Thapsigargin, sowie der maximale Ratiowert durch Perfusion mit einer 20 mM haltigen
Ca’t-Losung bestimmt. Die Umrechnung der Ratiowerte in Kalzium erfolgt mit Hilfe

folgender Formel [Grynkiewicz et al., 1985]:

R - Rmin Sf2
Rmax - R)(SibQ)

[Ca®*] = Ka(

Dabei beschreibt K4 die Dissoziationskonstante. R steht fiir den individuell gemessenen

Ratio-Wert zu jedem Zeitpunkt, Ry, fiir den minimalen Wert des gebildeten Quotienten,

der mit Hilfe einer Kalibration festgestellt wurde und Ry fiir den maximalen Wert. Sgy ist

der Ca?*-freie Wert bei 380 nm, wihrend Spe fiir den Ca2+—gebundenen Wert von Fura-2
bei A380 nm Steht.

Fiir die Messungen wurden adhérente Zellen nach der Transfektion oder mindestens
16 h vor der Messung auf Glas-Deckglédschen ausgesiht. Sollten Suspensionszellen gemessen
werden, wird der Glastrager am Messtag 30 min mit Poly-L-Ornithin beschichtet und
anschliefend die Zellen anhaften gelassen (10 min). Der Glastrager wurde in eine Perfu-
sionskammer eingebaut, welche von oben durch ein weiteres Deckglaschen verschlossen
wurde. Uber einen Zulauf kann Losung zu den Zellen gegeben werden, wobei iiberschiissige
Fliissigkeit iiber einen Ablauf abgesaugt wurde. Dieses System erméglichte einen Austausch
der die Zellen umspiilenden Lésung, so dass, anhand von aufeinanderfolgenden Perfusions-
schritten oder spezifischen Losungen, verschiedene Kalziumkanéle aktiviert und untersucht
werden konnten. Wahrend der gesamten Messung erfolgte alle 5 sec eine Aufnahme des
340 nm und 380 nm Kanals, um so die Verdinderung der Ca?*-Konzentration iiber Zeit

aufzuzeichnen.
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Messprotokolle

Im Zuge dieser Arbeit wurden sowohl der Orai-vermittelte speichergesteuerte Kalziumein-
fluss, als auch spannungsgesteuerte Kanéle (Ca,) analysiert. Um SOCE zu messen, wurden
das Ca?t Readditions-Protokoll verwendet; fiir Ca,-Kanile ein ,,hoch Kalium® Protokoll.
Eine schematische Ubersicht iiber die Perfusionsschritte ist in Abbildung 7 dargestellt.
Mit Hilfe des Ca?* Readditions-Protokolls kénnen verschiedene Parameter des STIM-Orai
vermittelten speichergesteuerten Kalziumeinstroms analysiert werden: das basale Kalzium,
d.h. die Kalziumkonzentration, die in ruhenden Zellen vorliegt; Kalzium-Rate, -Maximum
(Peak) und -Plateau, die Auskunft iber die Aktivitdt von SOCE geben.

Speichergesteuerter Ca2*-Einstrom (Orai)

0,5 mM 1,5 mM 0mM 0OmM + 1uM Tg 0,5 mM 0omMm [CaZ]
Aufzeichnen Optionaler Ca?* wird aus der Tg hemmt die Speicher- Optionaler
des basalen Schritt zur Zelle gepumpt SERCA-Pumpen, gesteuerter Schritt zur

Kalziums in Analyse der und dort von wodurch sich das Kalzium- Identifikation

ruhenden Kanalaktivitat dem in der ER passiv entleert. einstrom sterbender

Zellen ohne Losung Kurzzeitiger = Zellen
Entleerung der enthaltenen Anstieg des SOCE
Speicher EGTA cheliert zytosolischen Ca?*

Spannungsgesteuerter Ca%*-Kanalen (Ca,)

1,5mM 1,5 mM + hoch Kalium 1,5mM [Ca?]
Aufzeichnen des basalen Kalziums Der hohe Kaliumgehalt bewirkt eine Ruckkehr zur initialen Losung
in ruhenden Zellen Depolarisation der Zellen, wodurch es bewirkt die Repolarisation der
zur Offnung spannungsgesteuerter Zellen und das SchlieRen der
Kandle kommt spannungsgesteuerten Kandle

Abbildung 7: Darstellung der Losungswechsel bei der Analyse von SOCE bzw. Ca,-
Kanilen. Tg = Thapsigargin; Ca®"-Imaging Protokoll fiir SOCE (oben) und Ca?'-Imaging
Protokoll fiir Ca,-Kanéle (unten) unter Angabe der verwendeten Kalziumkonzentrationen der
Perfusionslosungen, sowie weiteren Zusétzen.

Hierfiir werden die Zellen zunéichst in einer 0,5 mM - 1,5 mM Ca?*-Ringerlosung
gehalten. Die Quantifizierung dieses Bereiches gibt Auskunft iiber das basale zytosolische
Kalzium der Zellen. AnschlieBend wird die externe Losung durch eine Ca?*-freie Losung
ersetzt. Die abfallenden Kalziumkonzentration nach dem Losungswechsel in [nM/s] gibt
Auskunft tiber die Pumprate. Nach einigen Zyklen wird eine Thapsigargin (Tg)-haltige
Ca?*t-freie Losung zugegeben, die durch irreversible Hemmung der SERCA-Pumpe eine
Entleerung des Kalziumspeichers bewirkt. Durch Substraktion des maximalen Werts in

Folge der Tg-Applikation und des letzten Wertes vor Tg-Applikation erhélt man den
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ATg-Peak. Hierauf folgt der Readditionsschritt, in dem die Zellen mit einer 0,5 mM -
1,5 mM Ca?"-Lésung perfundiert werden. Hierauf kommt es zum Kalziumeinstrom durch
speichergesteuerte Kalziumkanéle. In dieser Phase konnen die Parameter Kalziumrate
(Steigung des Anstiegs), Kalziumpeak (Maximalwert) und Kalziumplateau (Mittelwert
iiber mehrere Zyklen) bestimmt werden. Der letzte Perfusionsschritt erfolgt mit einer

kalziumfreien Losung, um so sterbende Zellen identifizieren und aussortieren zu kénnen.

Das ,hoch Kalium* Protokoll wird bei der Analyse von spannungsgesteuerten Kalzium-
kanélen (Cay) verwendet. Hierfiir werden die Zellen nach Analyse des basalen Kalziums in
einer 1,5 mM Ca’"-Lésung (4 mM KCI) mit einer hoch kaliumhaltigen Lésung (145 mM
KCl) perfundiert. Die Kalziumkonzentration der Losung unterscheidet sich hierbei jedoch
nicht und beide Losungen sind isoosmolar. Die Kalium-induzierte Depolarisation verdndert
das Membranpotenzial, wodurch spannungsgesteuerte Kanéle gedffnet werden. Die quanti-
fizierten Parameter in dieser Phase sind Einstromrate und maximaler Ca?T-Peak. Nach

60 sec erfolgt ein weiterer Wechsel auf die Ausgangslosung.

3.4.2 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie

Die TIRF-Mikroskopie (Total Internal Reflection Fluorescence) ist eine Methode der
Lichtmikroskopie bei der nur eine diinne Schicht der Zelle unmittelbar an der Grenze
zum Deckglaschen, typischerweise < 200 nm angeregt wird. Hierfiir wird ein Laser so
ausgerichtet, dass er an der Schnittfliche des Glases (Coverslip) und der Fliissigkeit (Ol)
vollstandig reflektiert wird. Aufgrund dieser totalen Reflexion entsteht ein evaneszentes,
exponentiell abklingendes Feld. Dies fiihrt zur Anregung von in dieser Ebene vorhandenen

Fluoreszenzmolekiile, deren Emission iiber eine Kamera detektiert werden kann.

Fiir die Aufnahmen zur FRET-, sowie zur Kolokalisationsanalyse wurde das Leica AM
TIRF MC System unter Verwendung eines 100 x Ol-Objektives genutzt. HEK293 Zellen
wurden 24 Stunden vor Messung mit 6 pg STIM2.1-mcherry bzw. STIM2.2-mcherry (pIRES)
und 2 pg Orail-eGFP (pMAX) kotransfiziert und auf 25 mm Deckglidschen ausgeséht.
Zur Entleerung des ERs und Induktion der Clusterbildung wurden die Zellen 15 min in
1 mM Thapsigargin und 0 mM Ca?* Ringer inkubiert. Die Fluorophore wurden mittels
unterschiedlicher Laser angeregt: eGFP wurde mittels des 488 nm Lasers (Suppressionsfilter
BP 525/50), mcherry mittels des 561 nm Lasers (Suppressionsfilter BP 600/40) detektiert.
Die gewahlte Laserintensitat betrugt 40 %, die Belichtungsdauer 100 ms und die eingestellte
Eindringtiefe 200 nm. Die Fokusebene wurde auf STIM2.1-mcherry bzw. STIM2.2-mcherry
(Akzeptor fiir FRET-Studien) gelegt.

Die Aufnahmen fiir Kolokalisations- und FRET-Analysen erfolgten unter Verwendung
des LAS (Leica Application Suite) FRET Moduls.
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Forster Resonanzenergietransfer

Der Forster Resonanzenergietransfer, kurz FRET (Forster Resonance Energy Transfer),
beschreibt den Prozess der Energieilibertragung von einem ersten angeregten Farbstoff
(Donor) auf einen zweiten. Das Akzeptor-Fluorophor wird angeregt und dessen Emission
im Folgenden gemessen. Dieser physikalische Mechanismus wird in der Biologie verwendet,
um die Interaktion von zwei Proteinen zu untersuchen, da kein Energietransfer bei einer
Distanz >10 nm messbar ist. Damit FRET gelingt, muss das Emissionsspektrum des
Donorfarbstoffes mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptorfluorophors iiberlappen. Dies
ist bei dem fiir diese Arbeit gewédhlten GFP-mcherry FRET-Paar der Fall, das einen
kalkulierten Rg Wert (d.h. 50 % Energietransfer) von 5.24 nm aufweist [Akrap et al., 2010]
(E°GFP 5.1 nm [Albertazzi et al., 2009]).

Zusétzlich zu den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Aufnahmen wurden an jedem
Messtag Aufnahmen von Einzel-transfizierten Zellen gemacht, um den Anteil an , bleed
through“ (Artefakte, die durch eine Uberlappung der Spektren der verschiedenen Fluoropho-
re entstehen) zu bestimmen. Die FRET-Effizienz (EA = Apparent FRET Efficiency) wurde
anhand von Hintergrundkorrigierten Aufnahmen unter Verwendung folgender Gleichung
kalkuliert [van Rheenen et al., 2004]:

_ B-AxB-Cx(y—axp)
B Cx(1-p3x9)

A, B und C stehen fiir Donor-, FRET- und Akzeptorkanal; c, 8, «v und ¢ fiir verschiedene
,bleed through“ Faktoren.

Da die Transfektionseffizienz zwischen den verschiedenen Messtagen eine bestimmte

Ea(i)

Variabilitit aufwies, wurde fiir jeden experimentellen Tag der Mittelwert des Akzeptor
zu Donor Verhéltnisses bestimmt. AusschliefSlich Cluster, die eine Ratio innerhalb dieses
Mittelwertes + eine Standardabweichung aufwiesen, wurden fiir die finale Auswertung

verwendet.

Kolokalisation

Die Kolokalisationsanalyse erfolge nach der Bildbearbeitung (siehe Abschnitt 3.5) der TIRF-
Aufnahmen mit Hilfe von ImageJ unter Verwundung des JACoP Plugins. Dabei wurden der
Mander’s Koeffizient zur Analyse ausgewéhlt. Dabei steht M1 fiir die Kolokalisation von
STIM2.1 oder STIM2.2 mit Orail, wihrend M2 zeigt, wie gut Orail mit den Spleivarianten

kolokalisiert.

3.4.3 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop (laser scanning microscope = LSM) scannt
eine Probe mit Hilfe eines Lasers Punkt fiir Punkt. Dieses Raster-Scannen wird durch

zwei Spiegel, die den Laser in X- und Y-Richtung ableiten, ermdglicht. Dabei werden

64



die emittierten Photonen jedes Punktes nicht durch eine Kamera, sondern durch einen
Photoelektronenvervielfacher (photomultiplier tube = PMT) aufgenommen, der eintretende
Photonen in Elektronen umwandelt. Dabei wird jede Position ausschlielich angeregt, wenn
der fokussierte Laserstrahl diesen Punkt trifft. Durch die Verwendung eines PMTs kénnen
auch schwache Signale detektiert werden, da die Elektronen im PMT vervielfaltigt werden.
Dies geschieht durch mehrere Dynoden (= Elektroden). Die ersten Elektronen werden
im elektrischen Feld zur ersten Dynode hin beschleunigt und setzen durch ihr Auftreffen
weitere Elektronen frei. Diese werden nun in Richtung der zweiten Dynode beschleunigt.
Die exponentielle Vervielfdltigung der Elektronen bis zur letzten Dynode resultiert in einem
StromstoB (ca. 50 Nanosekunden nach eintreten des Photons), der durch den PMT leicht
detektiert und aufgenommen werden kann. Ein entsprechendes Abbild wird durch die
Software zusammengesetzt und auf den Bildschirm projiziert.

Eine im Strahlengang des emittierten Lichts angebrachte Lochblende, die sich vor dem
Detektor befindet, blockiert Fluoreszenz aus anderen Ebenen auflerhalb der Fokusebene.
Dies erméglicht einen stirkeren Kontrast der erzeugten Aufnahmen. Die Pixelverweildauer
definiert die Zeit, bis ein Signal dem folgenden Pixel zugeteilt wird. Dies, zusammen mit der
Anzahl der Bildzeilen, erlaubt es unabhéngig vom Objektiv unterschiedliche VergroBerungen
zu erzeugen (z.B. 512 x 512 bzw. 1024 x 1024). Die Scangeschwindigkeit wird in Hertz
gemessen. Hertz steht hierbei fiir Bildzeile pro Sekunde. Bei der Wahl von langsameren
Geschwindigkeiten wird ein mdégliches Hintergrundrauschen in der Aufnahme reduziert,
jedoch fithrt dies zu einem schnelleren Ausbleichen des Praparats. Um ein zu schnelles
Ausbleichen des Préparats zu verhindern wird normalerweise die Laserintensitit mit der
der Laserstrahl auf das Préparat trifft reduziert. Dies geschieht iiber akkusto-optische
Modulatoren. Hierbei handelt es sich um transparente Festkorper, die durch Schallwellen
welche ein optisches Gitter erzeugen, die Lichtfrequenz des darauftreffenden Lichtes ablenken
oder dndern.

Zur Analyse wurde ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop von Leica (Leica TCS
SP5) unter Verwendung eines 100 x Ol-Objektives genutzt. Die 1024 x 1024 Aufnahmen
erfolgten mit 100 Hz, wobei der Zoom so gewéhlt wurde, dass eine ideale Auflésung der
Aufnahmen von 70 - 100 Pixel erreicht wurde. Die Laserintensitét fiir die drei verwendeten
Anregungslaser (405 Diode fiir DAPI; Argon-Laser fiir YFP; HeNe 543 (Helium-Neon-Laser)
fir AF568) lag bei ~40 % (Imaging Einrichtung, Universitdt von Alberta, Edmonton).
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3.5 Bildbearbeitung

Die Bearbeitung der Aufnahmen (TIRF und LSM) erfolgte mit Hilfe von ImageJ. Dabei
wurden die Aufnahmen auf unterschiedliche Weisen bearbeitet. Der Kontrast der Aufnahmen
wurde mittels des Befehls , enhance contrast“ (Kontrast verstirken) bearbeitet. Hierfiir
wurde die Aufnahme in ein HSB-Stack (Hue [Farbton]|, Saturation [Séttigung], Brightness
[Helligkeit]) umgewandelt und die Helligkeit normalisiert (gesittigte Pixel auf 0 %). Dies
bewirkt, dass die Intensitdt der Pixel der Aufnahme auf die erlaubte Bandbreite ausgedehnt
wird. Hierbei handelt es sich um eine lineare Transformation der Aufnahme, die die
Intensitdt der Pixel zueinander in den verschiedenen Kanélen nicht beeinflusst.

Eine Hintergrundkorrektur wurde mit Hilfe des rollenden Ball (rolling ball) Algorith-
mus vorgenommen. Hierfiir wurde die Aufnahme in einen RGB-Stack (Rot, Griin, Blau)
umgewandelt. Hierbei wurde eine Pixelgréfie von 25 Pixeln fiir die Hintergrundkorrek-
tur der Kolokalisationsanalyse verwendet, eine Pixelgréle von 50 - 100 Pixeln fiir die
Bildbearbeitung der FRET- und konfokalen Aufnahmen.

Alle vorgenommen Anderungen und Verbesserungen wurden einheitlich fiir alle Kanéle

vorgenommen.

3.6 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von Excel durchgefithrt. Stichprobenartig wurden
die Proben auf Normalverteilung hin tiberpriift und anschliefend der ungepaarte, zweiseitige
student’s T-Test verwendet. Dargestellte p-Werte stehen fur: * p<0,05; ** p<0,01 und ***
p<0,001.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Splei3varianten

4.1.1 Nachweis der Spleifivarianten

STIM2, viel stiarker als sein Homolog STIM1, wird bis heute kontrovers diskutiert. Wahrend
seine Rolle als Regulator des basalen Kalziums eindeutig gezeigt ist, scheint die Beteiligung

dieses Proteins am speichergesteuerten Kalziumeinstrom zellspezifisch zu sein.

Eine Analyse verschiedener Datenbanken ergab Vorhersagen fiir drei STIM2 Spleif3-
varianten [Miederer, 2013]: STIM2.1, das im Gegensatz zu der konventionellen Variante
(STIM2.2), ein zusétzliches acht Aminosdure langes Exon 9 (siehe Abbildung 8A, rot
markierte Sequenz) enthélt, sowie STIM2.3, dem wie STIM2.2 Exon 9 fehlt und durch
ein frithes Stop-Codon in Exon 13 eine verkiirzte Variante darstellt (siche Abbildung 8A,
orange markiert 13*). Somit entstehen Varianten von unterschiedlichen Langen: STIM2.1
mit 754 Aminosduren, STIM2.2 mit 746 und STIM2.3 mit 599 Aminosduren.

Zur Identifikation der Varianten wurden verschiedene Primer-Paare abgeleitet. Trotz
mehrerer Primer-Paare konnte STIM2.3 in den von uns untersuchten Zelltypen nicht
zweifelsfrei nachgewiesen werden. Mit dem das Exon 9 flankierenden Primerpaar a und
b (Abbildung 8A) konnten in unstimulierten und CD3/CD28 Bead-stimulierten Effektor
CD4™" (Abb. 8C grauer Kasten) und CD8" T Zellen (Abb. 8B), sowie in Jukat T Zellen
und Monozyten zwei Banden nachgewiesen werden. Eine anschliefende Sequenzierung
lief eine eindeutige Zuordnung der oberen Bande zur Variante STIM2.1 bzw. der unteren
Bande zur konventionellen Variante STIM2.2 zu. Quantitative qRT-PCR bestétigte das
Vorhandensein der neuen Variante in verschiedenen Zelltypen (siehe Abb. 8C) und zeigte,
dass das Verhéltnis der beiden Spleifivarianten zueinander zellspezifisch und variabel ist.
Wie in Abbildung 8A dargestellt wurden fiir beide Varianten der gleiche Vorwartsprimer
und spleif}-spezifische Riickwéartsprimer verwendet. Da die hochste mRNA Expression
von STIM2.1 in unstimulierten T Zellen festgestellt wurde, wurden CD4™ T Zellen mit
CD3/CD28 beschichteten Kiigelchen stimuliert und die mRNA Expression von STIMI1,
STIM2.1 und STIM2.2 iiber 72 h, mit Probennamen nach 7 h, 24 h, 48 h und 72 h,
iberprift.
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Abbildung 8: Nachweis einer neuen STIM2 Spleiflvariante, STIM2.1, mittels PCR und
gRT-PCR. A: Schematische Darstellung der Exon-Struktur von STIM2.1 (+Exon 9, rot)
und STIM2.2 (-Exon 9). Zusétzlich ist STIM2.3 mit einem alternativem Exon 13 (13*, orange)
eingezeichnet. Weiterhin ist der Bereich um Exon 9 (Exon 8 bis Exon 10) dargestellt, mit dem fiir
den Nachweis verwendeten Primer: PCR-Primer (schwarze Pfeile, a und b) und qRT-PCR Primer
(grau). In rot, in die Aminoséuresequenz eingefiigt, sind die STIM2.1 spezifischen Aminoséuren
aufgezeigt. B: Aufnahme des Agarosegels, das die aus CD8" (unstimuliert und stimuliert),
Jurkat und Monotzyten ¢cDNA amplifizierten spleilspezifischen PCR-Banden (Primer a und
b Abbildung A) zeigt. C: STIM2.2/STIM2.1 Ratio der relativen mRNA Menge verschiedener
Zelltypen, die mit Hilfe von qRT-PCR bestimmt wurde. Fiir jeden der angegebenen Zelltypen
wurde 3 - 12 unabhédngige RNA Praparationen mit anschlielender qRT-PCR durchgefiihrt. D:
Darstellung der relativen mRNA Menge von STIM1, STIM2.1 und STIM2.2 in unstimulierten
und stimulierten (7, 24, 48 und 72 h) CD4% T Zellen. E: Abbildung des Westernblots der
Lysate von unstimulierten und 72 h mit anti-CD3/CD28 Beads stimulierten CD4" T Zellen
(oben). Quantifizierung des Blots mit Hilfe von Calnexin als Ladekontrolle (unten) (n = 1).
Ezxperimentelle Durchfihrung B - D: Gertrud Schwdr; Analyse A - D: Barbara A. Niemeyer
Abbildung modifiziert aus [Miederer et al., 2015].
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Wie in Abbildung 8D dargestellt, war eine stark verringerte relative mRNA Menge aller
untersuchten Varianten 7 h nach Stimulation zu beobachten. Gleichzeitig verschob sich das
Verhéltnis von STIM2.2 zu STIM2.1 zu Gunsten von STIM2.2 auf einen Wert von 4 + 0,5.
Wahrend sich das mRNA Level von STIM1 nach 72 h weitestgehend erholte, blieb die mRNA
Menge beider STIM2 Spleifivarianten niedrig, wobei sich die Ratio STIM2.2/STIM2.1 mit
einem Wert von 1,6 4+ 0,56 wieder dem Wert vor Stimulation ndherte. Abbildung 8E zeigt
im Westernblot und nach Normierung auf das Haushaltsgen Calnexin, dass 72 h nach
Stimulation von CD4" T Zellen auch die Proteinkonzentration von STIM2 verringert war.

Die Suche nach der STIM2.1 spezifischen Sequenz (VAASILIQ) mittels eines BLAST-
Programms (Basic Local Alignment Search Tool) in anderen Organismen ergab, dass
sich die Expression der neuen Variante STIM2.1 nicht ausschliefSlich auf humane Zellen
beschriankt. So ist die Sequenz iiber viele Spezies zu 100 % konserviert, oder aber weist
nur kleinere Abweichungen auf. In Mus musculus lautet die Sequenz VASSILLQ. Auch
gelang es mit Hilfe einer konventionellen PCR, in der Maus zwei Banden nachzuweisen
(Gertrud Schwér, Daten nicht gezeigt). Das Bandenmuster bestétigte erneut das Ergebnis
der Datenbankanalyse, dass beide Varianten nicht nur in humanem Gewebe, sondern in

Sédugern, wie auch in Maus, vorhanden sind.

4.1.2 Neue Spleiflvariante ist nicht in der Lage Orail zu aktivieren

Um die funktionelle Rolle von STIM2.1 zu untersuchen, wurden die 24 bp des zuséitzlichen
Exons im Zuge der Masterarbeit mit Hilfe von zwei Primern mit einem jeweils 12 bp
Uberhang in ein existierendes YFP-STIM2.2 kloniert [Miederer, 2013]. Die jeweils YFP-
getaggten Spleiflvarianten wurden in stabilen HEK-O1 Zellen iiberexprimiert und ihre
Funktion mit Hilfe von Ca?T-Imaging untersucht. In Abbildung 9A sind die Verliufe der
mittleren Kalziumkonzentration iiber Zeit in HEK-O1 Zellen abgebildet, die entweder
mit STIM2.1, STIM2.2 oder Leervektor transfiziert waren. STIM2.2 zeigte ein signifikant
erhohtes basales Kalzium in 0,5 mM Ca?t im Vergleich zur Leervektorkontrolle, das bei
einer Erhohung auf 1,5 mM Ca?" sogar noch weiter stieg. Anders verhélt es sich bei der
neuen Variante STIM2.1. In 0,5 mM Ca?" unterschied sich die Uberexpression nicht von der
Kontrolle, jedoch stieg das basale Kalzium nach einem Wechsel auf die 1,5 mM Ca?*-haltige
Losung leicht an (siche Abbildung 9B). Wihrend eine Uberexpression von STIM2.2 einen
Einfluss auf die Kalziumspeicher hatte und diese verringerte, fiihrte die Uberexpression von
STIM2.1 zu keiner Verdnderung der intrazelluléren Speicher (Abb. 9B). Nach Readdition
von [Ca?"], nach der Entleerung des ERs wurde sichtbar, dass STIM2.2 die Einflussrate
durch Orail signifikant erh6hte, wihrend STIM2.1 diese signifikant erniedrigte. Der bereits
kleine endogenen SOCE in HEK-O1 stabilen Zellen wurde durch die Uberexpression von
STIM2.1 zuséatzlich verringert. Zusammengefasst war STIM2.1 nicht in der Lage Orail zu
aktivieren und schien zusétzlich den endogenen speichergesteuerten Kalziumeinstrom zu

inhibieren.
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Abbildung 9: STIM2.1 ist nicht in der Lage Orail im Uberexpressionssystem zu akti-
vieren. A: Verlauf der mittleren intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca®*];) iiber Zeit in
HEK-O1 stabilen Zellen bei Uberexpression von STIM2.1 (rot, n = 96), STIM2.2 (blau, n = 107)
bzw. Leervektor (pEYFP, grau, n = 72). B: Quantifizierung der Veréinderungen der [Ca®*]; aus
A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate, Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und
Plateau; Abbildung erweitert (zusétzliche Leervektorkontrolle) aus der Masterarbeit von A.-M.
Miederer (2013) und modifiziert aus [Miederer, 2013].

4.1.3 STIM2.1 ist kein spezifischer Orai2 Aktivator

Noch unklarer als die Rolle von STIM2 beziiglich SOCE ist die Rolle und Beteiligung
von Orai2 an SOCE. Deswegen sollte getestet werden, ob es sich bei der neu entdeckten
Variante um einen spezifischen Orai2 Aktivator handelt. Um dies zu untersuchen wurde
RFP-markiertes Orai2 mit jeweils einer der YFP-markierten Spleifivariante iiberexprimiert
und am Folgetag im Ca?*-Imaging untersucht. Beide Varianten wurden in &hnlichem Maf
exprimiert, wie anhand eines STIM2 spezifischen Antikérpers mit einer Westernblot Analyse
nachgewiesen wurde (Abb. 10C). Im Ca?"-Imaging zeigte STIM2.2 eine Aktivierung von
Orai2, welche sich zum einem durch ein erhéhtes basales Kalzium (siehe Abb. 10A und B)
als auch durch einen erhohten speichergesteuerten Kalziumeinstrom zeigte. Im Vergleich
dazu, zeigte STIM2.1 in Koiiberexpression mit Orai2 ein niedriges basales Kalzium und
kaum SOCE. Allerdings wiesen diese Zellen einen grofleren Tg-peak auf (Abb. 10B). Die
Ergebnisse zeigten, dass es sich bei der neuen Spleilvariante um keinen Orai2 spezifischen
Aktivator handelt.

4.1.4 Spleil3spezifische Herunterregulation deckt gegensatzliche Effekte
der Splei3varianten auf

Nachdem STIM2.1 weder Orail noch Orai2 aktivieren konnte, jedoch beide Varianten
in unstimulierten CD4" T Zellen dhnliche relative mRNA Mengen aufwiesen (vergleiche
Abbildung 8D), wurde im Weiteren untersucht, ob eine Verminderung der Proteinmenge
von STIM2.1 einen Einfluss auf SOCE hat. Hierfiir wurden unstimulierte CD4™ T Zellen
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit einer spleifispezifischen siRNA transfiziert und

an Tag 3 im Imaging untersucht. Dabei wurde die siRNA so gewéhlt, dass sie teilweise
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Abbildung 10: STIMZ2.1 ist nicht in der Lage Orai2 im Uberexpressionssystem zu akti-
vieren. A: Verlauf der mittleren intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca®T];) iiber Zeit in
HEKwt Zellen bei Uberexpression von Orai2-RFP zusammen mit YFP-STIM2.1 (rot, n = 70)
bzw. YFP-STIM2.2 (blau, n = 92). B: Quantifizierung der Verinderungen der [Ca®']; aus
A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate, Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und
Plateau. C: Abbildung des Westernblots nach FACS-Sortierung der fluoreszenten Uberexpressi-
onskonstrukte STIM2.1 und STIM2.2 mit jeweiliger Ladekontrolle v-Tubulin (n = 1). Abbildung
modifiziert aus [Miederer et al., 2015].

komplementér zur Exon 9 Sequenz war, um so ausschliefflich gegen STIM2.1 gerichtet
zu sein. Mittels qRT-PCR wurde die Effektivitdt der Herunterregulation der relativen
mRNA Menge {iberpriift und mégliche unspezifische Nebeneffekte der siRNA auf STIM1
und STIM2.2 ausgeschlossen (Abbildung 11C). So war die relative mRNA Menge von
STIM2.1 nach der Transfektion der siRNA auf ~40 % reduziert, wiahrend die relativen
mRNA Mengen von STIM1 und STIM2.2 nicht verédndert waren. Die Herunterregulation auf
mRNA Ebene konnte auf Proteinebene bestétigt werden. So zeigte eine Westernblot-Analyse
(Abbildung 11), dass ~20 % weniger STIM2 Gesamtprotein im Zelllysat von STIM2.1 siRNA
transfizierten Zellen vorhanden war. Da STIM2.1 laut mRNA Analyse ~40 % des Gesamt-
STIM2 (STIM2.1 + STIM2.2) ausmacht und die siRNA die relative STIM2.1 mRNA Menge
auf ~40 % verminderte, entsprach ein um ~20 % verringertes Proteinlevel der Erwartung.
In Abbildung 11A ist der zeitliche Verlauf der intrazelluldren Kalziumkonzentration, nach
siRNA Transfektion bzw. Kontroll-Transfektion (non silencing RNA, nsRNA), sowie
die Quantifizierung (Abbildung 11B) dargestellt. Hierfiir wurden 3 Donoren analysiert
(nsRNA (schwarz): n = 698); siRNA STIM2.1 (rot): n = 579). Die Herunterregulation
von STIM2.1 hatte keinen Einfluss auf das basale Kalzium, erhohte jedoch signifikant die
Kalziumeinflussrate, sowie Ca?"-Peak und -Plateau. In Abbildung 11E ist zu sehen, dass die
siRNA keinen Einfluss auf die zusétzlich nur durch Ionomycin-entleerbaren Kalziumspeicher
hatte. Somit bestétigt die siRNA vermittelte Herunterregulation den inhibitorischen Effekt
von STIM2.1, der bereits in der Uberexpression zusammen mit Orail vermutet werden

konnte.

Ebenso wurde mit der konventionellen Variante STIM2.2 verfahren. Die spleifispezifische

STIM2.2 siRNA wurde gegen den Ubergang zwischen Exon 8 und Exon 10 abgeleitet, so
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Abbildung 11: Herunterregulation von STIMZ2.1 in unstimulierten CD41 T Zellen ver-
groBert SOCE. A: Verlauf der mittleren intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca”"];) iiber
Zeit in unstimulierten CD4% T Zellen nach Behandlung mit STIM2.1 siRNA (rot, 3 Donor,
n = 579) bzw. nsRNA (schwarz, 3 Donor, n = 698). B: Quantifizierung der Verinderungen
der [Ca2+}i aus A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate, Tg-Peak, sowie
SOCE-Peak und Plateau. C: Relative mRNA Expression von STIM1, STIM2.1 und STIM2.2 in
siRNA und Kontroll-transfizierten CD4" T Zellen. D: Abbildung des Westernblots der Lysate
der siRNA und Kontroll-transfizierten CD4T T Zellen unter Normierung auf das Haushaltsgen
Calnexin und anschliefender Normierung auf die nsKontrolle (n = 1 Donor). E: Verlauf von
[Ca?*]; vor und nach Zugabe von Tg und Ionomycin. Abbildung modifiziert aus [Miederer et al.,
2015].

dass sie ausschlieflich gegen die Variante ohne Exon 9 gerichtet war. Abbildung 12C zeigt,
dass die relative mRNA Menge nach zweimaliger Behandlung mit siRNA um ~30 % sank.
Die siRNA wies allerdings keine perfekte Spezifitdt auf, da auch die mRNA von STIM1
und STIM2.1 tendenziell, jedoch nicht signifikant, herunterreguliert wurden (Abb. 12C).
Trotz der méBigen Effizienz der siRNA war eine Beteiligung von STIM2.2 an SOCE in
unstimulierten CD4" T Zellen nachzuweisen (Abb. 12A und B). Basales Kalzium sowie
SOCE waren in den siRNA behandelten Zellen (n = 776, 3 Donoren, blau) kleiner als die
ns-Kontrolle (n = 978, 3 Donoren, schwarz). Sowohl Einflussrate, als auch Ca?"-Peak und
-Plateau waren um ~3 reduziert (auf 71,1 %, 67,3 % bzw. 65,5 % der ns Kontrolle). Der
Tg-Peak war, ebenso wie in den STIM2.1 siRNA behandelten CD* T Zellen, kleiner. Jedoch
konnte anhand der Ionomycin-behandelten Kontrolle gezeigt werden, dass die intrazelluldren
Tonomycin-sensitiven Kalziumspeicher der siRNA transfizierten Zellen keinen Unterschied
zur Kontrolle zeigten (Abb. 12D).
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Zusammengefasst zeigten die siRNA Experimente, dass die Spleifivarianten entgegen-
gesetzte Rollen beim speichergesteuerten Kalziumeinstrom einnehmen. Die siRNA gegen
die STIM2.2 mRNA bestétigte seine bereits bekannte Rolle als Regulator des basalen
Kalziums und bekannter Aktivator des SOCE, da basales Kalzium, sowie SOCE verringert
waren. Die Herunterregulation von STIM2.1 machte seine Rolle als Inhibitor deutlich, da

SOCE in diesen Zellen verstarkt wurde.
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Abbildung 12: Herunterregulation von STIM2.2 in unstimulierten CD471 verringert ba-
sales Kalzium und SOCE. A: Verlauf der mittleren intrazelluldren Kalziumkonzentration
([Ca*];) iiber Zeit in unstimulierten CD4* T Zellen nach Behandlung mit STIM2.2 siRNA
(blau, 3 Donor, n = 776) bzw. nsRNA (schwarz, 3 Donor, n = 978). B: Quantifizierung der
Verdnderungen der [Ca?"]; aus A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate,
Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und Plateau. C: Relative mRNA Expression von STIM1, STIM2.1
und STIM2.2 in siRNA und Kontroll-transfizierten CD4* T Zellen D: Verlauf von [Ca®T];
vor und nach Zugabe von Tg und Ionomycin. ns-Kontrolle aus Abbildung 11D entspricht der
ns-Kontrolle aus Abbildung 12D. Abbildung modifiziert aus [Miederer et al., 2015].

4.1.5 Inhibitorischer Effekt von STIM2.1 auf endogenen SOCE in Jurkat
T Zellen

Im néchsten Schritt sollte der inhibitorische Effekt von STIM2.1, wie in der Uberexpres-
sionsstudie in HEK-O1 Zellen und dem siRNA Experiment in CD4" T Zellen bereits
beobachtet, weiter untersucht werden und, wenn méglich, bestétigt werden. Hierfiir wurde
die T-Zelllinie Jurkat T Zellen verwendet und 16 -24 h vor der Ca?*-Imaging Messung
mit STIM2.1-; STIM2.2- bzw. Leervektor transfiziert. Abbildung 13A und B zeigt, dass
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sowohl in STIM2.1 als auch STIM2.2 transfizierten Zellen nach Uberexpression das ba-
sale Kalzium erhoht und und der Tg-Peak verkleinert war. Im zweiten Teil der Messung
waren im Ca?*-Verlauf (Abbildung 13A) und in der Quantifizierung (Abbildung 13B)
zu erkennen, dass in STIM2.2 iiberexprimierenden Zellen Einflussrate, Ca?T-Peak und
-Plateau im Vergleich zu den mit Leervektor transfizierten Zellen signifikant erhéht waren.
STIMZ2.1 iiberexprimierende Zellen wiesen eine signifikant verminderte Einflussrate und
einen kleineren Ca’*-Peak und ein verringertes Plateau auf. Somit wirkte STIM2.1 nicht
nur in HEK-O1, sondern auch in Jurkat T Zellen dominant negativ auf den endogenen

SOCE, was nochmals auf eine inhibitorische Rolle der neuen Spleiflvariante hinwies.
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Abbildung 13: Uberexpression von STIM2.1 in Jurkat T Zellen verringert endogenen
SOCE. A: Verlauf der mittleren intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca®'];) iiber Zeit in
Jurkat T Zellen nach Transfektion mit Leervektor (schwarz, n = 216), STIM2.1 (rot, n = 151)
bzw. STIM2.2 (blau, n = 131). B: Quantifizierung der Verinderungen der [Ca®']; aus A unter
Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate, Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und Plateau.
Abbildung modifiziert aus [Miederer et al., 2015].

4.1.6 STIM2.1 wirkt dominant negativ sowohl auf STIM2.2-Orail als
auch auf STIM1-Orail mediierten SOCE

Nachdem im ersten Teil der Arbeit der inhibitorische Effekt der neu beschriebenen Spleifiva-
riante analysiert wurde, stellte sich die Frage, ob STIM2.1 diesen Effekt auf STIM2.2 oder
STIM1 ausiibt. Vorher verwendete Zellsysteme, wie Jurkat T Zellen oder unstimulierte
CD4" T Zellen, enthalten sowohl STIM1 als auch STIM2.2. Um diese Frage zu kliren,
wurden HEK-O1 Zellen mit CFP-STIM2.2 (0,5 pug) und YFP-STIM2.1 (1 pug) bzw. CFP-
STIM2.2 und einer equimolaren Menge einer Leervektorkontrolle (pEYFP) kotransfiziert,
um so durch die Uberexpression einen hauptsichlich STIM2.2 vermittelten SOCE zu
generieren und den Einfluss von STIM2.1 auf diesen zu untersuchen.

Der Verlauf der mittleren [Ca*"]; iiber Zeit withrend verschiedener Wechsel der extra-
zelluldren Losungen ist in Abbildung 14A dargestellt. Die Quantifizierung (Abbildung 14B)
zeigte, dass das basale Kalzium in den STIM2.2 enthaltenden HEK-O1 Zellen bei ~1 mM
liegt. Das basale Kalzium war jedoch um ~50 % verringert bei gleichzeitiger Uberex-

pression von STIM2.1. Ebenso waren in jenen Zellen zusétzlich Ca?T-Peak und Plateau
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signifikant kleiner. Hinzu kommt, dass die Einflussrate in den Zellen, die beide Spleifiva-
rianten iiberexprimieren, tendenziell geringer war. In dieser Bedingung wurde zusétzlich
die Rate der Pumpen analysiert, um herauszufinden, ob der dominant negative Effekt
von STIM2.1 moglicherweise durch eine Wechselwirkung mit Pumpen und einer erhéhten
Pumpenaktivitit einhergeht. Zur Analyse der Pumprate wurden Zellen ausgewéhlt, die
in 1,5 mM Ca?*" einen dhnlichen Ca?*-Ausgangswert vor Zugabe von 0 mM Ca?* hatten
(Mittelwert nach Selektion der Zellen: STIM2.2 893,39 + 138,22 nM, STIM2.1+STIM2.2
899,07 + 139,40 nM, n = 33). Dies stellte sicher, dass ein moglicher Effekt nicht auf
einer unterschiedlichen Triebkraft fiir Ca?* basierte. Hier ergabt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Koiiberexpression und STIM2.2. Die analysierten Zellen (n = 33)
zeigten trotz der Selektion auf &hnliche Kalziumwerte am Ende der Plateauphase in 1,5 mM
Ca?* den dominant-negativen Phénotyp im basalen Kalzium, sowie in Ca?T-Rate und
-Plateau (Daten nicht gezeigt).

Somit zeigte die Koiiberexpression von STIM2.2 und STIM2.1, dass die neue Variante

im Ca?"-Imaging dominant negativ auf die konventionelle Variante, STIM2.2, wirkt.
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Abbildung 14: STIM2.1 wirkt dominant negativ auf den STIM2 vermittelten SOCE.
A: Verlauf der mittleren intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca?"];) iiber Zeit in HEK-O1
T Zellen nach Transfektion mit CFP-STIM2.2 und Leervektorkontrolle (blau, n = 69) bzw.
CFP-STIM2.2 und YFP-STIM2.1 (rot, n = 66). B: Quantifizierung der Verdnderungen der
[Ca®t]; aus A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate, Pumprate (n = 33),
Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und Plateau. Teile der Abbildung modifiziert aus [Miederer et al.,
2015).

Zur Analyse, ob STIM2.1 ausschlieBlich inhibitorisch auf STIM2.2 wirkt, oder den glei-
chen Effekt auf STIM1 hat, wurde das im vorherigen Abschnitt beschriebene Experiment in
Koiiberexpression von STIM1 durchgefiihrt. Hierfiir wurde 24 Stunden vor Messung HEK-
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O1 stabile Zellen mit 1 ug STIM1-IRES-RFP zusammen mit 1 pg Leervektor (pEYFP)
bzw. YFP-STIM2.1 oder YFP-STIM2.2 transfiziert. Abbildung 15A zeigt den Verlauf von
[Ca?T); iiber Zeit nach Perfusion mit verschiedenen Losungen unterschiedlicher Kalziumkon-
zentrationen. Im Vergleich zu der Leervektorkontrolle zeigte STIM2.2 in Koiiberexpression
mit STIM1 ein noch weiter erhéhtes basales Kalzium, wihrend SOCE durch die zuséatzliche
Koiiberexpression von STIM2.2 nicht beeinflusst wurde (Abbildung 15B). Umgekehrt
verhielt es sich bei Uberexpression von STIM1 zusammen mit STIM2.1. Wihrend dies
keinen Einfluss auf das basale Kalzium hatte, waren Ca?"-Peak und -Plateau um knapp
~50 % verringert. Somit iibt STIM2.1 seinen inhibitorischen Effekt sowohl auf die andere
Spleifivariante STIM2.2 als auch auf das Homolog STIM1 aus.
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Abbildung 15: STIM2.1 wirkt dominant negativ auf den STIM1 vermittelten SOCE.
A Verlauf der mittleren intrazellularen Kalziumkonzentration ([Ca2+]i) iiber Zeit in HEK-O1
Zellen nach Kotransfektion mit STIM1-IRES-RFP und Leervektorkontrolle (schwarz, n = 125),
bzw. YFP-STIM2.1 (rot, n = 124) oder YFP-STIM2.2 (blau, n = 98). B: Quantifizierung der
Veranderungen der [Ca2+]i aus A unter Analyse von basalem Kalzium, SOCE-Einflussrate,
Tg-Peak, sowie SOCE-Peak und Plateau. Abbildung modifiziert aus [Miederer et al., 2015].

4.1.7 STIM2.1 zeigt eine beeintrachtigte Interaktion mit Orail trotz

sehr guter Kolokalisation

Die bisherige Arbeit zeigt, dass die neue Spleifivariante STIM2.1 in allen getesteten
Zelltypen nachgewiesen werden konnte und einen dominant negativen Effekt auf den
STIM1- und STIMZ2.2-vermittelten speichergesteuerten Kalziumeinstrom ausiibte. Dass
dies nicht nur im Uberexpressionssystem von Relevanz ist, wurde anhand der siRNA
Experimente gegen die endogene mRNA der Spleifivarianten in CD4" T Zellen festgestellt.
Die Einzeliiberexpression von STIM2.1 deckte auf, dass dieses Protein nicht in der Lage
war Orail zu aktivieren. Allerdings klarten diese Experimente nicht, warum die neue
Variante inhibitorisch wirkt. Zur Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus wurden
Kolokalisation und FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) zwischen Kanalprotein Orail

und STIM2-Spleifivarianten untersucht.

Hierfiir wurden zunéchst Konstrukte kloniert, die fir eine FRET-Analyse verwendet
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Abbildung 16: Vektorkarte des neu klonierten STIM2.2-GFP unter Anzeige der entfern-
ten Basenpaare. A: Vektorkarte des Ausgangsvektors unter Anzeige der EcoRV Schnittstellen,
die fiir die Klonierung verwendet wurden. B: Beispielhafte Vektorkarte des klonierten Fusions-
konstrukts STIM2.2-GFP.

werden koénnen. Aufgrund bereits vorhandener GFP- als auch RFP-markierter Orail-
Konstrukte, sollten fiir die Spleiflvarianten ebenfalls griin- und rot-fluoreszierende Va-
rianten kloniert werden. Da FRET eine Distanz von <10 nm bendtigt, musste fiir ein
Gelingen die Fluoreszenzmarkierung in den C-Terminus von STIM kloniert werden. Um
nicht den mit der Plasmamembran interagierenden polybasischen C-Terminus durch das
Fluoreszenzprotein zu maskieren, wurde der pIRESIneo-SPS2-STIM2.1 bzw. -STIM2.2
Vektor mit EcoRV linearisiert (Abbildung 16A) und GFP bzw. mcherry in eine variable
und bisher uncharakterisierte Doméne des C-Terminus kloniert. Dabei kam es zu einer
Deletion von 195 bp aus dem C-Terminus von STIM2. Abbildung 16B zeigt beispielhaft die
Vektorkarte fiir plIRES1neo-STIM2.2-GFP. Uber die gleiche Klonierungsstrategie wurde
pIRES1neo-STIM2.2-mcherry, sowie die entsprechenden STIM2.1-Konstrukte hergestellt.
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Um die Funktionalitdt der neuen Konstrukte zu testen und sicherzustellen, dass die
Insertion der Fluoreszenzmarkierung bzw. das Entfernen von 195 bp durch die Restriktion
mit EcoRV die Aktivitdt von STIM2.2 nicht beeintrichtigte, wurde das neue Konstrukt
und ein Kontrollkonstrukt (pEX-YFP-STIM2.2) in HEK-O1 Zellen transfiziert und mittels

Ca?*-Imaging analysiert. Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, unterschieden sich die beiden
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Konstrukte kaum. Somit war STIM2.2 trotz Insertion des Tags, sowie der fehlenden Basen
weiterhin funktionell und in der Lage Orail zu aktivieren.

Fir die FRET- und Kolokalisationsanalyse wurden HEKwt Zellen mit C-terminal
markiertem Orail-GFP und einer der mcherry-markierten Spleifivarianten kotransfiziert und
am Folgetag mittels TIRF-Mikroskopie analysiert. Abbildung 18A zeigt TIRF-Aufnahmen
der Fluoreszenz-markierten Proteine nach Inkubation mit Thapsigargin. Die eingetragene
Skala entspricht 10 pwm.

Zu sehen war, dass nach Entleerung der Kalziumspeicher durch Thapsigargin STIM2.2,
aber ebenso STIM2.1, in Clustern vorlag. Kleinere Cluster der Spleifivarianten waren bereits
in Zellen sichtbar, die nicht mit Thapsigargin prainkubiert wurden (Abbildung 18D). Beide
Spleifivarianten zeigten grofie Cluster nach der Speicherentleerung durch Thapsigargin
(roter Kanal, Abbildung 18A); diese Clusterbildung war auch fiir Orail (griin) der Fall. Die
ibereinander gelegten Aufnahmen in beiden Kanélen der gleichen Zelle (gelb) zeigen, dass
beide Spleifivarianten in den gleichen Clustern wie Orail vorkamen. Die Quantifizierung
der Kolokalisation mittels Manders ist in Abbildung 18B dargestellt. M1 steht fiir den
Anteil an STIM2, der in den Orail-Clustern zu finden ist. Bei M2 verhélt es sich umgekehrt.
Beide Spleifivarianten zeigten eine sehr hohe Kolokalisation mit dem Kanalprotein, wobei
sich etwas weniger Orail in den STIM2.1 Clustern befand, als in den STIM2.2 Clustern. In
der vierten Spalte ist die FRET-Effizienz dargestellt. Die Quantifizierung (Abbildung 18C)
ergab eine FRET-Effizienz von 0,058 + 0,041 fir STIM2.2-Orail. Die FRET Effizienz
von STIM2.1 und Orail war im Gegensatz dazu mit einem Wert von 0,0077 £ 0,014 stark
reduziert.

Zusammengefasst ergab die Kolokalisationsstudie, dass beide Spleifivarianten eine
eindeutige Clusterbildung zeigten, die Insertion des Exons dementsprechend diese nicht
beeintrachtigte, und sich sowohl STIM2.1 als auch STIM2.2 zum gréfiten Teil in den
gleichen Clustern wie das Kanalprotein Orail befanden. Ein signifikanter Unterschied
wurde allerdings bei der FRET-Analyse beobachtet, da die FRET Effizienz zwischen Orail
und STIM2.1 im Vergleich zu Orail-STIM2.2-FRET drastisch reduziert war.
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Abbildung 18: STIMZ2.1 zeigt bei vergleichbarer Kolokalisation eine beeintréchtigte In-
teraktion mit Orail im Vergleich zu STIM2.2-Orail. A: Beispielhafte TIRF-Aufnahmen
von HEKwt Zellen kotransfiziert mit STIM2.1- (Spalte 1 unten) bzw. STIM2.2-mcherry (Spalte
1 oben) und Orail-GFP (Spalte 2). Spalte 3 zeigt die iibereinandergelegten Einzelkanile. In
Spalte 4 ist die FRET-Effizienz mit hilfe einer Regenbogenskala visualisiert. Die LUT-Skala
geht von 0,0 - 0,3. B: Quantifizierung der Kolokalisation mit Hilfe des Manders Koeffizienten
aus den Aufnahmen in A. M1 steht fiir die Menge STIM2 in Orail Clustern, wihrend M2 die
Anzahl griiner Pixel in roten Pixeln untersucht. Fiir beide Spleifvarianten wurde ein n = 9 Zellen
analysiert. C: Quantifizierung der FRET-Effizienz gemessen in A (STIM2.1 n = 36; STIM2.2
n = 31). D: Beispielhafte TIRF-Aufnahme von Zellen aus A vor Thapsigargin-Inkubation. Die
eingezeichnete Groflenskala betragt 10 pm. Abbildung modifiziert aus [Miederer et al., 2015]

4.1.8 Spleiflvarianten liegen in gemischten Clustern vor

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Spleifivarianten eine unterschiedliche
Kolokalisation in Abhéngigkeit von der STIM2 Zusammensetzung in der Zelle zeigten. Dies
diente dazu herauszufinden, ob eine der Spleiflvarianten préferenziell Cluster mit sich selbst
bildet oder beide in gemischten Clustern vorliegen.

Hierfiir wurde die jeweils STIM2.1 bzw. STIM2.2 mcherry- und GFP-markierte Kon-

strukte in einem Verhéltnis 1 : 1 in HEKwt Zellen iiberexprimiert. Daraus entstanden
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folgende drei Paarungen: STIM2.1-mcherry + STIM2.1-GFP; STIM2.1-mcherry + STIM?2.2-
GFP; STIM2.2-mcherry + STIM2.2-GFP. Zur Analyse der Kolokalisation wurde der Pear-
son’s, sowie der Manders Koeffizient verwendet. Abbildung 19 zeigt, dass in keinem der
Parameter ein Unterschied zu sehen war. D.h. STIM2.1 befindet sich ebenso hiufig in
Clustern mit sich selbst, wie mit STIM2.2 und umgekehrt. M1 steht fiir den Anteil an rot-
fluoreszierendem Protein (STIM2.1-mcherry in Abbildung 19M1 lila), der in Kolokalisation
mit grin-fluoreszierenden Proteinen (STIM2.2-GFP in Abbildung 19M1 lila) zu finden
war. Da es sich bei M2 um den umgekehrten Fall handelt, definierte dieser Koeffizient die
Menge an STIM2.2-GFP in STIM2.1-mcherry Clustern.

Kolokalisation Abbildung 19: Spleiflvarianten lie-
gen in gemischten Clustern
vor. Kolokalisationsanalyse er-
folgte mittels Pearson’s und Man-
ders Koeflizienten. Rot: STIM2.1-
mcherry + STIM2.1-GFP; Li-
la: STIM2.1-mcherry + STIM?2.2-
Pearson M1 M2 GFP; Blau: STIM2.2-mcherry +
STIM2.2-GFP.

0.5

0

mS52.1-S2.1 mWS2.1-52.2 MWS2.2-52.2

4.1.9 Exon 9 spezifisches IQ-Calmodulin-Bindemotiv ist nicht verant-
wortlich fiir die inhibitorische Wirkung von STIM2.1

In den vorherigen Abschnitten der Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich STIM2.1 in
den gleichen Clustern wie STIM2.2 befindet, selbst noch zur Clusterbildung fahig ist und
mit dem Kanalprotein kolokalisiert. Allein die Interaktion, wie anhand von FRET gezeigt,
war stark verringert. Bei eingehender Betrachtung der Exon 9 kodierenden Aminosédurend-
Sequenz fiel auf, dass durch die Insertion der zusétzlichen 8 Aminosduren (VAASYLIQ)
beinahe ein klassisches IQ-Motiv als Calmodulinbindemotiv (IQxxxKIxxxRxxV) entsteht:
IQAEKIKKKRSTYV in STIM2.1. Die Datenbank Calmodulin Target Database bewertet
Sequenzen anhand ihrer Wahrscheinlichkeit, dass es sich dabei um Calmodulin-Bindestellen
handelt. Bei Eingabe der STIM2.1 und STIM2.2 spezifischen Sequenzen zeigte sich, dass die
Insertion des zusétzlichen Exons zu einer starken Bewertung eben jener Sequenz im Bezug
auf Calmodulin-Bindung fithrte (8 Punkte von maximal 9). Bei STIM2.2 befindet sich die
Sequenz mit der besten Wertung (4 von 9) um 40 Aminosduren in Richtung C-Terminus
verschoben.

Um zu untersuchen, ob eine stirkere Calmodulin-Bindung mittels des 1Q-Motivs fiir
die Inaktivitat von STIM2.1 verantwortlich ist, wurde eine IQ-Mutante (STIM2.1-IQ/AA)
in HEK-O1 Zellen iiberexprimiert und mit STIM2.1 verglichen. Abbildung 20A zeigt, dass
sich der Verlauf der intrazelluldren Kalziumkonzentration iiber Zeit nach Perfusion mit
Losungen unterschiedlicher Kalzium-Konzentrationen in der Mutante leicht verdnderte. So
wurde der Tg-Peak kleiner und SOCE leicht erhoht. Jedoch wird weiterhin keine Aktivierung
von Orail erreicht, wie dies bei STIM2.2 (siehe Abbildung 17) der Fall war.
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Abbildung 20: Mutation des putativen Calmodulin-Bindemotivs von STIM2.1 hat kei-
nen Einfluss auf SOCE. A: Verlauf der mittleren intrazelluldren Ratio (340/380) iiber Zeit
in HEK-O1 Zellen nach Transfektion mit YFP-STIM2.1 (rot, n = 114, 1 Messtag) bzw. YFP-
STIM2.1-1Q/AA (orange, n = 116, 1 Messtag). B: Verlauf der mittleren intrazellularen Ratio
(340/380) iiber Zeit in HEK-O1 Zellen nach Kotransfektion mit STIM2.2-mcherry und YFP-
STIM2.1 (rot, n = 61, 2 Messtage) bzw. YFP-STIM2.1-1Q/AA (orange, n = 50, 2 Messtage)
bzw. Leervektor (blau, n = 56, 2 Messtage).

Weiterhin blieb die Frage, ob es sich bei der Inaktivitdt von STIM2.1 im Bezug auf
die Orail-Aktivierung um den Grund fiir den inhibitorischen Effekt handelt oder ob es
sich dabei um zwei unterschiedliche Mechanismen handelt und der dominant-negative
Effekt auf einer aktiv vermittelten Inhibition durch STIM2.1 basiert. Hierbei kénnte eine
starkere Bindung an Calmodulin eine Rolle spielen. Um zu untersuchen, ob die STIM2.1-
IQ/AA Mutante weiterhin dominant negativ wirkt, wurden beide STIM2.1-Konstrukte
zusétzlich mit STIM2.2 in HEK-O1 Zellen iiberexprimiert und im Ca?*-Imaging analysiert.
Der Verlauf der Ratio wiahrend des Experiments ist in Abbildung 20B dargestellt. Beide
STIM2.1 Varianten zeigten ein, in Koiiberexpression gleichermaflen, verringertes basales
Kalzium und einen kleineren SOCE im Vergleich zur STIM2.2 /Leervektor-Kontrolle, wobei
sie sich untereinander nicht unterschieden. Somit ist das STIM2.1 spezifische 1Q-Motiv
alleine wahrscheinlich weder ausschlaggebend fiir die Inaktivitdt der neuen Spleifivariante
noch fiir den durch STIM2.1 vermittelten inhibitorischen Effekt verantwortlich.
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4.2 Proteomik

4.2.1 Klonierung eines STIM2-APEX2-Fusionskonstrukts

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine neue STIM2 Spleifivariante, STIM2.1, im Ver-
gleich zur konventionellen Variante STIM2.2 beschrieben und charakterisiert. Zuséatzlich
wurde der Mechanismus des von ihr vermittelten inhibitorischen Effekts auf STIM1- und
STIM2.2-Orail mediierten SOCE untersucht. Eine Veroffentlichung aus dem Jahr 2015
identifizierte STIMATE als positiven Regulator des speichergesteuerten Kalziumeinstroms
und Interaktionspartner von STIM1 [Jing et al., 2015] und gab so neue Einblicke in
Regulationsmechanismen des speichergesteuerten Kalziumeinstroms. Uber mogliche In-
teraktionspartner von STIM2 und deren regulativen Einfluss auf SOCE ist bisher wenig
bekannt. Eine Identifikation von Interaktionspartnern bietet die Moglichkeit mehr tiber die
Funktion des Ursprungsproteins und dessen Regulationsmechanismen, sowie Beteiligung
an verschiedenen Prozessen herauszufinden. Besonders geeignet, um erste Eindriicke fiir
mogliche interagierende Proteine zu finden ist eine in situ Protein-Markierungstechnik
in der unter rdumlicher und zeitlicher Auflésung Proteine in unmittelbarer Ndhe zum
Ausgangsprotein biotinyliert werden [Lam et al., 2015; Martell et al., 2012]. Fiir diese
Herangehensweise wurde das Reporterenzym Ascorbat Peroxidase 2 (APEX2) verwendet
und als Fusionskonstrukt in die Spleilvarianten kloniert. Mit Hilfe von APEX2 kénnen
in Anwesenheit von Zell-permeablen Biotin-Phenol Proteine in unmittelbarer Ndhe zum
Fusionsprotein biotinyliert werden. Die Biotinylierung kann dann fiir eine Aufreinigung der
Proteine und anschlieffende Analyse verwendet werden. Diese Methode zeichnet sich beson-
ders dafiir aus, dass sie endogene nahestehende Proteine des APEX2-markierten Proteins
in einem intakten Zellsystem biotinyliert. Im nativen System kénnen so theoretisch durch
die Reaktion des Biotin-Phenol-Radikals mit nahestehenden Proteinen auch transiente
oder schwache Interaktionen beobachtet werden.

In einem ersten Schritt wurden das 804 bp lange APEX2 iiber eine singuldre Blp2
Schnittstelle in eine variable Region des C-Terminus der cDNA von YFP-STIM2.1 bzw. YFP-
STIM2.2 kloniert. Im Vergleich zur vorher verwendeten Klonierungsstrategie (Absatz 4.1.7)
wurde kein Teil der cDNA Sequenz entfernt. Abbildung 21A zeigt die Vektorkarte fiir das
8932 bp grofie Konstrukt pCDNA5-FRT/TO-YFP-STIM2.2-APEX2. Das YFP-STIM2.1-
APEX2 Konstrukt ist aufgrund der zusétzlichen 24 bp von Exon 9 dementsprechend
8956 bp grof.

Nach der erfolgreichen Klonierung wurde die Funktionalitdt der neuen Konstrukte
mittels heterologer Uberexpression im Ca?*-Imaging in HEK-O1 iiberpriift (Abb. 21). Hier
war zu sehen, dass beide Spleiffvarianten, trotz der Insertion der zusétzlichen ~28 kDa von
APEX2 in die C-terminale Region von STIM2 weiterhin ihren erwarteten Phénotyp zeigten
(vergleiche Abbildungen 21 und 9). Somit beeinflusste APEX2 die STIM2.2-vermittelte Orail
Aktivierung bzw. Inhibierung mittels STIM2.1 nicht und wurde fiir weitere Experimente

verwendet.
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Abbildung 21: Spleiflvarianten zeigen ihren jeweiligen Phinotyp trotz Insertion von
APEX2. A: Schematische Darstellung des Fusionskonstrukts mittels Vektormap von pCDNAS5-
FRT/TO-YFP-STIM2.2-APEX2 unter Angabe der Vektorgrofe. B: Verlauf der mittleren intrazel-
luldren Ratio (340/380) iiber Zeit in HEK-O1 Zellen nach Transfektion mit YFP-STIM2.1-APEX2
(rot, n = 51, 1 Messtag) bzw. YFP-STIM2.2-APEX2 (blau, n = 47, 1 Messtag).

4.2.2 Biotinylierte Proteine kolokalisieren mit YFP-STIM2

Zur Kontrolle der Funktionalitdt des Experiments sollte der Reaktionsradius der Bio-
tinylierung um das Fusionsprotein tiberprift werden. Bei der Identifikation von neuen
STIM2-Interaktionspartner ist es wichtig, dass sich die indirekt durch APEX2 biotinylierten
Proteine in unmittelbarer Nahe von STIM2 befinden. Dies sollte anhand von Immunzy-
tochemie iiberpriift werden. Hierzu wurden HEK293T Zellen mit den spleifispezifischen
APEX2 Konstrukten transfiziert. Am Folgetag wurden die Zellen mit Membran-gidngigen
Biotin-Phenol inkubiert und die Peroxidase-Aktivitat durch HoO9 induziert. Nach Fixie-
rung und Permeabilisierung wurden die Zellen mikroskopiert, wobei STIM2 mittels der
YFP-Markierung und die biotinylierten Proteine mittels Streptavidin-AF568 detektiert

wurden.

Abbildung 22 zeigt die Aufnahmen der konfokalen Mikroskopie. Dabei wurde in Spalte 1
die YFP-Fluoreszenz von STIM2 dargestellt, in Spalte 2 die Biotinylierung, wahrend
Spalte 3 ein libereinandergelagertes Bild der beiden Kanéle mit zusétzlicher DAPI-Farbung
abgebildet ist. Die erste Zeile stellt die Negativkontrolle dar. Hierbei handelte es sich um
Zellen, die mit einem Kontrollkonstrukt (YFP-STIM2.2 ohne APEX2) transfiziert wurden.
Diese Zellen zeigten trotz der Behandlung keine Biotinylierung (Abbildung 22a2), wie
anhand der fehlenden Fluoreszenz im Rotkanal zu beobachten war. Sowohl die HEK293T
Zellen, die mit STIM2.2-APEX2 (Abbildung 22b), als auch die STIM2.1-APEX2 (Abbil-
dung 22¢) transfizierten Zellen zeigten ein deutliches Signal im Rotkanal. Folglich war die
enzymatische Aktivitdt von APEX2, obwohl es in die STIM2-Sequenz kloniert wurde, nicht
beeintrachtigt. In beiden Féllen war in Spalte 3 (Overlay) zu sehen, dass die Biotinylie-
rung in unmittelbarer Ndahe zu STIM2 geschah, wie das kolokalisierende YFP- und das
AF568-Signal zeigen.

83



1 2 3
YFP-STIM2 Streptavidin-AF-568  Overlay (+DAPI) |

o
YFP-STIM2.2

FP-STIM2.1-APEX2 YFP-STIM2.2-APEX2

Abbildung 22: APEX2 vermittelte Biotinylierung findet in unmittelbarer Umgebung
zu STIM2 statt. Exemplarische Aufnahme nach Immunzytochemie von HEK293T Zellen
nach Transfektion von YFP-STIM2.2 (Zeile a), YFP-STIM2.2-APEX2 (Zeile b) bzw. YFP-
STIM2.1-APEX2 (Zeile c). Spalte 1 zeigt im Griinkanal die Detektion von YFP-STIM2, Spalte 2
zeigt die Streptavidin-AF568 vermittelte Detektion biotinylierter Proteine und Spalte 3 die
Ubereinanderlagerung beider Kanile zusammen mit DAPI. Der eingezeichnete Mafstab betragt
10 pm.

4.2.3 Biotinylierung findet nur in Anwesenheit von Biotin-Phenol und
H,0, statt

Nachdem die Aktivitat von APEX2 bestatigt wurde und gezeigt werden konnte, dass die
Biotinylierung in unmittelbarer Nédhe zu STIM2 geschieht, sollte sichergestellt werden,
dass eine Inkubation der Zellen mit Biotin-Phenol notig ist und die Peroxidase-Aktivitat
mittels HoO9 induziert werden kann. Um dies zu iiberpriifen wurde ein Westernblot von
unterschiedlich behandelten Zellen durchgefiihrt (siehe Abbildung 23). Die Detektion der
biotinylierten Proteine geschah direkt mittels Streptavidin-HRP.

Bei den in Spur 1 dargestellten Zellen handelte es sich um untransfizierte HEK293T
Zellen. Die Zellen, deren Lysate in Spur 2 und 3 aufgetragen wurden, wurden mit Biotin-
Phenol prainkubiert und die Peroxidase durch HoOs aktiviert. Diese Spuren zeigten
Proteinbanden aus STIM2.1-APEX2 bzw. STIM2.2-APEX2 exprimierenden Zellen, welche
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ein sehr dhnliches Bandenmuster von ~30 kDa bis > 245 kDa aufwiesen. Zusétzlich waren
definierte und gut voneinander abgetrennte Banden zu erkennen, was erneut auf eine
lokale Aktivitdt der Peroxidase hinwies. In Spur 4 und 5 wurden Lysate von STIM2.2-
APEX2 transfizierten Zellen aufgetragen. Dabei entfiel bei der einen Probe die Inkubation
mit Biotin-Phenol (Abbildung 23 Spur 4), bei der anderen Probe die Zugabe von HyO9
(Abbildung 23 Spur 5). In beiden Spuren fehlte das in Spur 2 und 3 zu sehende Bandenmuster.
Ebenso wie in den untransfizierten Zellen war jedoch eine Bande bei ~63 kDa zu sehen.
Diese zog sich jedoch gleichermaflen iiber den gesamten Westernblot und erschien auch
zwischen den Spuren. Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um ein Artefakt. Somit
fand in den untransfizierten (Spur 1), ebenso wie in den Kontroll-Zellen (Spur 4 & 5)
keine Biotinylierung statt. Dies zeigte, dass APEX2 keine Hintergrundaktivitdt hatte
und nur nach Induktion aktiv war. Somit war fiir eine erfolgreiche Biotinylierung sowohl

Biotin-Phenol, als auch HoO2 notwendig.
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Abbildung 23: Nachweis der Biotinylierung in Anwesenheit von Biotin-Phenol und H;05
durch Streptavidin-HRP. Westernblot der Lysate von untransfizierten (Spur 1) und mit
STIM2.1-APEX2 (Spur 2) bzw. STIM2.2-APEX2 (Spur 3-5) transfizierten HEK293T Zellen
nach unterschiedlicher Behandlung der Zellen.

4.2.4 Vorbereitung und Analyse der Massenspektrometrie

Unser Ziel war es mittels Massenspektrometrie neue, den Spleiflvarianten gemeinsame, sowie
spleifispezifische, Interaktionspartner zu identifizieren. Hierfiir wurde die Herangehensweise
mittels APEX2-vermittelter Biotinylierung gewéhlt, vorbereitet und validiert. Um bei der
Analyse der Resultate der Massenspektrometrie leichter falsch positive Hits identifizieren
zu kénnen, wurden die Zellen in SILAC-Medium kultiviert. Diese Methode ermoglicht,

aufgrund der Kultivierung der Zellen in mit unterschiedlich schweren Isotopen versetzten
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Abbildung 24: Aufnahme des Kontroll-Westernblots und SDS-Gels vor Massenspektro-
metrie. A: Westernblot der Lysate der in verschiedenen Medien (Heavy vs. Light) kultivierten
Zellen. Spur 1-5: STIM2.1-APEX2 transfizierte Zellen; Spur 6-10: STIM2.2-APEX2 transfizierte
Zellen. Die unterschiedlichen Behandlungen sind in der Tabelle unter der Aufnahme angegeben.
B: Abbildung des SDS-Gels nach silber-blau Coomassie Farbung.

Medien, eine Negativkontrolle mit den behandelten Zellen zu mischen und als ein Replikat
mittels Massenspektrometrie und HPLC zu analysieren. Auf diese Weise konnen die
identifizierten Peptide anhand des H/L-Faktors klassifiziert werden, was das Einschrianken

der Resultate auf mogliche echte Interaktionspartner erleichtert (siche 3.3.4).

Abbildung 24A zeigt den Kontroll-Westernblot der Lysate der unterschiedlich kulti-
vierten Zellen. Die ersten fiinf Spuren zeigten Lysate von STIM2.1-transfizierten Zellen,
Spur 6 - 10 zeigten STIM2.2-transfizierte Zellen. Vor dem Mischen von H1 und L1 (+ 5 %
L3) zu Replikat R1 und H2 und L2 (+ 5 % L3) zu R2 (fiir mehr Details siehe Abschnitt
3.3.4) wurde 1 pl der Lysate fiir einen Kontroll-Westernblot verwendet, um sicherzustellen,
dass H1, H2 und L3 biotinyliert waren (in schwerem bzw. leichtem Medium kultiviert;
transfiziert; behandelt mit Biotin-Phenol und HyO32) und die Negativkontrollen (L1 &
L2) keine Biotinylierung aufwiesen. Wie Abbildung 24A zeigt, waren ausschlieflich in
den erwarteten Spuren Proteinbanden zu sehen. Die artifizielle Bande, die bereits zuvor

beschrieben wurde, zog sich auch hier iiber den gesamten Blot.
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Nach dem erfolgreichen Kontroll-Westernblot wurden die verschiedenen Lysate zu
Replikat R1 und R2 fiir STIM2.1 und STIM2.2 vereinigt, die biotinylierten Proteine iiber
Streptavidin-beschichtete magnetische Kiigelchen angereichert, eluiert und anschlielend
auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen, welches zu ~%u laufen gelassen wurde. Durch eine
silber-blau Coomassie Farbung wurden die Proteinbanden angefirbt. Abbildung 24B zeigt
eine Aufnahme des Gels nach der Farbung. Das Gel wies ungewohnlich viele Banden fiir die
zwei STIM2.1-, sowie beide STIM2.2-Replikate auf. Zusétzlich entsprach das Bandenmuster
nicht den in den Westernblots detektierten Banden.

Im Anschluss wurde das Gel von der Massenspektrometrie-Einrichtung prozessiert und
die Proben analysiert. Fiir die unterschiedlichen Replikate ergaben sich folgende Anzahl an
gefundenen Proteinen: STIM2.1: R1 1018 Hits und R2 1004 Hits; STIM2.2: R1 977 Hits und
R2 989 Hits. Nach Setzen eines individuellen Grenzwerts fiir jedes Replikat (Einzelheiten
siehe 3.3.4) verblieben 95 Top-Hits fiir STIM2.1-R1, 63 Top-Hits fiir STIM2.1-R2, 49 fiir
STIM2.2-R1, sowie 57 Hits fiir STIM2.2-R2. Nach der Prozessierung der Vorhersagen, wie
in Abbildung 25 dargestellt, blieben die in Tabelle 35 aufgefithrten Hits.

R1 R1 R1
X ' R: Replikat
R2 ~m R2 R2 €4 p» R2 R2 R2 STIM2.2
/ . STIM2.1

R1 R1 R1

Abbildung 25: Darstellung der relevanten Schnittmengen aller Replikate Blaue Kreise
stehen fiir die Hits des Replikats 1 und 2 (R1 bzw. R2) von STIM2.2, rote fiir R1 und R2 aus
STIM2.1. A: Schnittmenge aller vier Replikate; B: Schnittmenge aus drei der vier Replikate; C:
Spleiflspezifische Hits.

Dabei wurden neun Proteine in den Top-Hits aller vier Replikate (je zwei Replikate fiir
STIM2.1 und STIM2.2) gefunden. 14 Vorhersagen wurden in drei der vier Replikate unter
den besten Hits gefunden. Acht der 14 dreimal vorkommenden Proteine wurden ebenfalls in
dem vierten Replikat gefunden, allerdings nicht unter den besten Hits. Die angegebene Zahl
in Tabelle 35 markiert die Position an der Protein X, nach Sortieren der Hits entsprechend
ihres H/L-Wertes, gefunden wurde. Dies markiert eine Position aulerhalb der Top-Hits.
Mehrere Proteine wurden in nur zwei der vier Replikate gefunden. Hier wurde iiberpriift,
ob diese ausschliellich in den STIM2.1 bzw. STIM2.2 transfizierten Zellen identifiziert
wurden. Alle Proteine, die zweimal in den Top-Hits einer Spleifivariante gefunden wurden,
jedoch in den Gesamt-Hits der anderen Spleiffvariante vorkamen, wurden nicht aufgefiihrt.
Nach dieser Sortierung blieb jeweils ein spleiflispezifisches Protein pro Variante. Auch diese
finden sich in Tabelle 35. STIM2 selbst wurde in zwei der vier Replikate oberhalb und in

zwei der vier Replikate unterhalb des individuell gesetzten Schwellenwerts gefunden.
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Tabelle 35: Ubersicht iiber die gefundenen biotinylierten Proteine nach massenspek-
trometrischer Analyse unter Angabe des Protein-Identifikationsnummer (Accession), des
Names, der Replikatnummmer und das Anzahl wie oft das Protein in den Top-Hits der vier
Replikate vorkam (Anz.). Angegebene Zahlen stehen fiir den Rang des Proteins in der Liste der
Gesamt-Hits unterhalb des individuell gesetzten Schwellenwerts.

STIM2.1 STIM2.2
Accession Proteinname R1 R2 R1 R2 | Anz.
P63104 14-3-3 Protein (/0 Vv Vv vV V 4
Q00610 Clathrin schwere Kette 1 Vv vV vV vV 4
P29692 Elongationsfaktor 1-0 vV vV v V 4
P26641 Elongationsfaktor 1- Vv Vv V V 4
P04075 Fruktose-bisphosphat Aldolase A Vv Vv Vv Vv 4
P07900 Hitzeschockprotein HSP 90-« Vv Vv V Vv 4
P32119 Peroxiredoxin-2 vV Vv v vV 4
Q13162 Peroxiredoxin-4 Vv Vv V V 4
P55072 Transitionelle ER ATPase Vv Vv Vv Vv 4
P62258 14-3-3 Protein J v t60]| 3
Q13155 A ARS-interagierendes vV Vv v §65 3
multifunktionales Protein 2
043175 D-3-Phosphoglycerate Vv - V V 3
Dehydrogenase
Q92616 elF-2-a Kinase Aktivator GCN1 Vv Vv £182 3
Q13347 Euk. Translationsinitiationsfaktor 3 | / - Vv vV 3
Untereinheit 1
QIBSJS Eztended Synaptotagmin-1 N4 - Vv Vv 3
P49327 Fettsduresynthase Vv Vv £63 3
P00492 Hypoxanthin-Guanine Vv - Vv vV
Phosphoribosyltransferase
P07195 L-Laktatdehydrogenase B Kette v vV g1/
QIBV20 Methylthioribose-1- Vv v g100 4/
Phosphatisomerase

P22234 Multifunktionales Protein ADE2 Vv - vV vV 3
PO7737 Profilin 1 Vv vV v - 3
P37802 Transgelin-2 v £958 V 3
P0O7437 Tubulin 5 Kette Vv vV £185 3
P04080 Cystatin-B Vv Vv - - 2
P22392 Nucleosid-diphosphate Kinase B - - V Vv 2
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4.2.5 Versuch der Validierung von Profilin 1 als STIM2 Interaktions-

partner mittels Ko-Immunprazipitation

Fiir einige der vielversprechenden Hits die anhand der Proteom-Analyse bestimmt werden
konnten, sollte mit Hilfe einer Ko-Immunprézipitation die Interaktion mit STIM2 (STIM2.1
und STIM2.2) bestatigt werden. Hierfiir wurde mit Hilfe von GFP-bindenden Partikeln
YFP-STIM2.1 und YFP-STIM2.2 aus stabilen TREx293 Zelllysaten isoliert und nach SDS-
Page und Westernblot mit Antikérpern gegen Extended Synaptotagmin-1 und Profilin 1
geprobt. Weder fiir Profilin 1 (sieche Abbildung 26) noch fir Extended Synaptotagmin-1
(Daten nicht gezeigt) gelang ein Nachweis der Interaktion mit STIM2 anhand der Ko-

Immunprézipitation.
YFP-STIM2.1 YFP-STIM2.2
o-YFP a-STIM2
KDa 1 2 3 4 5 6
|- =
75 .
50
37
o-PFN1

15
10 -

Abbildung 26: Erfolglose Ko-Immunprizipitation von STIM2 und Profilin 1. Aufnahme
eines repriasentativen Proteinblots nach Ko-Immunprézipitation des YFP-STIM2 Konstrukts mit
magnetischen GFP-Kiigelchen. Spuren 1 - 3: mit YFP-STIM2.1 transient transfizierte HEK293T
Zellen. Spur 4 - 6: mit YFP-STIM2.2 transient transfizierte HEK293T Zellen. Spur 1 & 4: Input;
Spur 2 & 5: nicht-Kiigelchen gebundene Fraktion; Spur 3 & 6: Kiigelchen gebundene Fraktion.

Abbildung 26 zeigt eine Aufnahme der Membran nach Proben mit GFP- (erkennt YFP),
STIM2-, und Profilin 1-Antikérper (PFN 1). Der verwendete GFP-Antikorper zeigte, dass
das System der GFP-Trap Partikel funktioniert. Wéahrend hier in der Input Spur (Spur
1) eine Bande in der erwarteten Hohe von ~150 kDa (YFP-STIM2) sichtbar war, fehlte
diese Bande in der Fraktion, die nicht an die Partikel band (Spur 2). In der Kiigelchen
gebundenen Elution, aufgetragen in Spur 3, war eine Anreicherung von YFP-STIM?2 zu
beobachten. Eine dhnliche Bestétigung gelang unter Verwendung des STIM2-Antikorpers.
Hier sind mehrere Banden in der Aufnahme des Westernblots in Spur 4 und 5 zu erkennen,
die sowohl das YFP-markierte STIM2, als auch endogenes STIM2 nachweisen. In der
Partikel-isolierten Fraktion reduzierte sich das Bandenmuster auf eine einzelne Bande in
Hohe von YFP-STIM2 (Spur 6). Wie im unteren Teil der Abbildung zu sehen ist, war
in der Input und nicht-gebundenen Fraktion Profilin 1 nachweisbar (Spur 1, 2, 4 und 5),
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wéhrend keine Bande in der Hohe von ~11 kDa in den Kiigelchen-gebundenen Elutionen
zu erkennen war (Spuren 3 und 6). Somit reichte die versuchte Ko-Immunpréazipitation
von YFP-STIM2 und endogenem PFN 1 bzw. Extended Synaptotagmin-1 (Daten nicht

gezeigt) nicht aus, um eine Interaktion der Spleifvarianten mit den genannten Proteinen

zu bestétigen.
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4.3 SOCE und Ca,-Kanaile in Alzheimer Modell-Zelllinien

4.3.1 Expressionslevel von APP und Prisenilin 1 beeinflussen SOCE

Kalziumsignale, wie u.a. SOCE, sind in vielen Krankheiten fehlreguliert. Dies wurde
unter anderem bereits fiir Alzheimer (Alzheimer’s Disease; AD) gezeigt. Verschiedene
Publikationen zeigen bereits die Wichtigkeit von SOCE Komponenten fiir neuronalen SOCE.
Sun et al. beobachten, dass eine Uberexpression von STIM2 eine Ca?*-Dysregulation, die
durch eine Présenilin 1 (PS1) Mutante verursacht wird, revidieren kann [Sun et al., 2014].
Tong et al. fithren einen verstirkten SOCE in PS1 defizienten Neuroblastoma Zellen
auf eine nicht mehr vorhandene STIM1 Prozessierung durch PS1 [Tong et al., 2016]
zuriick. Weiterhin fehlen jedoch grundlegende Informationen, welchen Einfluss Alzheimer-
assoziierte Proteine, wie PS1 und APP (Amyloid Precursor Protein) auf Kalziumsignale,
bzw. spezifischer auf SOCE, haben. Zur Untersuchung, wie sich SOCE in Abhéngigkeit
von PS1 und APP verédndert, ob die Spleiflvarianten in AD-Modellzelllinen unterschiedlich
reguliert sind und ob APP und PS1 einen Einfluss auf die Expression einzelner SOCE-Gene
hat, wurden stabile Uberexpressions- und knock out Neuroblastoma Zelllinien (SH-SY5Y,
AG Hartmann) verwendet.

Zur Untersuchung des SOCE in SH-SY5Y wurden verschiedene Modelllinien herange-
zogen. Zum einen ,APP-/-“ und ,PS1-/-¢ defiziente Zellen in denen APP bzw. PS1
mittels CRISPR/Cas9 stabil entfernt wurde, sowie die dazugehorige mock-Kontrolle
genannt ,Crispr Ctrl“. Zum anderen diente als Uberexpressionszelllinie die APP695-
Uberexpressionslinie ,,swedish“, sowie die dazugehérige Kontrolle ,mock®. Der Zusatz
n,swedish“ steht fiir eine Mutation im APP, die dazu fithrt, dass APP achtmal stiarker
im amyloidogenen Pfad prozessiert wird [Mullan et al., 1992]. Abbildung 27 zeigt die
Einzelverldufe der intrazelluldren Kalziumsignale dieser Zelllinien iiber Zeit (A - E), sowie
die Quantifizierung (G - I). In Abbildung 27F wurden die einzelnen Kinetiken tibereinan-
dergelegt.

Wie aus der Quantifizierung hervorgeht verkleinerten beide Deletionen (APP & PS1-/-)
das SOCE Signal. Sowohl Einflussrate, als auch Kalzium-Peak und Plateau waren signifikant
kleiner. So war sowohl der maximale SOCE, als auch das Kalzium-Plateau in den APP-/-
Zellen um ~20 % verringert, in den PS1-/- Zellen sogar um ~30 %. Uberraschenderweise
verhilt sich das Kalziumsignal in der Uberexpressionszelllinie swedish ebenso wie in den
knock out-Linien. So fiihrte mehr APP695 zu einer stark verkleinerten Einflussrate, einem
kleineren maximalen SOCE und einem leicht verringerten Plateau.

Vor der Durchfithrung des Kalzium-Readditionsprotokolls zur Messung von SOCE;,
wie in Abbildung 27 dargestellt, wurden die Zellen depolarisiert und hierfiir mit einer
hoch Kalium-haltigen Losung perfundiert. Die zu Beginn der in Abb. 27F gezeigten
Messung erkennbaren Unterschiede (0 - 100 sec) in den Kalziumkonzentrationen sind
auf eine unterschiedliche Reaktion der Zelllinien auf diese hohe Kalium-Konzentration

zuriickzufiihren (siehe Abb. 30) und repréasentieren nicht die basale Kalziumkonzentration
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Abbildung 27: Alzheimer Modellzelllinien unterscheiden sich in ihrem SOCE. Verlauf
der mittleren intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca**];) iiber Zeit in stabilen SH-SY5Y
Zellen: A: knock out Kontrolle Crispr ctrl (grau, n = 646); B: APP-/- (gelb, n = 685); C:
Prisenilin 1-/- (orange, n = 429); D: Uberexpression-Kontrolle ,mock* (schwarz, n = 314); E:
APP Uberexpression ,swedish“ (griin, n = 315): ; F: Darstellung aller Einzelverliufe in einem

Graphen; G-I: Quantifizierung der Verinderungen der [Ca2+]i aus A - E unter Analyse von
SOCE-Einflussrate, SOCE-Peak und Plateau.

ruhender Zellen.

4.3.2 Einfluss von APP und Priasenilin 1 auf die relative Proteinmenge
von STIM2 und die relativen mRNA Mengen der SOCE-Gene

Sun et al. und Zhang et al. zeigten in der Vergangenheit den protektiven Einfluss von STIM2
in AD-Mausmodellen [Sun et al., 2014; Zhang et al., 2015a]. Beide Studien verwenden knock
in M&use von Alzheimer-assoziierten Présenilin 1 (M146V) oder APP (KM670/671NL
und I716F) Mutanten und beobachten einen beeintréchtigten neuronalen SOCE. Im Ab-
schnitt 4.3.1 konnte gezeigt werden, dass sowohl die Alzheimer-typische swedish Mutante
als auch die Deletionen von Présenilin 1 und APP in diesem Zellsystem den endogenen
SOCE in SH-SY5Y Zellen verringert. Deswegen sollte untersucht werden, ob in den stabilen
Zelllinien (mock & swedish, Crispr Ctrl & APP-/- & PS1-/-) die relative Proteinmenge
von STIM2 veréndert ist.

Wie in Abbildung 28A zu sehen ist und aus der Quantifizierung (B) hervorgeht, war in

der relativen Proteinmenge von STIM2 in allen Zelllinien, unabhéngig von der vorhandenen
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Menge von APP oder PS1, kein Unterschied festzustellen. Im Proteinblot fiir STIM2 waren
Banden in unterschiedlichen Héhen zu erkennen. Bei ~100 kDa befand sich die STIM2-
spezifische Bande in erwarteter Hohe. Darunter verlaufen weitere Banden im fiir diesen
Antikorper typischen Muster. Die Bande tiber 250 kDa markiert nicht in das SDS-Gel

eingelaufenes Proteinlysat. Aufgrund eines n = 2 wurde fiir PS1-/- keine Statistik erhoben.
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Abbildung 28: STIM2 Proteinmenge und relative mRNA Menge der SOCE-
Komponenten sind kaum beeinflusst von APP und PS1. A: Aufnahme eines repréa-
sentativen Proteinblots nach Proben der Membran mit einem C-terminalen STIM2 Antikorper
(oben) bzw. GAPDH (unten). B: Quantifizierung der Proteinblots (n = 4 fiir mock, swed, Crispr
Ctrl und APP-/-; n = 2 fir PS 1-/-). C-E: Darstellung der relativen mRNA Menge von Orail
(01), Orai2 (02), Orai3 (03), STIM1 (S1), STIM2 (S2), STIM2.1 (S2.1) und STIM2.2 (S2.2)
normiert auf die dazugehérigen Werte der Kontrollzellen (rote gestrichelte Linie): C: SH-SY5Y
swedish Zellen (n = 8). D: SH-SY5Y APP-/- Zellen (n = 6). E: SH-SY5Y PS1-/- Zellen (n = 2).
Ezperimentelle Durchfihrung der qRT-PCR: Heike Grimm/Olga Streidenberger/Gertrud Schwair;
Auswertung: Anna-Maria Miederer.

Obwohl die STIM2 Proteinmenge unbeeinflusst war, wiesen die Uberexpressions- und
verschiedenen knock out Zelllinien im Vergleich zu den spezifischen Kontrollen einen
verringerten SOCE auf. Um Auskunft dariiber zu erhalten, ob andere SOCE-Gene von APP
oder PS1 beeinflusst werden, wurden qRT-PCR, Analysen durchgefiihrt. Abbildung 28C - E
zeigt die relative mRNA Menge der SOCE-Komponenten der stabilen Zelllinien, normiert auf
die entsprechende Kontrolle. Die Uberexpression von APP (swedish) fithrte zu einer erhéhten
relativen Oraid mRNA Menge, wihrend die anderen SOCE Komponenten unveréndert
blieben (Abb 28C). Im Gegensatz dazu hatte die Deletion von APP keinen signifikanten
Einfluss auf die relative mRNA Menge der STIMs und Orais. Jedoch zeigten APP deletierte
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SH-SY5Y Zellen Orail (p = 0,074) und STIM2 (p = 0,062) tendenziell niedrigere mRNA
Mengen. Die Présenilin 1 Deletion fiihrte zu einer tendenziell verringerten relativen mRNA
Menge von Orai3, jedoch konnte hier aufgrund der zu geringen Anzahl an Experimenten
(n = 2) keine Statistik durchgefithrt werden.

4.3.3 Differenzierung der SH-SY5Y mit Retinsdure veridndert den span-

nungs- und speichergesteuerten Kalziumeinstrom

Die Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y wird nicht nur gerne als in vitro Modell fiir neurolo-
gische Funktionen verwendet, sondern kann mit Hilfe von Retinsédure auch differenziert
und somit weiter in Richtung eines neuronalen Phanotyps getrieben werden. Um zu unter-
suchen, wie sich die 7-tagige Differenzierung auf SOCE auswirkt, wurde die Zellen mittels
Ca’*-Imaging untersucht.

Bei neuronalen Zellen, bzw. der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y, handelt es sich
im Gegensatz zu den zuvor verwendeten Zellen um elektrisch erregbare Zellen. Eine
Depolarisation, hervorgerufen durch eine hoch Kalium (K*)-haltige Losung, fiihrt zur
Offnung von spannungsgesteuerten Ca?*t-Kanilen (Ca, fiir voltage gated Ca?t channel),
wobei die verwendete Ca?*-Konzentration der Losungen sich nicht unterscheidet. Dies fithrt
zu einem Kalziumeinstrom, bis es zur Repolarisation der Zelle kommt, welche experimentell
durch eine Losung mit geringerer Kalium-Konzentration herbeigefithrt wurde.

In Abbildung 29A ist zu beobachten, dass sowohl spannungs- (erste Phase der Messung,
+K™) als auch speichergesteuerte Kalziumkanéle (hinterer Teil der Messung, 1.5+Tg) durch
die Differenzierung beeinflusst wurden. Wéahrend der Kalziumeinfluss nach Depolarisation
stark anstieg, war SOCE in den differenzierten Zellen kaum messbar. Abbildung 29 stellt die
Morphologie der undifferenzierten (links) und differenzierten (rechts) Fura-2 geladene SH-
SY5Y dar. Wahrend die undifferenzierten ldnglichen Zellen wenige und kurze Zellfortsétze
zeigten, bewirkte die Differenzierung mit Retinsdure eine Verlingerung und Verzweigung
der Zellfortsatze.

A B
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Abbildung 29: Retinsdure induzierte Differenzierung von SH-SY5Y verstidrkt den
Kalziumeinfluss nach Depolarisation und fiihrt zu einem kleineren SOCE. A: Verlauf
der mittleren intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca®t];) iiber Zeit in differenzierten (grau,
n = 94) und undifferenzierten (schwarz, n = 314) SH-SY5Y Zellen B: Représentative Abbildung
der Morphologie Fura2-geladener undifferenzierter (links) und differenzierter (rechts) SH-SY5Y
nach 7-tdgiger Kultivierung in Differenzierungs- bzw. normalen Kulturmedium.
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4.3.4 Expressionslevel von APP und Préasenilin 1 beeinflussen spannungs-

gesteuerten Kalziumeinstrom

Nachdem der in SH-SY5Y Zellen beobachtete Depolarisations-induzierte Kalziumeinstrom
dhnlich grol war wie SOCE und sich die verschiedenen stabilen Zelllinien in ihrem SO-
CE unterschieden (vgl. 4.3.1), wurde zudem der Einfluss von APP und PS1 auf den

spannungsgesteuerten Ca’T-Einstrom untersucht.
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Abbildung 30: Alzheimer Modellzelllinien unterscheiden sich in ihrem spannungsgesteu-
ertem Kalziumeinstrom. Verlauf der mittleren intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca®*];)
nach Depolarisation (Pfeil) mit 145 mM K* der stabilen SH-SY5Y Zellen: A: knock out Kontrolle
Crispr Ctrl (grau, n = 646); B: APP-/- (gelb, n = 685); C: Présenilin 1-/- (orange, n = 429);
D: Uberexpression-Kontrolle ,,mock“ (schwarz, n = 314); E: APP-Uberexpression ,swedish“
(griin, n = 315): ; F: Darstellung aller Einzelverliufe in einem Graphen; G: Quantifizierung der
Verinderungen der [Ca*']; aus A - E unter Analyse des Ca,-Peaks.

Fir die Analyse, ob Préisenilin 1 und APP einen Einfluss auf die Ca,-Kanéle haben, wur-
den die zuvor beschriebenen SH-SY5Y Zelllinien (Uberexpressionssystem: swedish; knock
out: PS1-/- und APP-/-) auf Unterschiede hinsichtlich des Kalziumeinstroms nach Depola-
risierung untersucht. Dafiir wurden die Zellen konstant in 1,5 mM Ca?" gehalten und zum
angegebenen Zeitpunkt (Abbildung 30 Pfeil) die extrazelluldre Kaliumkonzentration erhoht.
Wie aus Abbildung 30A-E hervorgeht, und aus der Ubereinanderlagerung der Kinetiken
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deutlich wird (Abbildung 30F), reagierten alle Zelllinien mit einem Kalziumeinstrom auf die
Depolarisierung. Jedoch unterschieden sie sich hinsichtlich der Stéirke des Ca*-Einstroms.
So war dieser in den APP-/- und PS1-/- Zellen signifikant grofler als in der Kontrolle
(Crispr Ctrl) (siche Abbildung 30G), wiahrend die APP iiberexprimierenden Zellen swedish
einen signifikant kleineren Einstrom im Vergleich zu ihrer Kontrolle (Mock) zeigten. Dabei
wiesen beide Kontrollen trotz Verwendung unterschiedlicher Selektionsantibiotika keinen
Unterschied zueinander in ihrem Kalziumeinstrom auf.

Zusammengefasst zeigten die verschiedenen stabilen SH-SY5Y Zellen hinsichtlich ihres
Kalziumeinstroms nach einer KT-induzierten Depolarisation starke Unterschiede, wobei
sich beide Kontroll-Zelllinien dhnlich zueinander verhielten. Wéhrend die APP und PS1
Deletion einen gréfleren spannungsgesteuerten Kalziumeinstrom zur Folge hatte, fiihrte

mehr APP695 swedish zu einem verringerten Ca?"-Einstrom durch Cay-Kanile.

4.3.5 Expressionslevel von APP und Prisenilin 1 beeinflussen die rela-
tive mRNA Menge verschiedener Ca,-Kanaile

Nachdem die Ca?*-Imaging Analyse klare Unterschiede beziiglich des spannungsgesteuerten
Kalziumeinstroms ergab, wurde der relative mRNA Gehalt ausgewéhlter Ca,-Kanéle
untersucht. Die Auswahl basierte auf der Veroffentlichung von Sousa et al., die SH-SY5Y auf
ihre Ca,-Kanal Expression hin untersuchten und drei hauptséchlich vorhandene Varianten
fanden: Ca,1.3 (CACNA1D), Ca,2.2 (CACNAI1B) und Ca,3.1 (CACNAI1G) [Sousa et al.,
2013].

Abbildung 31 zeigt den relativen mRNA Gehalt der drei untersuchten Ca,-Kanéle fiir
alle stabilen Zelllinien (SH-SY5Y swedish, APP-/- und PS1-/-) normiert auf die jeweilige
Kontrolle (mock bzw. Crispr Ctrl). Die APP iiberexprimierenden Zellen, die weniger
Kalziumeinstrom nach Depolarisation aufwiesen (Abbildung 30E), enthielten signifikant
weniger Ca,2.2 mRNA (CACNA1B) als die Kontroll-Zellen, wiahrend die qRT-PCR fir
Cay1.3 und Ca.3.1 keinen Unterschied zur Kontrolle ergab.

Die relative mRNA Menge von Ca,1.3 und Ca,3.1 schienen sich auch bei einer Deletion
von APP nicht zu verdndern, wiahrend hier Ca,2.2 um ~42 % signifikant erhoht war
(Abbildung 31B). So ist moglicherweise Cay2.2 der verantwortliche Kanal fiir den erh6hten
Ca?"-Einfluss nach Depolarisation (sieche Abbildung 30B). In SH-SY5Y PS1 knock out
Zellen (PS1-/-) war sowohl der mRNA Gehalt von Ca,2.2 um den Faktor 1,8, als auch
von Ca,3.1 (7,7-facher Anstieg) signifikant hoch reguliert. Auch diese Zellen zeigten zuvor
einen in Vergleich zur Kontrolle verstirkten Ca**-Einstrom. Dies fithrte zu der Frage, ob
der verstarkte Kalziumeinfluss nach Depolarisation in beiden Deletionszelllinien nur zum
Teil von gleichen Kanal, Cay2.2, vermittelt wurde und in PS1-/- Zellen zusétzlich Ca,3.1
den beobachteten Kalziumanstieg verursachte.

In allen drei Zelllinien konnten Verdnderungen hinsichtlich einzelner relativer Ca,
mRNA Mengen beobachtet werden. In der APP-Uberexpressionszelllinie SH-SY5Y swedish
lag Cay2.2 herunterreguliert vor, wihrend in der APP-/- Zelllinie mehr Ca,2.2 mRNA als
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in der Kontrolle nachgewiesen werden konnte. Zusétzlich zu einer verdanderten relativen
mRNA Menge dieses Kanals, schien Présenilin 1 auch einen Einfluss auf Ca,3.1 zu haben,
da die PS1-/- Zelllinien 7,7 mal mehr Ca,3.1 mRNA aufwiesen als die Kontrollzellen.
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Abbildung 31: Alzheimer-assoziierte Gene beeinflussen die relative mRNA Menge von
Ca,-Kanilen. Darstellung des relativen mRNA Gehalts von Ca,2.2 (CACNA1B), Ca,1.3
(CACNAI1D) und Cay3.1 (CACNA1G) normiert auf die dazugehorigen Werte der Kontrollzellen
(rote gestrichelte Linie): A: SH-SY5Y swedish Zellen B: SH-SY5Y APP-/- Zellen C: SH-SY5Y
PS1-/- Zellen. Experimentelle Durchfihrung: Heike Grimm/Olga Streidenberger; Auswertung:
Anna-Maria Miederer.

4.3.6 Ca,3.1 lasst sich nicht mittels schwacher Depolarisation aktivieren

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, wiesen die PSI Deletionszellen eine 7,7-fach erhéhte
Cay3.1 relative mRNA-Menge auf (Abschnitt 4.3.5). Ca,3.1 ist ein spannungsgesteuerter
Kalziumkanal, der bereits bei schwachen Depolarisationen 6ffnet und bei starken Depola-
risationen inaktiviert [Isope et al., 2010]. Da die zuvor verwendete 145 mM KCI haltige
Ca?T-Losung das Membranpotential auf ~0 mV (berechnet iiber Nernst-Potential Rechner:
www.physiologyweb.com) brachte, konnte aus diesem Experiment wahrscheinlich kein

Riickschluss auf Cay3.1 gezogen werden.
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Abbildung 32: Eine schwache Depolaristion bewirkt keinen Ca®T-Einstrom. Verlauf der
mittleren Ratio (340/380) nach schwacher Depolarisation (Pfeil; 10 mM KCl) der stabilen
SH-SY5Y Zellen: A: knock out-Kontrolle Crispr Ctrl (grau, n = 40); B: APP-/- (gelb, n = 40);
C: Présenilin 1-/- (orange, n = 80); D: Darstellung aller Einzelverldufe in einem Graphen. Daten
entstammen einem experimentellen Tag.

Um Cay3.1 gezielter zu aktivieren wurde eine 10 mM KCIl-Loésung verwendet, wodurch

das Membranpotential von ~70 mV auf ~55 mV erhoht wurde (berechnet iiber Nernst-
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Potential Rechner). Abbildung 32 zeigt, dass keine der Zelllinien (Kontrolle, APP-/-, PS1-/-)
auf die schwache Depolarisation mit einem Kalziumeinstrom reagierte. Somit reichte die
gewahlte schwache Depolarisation nicht aus, um eine Ca,3.1-Kanalaktivitdt zu beobachten.

Dass dies nicht an der absoluten mRNA-Menge lag wurde aus den 2-(AC9)_Werten der
qRT-PCR ersichtlich. Wahrend die Ca,3.1 mRNA in den Crispr Ctrl Zellen im Vergleich zu
Cay2.2 und Ca,1.3 stark vermindert vorlag (2'(ACQ) 0,070 : 0,203 : 0,219), fanden sich in
den PS1-/- Zellen sogar héhere relative mRNA Mengen fiir Ca,3.1 (27(A€9 0,416 : 0,313 :
0,154). Moglicherweise reichte eine Erhohung des Membranpotentials um 10 - 15 mV bzw.

die gewahlten Bedingungen nicht aus, um Ca,3.1 zu aktivieren.

4.3.7 Eine Uberexpression von APP revidiert den APP-/- spezifischen
Phanotyp nicht

Um zu untersuchen, ob der im Vergleich zur Kontrolle erhéhte spannungsgesteuerte Kalzi-
umeinstrom (Abschnitt 4.3.4) direkt mit dem fehlenden APP zusammenhéngt, wurden die
SH-SY5Y APP-/- Zellen mit unterschiedlichen Konstrukten transfiziert. Hierfiir wurden
eine Leervektorkontrolle, ein APP-Uberexpressionskonstrukt, AICD (APP Intracellular
Domain) oder eine APPACT Mutante eingebracht und 48 h nach Transfektion gemessen.
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Abbildung 33: Eine Uberexpression von APP in APP-/- Zellen revidiert nicht den Ca?™-
Phénotyp. Verlauf der mittleren Ratio (340/380) 48 h nach Transfektion der stabilen SH-SY5Y
APP-/- Zellen mit verschiedenen Konstrukten. Der Pfeil zeigt den Moment der Depolarisation
mit 145 mM KCIl: A: pMAX-IRES-GFP (schwarz, n = 97); B: APP (dunkelgriin, n = 49); C:
APPACT (griin, n = 52); D: AICD (hellgriin, n = 90). Daten entstammen einem experimentellen

Tag.

Das intrazellulire APP Fragment AICD entsteht nach Prozessierung von APP durch
die y-Sekretase und bildet mit dem nukledren Adapterprotein Fe65 und der Histonacetyl-
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transferase Tip60 einen Komplex, welcher vermutlich transkriptionell aktiv ist [Cao and
Stidhof, 2001]. Der APPACT Mutante fehlen 15 AS am C-Terminus des Proteins, so dass
hier AICD nicht vollstdndig gebildet werden kann. Auf diese Weise sollte analysiert werden,
ob der Ca?*-Phanotyp moglicherweise in Verbindung mit dem Volllingenprotein oder dem
AICD-Fragment stand.

Wie aus Abbildung 33A hervorgeht, zeigte die pMAX-TRES-GFP-Kontrolle einen
starken Kalziumeinstrom nach Depolarisierung. Dieser war vergleichbar mit den zuvor fiir
SH-SY5Y APP-/- Zellen gemessenen 340/380 Fura-2 Werten. Jedoch bewirkte keines der
Uberexpressionskonstrukte (Abb. 33B-D) eine signifikante Verinderung des Kalziumsignals,
wie aus der Ubereinanderlagerung der Kinetiken und der Quantifizierung des maximalen
Kalziums (Abb. 33E und F) ersichtlich wurde. Somit schien die heterologe Uberexpression
von APP oder Teilkonstrukten in der knock out Zelllinie nicht auszureichen, um den

verstarkten Kalziumeinstrom auf Kontrolllevel zu reduzieren.
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Spleiflvarianten

STIM2.1 ist eine neue Spleiflvariante von STIM2

Datenbankanalysen ergaben Vorhersagen fiir zwei nicht-charakterisierte STIM2 Spleif3-
varianten: STIM2.1, eine 8 Aminosduren léngere Variante mit einem zusétzlichen Exon
(Exon 9), und STIM2.3, einer um ~17 kDa verkiirzten Variante aufgrund eines durch
alternatives Spleifien entstandenen Stop-Codons. Der Nachweis der neuen Varianten gelang
mittels diagnostischer PCR fiir STIM2.1, schlug jedoch zunéchst fiir STIM2.3 in unter-
schiedlichen getesteten Zelllinien fehl. Neben der Mdoglichkeit, dass diese Variante nicht in
diesen Zelllinien existiert, konnte es sein, dass die Primer, die zum Nachweis verwendet
wurden, nicht hinreichend funktionell waren. Da beim Spleifien von STIM2.3 nur eine kurze
spezifische Sequenz entsteht, ist die Anzahl an Basen fir den reverse Primer begrenzt.
FEine andere Sequenz um STIM2.3 mittels PCR nachzuweisen fehlt. Inzwischen gibt es
eindeutige, bisher unpublizierte PCR-Daten, die STIM2.3 in verschiedenen Gehirnregionen
in Méausen nachweisen [Gilson, 2016].

Fiir STIM2.1 gelang der Nachweis mittels PCR und konnte anschlieBend durch qRT-PCR
bestatigt und zusammen mit STIM1 und STIM2.2 (konventionelle Variante ohne Exon 9)
in unterschiedlichen Zellen quantifiziert werden. Hierbei fiel auf, dass STIM2.1 iiberall
nachgewiesen werden konnte, das mRNA Level jedoch stark in Abhéngigkeit von Zelltyp und
Aktivierungsstatus der Zelle schwankt. Bemerkenswert ist, dass unstimulierte CD4™ und
CD8* T Zellen relativ dhnliche mRNA Level beider Varianten (Ratio STIM2.1 : STIM2.2
betrdgt ~1 : 1,5) aufweisen, wiahrend sich die Ratio nach Aktivierung mit CD3/CD28
Beads in Richtung STIM2.2 verschiebt. Insgesamt dhneln sich die mRNA Level von STIMI1,
STIM2.1 und STIM2.2 in naiven CD4" T Zellen und sind nach Aktivierung der Zellen
alle stark vermindert. Uber einen Zeitraum von 72 h war jedoch zu beobachten, dass sich
STIM1 eher dem Ausgangslevel annéhert, als die beiden STIM2 Spleiflvarianten (Abb.
8D). Kritisch zu betrachten ist, dass keine absolute Aussage tiber die mRNA Menge von
STIM2.1 und STIM2.2 getroffen werden kann, da die Primer nicht auf ihre Effizienz
getestet wurden. Interessanterweise haben unstimulierte Primérzellen viel STIM2.1 mRNA,
wahrend Zelllinien, wie u.a. HEK293 oder Glioblastoma-Zelllinien, bis zu acht Mal mehr
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STIM2.2 aufweisen (Abb. 8C). PCR und qRT-PCR Resultate weisen darauf hin, dass es sich
beim Spleiflen von STIM2 um einen regulierten und Zell-spezifischen Prozess handelt, der
jedoch iiber verschiedene Organismen hinweg konserviert ist. Ein Uberpriifen der Sequenz
mittels einem Blast-Programm der STIM2.1 spezifischen VAASYLIQ-Sequenz zeigt, dass
diese in vielen Sdugern zu 100 % konserviert ist oder nur leicht abweicht (VAASILLQ in
Mus musculus ebenfalls von Rana et al. bestétigt. Hier gelang der Nachweis von STIM2.1
(genannt STIM2/3) in verschiedenen Geweben und ebenso wurde ein Zellsystem gefunden, in
dem sich die STIM2.1/STIM2.2 Ratio nach Differenzierung éndert, wobei hier die STIM2.1
mRNA Menge nach Differenzierung anstieg [Rana et al., 2015].

STIM2.1 ist nicht in der Lage Orail oder Orai2 zu aktivieren

Nach dem gelungenen Nachweis und der Klonierung der neuen Spleifivariante wurde
getestet wie sich STIM2.1 im Vergleich zu der konventionellen Variante STIM2.2 im
HEK-O1 Uberexpressionssystem verhilt. Hier war zu beobachten, dass STIM2.2, wie
bereits zuvor beschrieben, das basale Kalzium erhchte und einen grofien Kalziumeinstrom
nach Entleerung der Speicher zeigte [Brandman et al., 2007]. STIM2.1 schien nicht in
der Lage Orail oder Orai2 zu aktivieren, wie anhand des geringen SOCE zu beobachten
war (Abb. 9 und 10). Diese Beobachtung wurde durch eine zusétzliche Analyse des durch
Orail getragenen Ca?*-Einstroms mittels Patch Clamp Analyse, in denen kein CRAC in
HEK-O1 STIM2.1 Zellen gemessen werden konnte, bestétigt [Miederer et al., 2015]. Der im
Ca’T-Imaging analysierte speichergesteuerte Kalziumeinstrom war zusétzlich kleiner als in
HEK-O1 Kontrollzellen, ein erster Hinweis fiir eine inhibitorische Wirkung von STIM2.1.
Wihrend das basalen Kalziums in 0,5 mM Ca?* nicht erhoht im Vergleich zu Kontrolle war,
stieg es nach der Perfusion mit 1,5 mM Ca?" signifikant iiber die Kontrolle (Abbildung 9).
Die Messung des basalen Kalziums umfasst die Analyse des zytosolischen Kalziums in
ruhenden, nicht stimulierten Zellen. Bei dem kleinen, jedoch signifikanten Anstieg bei einem
Wechsel auf 1,5 mM extrazellulires Ca?" konnte es sich um ein Perfusionsartefakt handeln.
Eine andere Moglichkeit wére, dass STIM2.1 iiber Zeit zu einer geringen Aktivierung von
Orail in der Lage ist. Dies widerlegen doch Patch Clamp Analysen, in denen STIM2.1 auch
nach 10 min keine Aktivierung von Orail vermittelten Kalziumeinstroms zeigt [Miederer
et al., 2015]. Vorstellbar wére, dass STIM2.1 {iber einen weiteren unbekannten Mechanismus
einen Orail unabhéngigen, zytosolischen Kalziumanstieg bewirkt. Der STIM2.1 spezifische
Phénotyp, dass die neue Spleiivariante nicht in der Lage ist Orail zu aktivieren und
den endogenen SOCE in HEK293 Zellen reduziert, wurde auch von Rana et al. bestétigt.
Jedoch konnte hier zuséitzlich ein negativer Einfluss auf das basale Kalzium festgestellt
werden. Dieser kleine Effekt wurde bei der Analyse der relativen Haufigkeit der Zellen in
ihrem basalem 340/380 Ratio-Wert festgestellt [Rana et al., 2015]. Dabei beobachteten
sie, dass mehr STIM2.1 heterolog tiberexprimierende Zellen eine niedrigere 340/380 Ratio
aufwiesen, als die Leervektor-Kontrolle. Ob die unterschiedliche Auswertung der Grund

fiir die Diskrepanz der Ergebnisse ist, bleibt fraglich, da das geringere basale Kalzium im
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Verlauf der mittleren 340/380 Ratio nicht zu sehen ist [Rana et al., 2015].

Ebenso wurde untersucht, ob es sich bei STIM2.1 eventuell um einen Orai2-spezifischen
Aktivator handelt. Hierfiir wurden HEKwt Zellen mit Orai2 und einer der Spleifivarianten
kotransfiziert. Dabei ergab sich ein &hnliches Bild. Wahrend die Koiiberexpression von
STIM2.2 zu einem erhohten basalen Kalzium und SOCE fiihrte war STIM2.1 nicht in
der Lage Orai2, und wie zusétzlich in Rana et al. gezeigt ebenso wenig Orai3 [Rana
et al., 2015], zu aktivieren. Die analysierten Parameter, wie basales Kalzium, Einflussrate,
Ca?*-Peak und -Plateau waren kleiner, wihrend der Tg Peak teilweise vergrofert war. Dies
stand im Gegensatz zu den Ergebnissen von Rana et al., die unter Verwendung eines ER-
Ca?*t-Sensors feststellten, dass STIM2.1 iiberexprimierende HEK-O1 Zellen eine geringere
Ca?"-Konzentration im ER aufwiesen, wobei hier die STIM2.2 (STIM2«) Kontrolle zum
Vergleich fehlte [Rana et al., 2015]. Da die Ergebnisse im Bezug auf den Kalziumgehalt
des ERs in dieser Arbeit sehr heterogen (vergleiche Abb. 9 bis 14) und unabhéngig vom
zusétzlich durch Tonomycin-entleerbaren Kalziumpool der Zelle waren (Abb. 11E und 12E),
kann zum Einfluss von STIM2.1 auf die Kalziummenge im ER keine abschlieende Aussage
getroffen werden.

Dass die Inaktivitdt von STIM2.1 nicht auf eine fehlende Translation zuriickzufiithren
ist und die beiden Spleiflvarianten nach Transfektion in einem dhnlichen Maflstab gebildet
wurden, wurde durch Nachweis der heterolog iiberexprimierten Proteine mittels Westernblot
bestétigt.

Die neue Spleiflvariante ist ein Inhibitor des speichergesteuerten Kalziumein-

stroms

Zur weiteren Analyse der neuen Spleiffvariante wurden spleifispezifische siRNA generiert und
ihre Funktionalitét mittels qRT-PCR bestétigt (Abb. 11C und 12C). Die Herunterregulation
von STIM2.2 in unstimulierten CD4™ Zellen fiihrte zu der erwarteten Reduktion des basalen
Kalziums [Brandman et al., 2007] und einer Reduktion von Kalziumpeak und -Plateau um
~30 % (Abb. 12). Dies zeigte, dass SOCE in unstimulierten CD4" Zellen nicht hauptséchlich
nur durch STIM1, sondern zu einem groflen Teil auch iber STIM2 vermittelt ist. Die
Herunterregulation von STIM2.1 hatte keinen Einfluss auf das basale Kalzium, offenbarte
jedoch die inhibitorische Wirkung der neuen Spleifivariante, da mehr SOCE messbar war
(Abb. 11). Der kleine, jedoch konsistente Effekt, konnte moglicherweise bei einer stéarkeren
spleiflspezifischen Herunterregulation pragnanter ausfallen. Die Herunterregulation auf
~44 % wurde mittels qRT-PCR und Westernblot bestitigt. Das auf Proteinebene nur
eine Verminderung um 20 % zu detektieren war, lisst sich durch den verwendeten STIM?2
Antikorper, der sowohl STIM2.1 als auch STIM2.2 erkannte, erkldren. Ob ein kompletter
STIM2.1 knock out eine Verstarkung des basalen Kalziumspiegels aufdecken wiirde, bleibt
spekulativ. Bisherige, teils widerspriichliche Ergebnisse zur Funktion von STIM2.2 (vorher
STIM2) koénnten aufgrund der siRNA vermittelten Herunterregulation beider Varianten

liegen.
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Der dominant-negative Effekt auf endogenen SOCE wurde zusétzlich in Jurkat T Zellen
bestatigt (Abb. 13). Diese haben, im Gegensatz zu HEK293 oder HEK-O1 Zellen einen
grofen endogenen SOCE. Auch hier konnte beobachtet werden, dass STIM2.1 nach Uberex-
pression den endogenen SOCE verringert, wihrend STIM2.2 diesen erhéht. Da der STIM2.1
spezifische inhibitorische Effekt nur nach Stimulation mit Tg und dadurch verursachter
Entleerung beobachtet wurde, benétigt STIM2.1 moglicherweise eine volle Aktivierung
oder héhere Kalziummengen und funktioniert in diesem Fall als Barriere, die einen noch
grofleren Kalziumeinfluss erschwert. Dies konnte gerade in naiven T Zellen, in denen die
STIM2.1-Expression am Héchsten ist, von Bedeutung sein, um die Zelle nicht ungewollt zu
aktivieren. Nach Aktivierung und/oder Differenzierung verliert STIM2.1 in diesem Szenario
an Relevanz und wird herunterreguliert. Dies wiirde zu der Beobachtung passen, dass
STIM2.1 in aktivierten T Zellen, sowie allen Zelllinien, weit weniger vorhanden war, als
STIM2.2. Um dies zu iiberpriifen kdnnte getestet werden, ob sich die Aktivierungsmarker,
wie CD25, CD69 oder HLA-DR [Sallusto et al., 1999] nach Stimulation von CD4" T Zellen
in STIM2.1 iiberexprimierenden Zellen verédndern.

Der Einfluss von STIM2.1 auf das basale Kalzium ist weniger eindeutig. In der Einzel-
iiberexpression (Abb. 9), sowie in der Uberexpression in Jurkat T Zellen (Abb. 13) war
ein leichter Anstieg des basalen Kalziums zu beobachten, wihrend in Koiiberexpression
mit STIM2.2 eine eindeutige Reduktion festgestellt wurde (Abb. 14) und die Herunter-
regulation von STIM2.1 in unstimulierten CD4" T Zellen keinen Einfluss auf das basale
Kalzium hatte. Eine Erklarung fiir das erhohte basale Kalzium und den kleineren Tg-Peak
in Jurkat T Zellen kénnte ein vermuteter Zusammenhang zwischen beiden Parametern sein.
Erfahrungsgemafl wiesen praaktivierte Zellen ein erhohtes basales Kalzium auf, wobei sie
gleichzeitig kleinere Ca?*-Speicher hatten. Da aufgrund der Uberexpression von STIM2.2,
mit einem erwarteten Anstieg im basalen Kalzium, praaktivierte Zellen nicht aussortiert
wurden, kdnnte dies eine Erklarung fiir das iiberraschend hohe basale Kalzium in Jurkat T
Zellen mit STIM2.1 sein. Eine Moglichkeit, wie das erhohte basale Kalzium in Jurkat T
Zellen zu erkléren ist, wére eine Interaktion von STIM2.1 mit dem IP3 Rezeptor. Wenn dies
zu einem verstiarkten Kalziumausstrom aus dem ER fiihrt, konnte dies eine Erklarung fiir
ein verminderten Ca?t-Gehalt im ER und ein erhohtes basales Kalzium sein. Ausfithrliche
Analysen eines Zusammenhangs dieser beiden Parameter fehlen jedoch an dieser Stelle,
so dass diese Hypothese rein spekulativ bleibt. Zudem handelte es sich bei dem erhoh-
ten basalen Kalzium, sowie die reduzierte [Ca?*]ggr nicht um einen konsistenten Effekt.

Zusammengefasst ist die Auswirkung von STIM2.1 in ruhenden Zellen widerspriichlich.

STIM2.1 hat einen inhibitorischen Effekt auf den STIM1 als auch STIMZ2.2

vermittelten SOCE nach vollstandiger Speicherentleerung

Die Koiiberexpression von STIM2.1 mit STIM2.2 (Abb. 14) bzw. STIM1 (Abb. 15) ergab,
dass sich der dominant-negative Effekt nicht ausschlieflich auf STIM2.2 beschrénkt, son-
dern STIM2.1 auch auf den STIM1 vermittelten SOCE inhibitorisch wirkt. In heterologer
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Uberexpression mit STIM2.2 bewirkte es sowohl eine Abnahme des STIM2.2 induzierten,
hohen basalen Kalziums als auch des STIM2.2-Orail vermittelten SOCE, was belegt, dass
STIM2.1 nicht nur bei voller ER-Entleerung von Ca?*t inhibitorisch wirken kann. Dies
lisst vermuten, dass STIM2.1, ebenso wie STIM2.2, aufgrund der geringen Ca?"-Affinitét
der EF-Hande bereits in ruhenden Zellen teilweise aktiv ist. Die zusatzlich analysierte
Pumprate zeigte, dass der dominant-negative Effekt von STIM2.1 nicht auf eine verstiarkte
Pumpenaktivitat zurtickzufithren ist (Abbildung 14). Durch das Auswéhlen von Zellen,
die einen dhnlichen Ca?"-Ausgangswert vor dem Losungswechsel aufwiesen, wurde ein
Unterschied aufgrund einer unterschiedlichen zugrundeliegenden Ca?*-Triebkraft ausge-
schlossen. Zusétzlich zeigten die ausgewéhlten Zellen weiterhin den dominant-negativen
STIM2.1 Effekt in 0,5 mM Ca?' zu Beginn der Messung. Somit konnte eine verstérkte
Aktivierung der Pumpen, vermittelt durch STIM2.1, ausgeschlossen werden. Obwohl der
inhibitorische Effekt von STIM2.1 auf den speichergesteuerten Kalziumeinstrom in STIM?2.2-
Orail iiberexprimierenden Zellen im Ca?*-Imaging eindeutig war, ergaben Patch Clamp
Analysen, dass zur Verminderung des Orail getragenen Icrac spezifische Bedingungen
notwendig sind. Die heterologe Koiiberexpression zeigte keinen dominant-negativen Effekt
auf Icrac bei einem Puffern der [Ca2+]i auf 0 mM Ca?'. Der phasenweise Nachweis des
inhibitorischen Effekts von STIM2.1 gelang unter Verwendung einer internen Patchlosung
von 150 nM Ca?" mit IP3 [Miederer, 2013]. Dies deutet darauf hin, dass STIM2.1 nur
in Anwesenheit von zytosolischem Kalzium inhibitorisch wirken kann. Dass ein starkes
Puffern der intrazellularen Kalziumkonzentration eine Aktivitidt von STIM2.1 bewirkt
und deshalb der [crac in der Koiiberexpression mit STIM2.2 genauso grof3 ist wie in der
Einzeliiberexpression von STIM2.2 scheint unwahrscheinlich, da STIM2.1 alleine unter den
gleichen Pufferbedingungen keine Aktivierung von Orail in Patch Clamp Analysen zeigt
[Miederer, 2013].

In der Kotiberexpression von STIM2.1 zusammen mit STIM1 konnte der Effekt auf
SOCE, jedoch kein Effekt auf das basale Kalzium, beschrieben werden (Abb. 15). Vergleicht
man dies mit der Kontroll-Kotiberexpression STIM1+STIM2.2, sieht man einen starken
Anstieg des basalen Kalziums, jedoch keinen vergréfierten SOCE im Vergleich zu einer
Einzeliiberexpression von STIM1. Das bedeutet, dass in HEK-O1 Zellen mit zusétzlicher
Uberexpression von STIM1 SOCE nach Entleerung des ERs hauptsichlich durch STIM1-
Orail Paarungen bewirkt wird, wobei in ruhenden Zellen STIM2.2 das basale Kalzium
zusétzlich drastisch erhoht. Eine Erklarung, warum im basalen Kalzium kein inhibitorischer
Effekt von STIM2.1 auf STIM1 zu erkennen war, konnten die in Miederer et al. zusétzlich
gezeigten Patch-Daten liefern. Hier war der dominant-negative Effekt von STIM2.1 auf
STIM2.2 erst teilweise nach Puffern der intrazelluldren Kalziumkonzentration auf 150 nM zu
erkennen, wihrend er in 0 mM Ca?" nicht vorhanden war. Dies macht deutlich, dass es sich
bei der inhibitorischen Wirkung von STIM2.1 um einen Ca?*-abhéingigen Prozess handelt
[Miederer et al., 2015]. Eine Ca?*-abhingige inhibitorische Wirkung auf STIM2 (STIM2.2)
und nicht auf STIM1 durch Ca?"/Calmodulin ist bereits fiir die polybasische C-terminale
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Sequenz von STIM2 bekannt; hier konkurriert Ca?* /Calmodulin in Anwesenheit von hohen
Ca?tKonzentrationen mit PIP,, mutmaBlich, um STIM2 an der PM zu destabilisieren
und einen zu starken Kalziumeinfluss zu verhindern [Bhardwaj et al., 2013]. So kénnte
moglicherweise das basal vorhandene Kalzium in HEK-O1 STIM1-Zellen nicht ausreichen,
um die dominant-negative Wirkung von STIM2.1 zu entfalten. Dies wiirde auch erkléren,
warum der inhibitorische Effekt auf das basale Kalzium grundsétzlich nur in Kotiberexpres-
sion zusammen mit STIM2.2 zu beobachten war. Rana et al. argumentieren, dass STIM2.1
STIM1 benotigt, um in STIM-Orai Cluster zu gelangen und dort inhibitorisch zu wirken
[Rana et al., 2015]. Dies konnte auch eine Erklarung dafiir sein, dass STIM2.1 in ruhenden
HEK-O1-STIM1 Zellen keinen dominant negativen Effekt zeigt, da STIM1 mit einer Kq
von ~0,2 - 0,6 mM) [Brandman et al., 2007; Stathopulos et al., 2006; Zheng et al., 2011] in
ruhenden Zellen mit Ca?*-gefiillten ER nicht aktiv ist, wihrend in Koiiberexpression der
beiden STIM2 Spleifivarianten STIM2.2 durch seine Aktivitdt in ruhenden Zellen in der
Lage wire, STIM2.1 in die ER-PM-Zonen zu bringen. Die Patch Clamp Analysen beider
Gruppen zeigen zusétzlich die CRAC-typische Strom-Spannungskurve. Dies impliziert, dass
STIM2.1 nicht die Tonen-Selektivitét fiir Orail andert [Miederer et al., 2015; Rana et al.,
2015).

STIMZ2.1 inhibitorischer Mechanismus ist auf eine fehlende kanaloffnende In-

teraktion mit Orail zuriickzufithren

Fir die fehlende Aktivierung von Orail durch STIM2.1 sind verschiedene Ursachen vorstell-
bar. So kénnte eine fehlerhafte Lokalisation in anderen Kompartimenten als dem ER, eine
beeintrachtigte Clusterbildung, eine fehlende Kolokalisation mit dem Kanalprotein Orail
oder auch eine fehlerhafte Interaktion verantwortlich sein. Jedoch konnten wir zeigen, dass
sowohl ER Lokalisation, als auch Clusterbildung von STIM2.1 alleine, sowie zusammen
mit STIM2.2 (Abb. 19), sowie die Kolokalisation von STIM2.1 mit Orail vergleichbar
mit der aktiven Variante STIM2.2 war (Abb. 18A, B und D). STIM2.1 zeigte ebenso wie
STIMZ2.2 bereits Clusterbildung vor Entleerung des ERs von Kalzium, was dem bekann-
ten STIM2-Phénotyp, auch in ruhenden Zellen teilweise aktiviert vorzuliegen, entspricht
[Brandman et al., 2007]. Auch hatte die Zusammensetzung der STIM2 Varianten in der
Zelle (STIM2.1 alleine, STIM2.1 und STIM2.2 bzw. STIM2.2 alleine) keine Auswirkung
auf die Clusterbildung und ist wohl nicht der Grund fiir die inhibitorische Wirkung von
STIM2.1.

Die Kolokalisationsanalyse stellt einen kritischen Unterschied zwischen den zwei Verof-
fentlichungen aus den Niemeyer und Lewis Arbeitsgruppen dar. Letztere beobachtet eine
stark verminderte Kolokalisation zwischen STIM2.1 und Orail und erkléren, dass STIM2.1
STIM1 braucht, um in die STIM-Orai-Punctae zu gelangen [Rana et al., 2015]. Kritisch
hierbei zu betrachten ist, dass sie in HEK293 Zellen nur eine schwache Kolokalisation
zwischen STIM2.1 und Orail messen, jedoch in HEK293T Zellen zusammen mit einer

Uberexpression von Orail in der Lage sind den dominant-negativen Effekt von STIM2.1
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auf SOCE zu beobachten. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung liefern sie jedoch nicht.
Da jedoch STIM2.1 mit STIM2.2 gemischte Cluster bildet (Abb. 19) ist es gut vorstellbar,
dass STIM2.2 STIM2.1 mit an die Plasmamembran bringt und somit dessen inhibitorische
Wirkung unterstiitzt. Ein gravierender Unterschied zwischen den beiden Kolokalisations-
studien ist, dass in dieser Arbeit ein Konstrukt verwendet wurde, welches die polybasische
Lysin-reiche Doméne von STIM2, die fiir eine Verankerung von STIMs via PIPy und PIP3
in der Plasmamembran verantwortlich gemacht wird [Walsh et al., 2010], nicht durch eine
Fluoreszenzmarkierung maskiert wurde. Der gewahlte Fluoreszenztag lag im C-Terminus
innerhalb des Proteins, lies die polybasische Doméne frei und beeinflusste die Aktivi-
tédt der Spleifivarianten nicht (Abb. 17). Rana und Kollegen verwenden ein C-terminales
Fluoreszenz-markiertes STIM2, bei dem davon ausgegangen werden muss, dass hierdurch
die polybasische Doméne maskiert wurde. Diese ist jedoch im endogenen SOCE notwendig,
um STIMs an der Plasmamembran zu verankern. Zwar kann eine Uberexpression von
Orail durch direkte Interaktion auch STIM1-AK (Deletion des polybasischen Segments)
in Cluster bringen [Walsh et al., 2010], jedoch hat STIM2 generell eine hohere Affinitat
als STIM1 zu PIPy [Bhardwaj et al., 2013] und ist zusétzlich in der Lage mit PIP3 zu
interagieren [Ercan et al., 2009], moglicherweise um eine schwéchere Interaktion mit Orail
zu kompensieren. Ercan et al. zeigen, dass bereits die letzten 27 Aminosduren in STIM2,
nicht aber in STIM1, ausreichen, um PI(4,5)P2-enthaltende PM-&hnliche Liposomen zu
binden [Ercan et al., 2009]. Moglich wére also, dass der C-terminale Tag hier eine wichtige
Sequenz maskiert und diese Ergebnisse beeinflusst. Da STIM2.1, wie beide Arbeitsgruppen
mittels FRET-Messungen zeigen, im Gegensatz zu STIM2.2 kaum in der Lage ist mit Orail
zu interagieren (Abb. 18A und C), konnte die feste Verankerung in der Plasmamembran
umso entscheidender sein, um doch in Orail Clustern vorhanden zu sein und dort inhi-
bitorisch zu wirken. Das Fluorophor an Orail befand sich C-terminal, einem Bereich der
vermutlich fiir die Rekrutierung von Orail an STIM verantwortlich ist [Prakriya, 2013].
Da sich STIM2.1 und Orail jedoch weiterhin in den gleichen Clustern befinden, kénnte
dies dafiir sprechen, dass Orail durch weitere Faktoren und nicht durch STIM2.1 in die
vorhandenen Cluster rekrutiert wird. Interessant wére es zu untersuchen, ob auch unter
Verwendung eines N-terminal markierten Orail unterschiedliche FRET-Werte fiir STIM2.1
und STIM2.2 zu beobachten wéren oder ob diese Interaktion von dem zusétzlichen Exon

unbeeinflusst bleibt.

Rana et al. vermuten aufgrund von verschiedenen Mutationen in der Exon 9 kodierten
Maus-Sequenz (VAASILLQ), dass es sich bei der Inhibition um eine Sequenz-spezifische
Inhibition handelt. Sie diskutieren, dass ein inhibitorischer Faktor durch Interaktion mit
VAASILLQ in die Néhe von Orail gebracht wird und nur nach Uberexpression von STIM2.1
die Inhibition iiber einen passiven Mechanismus, d.h. iiber eine Blockade aktiver Bindeseiten,
vermittelt wird [Rana et al., 2015]. Wir vermuteten, dass es sich bei dem inhibitorischen
Faktor um CaM handelt, da durch die Insertion VAASYLIQ (human) ein klassisches CaM-

Bindemotiv (IQ-Motiv) entsteht. Dabei konnten wir zeigen, dass beide Spleiffvarianten in
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dieser Region der CAD-Doméne mit einer sehr hohen Affinitat (STIM2.1 10 nM; STIM2.2
40 nM) mit CaM interagieren [Miederer et al., 2015]. In der C-terminalen Region wurden
zuvor bereits weitere STIM2 Regionen mit einer im Vergleich zur CAD-Doméne niedrigeren
Affinitét fur CaM charakterisiert (C-Terminus: 1mM [Bauer et al., 2008; Bhardwaj et al.,
2013]). Obwohl die CaM-Bindeseite teilweise mit der Orail Bindeseite iiberlappt [Miederer
et al., 2015] und molekulare Evidenz fiir die Vermutung von Parvez et al. liefern, dass
es sich bei CaM um einen 16slichen Faktor handelt, der an STIM2 bindet und fiir das
typische zwei-Phasen Aktivierungsprofil von STIM2-vermitteltem Icrac verantwortlich
ist [Parvez et al., 2008], konnte CaM alleine nicht den inhibitorischen Effekt von STIM2.1
erkldren. Zum einen zeigte Orail zusammen mit STIM2.1 wéhrend der kompletten Patch
Clamp Analyse in Anwesenheit von BAPTA keine Aktivitdt, selbst wenn zu erwarten
wére, dass nach einigen Minuten der Messung ein l6slicher Faktor bereits wegdiffundiert
wére, zum anderen bindet STIM2.2 auch stark an CaM [Miederer et al., 2015], so dass
dies alleine nicht den STIM2.1-typischen Phénotyp erkldren kann. Zuletzt bleibt auch eine
STIM2.1-Mutante (VAASYLIQ zu VAASYLAA) weiterhin unfdhig Orail zu aktivieren
und verlor ebenso wenig die STIM2.1-spezifische inhibitorische Wirkung (Abb. 20). Jedoch

wurde diese Mutante nicht auf eine verringerte CaM Bindung untersucht.

Aus Homologie-Modellierungen der CAD Doméne der STIM2 Spleifvarianten auf der
Basis der veréffentlichten Kristallstruktur der STIM1 CAD Doméne (PDB ID: 3TEQ) [Yang
et al., 2012] ergaben sich verschiedene Vorhersagen wie die Insertion von VAASYLIQ sich auf
die Struktur des STIM2.1 Homodimers auswirkt. Docking Analysen dieser Modelle zeigten,
dass die zusétzlichen acht Aminosduren die vorhergesagte Orai-Bindeseite verschieben,
wéahrend die Analyse der elektrostatischen Potentials von STIM2.1 ergab, dass dieses im
Bereich der Dimerisierungsdoméne im Vergleich zu STIM1 und STIM2.2 positiver geladen
ist. Dies konnte dazu fiihren, dass STIM2.1 aufgrund der abstoflenden Kréifte weniger
stabile Dimere bildet, als dies fiir STIM1 und STIM2.2 der Fall ist [Miederer et al., 2015].

Wie genau der inhibitorische Effekt vermittelt wird, ob durch sterische oder elektro-
statische Folgen der Insertion der VAASYLIQ Sequenz auf die Struktur des Proteins
[Miederer et al., 2015], passives Blocken von Orail-Bindungsstellen oder durch einen ak-
tiven Mechanismus iiber einen dritten Faktor [Rana et al., 2015], muss durch weitere
Experimente, moglicherweise mit Hilfe eines biochemischen Ansatzes zur Identifikation
von spleifispezifischen STIM2-Interaktionspartnern, wie in dieser Arbeit initiiert und im

Folgenden diskutiert, geklért werden.
Der Nachweis von STIM2.1 in allen bisher getesteten Zelltypen und Geweben, sowie die

starke Konservierung in Sdugetieren, spricht dafiir, dass STIM2.1 ein wichtiger regulativer
Mechanismus fiir SOCE ist. Auflerdem sollten bereits publizierte und widerspriichliche oder
kleine Effekte beziiglich STIM2 in einem anderen Licht betrachtet werden, da bisher nur
ein Teil des Puzzles STIM2.2 (als STIM2) in Uberexpressionsanalysen analysiert wurden.
Zusétzlich wurde bei siIRNA-Experimenten aufler Acht gelassen, dass sie gleichzeitig einen

Aktivator und einen Inhibitor herunterreguliert. STIM2.1 knock out Méuse kénnten in
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Zukunft dazu beitragen mehr iiber die Rolle der Spleifivariante in Erfahrung zu bringen

und moglicherweise gewebsspezifische Funktionen aufzudecken.

5.2 Proteomik-Screen fiir neue STIM2 Interaktionspartner

Mit der Identifikation von STIM2.1 wurde eine neue Komponente zur Regulation des
speichergesteuerten Kalziumeinstroms charakterisiert. Neben den Hauptmolekiilen Orai
und STIM, die fiir SOCE verantwortlich sind, gibt es verschiedene regulatorische Proteine,
die mit einem der beiden interagieren und somit SOCE beeinflussen. Wahrend fiir STIM1
bereits Interaktionspartner wie u.a. Junctate, POST oder SARAF bekannt sind [Prakriya
and Lewis, 2015], existieren bislang wenige Studien, die sich mit STIM2 spezifischen
Interaktionspartnern beschéftigen und hierdurch zuséatzliche Informationen zur Regulation
von SOCE oder méglicherweise sogar weitere Mechanismen, in die STIM2 involviert ist,
liefern.

FEin erster Schritt in diese Richtung gelang in dieser Arbeit mit dem durchgefiihrten
Proteomik-Screen nach STIM2.1 und STIM2.2 assoziierten Proteinen. Hierfiir wurde
APEX2 (engineered ascorbate perogidase 2) [Lam et al., 2015] in die C-terminale Region von
STIM2.1 und STIM2.2 kloniert, ohne hierbei Aminosduren zu entfernen. Das 28 kDa grofie
eingefiigte APEX2 storte dabei die Funktionalitdt der beiden Spleifivarianten nicht (Abb.
21). Verschiedene Experimente wurden durchgefithrt, um die Funktionalitit von APEX2
zu bestétigen (Durchgefiihrt in der AG Fliegel, Universitat von Alberta). So konnte gezeigt
werden, dass Biotinylierung ausschliefilich in Anwesenheit von APEX2 geschah und dass
die biotinylierten Proteine mit der YFP-Fluoreszenzmarkierung von STIM2 kolokalisieren
(Abb. 22). Aus dieser relativen Néhe der gelabelten Proteine zu STIM2 kann geschlussfolgert
werden, dass es sich bei den markierten Proteinen méglicherweise um Interaktionspartner
handelt. Mittels des durchgefithrten Westernblots konnte ausgeschlossen werden, dass es bei
dem gewéhlten System zu einer spontanen Aktivitét der Peroxidase kam (Abb. 23). Dies war
wichtig, da es sonst bereits wihrend der Proteinsynthese und Prozession zu Biotinylierung
kommen kénnte, was zu falsch-positiven Hits fiihren wiirde. Bei der Bande von ~65 kDa, die
in allen Spuren zu sehen ist, handelt es sich um eine unspezifische Bande, eindeutig daran
zu erkennen, dass sie auch in untransfizierten und unbehandelten HEK293T Zellen und
zwischen den Spuren erkannt wurde. Die Replikate fiir die Massenspektrometrie wurden wie
im Schema in Abbildung 6 aufgefithrt angesetzt und in der Massenspektroskopie-Einrichtung
der Universitat von Alberta analysiert. Obwohl es sich bei den Hits nicht gezwungenermafien
um Interaktionspartner, sondern ebenfalls um in der Néahe befindliche Proteine handeln kann,
deutet die grofie Menge an gefundenen Proteinen (STIM2.1: 1018 und 1004 Hits; STIM2.2:
977 und 989 Hits) darauf hin, dass ein Punkt der Durchfiihrung Optimierungspotential
enthélt. Da dies auf alle Replikate zutraf, muss es sich um einen systematischen Fehler
handeln, wahrscheinlich durch eine unvollstdndige Aufreinigung der biotinylierten Proteine

durch Streptavidin-beschichtete magnetische Kiigelchen. Der, nach Behandlung der Zellen
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und vor Zusammenfithrung der einzelnen Lysate, gemachte Kontroll-Westernblot (Abb.
24A) zeigte, dass in den behandelten Zellen biotinylierte Proteine nachzuweisen waren,
wéahrend die Negativkontrollen erwarteterweise keine Biotinylierung aufwiesen. Somit
kann ausgeschlossen werden, dass der hohe Hintergrund auf fehlerhafte Negativkontrollen
zurlickzufiihren war. Wie das Coomassie-gefarbte Gel zeigte sind bereits im Gel sehr
viele Banden angefirbt (Abb. 24B). Auch stimmte das Farbemuster im Gel nicht mit den
Westernblots iiberein, was teilweise dadurch zu erkléren ist, dass eine Coomassie-Farbung im
Vergleich zur Antikorper-Farbung sensitiver ist, jedoch wére ein eindeutigeres Bandenmuster
zu erwarten gewesen. Somit muss der Fehler zwischen dem Kontrollwesternblot und dem
Auftragen der Proben auf das Coomassie-Gel liegen, was bedeutet, dass die Anreicherung
der biotinylierten Proteine mittels magnetischen Streptavidin-Kiigelchen nicht ausreichend
erfolgreich verlief. Ob hier die Pufferzusammensetzung fiir das Binden an die Kiigelchen oder
die Elution besser gewéhlt hitte werden konnen, Kiigelchen einer anderen Firma effizienter
gewesen waren oder diese iberladen waren, kann hier nicht geklért werden und miisste in
weiteren Experimenten getestet und optimiert werden. Dennoch konnten die Daten fiir eine
weitere Analyse verwendet werden, da mittels SILAC-Medium behandelte Zellen (kultiviert
in schwerem Medium: H), sowie Negativkontrolle (kultiviert in leichtem Medium: L) in
einem Replikat vereint wurden und so der H/L-Wert zur Analyse verwendet werden konnte.
Ein hoher Wert bedeutet, dass dieses Protein vermehrt in den behandelten Zellen gefunden
wurde und erhoht somit die Wahrscheinlichkeit, dass es sich hierbei um einen moglichen
Interaktionspartner von STIM2 handelt. Alle, nach der durchgefithrten Analyse der Daten,
identifizierten Proteine stimmen theoretisch von ihrer bekannten Lokalisation mit den
Erwartung tiberein, da es sich um zytosolische oder ER-Membran-Proteine handelt, kommen
somit grundséatzlich als Interaktionspartner in Frage. Ein Finden von mitochondrialen oder

ER-luminalen Hits hétte auf einen fehlerhaften Screen hingewiesen.

Aus der Literatur sind bereits verschiedene STIM-Interaktionspartner zu entnehmen.
Bekannte Proteine, die bereits zuvor als Interaktionspartner fiir STIM1 und STIM2 identi-
fiziert wurden, wie Transportinl, Exportinl [Saitoh et al., 2011] , CRACR2A [Srikanth
et al., 2010], SERCA3 [Lépez et al., 2008] oder POST (Partner of STIM) [Krapivinsky
et al., 2011] wurden nicht in diesem Screen gefunden. Calnexin, das ebenfalls von Saitoh et
al. et al. als Interaktionspartner beschrieben wurde [Saitoh et al., 2011], konnte in einem der
Replikate von STIM2.2 mit einem sehr guten Wert identifiziert werden. Dies unterstreicht,
dass die Methode grundsétzlich funktioniert, jedoch die bisher durchgefiihrte Analyse
verbessert werden kann. Fin weiterer Grund, warum Calnexin nur in einem der Replikate
gefunden wurde, kénnte sein, dass sich der grofite Teil des Proteins ER-luminal befindet und
nur ein kurzes 90 Aminoséuren langes Ende ins Zytoplasma ragt. In dieser Arbeit wurden
nur Proteine aufgefiihrt, die in mindestens drei der vier Replikate oder spleifispezifisch
vorkamen. Dass eine Optimierung der Auswertung weitere mogliche Interaktionspartner
liefern konnte, wird auch anhand von Junctate sichtbar. Das Ca?t-bindende ER-Membran-

standige Protein interagiert bekanntermafien mit STIM [Srikanth et al., 2012] und wurde
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in allen Replikaten identifiziert. Jedoch mit einem sehr geringen H/L-Wert, so dass es bei
der anschliefenden Analyse nicht mehr unter den besten Hits gefithrt wurde. Die bekannte
Interaktionsdoméne von Junctate mit STIM1 befindet sich jedoch im ER Lumen

citepSrikanth2012. Ob beide Proteine auch mit ihren zytosolischen Doménen interagie-
ren konnen, ist ungeklart. Weitere Unterschiede kénnen zudem teils durch das Fehlen
der Verwendung eines Stimulus erklért werden. So wurde weder Orai noch STIM1 als
Interaktionspartner identifiziert. Um diese zu finden, hitten die Kalziumspeicher der Zelle
moglicherweise entleert werden miissen, so dass STIM2 aktiviert und in Clustern vorliegt.
So wére eine Moglichkeit den durchgefiihrten Screen unter Verwendung von Thapsigargin
zu wiederholen, um so Proteine zu identifizieren, die sich in unmittelbarer Nahe zu einem
aktivierten STIM2 befinden. Durch eine bioinformatische Analyse kénnten moglicherweise
aus dem existierenden Datensatz mehr Informationen verwertet werden, so dass weitere
Proteine, die in einzelnen Replikaten gefunden wurden oder auch Hits, die einen niedrigen

H/L-Wert aufwiesen, in der Analyse beriicksichtigt werden.

SARAF, das wie anhand von Ko-Immunprézipitation und FRET-Studien fiir STIM1
und SARAF gezeigt, bindet sowohl an STIM1 als auch an STIM2, wurde jedoch in keinem
der Replikate gefunden [Palty et al., 2012]. Bei der Interaktion von SARAF mit STIM
handelt es sich um eine sehr komplexe Bindung, die womdglich durch eine Grofizahl anderer
Molekiile, wie PIPy, Septine oder auch extended Synaptotagmin (E-Syt), reguliert wird
[Palty et al., 2012]. 2013 zeigten Giordano et al., dass E-Syt 1-3 mit PIP, interagieren,
allerdings nur E-Syt 1 hierfiir erhohte Kalziumlevel bendtigt. Obwohl ein dreifach knock
down dieser Proteine keinen Effekt auf SOCE zu haben schien [Giordano et al., 2013], konnte
es sich lohnen dies nochmal eingehender mdoglicherweise mit einem STIM2 spezifischeren
Imaging Protokoll zu untersuchen. Da E-Syt 1 erhéhte zytosolische Kalziumkonzentrationen
bendtigt, wire es interessant zu untersuchen, ob ein Knock down von STIM2 die Lokalisation
von E-Syt 1 dndert. Der vielversprechende H/L-Wert in drei der vier Replikate (Tab. 35)
und bekannte Literatur machen E-Syt 1 zu einem vielversprechenden Kandidaten, der
in naher Zukunft eingehender untersucht werden sollte. Ein weiterer Hit, der mit sehr
hohen H/L-Wert gefunden wurde ist Profilin 1, ein Protein, das u.a. in Abhéngigkeit seiner
Konzentration die Aktin-Polymerisierung katalysiert [Alkam et al., 2017]. Dieses fungiert
durch direktes Binden als Inhibitor der PIPy Hydrolyse [Goldschmidt-Clermont et al.,
1990], ein essentieller Schritt zur Bildung von IP3 und damit Aktivierung von SOCE durch
Entleerung des ERs. STIM2 bindet mit Hilfe der C-terminalen 27 AS an PIPs und PIP3
[Ercan et al., 2009]. Somit interagieren sowohl extended Synaptotagmin, als auch Profilin 1
und STIM2 mit PIP5, was ein Vorhandensein dieser Proteine in den gleichen subzelluldren

Regionen und Clustern moglich macht.

Alle gefundenen Hits miissen durch sekundire Experimente, wie bimolekulare Fluores-
zenzkomplementation (BiFC), FRET, Kolokalisationsanalysen, siRNA und Uberexpressions-
Experimente auf eine direkt Interaktion mit STIM2 hin bestitigt werden. Eine Ko-

Immunprézipitation wurde bereits fiir die Kandidaten Profilin 1 und Extended Syn-
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aptotagmin 1 versucht, allerdings ohne ein eindeutig positives Ergebnis. Eine Erkla-
rung fiir unterschiedliche Ergebnisse nach des massenspektrometrischen Analyse und
Ko-Immunprézipitation kénnte sein, dass APEX2 alle sich in unmittelbarer Nahe (<20 nm)
befindlichen Proteine biotinyliert und somit moglicherweise nicht ausschliefSlich Interaktions-
partner markiert werden. Aufgrund der Markierung aller nahestehenden Proteine ist APEX2
jedoch auch in der Lage transiente oder schwache Interaktionen einzufangen. Zusétzlich
geschieht die Biotinylierung im intakten Zellsystem, wahrend der Ko-Immunprézipitation
eine Lyse vorangeht, so dass die Interaktion durch ein Ersetzen des Zytosols und das
Aufbewahren der Proteine in einer Ringerlésung verloren gehen kénnte. Abbildung 26
zeigte ein sehr starkes Signal von Profilin 1. Vorstellbar ist, dass nur ein kleiner Pro-
zentsatz von Profilin 1 mit STIM2 interagiert und das Signal so nicht detektierbar ist.
Eine Uberexpression von Profilin 1 kénnte méglicherweise den Anteil des mit STIM?2
interagierenden Proteins erhdhen, so dass es in einer Westernblot-Analyse sichtbar werden
koénnte. Dennoch wire es weiterhin sinnvoll die massenspektrometrische Analyse nicht nur
in stimulierten Zellen zu wiederholen, sondern zusétzlich in einem anderen Zellsystem.
Wahrend HEK293T Zellen selbst relativ geringen SOCE zeigen, konnten andere Zellen, wie
z.B. neuronale Zellen, ein besseres System darstellen, um STIM2 Interaktionspartner zu
identifizieren. Eine weitere wichtige Kontrolle wire die Cysteine im C-Terminus von STIM2
zu mutieren und die Analyse zu wiederholen. Aufgrund der Aktivierung von APEX2 durch
H50O5 kénnten die Cysteine untereinander Disulfidbriicken ausbilden, was einen Einfluss
auf die Tertidrstruktur von STIM2 héatte. Somit kénnten durch eine verdnderte Faltung
von STIM2 Proteine markiert worden sein, die sich sonst nicht in unmittelbarer Néahe
befinden oder Interaktionen aufgrund einer verdnderten Tertidrstruktur verloren gingen
und somit nicht detektiert werden konnten. Jedoch zeigen die bisher erhobenen Daten,
dass APEX2-Fusionskonstrukte eine Moglichkeit darstellen eine unvoreingenommene erste

Analyse zu moglichen Interaktionspartner durchzufithren.

5.3 Einfluss von APP und Prasenilin 1 auf Kalziumkanaile

Speichergesteuerter Kalziumeinstrom

Alzheimer ist in den meisten Féllen eine spontan auftretende Krankheit, wobei weniger als
5 % der Patienten an der autosomal dominant vererbbaren Form FAD (familial Alzheimer’s
Disease) erkrankt. FAD liegen Mutationen in Présenilin 1, Présenilin 2 oder APP (Amyloid
Precursor Protein) zugrunde. Eine der kontrovers diskutierten Annahmen als Grund fir
die Krankheit ist, dass verdnderte Kalziumsignale bei der Entwicklung der Krankheit
eine Rolle spielen [Tu et al., 2006; Bezprozvanny and Mattson, 2008; Sun et al., 2014;
Popugaeva et al., 2015]. Mehrfach wurde gezeigt, dass STIM2 einen positiven Einfluss auf
die Stabilitat von pilzformigen Dornfortsitzen (Mushroom Spines) hat, welche besonders fiir
das Erinnerungsvermégen essentiell sind und durch Uberexpression die Toxizitéit von A 342

Plaques ausgleichen kann [Popugaeva et al., 2015] bzw. ebenso in der Lage ist eine Ca’t-
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Dysregulation, verursacht durch die Présenilin 1 Mutante PS-M146V, zu kompensieren
[Sun et al., 2014]. Verschiedene Alzheimer-assoziierte Mutationen wurden in der Literatur
eingehend beschrieben, jedoch ist weniger gut untersucht, welchen Anteil die Proteine

Préasenilin 1 und APP alleine an den Kalziumsignalen der Zelle haben.

In Abbildung 27 ist zu sehen, dass in SH-SY5Y Zellen sowohl Uberexpression, als auch
Deletion (knock out) von APP zu einem verminderten SOCE fiihrten. Ein verringerter
SOCE war auch in den SH-SY5Y PS1-/- Zellen zu beobachten. Tong et al. beschreiben
jedoch eine Verstdrkung von SOCE nach PS1 knock out und erkldren ihn durch eine
verminderte STIM1 Prozessierung, verursacht durch Présenilin 1. Eine Erklarung, warum
jedoch ausschlieflich in PS1-M146V und nicht in PS1 wt {iberexprimierenden Zellen ein
verringerter SOCE zu beobachten war und warum die Menge an STIM1 Volllangenprotein
trotz Uberexpression des prozessierenden Proteins gleich blieb, bleiben Tong et al. schuldig
[Tong et al., 2016]. Wéhrend zuvor mehr STIM1 und weniger STIM2 Protein in PS1-
defizienten MEF-Zellen beschrieben wurden [Bojarski et al., 2009], konnte in den SH-SY5Y
PS1 knock out Zellen keine Veranderung der Proteinmenge von STIM2 festgestellt werden
(Abb. 28A, B).

Teilweise konnten die Ergebnisse zur relativen mRNA Menge der SOCE Komponen-
ten den beobachteten Ca?"-Phinotyp erkliren. In den APP iiberexprimierenden Zellen
(swedish), die einen kleineren SOCE aufwiesen, lag mehr Orai3 mRNA vor, als in den ent-
sprechenden Kontrollzellen (Abb. 28C). Aufgrund seiner geringeren Leitfdhigkeit fithrt mehr
Orai3 in den Zellen zu einem kleineren SOCE [Lis et al., 2007] und konnte den kleineren
SOCE in SH-SY5Y swedish erkldren. Aufgrund eines Mangels an einem Orai3 spezifischen
Antikoérper war es nicht moglich zu {iberpriifen, ob die erhéhte relative mRNA Menge sich
auch auf Proteinebene spiegelt. Eine Moglichkeit indirekt eine erhohte Menge von Orai3 zu
iberpriifen wire, die Sensitivitiat von SOCE gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
zu untersuchen. Da Orai3 als Teil der heteromeren Kanéle die ROS-Sensitivitat verringert
[Bogeski et al., 2010; Alansary et al., 2015], sollten die SH-SY5Y swedish Zellen weniger
ROS-induzierte Inhibition von SOCE zeigen. In den anderen Modellzelllinien konnten die
relativen mRNA Mengen der SOCE Gene die gemessenen Effekte nicht erklaren (Abb. 28D,
E). Die durchgefiihrten Experimente konnten keinen Aufschluss tiber die beobachteten
Ca?*-Phénotypen der stabilen SH-SY5Y liefern.

FEine mogliche Ursache fiir die Unterschiede in den Beobachtungen bei der Verwen-
dung von SH-SY5Y koénnte die Heterogenitit der Neuroblastoma-Zelllinien sein, welche
drei Zell-Phanotypen aufweisen: N-Typ (Neuroblastisch), S-Typ (Nicht-Neuroblastisch,
Substrat-adhérent) und I-Typ (Intermedidr) [Biedler et al., 1973; Ross et al., 2003]. Bei der
urspriinglichen SH-SY5Y Zelllinie handelte es sich um eine reine N-Typ Zelllinie. Jedoch
wurde bereits gezeigt, dass N-Typ und S-Typ in Zellkultur jeweils ihren Phénotyp verdndern
kénnen [Ciccarone et al., 1989], wodurch es fraglich ist, ob es sich dabei weiterhin um eine
reine N-Typ-Linie handelt. Zusétzlich zeigen Bell et al., dass sich aus SH-SY5Y sowohl N-
als auch S-Typ Zellen isolieren lassen [Bell et al., 2013]. S-Typ Neuroblastoma Zellen weisen
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niedrigere Orail und TRPC1 Expressionslevel auf, was mit niedrigeren SOCE-Einflussraten
in Vergleich zu N-Typ Zellen einhergeht [Bell et al., 2013]. Eine mogliche Ursache fir die
unterschiedlichen Beobachtung der Beobachtungen von Tong et al. und den Ergebnissen
dieser Arbeit beziiglich SOCE in PS1-KO SH-SY5Y Zellen kénnte sein, dass es sich zwar
namentlich um die gleiche Zelllinie handelte, diese jedoch nicht aus dhnlichen Anteilen
von N- und S-Typ Zellen bestand bzw. dhnliche Proteinlevel der SOCE-Proteine aufwies.
Zusitzlich kénnten sowohl Uberexpression bzw. Deletion von APP und PS1 einen Einfluss
auf den Zell-Phanotyp haben und diesen eher in die eine oder andere Richtung treiben.
Zukiinftig sollte der iiberwiegende Phénotyp anhand von spezifischen N- bzw. S-Typ Anti-
korperfarbungen [Katsetos et al., 2003; Ciccarone et al., 1989] determiniert werden, um
hierauf zuriickzufithrende Unterschiede in den Kalziumsignalen aufdecken oder ausschlieffen
zu konnen. Eine weitere Ursache von verdnderten Kalziumsignalen konnten weitere Spleif3-
varianten sowohl von STIM1 als auch von STIM2 sein. Das verkiirzte STIM2.3 konnte
inzwischen in cDNA menschlichen Gehirns nachgewiesen werden [Gilson, 2016]. So kénnten
moglicherweise vorhandene Unterschiede unentdeckt bleiben, wenn eine Spleifivarianten
hoch- und eine andere herunterreguliert wird. Ob dies einen Einfluss hat kénnte anhand
von spleifispezifischen qRT-PCR, Primern oder wenn méglich Antikérpern tiberpriift werden

und konnte helfen die unterschiedlichen SOCE-Signale zu interpretieren.

Spannungsgesteuerter Kalziumeinstrom

Elektrisch erregbare Zellen, wie neuronale Zellen, exprimieren funktionell aktive span-
nungsgesteuerte Ca?t-Kanile (VOC Kanéle: Voltage-Operated Calcium). Wahrend in
nicht erregbaren Zellen, wie beispielsweise Immunzellen, kein spannungsgesteuerter Kalziu-
meinstrom zu beobachten ist, konnen SH-SY5Y Zellen mittels einer hoch Kalium-haltigen
Losung depolarisiert und daraufhin ein Ca?*-Einstrom gemessen werden. Zusétzlich verin-
dert sich der Depolarisations-induzierte Kalziumeinstrom durch die Differenzierung von
SH-SY5Y Zellen mittels Retinséure.

Wie bereits zuvor gezeigt, wirkte sich die Differenzierung der SH-SY5Y Zellen sowohl
auf den spannungsgesteuerten als auch auf den speichergesteuerten Kalziumeinstrom aus
[Bell et al., 2013; Brown et al., 2005; Toselli et al., 1991]. Die Rentinsdure-verursachte
Differenzierung vergroflerte den Depolarisations-induzierten Kalziumeinstrom, wéahrend
SOCE drastisch reduziert wurde (Abb. 29). Toselli et al. fiihren den verstirkten Ca, auf
HVA Kanéle (Cay1 und Cay2-Familie) zuriick [Toselli et al., 1991]. 2005 zeigen Brown et
al. zum ersten Mal, dass SOCE durch Differenzierung der Zellen herunterreguliert wird,
wahrend der Mechanismus hierfiir weiter unklar bleibt [Brown et al., 2005]. Eine eingehende
Analyse der verschiedenen Subtypen von SH-SY5Y Zellen ergab, dass SOCE vor allem in
differenzierten N-Typ SH-SY5Y Zellen herunterreguliert wird, wahrend die S-Typ SH-SY5Y
Zellen einen dhnlichen SOCE wie vor Retinsdurebehandlung aufweisen [Bell et al., 2013].
Jedoch muss hier angemerkt werden, dass S-Typ SH-SY5Y bereits vor Differenzierung

einen niedrigeren SOCE aufwiesen.
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Da bereits in den undifferenzierten Kontrollzellen ein VOCE (Voltage Operated Calcium
Entry) messbar war, wurden die stabilen Zelllinien auf Unterschiede im spannungsgesteu-
erten Kalziumeinstrom hin untersucht. Wéhrend die stabilen Neuroblastoma Zelllini-
en SH-SY5Y APP-/- und PS1-/- einen verstiarkten VOC-Einstrom aufwiesen, zeigten
APP iiberexprimierende Zellen einen verminderten spannungsgesteuerten Kalziumeinstrom
(Abb. 30A-G). Angelehnt an die von Sousa et al. durchgefithrten Analysen zur Expression
von Cay-Kanélen in SH-SY5Y Zellen, die ausschliellich auf eine Expression von Cay1.3,
Cay2.2 und Ca,3.1 hindeuteten [Sousa et al., 2013], wurde untersucht, ob sich die relativen
mRNA Mengen dieser Kanalvarianten durch eine Uberexpression von APP oder ein Aus-
schalten von APP bzw. PS1 verdnderten. Die verminderte relative Cay2.2 mRNA Menge in
APP iiberexprimierenden Zellen (Abb. 31A swedish) bzw. erhohte relative Cay2.2 mRNA
Menge in APP-/- Zellen (Abb. 31B APP-/-) wies darauf hin, dass APP einen Einfluss auf
die Expression des N-Typ Ca?*-Kanals hat. So scheint APP die relative mRNA Menge
von Cay2.2 negativ zu beeinflussen und zu verringern, so dass diese in Abwesenheit von
APP anstieg. Da die qRT-PCR Ergebnisse keine Verédnderungen fiir die anderen Kanéle
zeigten, lisst dies darauf schliefen, dass Cay2.2 alleine fiir das im Ca?*-Imaging beobachtete
verédnderte Kalziumsignal verantwortlich war (Abb. 30B und E). Eine Méglichkeit dies zu
iiberpriifen, wire Ca,2.2 in SH-SY5Y swedish Zellen transient iiberzuexprimieren, bzw.
in SH-SY5Y APP-/- und PS1-/- diesen siRNA vermittelt herunterzuregulieren, um zu
iiberpriifen, ob der daraufhin gemessene spannungsgesteuerte Kalziumeinstrom dem der

Kontrollzellen entspricht.

In PS1-/- Zellen war ebenso ein verstérkter Kalziumeinstrom zu beobachten. Dies
entspricht fritheren Beobachtungen, in denen ein verstiarkter Strom in Primérkulturen
von Neuronen aus PS1-/- Mausen gemessen wurde. Cook et al. fithren dies anhand der
Verwendung spezifischer Ca,-Kanal Blocker auf L- und P-Typ Ca?"-Kanile zuriick (Ca,1
und Cay2.1). Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Hier wurde auf mRNA
Ebene keine Veranderung des L-Typ Kalziumkanals Ca,1.3 beobachtet. Jedoch konnte
zusitzlich zu einer erhohten relativen Ca,2.2 mRNA Menge, wie zuvor in APP-/- Zellen
beobachtet, auch eine drastische Erhéhung der relativen mRNA Menge von Ca, 3.1 gezeigt
werden (Abb. 31C PS1-/-). So wire zu vermuten, dass das vergrofierte Kalziumsignal nach
Depolarisation von PS1-/- Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 30) sowohl
von Cay2.2 als auch von Cay3.1 getragen wurde. Dies scheint jedoch unwahrscheinlich, da
T-Typ Kalziumkanéle (Cay3.1) bereits bei kleinen Depolarisationen nahe dem ruhenden
Membranpotential 6ffnen bzw. teilweise bereits in ruhenden Zellen getffnet sind und bei
starken Depolarisationen inaktivieren. Ohne eine vorherige Hyperpolarisation sind sie dann
nicht mehr im Stande zu 6ffnen [Isope et al., 2010]. Die gewéhlte starke Depolarisation mit
145 mM KCI, die das Membranpotential auf ~0 mV brachte, hiatte Ca,3.1 wahrscheinlich di-
rekt inaktiviert. Die durchgefiihrten Experimenten zu einer spezifischen Ca,3.1 Aktivierung
mittels schwacher Depolarisation konnte in keinem der Zelltypen einen Kalziumeinstrom
bewirken (Abb. 32). Dass dies an den absoluten Ca,3.1 mRNA Mengen liegt erscheint
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unwahrscheinlich, da in PS1-/- Zellen 7,7-mal mehr dieser mRNA vorhanden war als in den
Kontrollzellen. Zusitzlich waren auch die absoluten Werte (2-(A¢Q)) von Ca,3.1 in PS1-/-
Zellen die hochsten verglichen mit Cay1.3 oder Cay2.2 in allen untersuchten Zelllinien.
Da die verwendeten Primer jedoch nicht auf absolute Werte normiert wurden, kann keine
abschliefende Aussage iiber die Menge der einzelnen Kanéle zueinander getroffen werden.
Weiterhin bleibt fraglich, ob diese Werte das Verhéltnis auf Proteinebene spiegeln, da dies
aufgrund von nicht ausreichend funktionalen Cay-Antikérpern fiir alle drei Varianten nicht
geklart werden konnte. Anhand der 10 mM KCI Lésung wurde das Membranpotential von
~-70 mV auf ~-55 mV erhoht. Eine im Vergleich zur 10 mM KCl Loésung etwas stérker
depolarisierende KCl-Losung kénnte verwendet werden, um zu iiberpriifen, ob somit eine
Cay3.1 Aktivierung erreicht werden kann. Eine andere Moglichkeit wire die Zellen vor
der Aktivierung zu hyperpolarisieren, da der Grofiteil von T-Typ Kalziumkanélen bei
dem fiir Neuronen typischen Ruhepotential von ~70 mV bereits inaktiviert vorliegen und
somit nicht in der Lage sind zu 6ffnen [Simms and Zamponi, 2014]. Zusétzlich sollten
die Strome mittels der Patch Clamp Analyse untersucht werden, da hier die Mdoglichkeit
besteht eindeutiger zwischen den HVA und LVA Kanélen zu unterscheiden.

Zusammengefasst bestétigten die nachgewiesenen relativen mRNA Mengen von Ca,1.3,
Cay2.2 und Ca,3.1 die Daten vorheriger Verdffentlichungen [Sousa et al., 2013], wobei
jedoch unveréffentliche Daten unserer Arbeitsgruppe darauf hindeuten, dass auch mRNA
von Cay1.2 in SH-SY5Y Zellen nachweisbar ist (Sarah Kircher, Gertrud Schwér; unverof-
fentliche Daten). Zusétzlich zeigten 2010 bereits Park et al. eine Ko-Immunprézipitation
von endogenem STIM1 und Cay1.2 in SH-SY5Y Zellen [Park et al., 2010]. Deswegen sollte
auch Cay1.2, der ~80 % der Ca,1-Kanéile im Gehirn ausmacht [Calin-Jageman and Lee,

2008], in weitere Untersuchungen mit einbezogen werden.

Auch deshalb weil bereits eine direkte Interaktion von STIM1 mit dem L-Typ VOC-
Kanal Ca,1.2 und eine hierdurch reziproke Kontrolle der VOC- und SOC-Kanéle ist bereits
bekannt ist [Wang et al., 2010; Park et al., 2010]. Ob die unterschiedlichen Phénotypen
(N-, S- und I-Typ) der SH-SY5Y Zellen unterschiedlich starke Expressionslevel der Cay-
Kanéle aufweisen und/oder sich in ihrem VOC-Einstrom unterscheiden, sollte in zukiinftige
Untersuchungen einbezogen werden. Da die verschiedenen Phénotypen sich in ihrem SOCE
unterscheiden [Bell et al., 2013], wére es interessant zu analysieren, ob dies mit dem
VOC-Einstrom korreliert.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sowohl APP, als auch PS1 einen Einfluss auf die
relative mRNA Menge einzelner Ca,-Kanéle haben (Abb. 31). Auf welche Weise APP und
PS1 die relative mRNA Mengen von Cay2.2 und Ca,3.1 beeinflussen, muss in weiteren
Versuchen geklart werden. Bekannt ist jedoch bereits, dass APP direkt mit Ca,1.2 in
GABAergen Neuronen interagiert und dessen Proteinmenge in gleicher Weise beeinflusst
wie hier fiir Ca,2.2 und Ca,3.1 mRNA beobachtet [Yang et al., 2009a]. So fiihrte eine
Deletion von APP in Méusen zu mehr Ca, 1.2 und damit einhergehend zu stirkeren Stromen
[Yang et al., 2009a]. Die in APP-/- Méusen durchgefithrte Studie konnte jedoch keine Ver-

116



anderung der Proteinlevel fiir andere L-Typ Kalziumkanéle oder den N-Typ Kanal Ca,2.2
finden [Yang et al., 2009a]. Unterschiedliche Beobachtungen kénnten hier auf unterschied-
liche Systeme, Maus bzw. Mensch, zuriickzufiihren sein bzw. die verwendeten Zelltypen
(GABEerge Neuronen vs. Neuroblastoma). Undifferenzierte SH-SY5Y Zellen erinnern am
Ehesten an unreife catecholaminerge Neuronen [Xie et al., 2010; Martins et al., 2010].
Eine weitere Diskrepanz ist, dass Yang et al. keine verdnderten mRNA-Level beobachteten
und die Hochregulation der Kanalkomponente auf eine verdnderte direkte Interaktion
von APP mit Ca,1.2 zuriickfithren [Yang et al., 2009a]. Dass den zuvor veréffentlichten
und hier beschriebenen Phéanotypen andere Regulationsmechanismen zugrunde liegen,
lassen auch die Rettungsexperimente vermuten. Wahrend Yang et al. durch eine lentivirale
Transfektion von APP695 den verstirkten Strom auf Kontrolllevel reduzieren konnten,
bewirkte die transiente Uberexpression von APP695 keine Verinderung des Kalziumsignals
nach 48 h (Abb. 33). Moglicherweise fiithrten die unterschiedlichen Transfektionsweisen
zu unterschiedlichen Messzeitpunkten, so dass die transiente Plasmidtransfektion nicht
ausreichte, um den APP-/- Phénotyp zu revidieren. Eine lentivirale Transfektion oder eine
Inkubation mit einem AICD Peptid iiber eine Woche kénnte hier helfen Langzeiteffekte
von APP bzw. AICD zu untersuchen. Kiirzlich beschrieben Hefter et al. die neuroprotek-
tive Funktion von APP. So wiesen APP defiziente Schnitte aus dem Hippocampus von
Maéusen eine verminderte Erholungsrate nach Hypoxiebehandlung auf. Dies ging einher
mit einem erhéhten Kalziumeinstrom. Sowohl Nifedipin, ein L-Typ Ca?t-Kanalblocker,
als auch das extrazelluldre losliche Fragment von APP (APPsa) waren in der Lage die
Erholungsrate auf Kontrolllevel zu erhéhen [Hefter et al., 2016]. Somit scheint APPs«
spannungsgesteuerte Kalziumkanéle zu beeinflussen und auf diese Weise das neuronale
Netzwerk zu schiitzen. Dass es sich hierbei um den gleichen Mechanismus handelt, der
einen grofleren Kalziumeinstrom in den SH-SY5Y APP-/- verursacht, bleibt zu tiberpriifen.
Die erhohte mRNA Menge von Cay2.2 (N-Typ) weist darauf hin, dass mehr Kanalprotein
gebildet wird und eher hierdurch, als durch eine extrazellulire Modulation des Kanals, ein
vergroflerter Kalziumeinstrom zu messen ist. Jedoch sollte in zukiinftigen Experimenten
untersucht werden, ob ein L-Typ Kalziumkanalblocker den Kalziumeinstrom in SH-SY5Y
APP-/- auf Kontrolllevel vermindern koénnte, um zu iiberpriifen, ob das von Hefter et al.
beschriebene Zusammenspiel von APP und L-Typ Kalziumkanélen auch hier eine Rolle
spielt. Interessanterweise wurde ein altersbedingter Anstieg des L-Typ VOCE bereits in
Nagetieren und Hasen beobachtet und konnte teilweise mit altersabhéngigen Defiziten im
Lernverhalten und Erinnerungsvermégen in Zusammenhang gebracht werden [Thibault
et al., 2007].

Uberraschend war, dass sowohl PS1-/- als auch APP-/- einen &hnlichen Phiinotyp
zeigten. Sowohl Présenilin 1 als auch APP werden benétigt, um AICD (APP Intracellular
Domain) zu bilden: APP, da es sich bei AICD um den C-Terminus handelt und PS1,
da es der katalytisch aktive Teil des essentiellen y-Sekretase-Komplexes ist, der APP so

prozessiert, dass AICD entstehen kann. Dies ldsst vermuten, dass AICD fiir die beobachteten
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Phénotypen verantwortlich ist, da in beiden Deletionszelllinien wahrscheinlich weniger
AICD gebildet wird. Da es sich bei der stabilen APP-/- Zelllinie jedoch nur um einen
APP knock out handelt und die Homologe APLP1 und APLP2 (8-Amyloid Precursor
Protein like Protein 1 und 2), die ebenfalls AICD bilden, weiter vorhanden sind, kommt
es nicht zum totalen Verlust von AICD. Des Weiteren ist nicht bekannt, wie sich APP,
APLP1 und APLP2 gegenseitig beeinflussen. AICD bildet zusammen mit Fe65 und der
Histonacetyltransferase Tip60 einen transkriptionell aktiven Komplex [Cao and Stdhof,
2001], so dass vorstellbar ist, dass AICD einen direkten Einfluss auf die Transkription von
Cay2.2 haben konnte.

Eine Erklarung warum in PS1-/- Zellen, nicht aber in APP-/- Zellen, auch Ca,3.1
hochreguliert war, konnten weitere Ziele der y-Sekretase sein. So bildet Présenilin 1 einen
wichtigen Bestandteil der Notch Prozessierung [Strooper et al., 1999; Struhl and Greenwald,
1999; Ye et al., 1999], wodurch die transkriptionell aktive intrazelluldre Notch-Doméne
(Notch Intracellular Domain: NICD) entsteht. NICD interagiert mit dem DNA Bindefaktor
CSL, der in Abwesenheit von NICD als Transkriptionsrepressor fungiert [Aster et al.,
1997; Jarriault et al., 1995; Tamura et al., 1995; Struhl and Adachi, 1998]. NICD Level
beeinflussen die Menge von NF-xB, das wiederum einen Einfluss auf Ca, haben kann.
So wurde bereits gezeigt, dass T-Typ Kalziumkanéle (Ca,3) in Entziindungsreaktionen
durch Aktivierung des NF-xB/ET-1 Signalwegs hochreguliert werden [Zhang et al., 2015b].
Ob dies der Grund fiir die verdnderten mRNA Level sind oder es sich um einen anderen
PS1-vermittelten Mechanismus handelt, muss in Zukunft getestet werden. Dies konnte
beispielsweise liber einen NICD-spezifischen Antikorper geschehen, um so zu vergleichen,
ob SH-SY5Y PS1-/- eine verdnderte Menge an NICD im Vergleich zu den Kontrollzellen
aufweisen. Eine Moglichkeit die direkte Beteiligung von Présenilin 1 zu testen wére nach
Inkubation mit «-Sekretase Inhibitoren die Expressionslevel der Ca,-Kanéle zu testen.

Ob der Einfluss von APP und PS1 auf die speichergesteuerten Kalziumkanéle und
die damit einhergehenden verianderten Ca?*-Signale ausreichen, um Auswirkungen auf
den Transkriptionsfaktor NFAT zu haben und somit die Genexpression der SH-SY5Y
Zellen beeinflusst, sollte in Zukunft getestet werden. Ein geeignetes Zellsystem wéren
moglicherweise MEF (mouse embryonic fibroblasts) Zellen der AG Hartmann, von denen
sowohl APP/APLP als auch PS1/PS2 Deletionszelllinien existieren. Hierdurch kénnten
weitere Mechanismen identifiziert werden, auf welche Weise APP und APLP, sowie PS1
und PS2 Einfluss auf die Zelle und die Ca?"-Homdostase nehmen. Weitere Untersuchungen
in diese Richtung koénnten dazu dienen neue Zusammenhiinge fiir die AS- und die Ca?*-
Hypothese beziiglich der Krankheitsentstehung und dem Voranschreiten von Alzheimer
zu finden. Da  APP und PS1 in familidrer AD oft Mutationen aufweisen, konnten neu
charakterisierte Signalwege, auf die APP und PS1 Einfluss nehmen, in Zukunft dazu dienen

neue Therapieanséitze zu finden.
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Tris-gepufferte Salzlosung

Tris-gepufferte Salzlosung mit
Tween20

T-Zell-Rezeptor
Tetramethylethylendiamin
Transmembrandoméne
Transientes-Rezeptor-Potential-
Kationen-Kanal

Universitdt des Saarlandes
Untranslatierte Region
spannungsgesteuerter  Kalziumein-
strom

gelb fluoreszierendes Protein
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