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1. Einleitung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des kurzlich entdeckten Proteins
CHERP (Calcium Homeostasis Endoplasmic Reticulum Protein) bei der Ca®'-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern zu untersuchen. Im Folgenden sollen
die klassischen Wege der Ca”**-Mobilisierung, die aktuell immer mehr an
Bedeutung gewinnenden Wege der Ca?*-Mobilisierung (iber die neueren
Transmitter aus der Gruppe der Sphingolipide sowie die bisherigen Erkenntnisse

Uber CHERP kurz dargestellt werden.

1.1. Bedeutung des Ca**-Signalling

Die Ca**-Homdostase bzw. deren Beeinflussung spielt eine zentrale Rolle bei der
Steuerung verschiedenster zellularer Prozesse. Dabei wird die Konzentration an
freiem ionisierten Ca?* im Cytosol durch ATP-verbrauchende Mechanismen im
Ruhezustand niedrig gehalten (etwa 100 nM). Im Extrazellularraum, im
Endoplasmatischen Reticulum (ER), welches als der wichtigste intrazellulare Ca?*-
Speicher dient, und in den lysosomalen Speichern herrschen dagegen deutlich
hohere Konzentrationen vor (1-2 mM).

Eine Erh6hung der cytosolischen Ca?*-Konzentration ([Ca**];) durch Einstrom von
Aul3en oder Freisetzung von lonen aus dem ER fuhrt in der Zelle zur Stimulation
sog. Ca®*-sensitiver Prozesse. Eine Vielzahl spezieller Proteine reagiert auf die

raumlich und zeitlich hoch differenzierten Veranderungen der [Ca®];

und Ubertragt
die Signale in die entsprechenden Antworten der Zelle.

Dazu gehoren neben den klassischen Reaktionen wie Muskelkontraktion und
Sekretion von Neurotransmittern und Hormonen zahlreiche weitere Vorgange von
Fertilisation und Entwicklung Uber Zell-Migration, Lernen und Gedachtnis bis hin
zu Apoptose und Zelltod, so dass man das ubiquitar vorkommende Ca?* zu den
wichtigsten intrazellularen Botenstoffen zéhlen kann. Hierbei stellt die Erhéhung
der [Ca®']; die Endstrecke verschiedenster Signaltransduktionswege dar (Berridge
et al., 2000).

Zur Generierung fein abgestimmter Ca®*-Signale ebenso wie fiir deren rasche

Beendigung verfugt die Zelle Gber ein aus zahlreichen Komponenten bestehendes



,Calcium-Signalling-Toolkit* (Berrige et al., 2000). Die Offnung von Ca**-Kanalen
kann Uber drei verschiedene Mechanismen ausgeldst werden:

1. spannungsgesteuert Uber Verdnderungen des Membranpotentials (sog.
voltage-operated channel, VOC), 2. getriggert durch den Fillungszustand der
Speicher (sog. store-operated channel, SOC) oder 3. ligandengesteuert tber die
Bindung eines spezifischen Agonisten, der die fur die Offnung erforderliche
Konformationsdnderung des Kanalproteins induziert (sog. receptor-operated
channel, ROC).

Die ligandengesteuerte Ca**-Mobilisierung geschieht ublicher Weise in einer
Signalkaskade, die mit der Bindung eines Botenstoffes an einen Rezeptor der
Plasmamembran beginnt. Vermittelt Uber G-Proteine, die an der Innenseite der
Membran gelegen sind, kommt es zur Aktivierung von Enzymen, die ihrerseits
einen zweiten, intrazellularen Botenstoff, einen sog. second messenger bilden.
Dieser bindet an einen rezeptorgesteurten Ca®*-Kanal und generiert so zunachst
Uber die Ausschittung von lonen aus intrazellularen Speichern einen

2+]i-

impulsartigen, transienten Anstieg der [Ca Dieser triggert meist noch einen

Einstrom von Ca®*-lonen von Extrazellular (Clapham, D. E., 1995).

Der etablierteste Signalweg, bei dem ein von einem extrazellularen Agonisten
ausgelostes Signal Uber Feisetzung von lonen aus dem ER zum Anstieg der
[Ca®"] fuhrt, ist derjenige (ber die Phospholipase C (PLC): Die Bindung eines
Agonisten an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (G-protein-coupled receptor,
GPCR) aktiviert die PLC. Wie allgemein bekannt ist, fuhrt die Aktivierung dieses
Enzyms zur Bildung von Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG).
Ersteres bindet an einen ER-stadndigen Rezeptor mit lonenkanalfunktion und setzt
so Ca*" ins Cytosol frei (Nahorski et Potter, 1989; Berridge, 1993; Wilcox et al.,
1998).

Wahrend dies lange der einzige detailliert charakterisierte und allgemein
akzeptierte Signaltransduktionsweg dieser Art war, sind in den letzten 15 Jahren
zunehmend alternative Wege der Ca?*-Mobilisierung iiber second messenger in
den Mittelpunkt des Forschungsinteresses gerickt. Inzwischen weil3 man auch
von zyklischer ADP-Ribose (CADPR) (Cancela et Petersen, 1998) und
Nicotinsdure-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NAADP) (Genazzini et Galione, 1997;



Cancela et al., 1999), dass sie intrazellular Ca®* freisetzen, cADPR aus dem ER
und NAADP aus lysosomalen Speichern.
Unabhangig von seinem Ausldsemechanismus ist fur den Signalcharakter eines

>, nicht zuletzt seine raumliche und vor allem zeitliche

Anstiegs der [Ca
Begrenzung ausschlaggebend. Die schnelle Rickkehr der Zelle in den
Ruhezustand wird durch verschiedene ATP-verbrauchende lonenpumpen
gewahrleistet: Die Plasma-Membran-Ca?*-ATPase (PMCA) und Na'/Ca®'-
Austauscher schleusen Ca®* nach Extrazellular, wahrend die Sarco-
Endoplasmatisches-Reticulum-ATPase (SERCA) die intrazellularen Speicher
wieder auffillt (Pozzan et al., 1994; Blaustein et Lederer, 1999).

Auch die Mitochondrien scheinen eine wichtige Rolle bei der vortibergehenden
Aufnahme von Ca?* zu spielen und so vor allem an der raumlich-zeitlichen
Organisation der Ca®*-Signale entscheidend beteiligt zu sein (Jouaville et al.,

1995; Budd et Nicholls, 1996; Collins et al., 2000).

1.2. Ca**-Mobilisierung durch Sphingolipide

Eine besondere Stellung nimmt im Rahmen des Ca®*-Signalling die derzeit
intensiv beforschte Gruppe der Sphingolipide oder auch Lysophospholipide ein.
Hierzu zahlen Sphingosin-1-Phosphat (S1P), Sphingosylphosphorylcholin (SPC)
und Lysophosphatidsaure (LPA). Als Agonisten an G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren der Plasmamembran generieren sie in verschiedensten menschlichen
Zelllinien Ca?*-Signale (Tigyi, 2001; Spiegel et Milstien 2003).

Dabei aktivieren sie Uber ihre verschiedenen Rezeptoren S1P;5 und LPA;.3, die
Rezeptoren der sog. EDG-Familie (Fukushima et al., 2001), sowohl den PLC-
abhangigen Signalweg als auch einen erst kirzlich beschriebenen PLC-
unabhangigen Signalweg Uber das Enzym Sphingosinkinase (SphK). Dieses
erhoht bei Stimulation schnell und vorubergehend die Konzentration von
intrazellularem S1P durch Synthese aus Sphingosin. Dieses wiederum kann
ahnlich dem IP; Ca®*" aus dem ER mobilisieren (s. u.). In den letzten zehn Jahren
konnte fur eine Vielzahl verschiedener Rezeptoren eine Aktivierung der SphK

nachgewiesen werden: Neben den GPCRs fur S1P (Meyer zu Heringdorf et al.,



2001) und LPA (Young et al., 2000) steuern z. B. Antigenrezeptoren (Melendez
und Khaw, 2002) und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Olivera et al., 1993 und 1999)
die SphK an. Dabei ist die Zuordnung von Rezeptor und Signalweg keinesfalls
exklusiv: Manche Rezeptoren steuern sowohl die PLC als auch die SphK in einer
Zelle an oder je nach Zelltyp das eine oder das andere Enzym.

Die Vielfaltigkeit der Sphingolipide wird dartber hinaus durch das inhibitorische
Ca®’-Signalling (ber den S1P;-Rezeptor unterstrichen: dieser hemmt bei
Aktivierung die durch andere Rezeptoren ausgeldsten Ca®*-Anstiege (Meyer zu
Heringdorf et al., 2003).

Folgende Abbildung soll die fiir die in dieser Arbeit verwendeten HEK-293-Zellen

geltenden Signalwege zusammenfassen:

Acetylcholin S1P LPA
(Carbachol)

&N APA-Rezeptor
/4 ‘/‘\‘

Rezeptor

PP,/ 3> 1P,  SPH

SERJA-ATPase

Thapsigargin

Abb.1: Ubersicht zur Signaltransduktion in HEK-293-Zellen
Fur HEK-293-Zellen konnte gezeigt werden, dass extrazellulares S1P und LPA Uber GPCRs die

SphK aktivieren. Diese bildet S1P, welches wie SPC uiber einen unklaren Angriffspunkt Ca®* aus
dem ER mobilisiert. Dies geschieht unabhé&ngig von der u. a. durch Carbachol aktivierten Kaskade
Uber die PLC.

Ghosh und seine Mitarbeiter konnten an permeabilisierten glatten Muskelzellen als
erste zeigen, dass die Lysophospholipide S1P und SPC, auch unabhéangig von



Rezeptoren der Plasmamembran, gespeichertes **Ca** freisetzen und dass dies
Uber einen intrazellularen Angriffspunkt geschehen muss. Hierbei konnte es sich
nicht um die IPs-Bindungsstelle des IPs-gesteuerten Ca?*-Kanals handeln, da der
Effekt auch bei Blockade mit Heparin zu beobachten war (Ghosh et al., 1990,
1994).

Fur SPC konnten diese Ergebnisse an verschiedenen Zellen wie Pankreas-
Azinus-Zellen, Schilddrisenzellen, Endothelzellen und embryonale Nierenzellen
bestatigt werden (Meyer zu Heringdorf et al., 2002). Fir S1P konnte die Ca**-
Mobilisierung an permeabilisierten Zellen dagegen von anderen Arbeitsgruppen
lange Zeit nicht reproduziert werden. Dass auch S1P intrazellular und unabhéngig
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wirksam ist, wurde jedoch u. a. durch
Mikroinjektion an intakten HEK-293-Zellen unter vollstandiger Blockade der
GPCRs mit Pertussistoxin (PTX) gezeigt (Meyer zu Heringdorf et al., 1998). Die
Mikroinjektion stellt allerdings u. a. durch die dabei notwendigen hohen
Konzentrationen einen nicht unerheblichen Engriff in die Integritat der Zelle dar.
Daher war es wichtig, dass es 2003 gelang, zu zeigen, dass intrazellular durch
Photolyse generiertes S1P in der Lage ist, Ca®** zu mobilisieren (Meyer zu
Heringdorf et al., 2003a). Man weiR, dass die Ca**-Freisetzung, sowohl durch SPC
als auch durch S1P aus Thapsigargin-sensitiven Speichern, also dem ER, erfolgt.
Die Frage nach dem intrazellularen Angriffspunkt der Sphingolipide und auch
danach, ob es sich fur SPC und S1P um ein und denselben Rezeptor handelt, ist

zurzeit noch nicht beantwortet und Gegenstand intensiver Forschung.

1.3. Rolle von CHERP bei der Ca**-Mobilisierung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des kurzlich entdeckten Calcium
Homeostasis Endoplasmatic Reticulum Protein (CHERP) bei der Calcium-
Mobilisierung zu untersuchen.

CHERP, ein Protein mit einem Molekulargewicht von 100 kD und zwei
Transmembrandoménen, wurde im Jahr 2000 mittels eines Antikdrpers aus einer
Expressionsbibliothek von humanen Erythroleukéamiezellen (HEL-Zellen) isoliert

(La Plante et al., 2000). In diesen Zellen wurde mittels Immunzytochemie
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nachgewiesen, dass CHERP mit dem IP3-Rezeptor der ER-Membranen
kolokalisiert (La Plante et al., 2000; O Rourke et al., 2003). Die 4,0 kb-mRNA des
CHERPs lie3 sich in allen menschlichen Zelllinien nachweisen. Herz- und
Skelettmuskelzellen, die durch die Spezialisierung auf die Kontraktion einen hoch
differenzierten Calciumstoffwechsel besitzen, verfigen Uber ein zusatzliches 6,4
kb —Transkipt (La Plante et al., 2000; O Rourke et al., 2003).

Transfiziert man HEL-Zellen mit einem CHERP-antisense-Konstrukt, reduziert also
die Expression des Proteins, so kommt es zu einer massiven
Proliferationshemmung sowie zu einer deutlichen Verminderung der Thrombin-
induzierten Ca®*-Mobilisierung aus intrazellularen Speichern (La Plante et al.,
2000; O'Rourke et al., 2003). Dies zeigt, dass CHERP einen Einfluss auf das
Rezeptor-vermittelte Ca®*-Signalling ausiibt. Uber seine genaue Funktion in
diesem Zusammenhang war zu Beginn dieser Arbeit nichts bekannt. Daher
untersuchten wir im Rahmen dieser Arbeit die Auswirkungen der CHERP-

Uberexpression auf

1. die Ca**-Speicherung
2. die Ca**-Mobilisierung durch verschiedene Agonisten

3. die Ca**-Freisetzung durch intrazellulare Stimuli

Hierzu wurden HEK-293-Zellen verwendet, die auch endogen CHERP
exprimieren, was mittels PCR nachgewiesen wurde. Die gewéhlte HEK-Zell-Linie
HEK-293 exprimiert aulRerdem endogen stabil den Ms-Rezeptor, einen
muskarinergen Acetylcholin-Rezeptor, sowie G-Protein-gekoppelte S1P- und LPA-
Rezeptoren. Dementsprechend untersuchten wir die Wirkung der CHERP-
Uberexpression (bzw. der reduzierten CHERP-Expression durch Transfektion mit
CHERP-antisense) auf die Stimulation mit den extrazellularen Botenstoffen
Carbachol, Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Lysophosphatidsaure (LPA).

Im nachsten Schritt galt es, festzustellen, inwieweit die Ca®*-Mobilisierung durch
second messenger von CHERP beeinflusst wurde. Hierbei wurde zunachst der
Einfluss von CHERP auf die Wirkung von IP3; untersucht, welches Uber ein
Rezeptorprotein mit lonenkanalfunktion Ca®* aus dem ER freisetzt. Als nachstes

sollte dann der Einfluss von CHERP auf die intrazellulare Ca**-Freisetzung durch
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.neuere” Substanzen mit second messenger-Funktion, die Sphingolipide S1P und

SPC untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

ATP

BSA, fettsaurefrei
Chloroquin
Carbachol
Digitonin

EGTA

Ethanol
Fura-2/AM
Glycerol

HEPES

IP3
Kreatinkinase
Kreatinphosphat
LPA

Methanol
Milchpulver
Mowiol

Saponin

S1P

SPC

Hersteller/Lieferfirma

Boehringer Mannheim

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

J.T. Baker
Molecular Probes
Sigma
Serva
Biomol
Sigma
Sigma
Sigma

J.T. Baker
Merck
Calbiochem
Sigma
Biomol

Biomol
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2.1.2. Zellkulturmaterialien

DMEM/F12 (Kulturmedium)
FKS

G418

P/S-L6sung

(10 000 U/ml Penicillin G, 10 mg/ml Streptomycin)

Sterilfilter (0,22 pum)

Trypanblau

Zellkulturschalen (g 145 mm)
Zentrifugenrdéhrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.3. DNA-Konstrukte und Antikorper

pcDNA3.1-Vektor
humanes CHERP in pcDNAS3.1-Vektor

CHERP-antisense in pcDNA3.1-Vektor
pECFP-ER

pECFP-Golgi

Anti-FLAG-Antikorper (Maus)
Anti-Maus IgG/FITC-Konjugat

2.1.4. Radiochemikalien

**CaCl,
Spezifische Aktivitat: ca. 50 mCi/mg

Hersteller/Lieferfirma

Gibco
Gibco/Biochrom
Gibco-BRL

Gibco/Seromed
Sartorius

Seromed, Biochrom
Greiner

Greiner

Hersteller/Lieferfirma

Invitrogen

De-an Wang,
Memphis

Kerstin Danneberg,
Essen

Clontech

Clontech
Stratagene

Sigma

Hersteller/Lieferfirma

NEN Life Science

products
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2.1.5. Sonstige Materialien Hersteller/Lieferfirma

Glasfaserfilter (GF/C) Whatman

Emulsifier Scintillator Plus/299 Packard
Kunststoff-Einmalklvetten Sarstedt
Pasteurpipetten Brand
Reaktionsgefal3e (1,5 ml, 3,5 ml, 6,5 ml) Sarstedt
Szintillationsgefalie Packard

2.1.6. Kits Hersteller/Lieferfirma
Plasmid-Reinigungs-Kit: ,Plasmid-Mega-Kit" Qiagen

2.1.7. Haufig verwendete Pufferlésung

HBSS-Puffer (pH 7,4):

NacCl 118 mM
KCI 5mM
CacCly 1 mM
MgCl, 1mM
Hepes 15 mM
Glucose 5mM
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

HEK-293-Zellen wurden in DMEM/F12-Medium mit Zusatz von 10 % FKS, 1 %
P/S-Lésung und 0,5 mg/ml G418 bei 5% CO, und 37°C kultiviert. Bei 70-90 %
Konfluenz wurden die Zellen durch einen Flussigkeitsstrom abgelost, zur
Subkultivierung auf weitere Kulturschalen aufgeteilt und mit frischem
Kulturmedium versorgt. Einen Tag vor dem Experiment wurden die Zellen
serumdepletiert, d. h. mit Serum-freiem Medium einmal gewaschen und
anschlieBend mit diesem unter sonst gleichen Bedingungen weiter kultiviert.
Mindestens 24 h vor dem Experiment wurde aul3erdem die G418-Exposition
beendet.

Alle der folgenden Untersuchungen wurden an HEK-293-Zellen in Suspension
vorgenommen. Dazu wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums mit 4°C
kaltem HBSS abgel6st, 5 min bei 500 x g zentrifugiert, einmal in HBSS gewaschen
und erneut zentrifugiert. Nach Resuspension in HBSS wurden die Zellen bis zum
Beginn des Experiments auf Eis gelagert.

Zur Einstellung der fir das jeweilige Experiment gewinschten Zellzahl wurde
entweder eine Proteinbestimmung (s. u.) oder eine Zellzdhlung mit einer

Neubauer-Zahlkammer durchgefihrt.

2.2.2. Transfektion

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden nach der
Calciumphosphatmethode transient transfiziert. Das CHERP-Konstrukt (NCBI
Accession-Nr. NM006387) wurde freundlicher Weise von De-an Wang (University
of Tennessee, Memphis, USA) zur Verfigung gestellt. Bei dem Vektor handelte es
sich um ein pcDNA3.1-Plasmid. Zur DNA-Gewinnung wurde dieses in
Bakterienkultur (E. coli in LB-Medium) vervielfacht und mit Hilfe des ,Plasmid-
Mega-Kits* der Firma Qiagen isoliert. Das CHERP-Konstrukt war N-terminal
FLAG-tag-gekoppelt, so dass das exprimierte Protein durch Immunfarbung

16



darstellbar war, was man sich u. a. bei der Kontrolle der Transfektionseffizienz zu
Nutze machte.

Die in dieser Arbeit als Kontrollen verwendeten Zellen wurden der gleichen
Behandlung unterzogen wie die CHERP-Zellen, nur dass an Stelle des CHERP-
Gens mit dem entsprechenden ,leeren* pcDNA3.1-Plasmid transfiziert wurde. Der

gesamte Transfektionsvorgang fand unter sterilen Bedingungen statt.

Es wurden 100 pg DNA pro zu transfizierender Zellkultur-Schale verwendet, die
zunachst mit 25 yl 3 M Na-Acetat-Losung und 250 pl 100%-igem Ethanol
ausgefallt wurden. Nach zehnminttigem Zentrifugieren bei 13000 U/min wurde der
Uberstand abgenommen und es wurde mit 500 pl 70%-igem Ethanol einmal
gewaschen. Nach Entfernen des Alkohols wurden je 100 pg DNA in 700 pl
sterilem Wasser resuspendiert und mit 300 pl 2M CaCl, versetzt. Phosphat zur
Kristallbildung wurde in Form von 1 ml kaltem HeBS 2x-Puffer (s. u.)
tropfchenweise zugegeben. Nach 10 min wurde die auskristallisierte DNA auf die
mit einer Endkonzentration von 0,1 mM Chloroquin vorbehandelten Zellen
gegeben.

Nach vierstindiger Inkubation wurde das Medium abgesaugt und fir 2 min 5 ml
mit 15 % Glycerol versetzter HeBS-Puffer zur Steigerung der
Transfektionseffizienz auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden mit Serum-
freiem Medium gewaschen und anschlie@end unter o. g. Bedingungen

weiterkultiviert. Die Versuche fanden am 2. oder 3. Tag nach Transfektion statt.

HeBS 2x-Puffer (pH 7,05):
280 mM NaCl

50 mM HEPES

1,48 mM Na,HPO,

17



2.2.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte photometrisch mit Hilfe des
Farbstoffes Coomassie-Blue, der in Proteinbindung ein Absorptionsmaximum bei
595 nm aufweist. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurde eine
Proteinstandardléosung  (y-Globulin-Lyophilisat vom Rind) verwendet. Die
Bestimmungen erfolgten in Doppelwerten. Je 0, 10, 20, 30 und 40 ul der
Standardlésung wurden genauso wie die zu untersuchenden Proben in Kivetten
pipettiert und mit H,O auf ein Volumen von 800 pl aufgefillt. Frihestens 5 min,
spatestens 60 min nach Zugabe von 200 ul Bradford-Farbreagenz wurde die
Extinktion bei 595 nm im Spektrophotometer (LKB Biochrom Ultraspec II,
Pharmacia) gemessen. Aus den Standardwerten wurde durch lineare Regression
eine Eichgerade erstellt, an Hand derer mit dem eingesetzten Probenvolumen und
der gemessenen Extinktion die Proteinkonzentration der Probe berechnet werden

konnte.

2.2.4. Immunfluoreszenzfarbung und subzellulare Lokalisierung von
CHERP

Die CHERP-DNA im pcDNA3.1-Vektor ist an ein FLAG-tag gekoppelt. Somit lasst
sich das exprimierte Protein mit einem Anti-FLAG-Antikdrper markieren. Bindet
hieran wiederum ein Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter zweiter Antikdrper, so wird
CHERP unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

Fur die Farbung wurden die transfizierten Zellen auf speziellen, zur Zellkultur
geeigneten Objektragern (culture slides, Falcon) kultiviert. Nach zweimaligem
Waschen mit HBSS wurden sie 4 min mit Methanol auf Eis fixiert und nochmals
gewaschen. Eine einstindige Inkubation mit HBSS/Milchpulver-Suspension bei
37° C diente der Verminderung der Hintergrundfarbung. Nach Entfernung des
Milchpulvers wurde fir eine Stunde mit Anti-FLAG-Mauseantikorper (Verdiinnung
in HBSS/BSA 1 % gemal’ Herstellerangaben) bei weiterhin 37° C inkubiert. Den
gewaschenen Zellen wurde nochmals fir eine halbe Stunde Milchpulver

zugesetzt, bevor dann fur eine Stunde die Inkubation mit dem FITC-konjugierten
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Anti-Maus-Antikérper  (Verdinnung in HBSS/BSA 1 % gemadl den
Herstellerangaben) stattfand. Nach erneutem Waschen wurde der culture slide-
Aufsatz mit Hilfe von Ethanol entfernt. Nach Aufpipettieren des Klebstoffes Mowiol
auf die angetrockneten Zellen konnte das Ganze mit einem Deckglaschen
versehen werden. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz, die bei den fur die
Experimente verwendeten Zellen bei ca. 30 % lag, wurden die gefarbten Zellen mit
dem FITC-Filter eines Zeiss Axiovert 100-Fluorezenzmikroskops betrachtet. Zur
genaueren Analyse der subzellularen Lokalisation von CHERP wurden die Zellen
mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 Zeiss, Objektiv Plan-
Apochromat 63x / 1.4 oil / DIC) analysiert. Die Exzitation erfolgte mit Laserlicht der
Wellenldnge 514 nm, die Emission wurde bei Wellenlangen dber 530 nm
gemessen. Durch zusatzliche Transfektion der Zellen mit kommerziell erhaltlichen,
organell-spezifischen Markerproteinen wurde die Zuordnung der CHERP-
Lokalisation zu definierten Zellorganellen ermdglicht. Bei den verwendeten
Markerproteinen handelte es sich um cyan-fluorescent-protein (CFP), ein
fluoreszierendes Protein, welches je nach Erkennungssequenz spezifisch im
Endoplasmatischen Reticulum (ER-CFP) oder im Golgi-Apparat (Golgi-CFP)
exprimiert wird. Am zweiten oder dritten Tag nach Transfektion wurden die Zellen
nach oben beschriebener Vorgehensweise mit anti-FLAG und FITC-konjugiertem
anti-Maus-Antikorper gefarbt. Zusatzlich zu FITC-spezifischen Wellenlangen (s. 0.)
wurden die CFP-spezifischen Wellenlangen eingesetzt (Exitation: 458 nm,
Emission:. LP 475 nm). In der Uberlagernden Darstellung beider
Anregungswellenlangen lasst sich dann eine rdumliche Beziehung von CHERP
zum markierten Zelllorganell ableiten. Die Betrachtung erfolgte wie oben
beschrieben unter einem Laser-Scanning-Mikroskop und die Ergebnisse wurden

mit einer Pixeldichte von 1024 x 1024 pixel dokumentiert.

2.2.5. Messung der intrazellularen Calciumkonzentration [Ca®'];

Die Konzentration von freiem intrazellularem ca® wurde
fluoreszenzspektrometrisch nach der Methode von Grynkiewicz et al. (1985) mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2/AM und eines Spektrofluorometers
(Hitachi F-2000) bestimmit.
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Hierbei wird der membrangéangige Pentaacetomethoxyester (AM-Ester) des Fura-
2 den intakten Zellen zugegeben, wobei er ins Zytoplasma diffundiert. Hier wird er
durch unspezifische Esterasen hydrolysiert. Fur freies apolares Fura-2 ist die
Membran impermeabel, was dazu flihrt, dass es in der Zelle akkumuliert. Es
bindet nun cytosolisches Ca**, so dass sich ein Gleichgewicht zwischen der freien
und der Ca?'-gebundenen Form einstellt. Da sich die beiden Formen in ihren
Anregungsspektren unterscheiden, ist es nun moglich, anhand der
Fluorezenzmessung bei Kenntnis der Dissoziationskonstante Fura-2/Ca®" die

2+]i

aktuelle [Ca”"]i zu berechnen (siehe unten).

Beladen der Zellen

Den wie oben beschrieben in HBSS gewaschenen und nun in Suspension
befindlichen Zellen wurde Fura-2/AM in einer Endkonzentration von 1 pM
zugesetzt. Sie wurden eine Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtschutz
inkubiert, erneut zweimal in HBSS gewaschen und dann mit einer Zellzahl von

1x10° auf Kiivetten verteilt.
Messung

Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur. Unter kontinuierlich wechselnden
Anregungswellenldangen von 340 nm (Ca®‘-gebundenes Fura-2) und 380 nm
(Ca**-freies Fura-2) wurde die Emission bei 510 nm gemessen.

Die beiden Emissionskurven wurden wahrend des ganzen Experiments am
Bildschirm des Fluoreszenzspektrometers verfolgt. Nach Einstellung einer ruhigen
Basislinie wurde nach 30 s bis 60 s der in der jeweiligen Untersuchung zur
Stimulation verwendete Agonist zugesetzt. Die Freisetzung von Ca** aus dem ER
filhrte zur Verschiebung zu Gunsten der Ca**-gebundenen Form von Fura-2.

Nach Abklingen des Stimulationsmaximums wurde die maximale Emission von
Fura-2 in der Ca?*-gebundenen Form (Faigi oder Fnax) durch Permeabilisierung der
Zelle mit 0,02 % Digitonin bestimmit.

Nach Behandlung der Zellen mit dem Komplexbildner EGTA (10 mM), wurde das

Emissionsmaximum der Ca®*-freien Form von Fura-2 (Fegra bzw. Fmin) ermittelt.
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Zur genaueren Differenzierung von Ca?*-Anstiegen wurden auBerdem Messungen
in funktionell Ca**-freiem Medium durchgefiihrt. Der hierfir verwendete Puffer
enthielt 50 pM EGTA, um zunéchst eine subnanomolare [Ca?'] zu gewéhrleisten,
die durch Fura-2 nicht detektiert werden konnte. Im Verlauf des Experiments
wurden 1 mM CaCl, zugesetzt und weitere Messwerte erhoben. Die Lyse der
Zellen und die abschlieliende Komplexierung wurden anschlielRend wie gewohnt
durchgefuhrt.

Berechnung der intrazellularen Calciumkonzentration
Die [Ca®*]i wurde aus den Werten der Fluoreszenzmessung nach der Ratio-
Methode von Grynkievicz (Grynkievicz et al., 1985) nach folgender Gleichung

berechnet:

[Ca®* ]i = Ky X (Rt — Rmin) / (Rmax — Rt) X Frminago / Fmaxaso

[Ca®" ]; = intrazellulare Calciumkonzentration zum Zeitpunkt t

Kg = Dissoziationskonstante Fura-2 /Ca** bei 37°C (224 nM)

R¢ = Fmax / Fmin Zum Zeitpunkt t

Rmax = Fmaxaao / Fmaxsso hach Permeabilisierung in Gegenwart von 1 mM
Ca2+

Rmin = Fmaxsao / Fmaxsso hach Permeabilisierung und Zugabe von 4 nM

EGTA

Fmax3so = Intensitat der Emission bei I=380 nm nach Permeabilisierung

Fmin 380 = Intensitat der Emission bei I= 380 nm nach Permeabilisierung und

Zugabe von 10 mM EGTA
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2.2.6. Messung von gespeichertem **Ca®" an permeabilisierten Zellen

Das Prinzip dieses Experiments besteht darin, die Ca**-Speicher der Zelle mit
radioaktivem “°Ca®* aufzufiillen, welches sich anschlieRend anhand der
Szintillationsmessung quantifizieren lasst. Dadurch kann man sowohl das
Speicherungsverhalten der Zellen untersuchen, als auch das AusmafR der Ca*-
Freisetzung nach Stimulation.

Die Zellen wurden hierzu zunachst mit der Substanz Saponin behandelt, welche
selektiv die Plasmamembran permeabilisiert, wahrend die Membranen des ERs
intakt bleiben. Den Zellen wurde nun “*Ca®" zugegeben, welches durch
energieverbrauchende Prozesse ins ER aufgenommen wird. Die Anwesenheit von
Kreatinphosphat und Kreatinkinase ermoglichte die Regeneration des
verbrauchten ATPs, so dass dies keinen limitierenden Faktor der Ca®'-
Speicherung darstellte.

Da die Plasmamembran als Barriere wegfallt, konnten zur Stimulation Substanzen
mit intrazellularem Angriffspunkt zugegeben werden, deren Wirkung sich an
intakten Zellen kaum untersuchen liel3e.

Nach Abstoppen der Reaktion blieben im Filter die intakten Membranen des ERs
und somit das darin befindliche “°*Ca*" zuriick, wahrend der bei einer Stimulation
ins Cytosol freigesetzte Anteil den Filter passierte und verworfen wurde.

Permeabilisierung und Inkubation mit °*Ca?*

Die Zellen wurden in HBSS abgel6st, gewaschen und nach Resuspension in
Assay-Puffer (siehe unten) bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Wahrenddessen
wurde eine Proteinbestimmung wie oben beschrieben durchgefihrt und
anschlieBend die Zellsuspension auf 4 mg Protein pro ml eingestellt. Der
Reaktionsmix wurde ebenfalls auf Eis angesetzt, indem dem 2x- Perm-Puffer
(sieche unten) Kreatinphosphat, Kreatinkinase, Saponin und “*Ca** zugegeben
wurden. Die Experimente fanden im Wasserbad bei 37°C statt, wo die Zellen
ebenso wie der Reaktionsmix nach Zugabe von ATP vor Beginn 5 min
akklimatisiert wurden. Mit Zugabe von Zellsuspension zum Reaktionsmix startete
die Permeabilisierung und Speicherung bei folgenden Endkonzentrationen in
einem Gesamtvolumen von 100 pl: 135 mM KCI, 2,5 mM MgCI, 0,05 mM EGTA,
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0,02 mM CaCl, 20 mM HEPES, 30 pug/ml Saponin, 10 mM Kreatinphosphat, 10
U/ml Kreatinkinase, 1 mM ATP und 0,2 pCi /ReaktionsgefaR “°Ca?".

Messung des Zeitverlaufs der **Ca®*-Speicherung

Die Reaktionsgefal3e, in denen Zellen in Reaktionsmix jeweils in An- oder
Abwesenheit von ATP inkubiert wurden, wurden einem strengen Zeittakt folgend
nach exakt 30 s, 1 min, 3 min oder 10 min aus dem Wasserbad enthommen und

die Reaktion mittels Zugabe 2,5 ml eiskalten Stopp-Puffers (siehe unten) beendet.

Stimulation mit intrazellularen Botenstoffen

Die zur Stimulation verwendeten intrazellularen Botenstoffe waren IP; und SPC,
die in verschiedenen Endkonzentrationen nach einer Speicherungszeit von 5 min
dem Reaktionsansatz beigemischt wurden. Fur Kontrollmessungen wurde das
gleiche Volumen (10 pl) in Form der Lésungsmittel H,O bzw. BSA zugeben. Nach
einer Stimulationszeit von 5 min wurde ebenfalls mit 2,5 ml eiskaltem Stopp-Puffer

abgestoppt.

Filtration und Radioaktivitatsbestimmung

Die mit Stopp-Puffer behandelte Zellsuspension wurde Uber einen Glasfaserfilter
abfiltriert. Nach zweimaligem Waschen mit je 2,5 ml Stopp-Puffer wurde die im
Filter zurlckgebliebene Radioaktivitat in einem Flussigkeitsszintillationszahler
bestimmt. Das Filtermaterial wurde hierzu in Szintillationsgefa3e gegeben und mit

5 ml Szintillatoremulsion aufgefulit.
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Assay-Puffer

KCI 135 mM
MgCl 2,5 mM
EGTA 1mM
Hepes pH 7,1 20 mM

Stopp-Puffer

KCI 150 mM
MgCl 5 mM
EGTA 1mM
Hepes pH 7,1 20 mM

2x-Perm-Puffer

KCI 270 mM
MgCl 5mM
EGTA 2 mM
Hepes pH 7,1 40 mM

2.2.7. Prasentation und statistische Auswertung der Messwerte
Die Graphiken wurden mit dem Programm Prism 3.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA) erstellt. Die statistische Auswertung der Daten zur Ca®*-Messung

erfolgte mit Hilfe des one-sample t-test.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Subzellulare Lokalisation von CHERP

Die Lokalisation von CHERP in der Zelle wurde in dieser Arbeit mittels
Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Dazu wurden die Zellen jeweils mit einem
bekannten, organellspezifischen Marker transfiziert. Geeignet waren hierfur
Konstrukte des cyan fluorescent proteins (CFP), die mit Erkennungssequenzen
entweder fir das ER oder den Golgi-Apparat gekoppelt waren. Die
Uberexpression von ER-CFP oder Golgi-CFP markierte folglich die genannten
Organellen durch Fluoreszenz des CFP.

Die Zellen wurden aul3erdem mit CHERP transfiziert. Dieses liel3 sich durch einen
Antikbrper gegen sein FLAG-tag und einen wiederum daran bindenden,
fluoreszierenden Antikorper ebenfalls spezifisch markieren.

Abbildung 2 zeigt mit CHERP transfizierte HEK-293-Zellen unter dem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop. Im ersten Bild der oberen Reihe erfolgte die Anregung
mit Licht der Wellenlange 458 nm, was zur Fluoreszenz (blau) des Golgi-Markers
CFP-Golgi fuhrte. Im zweiten Bild fluoreszierte unter 514 nm das FLAG-
gekoppelte CHERP (gelb). Die Giberlagernde Darstellung durch Anregung mit Licht
beider Wellenlangen im dritten Bild zeigte die rdumliche Unabh&ngigkeit von
Golgi-Apparat und CHERP, d. h. CHERP kommt in den Membranen des Golgi
nicht vor.

In der zweiten Reihe wurde ebenso verfahren. CFP (blau) markierte hier jedoch
spezifisch das ER. In der Uberlagerung war die blaue ER- von der gelben
CHERP-Fluoreszenz raumlich nicht zu trennen, was in einem grinen
Farbeindruck resultierte.

Das Ergebnis dieser Immunfarbung bestatigt fur die hier verwendeten HEK-293-
Zellen das, was La Plante et al. bereits durch Co-Lokalisierung mit dem IPs-
Rezeptor fir HEL-Zellen gezeigt hatten: CHERP ist Bestandteil der ER-
Membranen (La Plante et al., 2000).
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Abb. 2: Immunfarbung von FLAG-gekoppeltem CHERP in CFP-Golgi und
CFP-ER transfizierten Zellen
Die Zellen wurden mit CHERP und entweder CFP-Golgi oder CFP-ER transfiziert. Am zweiten oder

dritten Tag nach Transfektion wurde CHERP mit einem anti-FLAG und einem FITC-konjugierten
Antikérper gefarbt. Die mikroskopische Analyse erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop.
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3.2. Die Rolle von CHERP bei der Ca**-Mobilisierung in intakten Zellen

3.2.1. Einfluss von CHERP auf die [Ca*"];-Anstiege durch verschiedene
Agonisten

Die Arbeitsgruppe um La Plante hatte bereits gezeigt, dass die Transfektion von
HEL-Zellen mit CHERP-antisense die Thrombin-induzierte Ca**-Freisetzung
vermindert (La Plante et al., 2000). Uber den dafir verantwortlichen Mechanismus
und vor allem den Einfluss von CHERP auf andere Ca**-mobilisierende Agonisten
war nichts bekannt. In den folgenden Untersuchungen wurde der Einfluss der
CHERP-Uberexpression auf [Ca®*']-Anstiege durch Carbachol, S1P, LPA und
Thapsigargin gemessen.

Carbachol induziert in den hier verwendeten HEK-293-Zellen [Ca®"];

-Anstiege Uber
den stabil transfizierten Ms-Muskarinrezeptor, welcher stark an den PLC/IP3-
Signalweg koppelt (Sandmann et al., 1991). S1P und LPA sind Agonisten an G-
Protein-gekoppelten Lysophospholipid-Rezeptoren (Ishii et al., 2004). S1P
induziert in HEK-293-Zellen [Ca*']-Anstiege ohne dabei eine messbare PLC-
Aktivierung auszulésen (Meyer zu Heringdorf et al., 2001). Dagegen spielt der
SphK/S1P-Signalweg eine entscheidende Rolle fiir S1P-induzierte [Ca®*]-Anstiege
in diesen Zellen (Meyer zu Heringdorf et al., 2001). Auch LPA-Rezeptoren kdnnen
diesen Signalweg zur Induktion von [Ca®]-Anstiegen verwenden (Young et al.,

2000).

CHERP-Uberexpression ibte keinen Effekt auf die Carbachol-induzierte Ca**-
Freisetzung aus. Weder bei Stimulation im Bereich submaximal wirksamer
Konzentrationen von 0,3 uM, noch bei maximal wirksamen Konzentrationen von
100 pM Carbachol zeigte sich ein signifikanter Unterschied im [Ca?']-Anstieg
zwischen CHERP- und Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu fielen die Anstiege der
[Ca®*]; bei Stimulation mit S1P in CHERP-transfizierten Zellen um ca. 40 % hoher

aus als in den Kontrollen (Abb. 3).
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Abb. 3: Einfluss von CHERP-Uberexpression auf den Anstieg der [Ca**]inach

Stimulation mit Carbachol und S1P

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Die mit Fura-2 beladenen HEK-
293-Zellen wurden mit den Agonisten Carbachol und S1P in den angegebenen Konzentrationen
stimuliert. Die im Hitachi-Fluoreszenzspektrometer gemessenen Anstiege der [Ca®']; sind in nM
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- S.D. aus einem reprasentativen Experiment, das in
3 -fach Bestimmung durchgefuhrt wurde. * p <0,05

Weiterhin wurde der Einfluss von CHERP-Uberexpression auf Thapsigargin-

induziert [Ca®);

-Anstiege Uberprift. Die Substanz Thapsigargin ist ein Hemmstoff
der Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca®* ATPase (SERCA), einer
lonenpumpe, die ATP-abhiangig Ca®'-lonen aus dem Cytosol ins ER
riicktransportiert. Bei ihrer Hemmung lauft der Ca**-Gehalt der Speicher aus, so
dass Thapsigargin-induzierte [Ca®"];
des ER.

In CHERP-transfizierten HEK-293-Zellen unterschied sich die basale [Ca*']; mit

-Anstiege abhangig sind vom Fullungszustand

Werten von 50 bis 60 nM nicht von der der vektortransfizierten Kontrollzellen (Abb.
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4). Auf Stimulation mit S1P reagierten die CHERP Uberexprimierenden Zellen mit
einer Steigerung der [Ca®"]i um ca. 300 % des Ausgangswertes, wahrend dieser
Anstieg in Kontrollzellen ungefahr 100 % des Ausgangswertes betrug.

Im Gegensatz dazu zeigte sich kein signifikanter Unterschied in dem durch
Thapsigargin ausgeldsten [Ca®*]-Anstieg, er betrug in beiden Zelltypen mehr als
300 % des Basalwertes (Abb. 4).

CHERP scheint also keinen Einfluss auf die Ca?*- Speicherung auszuiiben. Man
konnte auch sagen, die deutlich verstarkte Reaktion auf S1P lasst sich weder
durch eine héhere Basalkonzentration noch durch einen héheren Fillungsgrad der

Speicher erklaren.
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Abb. 4 : Einfluss von CHERP-Uberexpression auf die basale [Ca*]; und

Anstiege der [Ca®']; durch S1P und Thapsigargin

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. In den mit Fura-2 beladenen HEK-
293-Zellen wurde zunachst die basale [Ca*'] bestimmt (angegeben in nM). Dann wurde mit den
Agonisten S1P und der SERCA-Hemmstoff Thapsigargin in den angegebenen Konzentrationen
stimuliert. In der linken Halfte der Abb. ist die basale [Ca®"]; dargestellt, in der rechten der Stimulus-
induzierte [Ca*]-Anstieg. Die Daten sind Mittelwerte +/- S.D. aus einem reprasentativen

Experiment, das in 3 -fach Bestimmung durchgefiihrt wurde. ** p < 0,01
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Die folgende Abbildung 5 fasst den Effekt der CHERP-Uberexpression auf
Anstiege der [Ca®']; an intakten HEK-293-Zellen durch verschiedene Stimulantien

zusammen.
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Abb. 5: Zusammenfassung des Einflusses von CHERP-Uberexpression auf

2+] i

die Anstiege der [Ca”']; durch verschiedene Substanzen

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Die Messung erfolgte am zweiten
oder dritten Tag nach Transfektion. Die mit Fura-2 beladenen HEK-293-Zellen wurden mit den
Ca”**-mobilisierenden Substanzen nach etwa 60 s in den angegebenen Konzentrationen stimuliert.
Die Anstiege der [Ca®*]; werden angegeben in % des Anstieges in Kontroll-Zellen. Dargestellt sind
die Mittelwerte (+/- S.E.M.) aus einer verschiedenen Anzahl unabhangiger Experimente, (S1P 1
M n=16,S1IP10nMn=3,Carb 100 pM n=3,Carb 0,3 pM n=5,LPA10upMn=2, TG 1 uM n
=4, ** p < 0,001)

2+]i auf

Die Uberexpession von CHERP steigerte S1P-induzierte Anstiege der [Ca
im Mittel 129,3 +/- 0,5 % des Anstieges in Kontrollzellen bei Stimulation mit 10 nM
und auf im Mittel 150,5 +/- 9,3 % bei Stimulation mit 1 yM S1P. Die durch
Carbachol ausgelosten Anstiege wurden mit 97,3 +/-11,6 % bei 100 uM bzw. 102
+/- 5,3 % bei 0,3 pM nicht beeinflusst. Eben sowenig wie die Thapsigargin
induzierten Anstiege mit 103,5 +/- 3,4 %. Die Daten fir das Sphingolipid LPA

scheinen auf eine Steigerung der Ca?'-Freisetzung unter CHERP-Einfluss
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hinzuweisen, sind jedoch nicht signifikant. Fur sichere Aussagen sind hier weitere

Experimente erforderlich.

3.2.2. Einfluss von CHERP auf die Ca**-Mobilisierung im Vergleich zum
Ca?*-Einstrom

Anstiege der [Ca®"];

kénnen prinzipiell sowohl durch Freisetzung der lonen aus
intrazellularen Speichern, als auch durch deren Einstrom von Extrazellular bedingt
sein. Bei vielen Signalen findet man eine Kombination beider Wege: die Liganden
setzen durch spezifische Bindung an einen Rezeptor zunachst Ca?* aus dem ER

", bzw. die Entleerung der Ca*-Speicher einen

frei, woraufhin der Anstieg der [Ca
weiteren Einstrom von auf3en auslost (Berridge et al. 2000).

Wird die Messung in Ca**-freiem Medium durchgefiihrt, so ist letzterer Teil des
Signals solange nicht méglich, bis Ca** wieder zugesetzt wird. Auf diese Weise
kann man beide Komponenten getrennt darstellen. Werden CHERP- und
Kontrollzellen vergleichend untersucht, so erhalt man weiteren Aufschluss

dariiber, welche Teile des Signals durch die Uberexpresssion beeinflusst werden.

Abbildung 6a zeigt die [Ca®"] in intakten HEK-293-Zellen nach Beladung mit Fura-
2/AM. Zu sehen ist die Kurve der [Ca®']; Uber der Zeit, in der Form, wie sie bei
allen hier durchgefilhrten Ca®**-Messungen auf dem Monitor des Hitachi-
Fluoreszenzspektrometers verfolgt werden konnte. Wie man sieht, betrug die
[Ca®"], im Ruhezustand (Baseline, Phase 1) unabhangig von der CHERP-
Transfektion ca. 50 nM. Nach Stimulation mit 1 uyM S1P kam es zum raschen

.. In vektortransfizierten Zellen erreichte er maximal Bereiche

Anstieg der [Ca
von 100 nM. In CHERP-Zellen lag der Spitzenwert mit tber 140 nM deutlich
dariiber (Phase 2). In beiden Zelltypen wurde die Baseline etwa 60 s nach
Stimulation wieder erreicht (Phase 3). Auf Zugabe von 1 mM CaCl, zum Medium
reagierten sie nun mit einem erneuten Anstieg. Diesmal zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen CHERP- und Kontrollzellen.
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Abb. 6a: Einfluss von CHERP auf Ca?*-Mobilisierung und Ca?**-Einstrom

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Mit Fura-2/AM beladene HEK-293-
Zellen wurden in Ca*'-freiem Medium in Anwesenheit von 50 UM EGTA nach Einstellung einer
stabilen Baseline nach etwa 60 s mit 1 pM S1P stimuliert. Nach Ruckkehr in den Ruhezustand

wurden dem Medium 1 mM CacCl, zugesetzt. Dargestellt ist ein reprasentatives Einzelexperiment.

Besonders deutlich wird der Einfluss von CHERP auf die Mobilisierung bzw. sein

2+]i

fehlender Einfluss auf Baseline und Einstrom, wenn der Anstieg der [Ca”']; als

Prozent des Anstiegs in Kontrollzellen dargestellt wird (Abb. 6b).
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Abb. 6b: Einfluss von CHERP auf Ca**-Mobilisierung und Ca**-Einstrom

Durchfihrung der Experimente wie unter Abb. 5a beschrieben. Die Mittelwerte der Kontrollen sind
als 100 % gesetzt und die Werte der CHERP-Zellen in % der Werte der Vektor-transfizierten Zellen

angegeben. Es handelt sich um Mittelwerte +/- S.E.M. aus 3 Experimenten. * p < 0,05

Die Ergebnisse dieses Experiments sind ein weiterer Hinweis dafir, dass CHERP
seinen Effekt an einem bestimmten Punkt im Verlauf des spezifischen

Signaltransduktionsweges des S1P austibt.

3.2.3. Einfluss der Expression von CHERP-antisense auf S1P-
induzierte Anstiege der [Ca*"];

Nachdem die Uberexpression von CHERP in HEK-293-Zellen eine Steigerung der
S1P-, nicht jedoch der Carbachol-induzierten Ca?*-Mobilisierung bewirkt hatte,
sollten die folgenden Experimente zeigen, zu welchem Effekt umgekehrt die
Reduktion des physiologischer Weise in HEK-293-Zellen vorhandenen CHERP
fuhrte.
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)i blieb durch die Transfektion

Der durch Carbachol ausgeldste Anstieg der [Ca
von CHERP-antisense genauso unbeeinflusst wie durch Uberexpression des
CHERP-Proteins: der Anstieg betrug in CHERP-antisense Zellen im Mittel 95,8 %
+/- 4,9 % des Ca®*-Anstieges in Kontrollzellen (n = 7).

Auf den S1P-induzierten Ca®*-Anstieg wirkte sich CHERP-antisense hingegen
deutlich hemmend aus. Der durch 1 pM S1P ausgeléste Anstieg der [Ca?']; betrug
hier im Mittel nur 77 % +/- 5,3 % von dem in Kontrollzellen (n = 8, ** p < 0,01,
Daten nicht abgebildet).

Wahrend CHERP bei der Carbachol vermittelten Signaltransduktion keine Rolle
spielt, scheint es auf dem S1P-Weg eine wichtige Komponente darzustellen, bei

deren Fehlen es zu Funktionseinbuf3en bei der Signaltransduktion kommt.

3.3. Die Rolle von CHERP bei der Ca**-Freisetzung an
permeabilisierten Zellen

3.3.1. Einfluss von CHERP auf die Ca**-Speicherung

Eine verstarkte Freisetzung von Ca** aus intrazellularen Speichern als Antwort auf
bestimmte Stimuli lieBe sich u. a. durch einen besseren Fillungszustand eben
dieser Speicher erklaren. Der fehlende Unterschied zwischen Thapsigargin-
induzierten Anstiegen der [Ca®']; in CHERP uberexprimierenden Zellen und
Kontrollzellen machte dies als Angriffspunkt von CHERP bereits weniger
wahrscheinlich. Das folgende Experiment stellte den genauen Zeitverlauf der
Speicherung bei Inkubation mit °Ca®" dar (Abb. 7).

Da die aktive Aufnahme von Ca?" ins ER ein ATP-abhéngiger Prozess ist (sog.
spezifische Speicherung), wurde der Versuch in An- und Abwesenheit des
Energiedquivalents durchgefiihrt (Abb. 7a). Die Speicherung, die auch ohne ATP
messbar ist, ist als ein unspezifischer Vorgang zu werten. Zur Ermittlung der
spezifischen Speicherung wurde die unspezifische von der Gesamtspeicherung
subtrahiert, und man erhielt die im zweiten Teil der Abbildung gezeigte Kurve
(Abb. 7b).
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Abbildung 7a und b : Einfluss von CHERP auf die Ca®*-Speicherung in

permeabilisierten HEK-283-Zellen

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Nach Permeabilisierung der
Plasmamembran mittels Saponin wurde den Zellen bei 37°C in An- und Abwesenheit von ATP
“5ca® zugegeben. Die Reaktion wurde nach 30 s, 60 s, 3 min und 10 min durch Zugabe von
Stopp-Puffer unterbrochen und die Zellsuspension tber einen Glasfaserfilter abfiltriert. Dargestellt
ist die auf dem Filter verbliebene Radioaktivitat des **Ca®" in cpm +/- S. D., welche dem im ER
gespeicherten **Ca*" entspricht. Es handelt sich um ein reprasentatives Experiment. Den Werten
liegen 4-fach Bestimmungen zu Grunde.

Im zweiten Teil der Abb. Wurde die in Abwesenheit von ATP stattfindende unspezifische
Speicherung von der Gesamtspeicherung subtrahiert. Dargestellt ist folglich die spezifische, d.h.

durch aktiven Transport entstandene Speicherung in CHERP- und Kontrollzellen.
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Man sieht, dass sich die Ca?*-Speicherung in eine friihe, schnelle (die ersten 3
min nach Inkubationsbeginn) und eine spéate, langsame Phase, unterteilen liel3.
Wahrend die Kurve im ersten Teil sehr steil verlauft, wird im zweiten Teil
annahernd ein Plateau erreicht. In beiden Abschnitten laufen die Kontroll- und die
CHERP-Kurve parallel.

Sowohl bei den gemessenen Werten als auch bei der berechneten spezifischen
Speicherung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im
Speicherungsverhalten von Kontroll- und CHERP-Zellen. Dies gilt fur die
Geschwindigkeit genauso wie fur den erreichten Endzustand. Auf der Basis der
hier gewonnen Erkenntnisse zur Speicherung von “°Ca?* konnten im weiteren
Verlauf die Stimulationsexperimente an permeabilisierten Zellen durchgefiihrt
werden. Dabei wurde von dem nach Zugabe eines Botenstoffes im Speicher

verbliebenen *°Ca*" auf die ausgeldste Ca®*-Ausschiittung riickgeschlossen.
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4.3.2. Einfluss von CHERP auf die durch IP; und SPC induzierte
Freisetzung von *Ca*

An intakten HEK-293-Zellen verstarkte die CHERP-Uberexpression selektiv die
Uber den S1P/SphK-Weg vermittelten Signale membranstandiger Rezeptoren. Der
Ligand Carbachol, der Gber IP; seine Wirkung vermittelt, blieb unbeeinflusst von
CHERP. Als néachstes sollte untersucht werden, ob die Stimulation mit
Substanzen, die direkt am ER angreifen, zu dazu passenden Ergebnissen fuhrte;
in dem Sinne, dass der zu dem jeweiligen extrazellularen Botenstoff gehérende
second messenger einem gleichsinnigen Einfluss von CHERP unterliegt.

Dazu wurden permeabilisierte, mit “°*Ca** beladene Zellen mit SPC und IPs
stimuliert. Von letzterem weil3 man, dass es uber einen spezifischen Rezeptor mit
der Funktion eines lonenkanals Ca**-lonen aus dem ER freisetzt (Berridge et al.
2000).

Das weiterhin verwendete Sphingolipid SPC ist ein dem S1P verwandter Mediator,
von dem bekannt ist, dass es in permeabilisierten Zellen Ca?* freisetzt. Es wurde
ein durch SPC direkt aktivierbarer lonenkanal postuliert (zur Ubersicht und

Diskussion, siehe Meyer zu Heringdorf et al., 2002).

Wie erwartet, setzte IP3 konzentrationsabhdngig gespeichertes **Ca®" frei. Die
exemplarische Abbildung zeigt, dass hierbei die Uberexpression von CHERP
weder einen Einfluss auf das gespeicherte *°Ca?*, noch auf die *°Ca?*-Freisetzung
durch 3 uM oder 10 uM IP3 auslbte (Abb. 8)

37



o 125
p CIKontrolle
g”aloo- T B CHERP
R
]
< = 751
o &5
%o
£'% 50- I
O T
S 25 ﬂ ﬁl
(¢D]
(@)]

Basal IP;3puM IP; 10 uM

Abb. 8a: Freisetzung von “°Ca** nach Stimulation permeabilisierter HEK-293-

Zellen mit 1P3

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Saponin-permeabilisierten Zellen
wurde in Anwesenheit von ATP “°*Ca®" zugegeben. Nach 5 min Speicherzeit bei 37° C wurde mit
IPsin den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Abgestoppt wurde nach 5 min Stimulationszeit
mit eiskaltem Stopp-Mix. Nach Filtration wurde das im Filter verbliebenen “°*Ca*, welches dem
noch im ER befindlichen **Ca** entspricht, im Counter gemessen und in cpm +/- S. D. dargestellt.

Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment, die Werte wurden in 3 -fach Bestimmung erhoben.

Auch die Stimulation mit 30 uM SPC fuhrte zur Freisetzung des gespeicherten
“5Ca®". Im Gegensatz zur Stimulation mit IP; wurde jedoch die Wirkung von SPC
durch Transfektion von CHERP deutlich verstarkt (Abb. 8b).
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Abb. 8b: Freisetzung von *°Ca** nach Stimulation permeabilisierter HEK-293-
Zellen mit SPC

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Saponin-permeabilisierten Zellen
wurde in Anwesenheit von ATP “°Ca”" zugegeben. Nach 5 min Speicherzeit wurde mit SPC 30 uM
stimuliert. Abgestoppt wurde nach 5 min Stimulationszeit mit eiskaltem Stopp-Puffer. Nach
Filtration wurde das im Filter verbliebenen **Ca**, welches dem noch im ER befindlichen **Ca*
entspricht, im Counter bestimmt und in cpm +/- S. D. dargestellt. Es handelt sich um ein
reprasentatives Einzelexperiment. Den Messwerten liegen 3-fach Bestimmungen zu Grunde. ** p <
0,01

Nach Stimulation von Kontrollzellen mit 10 uM IP3 verblieben im Mittel 53 % +/- 7,5
% des **Ca®" im Speicher (n = 5). Die Freisetzung wurde durch Uberexpression
von CHERP nicht gesteigert, hier waren nach Abstoppen der Reaktion im Mittel
noch 50 % +/- 10 % des Speichergehalts nachweisbar (n = 6).

30 uM SPC fiihrten in Kontrollzellen zu einer Reduktion des gespeicherten “°Ca?*
auf 58,7 % +/- 5,8 % im Mittel (n=3). In CHERP-Zellen war die Antwort auf
Stimulation mit SPC verstarkt. Hier verblieben im Mittel nur 35,3 % +/- 6,4 %
“>Ca®" im Speicher (n = 4), was einer Steigerung der Freisetzung um ca. 50 %
entspricht (p < 0,05).
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4.3.3. Einfluss von CHERP auf die *°*Ca®*-Freisetzung an HEK-293-
Zellen, welche nicht durch SPC stimulierbar waren

In einem Subklon der HEK-293-Zellen wurde keine Freisetzung von **Ca*" auf
Stimulation mit SPC in Konzentrationen bis 40 uM beobachtet. Interessanterweise
fuhrte in diesen Zellen die Uberexpression von CHERP zu einem dosisabhangigen

Wiederansprechen auf SPC (Abb. 9).
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Abb. 9: Einfluss von CHERP auf Stimulation mit SPC in HEK-293-Zellen mit
Verlust der SPC-Antwort

Die Zellen wurden mit CHERP oder pcDNA3-Vektor transfiziert. Saponin-permeabilisierten Zellen
wurde in Anwesenheit von ATP “*Ca** zugegeben. Nach 5 min Speicherzeit wurde mit SPC 10 pM,
20 puM, 30 uM und 40 uM stimuliert. Abgestoppt wurde nach 5 min Stimulationszeit mit eiskaltem
Stopp-Puffer. Nach Filtration wurde das im Filter verbliebenen “°Ca®*, welches dem noch im ER
befindlichen “°*Ca® entspricht, im Counter bestimmt und in cpm +/- S.E.M. dargestellt. Den Werten

liegen 4 unabhangige Experimente zu Grunde.
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4. Diskussion

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wusste man uber die Rolle des Proteins
CHERP bei der zellularen Ca*-Mobilisierung wenig mehr, als dass es die
Thrombin-induzierten Ca**-Signale in HEL-Zellen beeinflusst. Die Absenkung des
CHERP-Gehalts in HEL-Zellen um ca. 80 % (durch Transfektion von CHERP-

antisense) fithrte zu einer Abnahme der Thrombin-induzierten [Ca**];

-Anstiege bis
auf 20 %. Damit einhergehend kam es zur Reduktion der DNA-Synthese und zum
Wachstumsstillstand der Zellen (La Plante et al., 2000).

Bei dem Einfluss von CHERP auf die Ca?*-Mobilisierung war unklar, ob es sich um
einen unspezifischen oder rezeptorabhéngigen Effekt handelte. Deshalb wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig der Einfluss einer Uberexpression oder einer
Ausschaltung von CHERP auf [Ca*']-Anstiege durch verschiedene extrazellular
wirkenden Agonisten analysiert, welche in HEK-293-Zellen bekanntermal3en
jeweils hauptsachlich tUber den PLC/IP3-Signalweg oder tUber den SphK/S1P-
Signalweg Ca*" mobilisieren. Untersuchungen zum Einfluss von CHERP auf die
Wirkung von IP3 oder anderen intrazellularen Botenstoffen lagen ebenfalls nicht
vor. Um einen mdglichen unspezifischen Effekt auszuschlielBen, lag es nahe,
zunachst zu untersuchen, ob eine Uberexpression von CHERP einen Einfluss auf
den Fillungszustand der Speicher haben kénnte.

Das CHERP-Konstrukt, das fur diese Arbeit zur Verfigung stand, war mit einem
FLAG-tag versehen, was es ermdéglichte, die Expression des Proteins mittels
Immunzytochemie mit einem anti-FLAG-Antikdrper zu tberprufen. Dabei konnte
festgestellt werden, dass in HEK-293-Zellen uberexprimiertes CHERP am ER

lokalisiert war.

4.1. Einfluss von CHERP auf die Ca?*-Speicherung

Ein gutes Korrelat zum Fiillungszustand der intrazellularen Speicher ist die Ca*-
Freisetzung auf Stimulation mit dem lonenpumpen-Inhibitor Thapsigargin. Dieser
hemmt die sog. Ca?*-ATPasen (SERCA) an den Membranen des ERs. Unter

Verbrauch von ATP transportieren diese lonenpumpen normalerweise Ca®* aus
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dem Cytosol ins ER und halten so den lonengradienten aufrecht. Sie tragen auch

], schnell wieder sinkt und die

dazu bei, dass nach einem Ca**-Signal die [Ca
Zelle so in den Ruhezustand zurlickkehrt, bzw. durch den nachsten Reiz wieder
stimulierbar wird.

Eine Hemmung dieses energieaufwandigen Transportes fihrt zum passiven
Ausstrom von Ca?* aus dem ER gemaR dem lonengradienten tiber der Membran.
Stimuliert man intakte Zellen mit Thapsigargin, so spiegelt der darauf folgende

"] den Ca**-Gehalt der intrazellularen Speicher wider.

Anstieg der [Ca
Da die Uberexpression von CHERP die Ca®*-Mobilisierung durch den
lonenpumpeninhibitor nicht beeinflusste, kann man davon ausgehen, dass der
Fullungszustand des ERs im Vergleich zu Kontrollzellen nicht verandert war
gegenuber dem in den Kontrollzellen. Zu diesem Ergebnis kamen La Plante et al.

auch fur CHERP-depletierte HEL-Zellen.

Noch genaueren Aufschluss uber die Ca?*-Speicherung in Kontrollzellen und
CHERP-transfizieten Zellen wurde in dieser Arbeit durch Betrachtung des
Zeitverlaufs der Speicherung von radioaktivem *°Ca?* gewonnen. Bei der Ca**-
Speicherung der HEK-293-Zellen lassen sich eine schnelle steile Phase in den
ersten 3 Minuten nach Ca?-Zugabe und eine langsame Anndherung an ein
Plateau unterscheiden. Weder Anstiegsgeschwindigkeit noch erreichter Endpunkt
wurden durch die Uberexpression von CHERP verandert.

Mit diesem Experiment konnte eine Beeinflussung der Ca®'-Speicherung als
maoglichem Angriffspunkt von CHERP weitgehend ausgeschlossen werden. Es
scheint sich daher bei diesem Protein nicht um ein unspezifisches house-keeping-
Enzym der Ca®*-Speicher zu handeln, sondern um den Bestandteil spezifischer

Signaltransduktionsketten.
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4.2. Einfluss von CHERP auf die Ca**-Mobilisierung durch
verschiedene extrazellulare Agonisten an intakten Zellen

Fir die Untersuchung des CHERP-Effekts auf verschiedene Ca**-mobilisierende
Rezeptor-Agonisten wurden HEK-293-Zellen, eine Zelllinie die endogen zahlreiche
Membranrezeptoren exprimiert, verwendet. Unter anderem tragt sie den Muskarin-
Rezeptor vom Subtyp Mz, von dem man weil3, dass er in diesen Zellen Uber
Aktivierung der PLC und den second messenger IP; Anstiege der [Ca®"]; auslost
(Sandmann et al., 1991). Ein haufig verwendeter und gut charakterisierter Agonist
an diesem Rezeptor ist Carbachol. Die durch Carbachol induzierten [Ca®']-
Anstiege zeigten sich unbeeinflusst von der Transfektion der Zellen mit CHERP.
Im Rahmen dieses Signaltransduktionsweges scheint CHERP also keine Rolle zu
spielen.

2+]i

Im Gegensatz dazu waren die [Ca“']i-Anstiege durch das Sphingolipid S1P in

CHERP-transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant verstarkt. Die
Daten legen nahe, dass CHERP auch die [Ca?"];
Von S1P und LPA ist inzwischen bekannt, dass sie in HEK-293-Zellen nicht (S1P;

Meyer zu Heringdorf et al., 2001) oder nur schwach (LPA; Young et al., 1999) die

-Anstiege durch LPA verstarkt.

PLC aktivieren, sondern sich eines alternativen Weges fiir die Ca®*-Mobilisierung
bedienen. Wahrend der Weg lber PLC und IP; lange der einzig vollstandig
beschriebene Mechanismus zur Generierung von intrazellularen Ca®*-Signalen
war, ist inzwischen auch der Weg uber die SphK einigermal3en gut charakterisiert:
In HEK-293-Zellen werden [Ca®']-Anstiege durch S1P-und LPA- Rezeptoren
hauptséachlich Uber den SphK/S1P-Weg vermittelt. Diese Arbeit konnte zeigen,
dass genau diese PLC-unabhangigen Signale bevorzugt durch Uberexpression

von CHERP verstarkt werden.

Die daraufhin durchgefuhrten Experimente mit CHERP-antisense zeigten dazu

passend den umgekehrten Effekt: Wahrend Carbachol-induzierte [Ca®"]

2+]i

-Anstiege
unbeeinflusst blieben, wurden die durch S1P ausgeldsten [Ca“']i-Anstiege deutlich
unterdruckt, was daflr spricht, dass CHERP eine dominierende Komponente

dieses Signalweges darstellt.
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Die S1P-Stimulation von Zellen in Ca**-freiem Medium zeigte auRerdem, dass die
durch CHERP-Transfektion beeinflusste Komponente des Ca?'-Signals die
Freisetzung aus intrazellularen Speichern und nicht der nachfolgende kapazitative
Ca?*-Einstrom von auRen ist. Diese Beobachtung passt zur Lokalisation von
CHERP an der ER-Membran.

4.3. Wirkung von CHERP auf die Ca**-Freisetzung durch second
messenger an permeabilisierten Zellen

Weitere wichtige Ergebnisse erhoffte man sich von der Stimulation mit den
entsprechenden intrazellularen Botenstoffen der vorher beschriebenen Kaskaden,
IPsund S1P.

Im Jahre 2002 stand man allerdings vor dem Problem, dass S1P an
permeabilisierten Zellen keine Wirkung zeigte. Zur Erklarung dieses Phdnomens
wurden verschiedene Mdoglichkeiten diskutiert. Es war vorstellbar, dass
intrazellulares S1P zur Ca®*-Freisetzung einen Cofaktor benétigte, der durch die
Permeabilisierung austrat. Auch Veranderungen des zellularen Milieus oder eine
Beschleunigung des Abbaus waren als Ursachen fur den Wirkungsverlust
denkbar.

Inzwischen konnte durch die Verwendung von Caged S1P in intakten Zellen
dessen Ca?*-mobilisierende Wirkung durch einen direkten Angriffspunkt an
intrazellularen Speichern nachgewiesen werden (Meyer zu Heringdorf et al., 2003
a). Bei dieser Methode wurden die Zellen mit sog. Caged S1P beladen, d. h. mit
S1P, welches sich wirkungslos im Innern eines photosensiblen, lipophilen
Komplexes befand. Durch einen Lichtblitz wurde aktives S1P aus dem
zerfallenden Komplex freigesetzt und mobilisierte mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiertes Ca®* aus dem ER. Der ganze Ablauf wurde unter einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop beobachtet und konnte fotographisch dokumentiert
werden. Es ware sicherlich interessant, den Einfluss von CHERP in dieser
Versuchsanordnung zu untersuchen.

2002, als diese Arbeit entstand, war diese Methode leider nicht zuganglich, so
dass ein anderes Sphingolipid verwendet werden musste.
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Eine Ersatzsubstanz, die auch an permeabilisierten Zellen in der Lage ist Ca®*-
Anstiege auszulosen, ist das dem S1P verwandte Sphingolipid SPC. SPC und
S1P teilen viele ihrer biologischen Effekte wie z. B. den Einfluss auf Mitose und
Zellmigration sowie die Fahigkeit, plotzliche Anstiege der [Ca®']; auszuldsen.
Andere Effekte sind fir das jeweilige Sphingolipid spezifisch. Mit dem OGR1-
Rezeptor wurde z. B. ein fur SPC hochspezifischer GPCR beschrieben. Es hat
sich jedoch gezeigt, dass SPC auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit auch ein
Ligand an den G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren der EDG-Familie ist, seine
Wirkung allerdings je nach Subtyp erst bei der drei- bis hundertfachen
Konzentration messbar ist. Man geht hier von einer Bindung mit niedriger Affinitat
oder von partiellem Agonismus aus (Meyer zu Heringdorf et al., 2002).

Es ist anzunehmen, dass es mit niedriger Affinitat ebenfalls an die bisher nicht
identifizierte intrazellulare Bindungsstelle von S1P bindet, auch wenn dies
vermutlich nicht seiner physiologischen Funktion entspricht. Im Gegnsatz zu S1P,
welches bei Aktivierung der SphK in der Zelle schnell und transient, d. h. mit
Signalcharakter, freigesetzt werden kann, fehlt ein so regulierter Produktionsweg
bislang fur SPC, so dass unklar ist, ob dieses Lipid tatsachlich einen Stellenwert
als second messenger besitzt.

Nichts desto trotz konnte fur die in dieser Arbeit verwendeten HEK-293-Zellen
gezeigt werden, dass SPC IPs;- und Ryanodin-Rezeptor unabhangig intrazellular
Ca** mobilisiert und dass dieser Effekt im Gegensatz zur extrazellularen Wirkung
Uber GPCRs nicht stereospezifisch ist, also von diesen unabhangig vermittelt
werden muss (Meyer zu Heringdorf et al., 1998).

Passend zu den vorhergegangenen Ergebnissen mit Carbachol hat diese Arbeit
gezeigt, dass Uberexpression von CHERP keinen Einfluss auf die Ca®'-
Mobilisierung durch IP3 hat. Hingegen konnte nachgewiesen werden, dass durch
SPC an permeabilisierten Zellen ausgeldste Signale durch Uberexpression von
CHERP verstarkt werden.

Unabhangig von der Ebene, auf der die Kaskade aktiviert wurde, blieb also der
PLC/IP3-Signalweg unbeeinflusst, wahrend Sphingolipid-Transmitter in ihrer
Wirkung verstarkt wurden. Da dieser Effekt von CHERP nicht nur bei
extrazellularer, sondern auch bei weiter downstream erfolgter Stimulation mit
intrazellularen Substanzen nachzuweisen war, ist davon auszugehen, dass sein

Angriffspunkt funktionell nach der Generierung des second messengers liegen
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muss, also etwa im Bereich der Bindung an das ER, was sich im Ubrigen ja auch

mit der subzellularen Lokalisation von CHERP deckt.

4.4. Intrazellularer Angriffspunkt der Sphingolipide und die mdgliche
Rolle von CHERP

In diesem Zusammenhang soll erwahnt und diskutiert werden, dass der
Angriffspunkt der Sphingolipide am ER weiterhin unbekannt ist:

1996 wurde von Mao et al. erstmalig das Protein SCaMPER als SPC-reagierender
Ca”*-Kanal aus MDCK-Zellen geklont und der ER-Membran zugeschrieben. Seine
Rolle ist allerdings nicht abschlieRend geklart: Wahrend eine Untersuchung
widerlegte, dass es in der ER-Membran lokalisiert und sensibel fir SPC ist
(Schnurbus et al., 2002), zeigte eine andere Untersuchung an Herzmuskelzellen
eine Co-Lokalisierung mit dem Dihydropyridin-Rezeptor und konnte durch
extrazellular zugefiigtes SPC ausgeldste Ca**-Anstiege nachweisen (Cavalli et al.,
2003).

Festzuhalten bleibt jedoch, dass in HEK-293-Zellen, in denen intazellulares S1P
(und SPC) deutliche Anstiege der [Ca®'], auslost, SCaMPER durch Reverse-
Transkriptase-PCR nicht nachgewiesen werden konnte (Meyer zu Heringdorf et
al., 2003a), so dass zumindest hier von einem anderen Angriffspunkt
ausgegangen werden muss.

Eine Beteiligung des IP3-Rezeptors ist in diesem Zusammenhang nach wie vor
nicht ausgeschlossen. Die fehlende Hemmung der durch Sphingolipide induzierten
Ca?*-Anstiege durch den IPs-Antagonisten Heparin schlieRt einzig die Bindung an
selbiger Stelle aus, nicht jedoch die Wirkung an einer allosterischen
Bindungsstelle dieses grolien Kanalproteins.

Andererseits ist die Wahrscheinlichkeit recht hoch, dass noch andere Kanale der

ER-Membran existieren als IP3- und Ryanodinrezeptoren.
Besonders interessant waren vor diesem Hintergrund die Experimente, in denen

HEK-293-Zellen, die nicht mit Ca?*-Freisetzung auf SPC-Stimulation ansprachen,

nach Transfektion mit CHERP sensibel wurden, d.h. mit konzentrationsabhangiger
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Ca®*-Ausschittung reagierten, wahrend die Kontrollzellen SPC-unsensibel
blieben. Es schien, als wurde mit CHERP eine dominierende Komponente des
Signalweges in die Zellen eingeschleust.

Unter Zellkulturbedingungen kommt es vor, dass Zellen ihr Rezeptor-Profil
verandern und bestimmte Rezeptoren nicht mehr exprimieren, was mit einem
Wirkverlust des entsprechenden Agonisten einhergeht. Ein Erklarungsansatz fir
die wiedererlangte SPC-Sensibilitat konnte in der Annahme bestehen, es handle
sich bei CHERP um einen Spingolipidrezeptor des ERs. Naturlich kénnte auch der
Verlust jeder anderen dominierenden Komponente des Transduktionsweges bzw.
ihre Ruckkehr in die Zelle durch CHERP-Transfektion diesen Effekt erklaren.

Die Proteinstruktur von CHERP ist mit einem lonenkanal kompatibel: Sie weist
zwel mogliche Transmembrandoméanen auf sowie verschiedene
Phosphorylierungsstellen. Diese werden von Proteinkinasen angesprochen und
spielen bei der Regulation von Signaltransduktion eine grof3e Rolle (La Plante et
al., 2000). Die Erstbeschreiber von CHERP haben daher unter anderem seine
mogliche Funktion als K*-Kanal des ERs diskutiert.

2003 erschien eine weitere Arbeit, die den Effekt von CHERP-antisense in Jurkat-
T-Lymphozyten untersuchte und auch hier die Wichtigkeit von CHERP fur die
Ca?**-Mobilisierung feststellen konnte: Die Reduktion des CHERP-Gehalts der
Zellen filhrte zu verminderten [Ca®*]-Anstiege auf Stimulation mit Thrombin und
Phytohamagglutinin (PHA) und verminderte auch den normalerweise darauf
folgenden Ca**/Calcineurin -vermittelten Prozess der NFAT-(nuclear factor of
activated T-cells) Translokation vom Plasma in den Zellkern. Im Gegensatz zu
unseren Untersuchungen handelt es sich hier um Signalwege, die den IPs-

Rezeptor involvieren (O'Rourke et al., 2003).

Die Frage, worum es sich bei CHERP genau handelt, kann also mit den heute
vorliegenden Daten nicht beantwortet werden.

Gegenwartiger Stand der Erkenntnis ist, dass es sich bei CHERP um ein Protein
der ER-Membran handelt, das die Signaltransduktion einzelner Botenstoffe
spezifisch beeinflusst, bzw. Grundvoraussetzung fur das Zustandekommen dieser

Signale ist.
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Mit dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
CHERP in HEK-293-Zellen extrazellulare S1P- und intrazellulare SPC-Signale

deutlich verstarkt, wahrend tber PLC/IP3 vermittelte [Ca?"];

-Anstiege unbeeinflusst
bleiben. Ein Einfluss auf die Ca**-Speicherung konnte ausgeschlossen werden.
Experimente mit CHERP-antisense und Zellen, denen die Ansprechbarkeit auf
SPC verloren gegangen war, haben die Wichtigkeit von CHERP fur das
Sphingolipid-Signalling unterstrichen. Anhand von Abb. 10 sollen die im Rahmen
dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse Uber den Einfluss von CHERP auf die

Signaltransduktion in HEK-293-Zellen illustriert werden:

Abb. 10: Einfluss von CHERP auf die Signhaltransduktion in HEK-293-Zellen

CHERP beeinflusst bevorzugt Sphingolipidtransmitter, die IP; unabhangig Ca®" mobilisieren. Diese
Arbeit weist die Verstarkung der Stimulation durch extrazellulares S1P und intrazellulares SPC

nach.

Zur genauen Charakterisierung von CHERP und seinem Funktionsmechanismus
werden in Zukunft noch vielfaltige Experimente durchzufuhren sein. An erster
Stelle steht der Nachweis des CHERP-Einflusses auf die intrazellulare S1P-
Wirkung an intakten Zellen mit Hilfe von Caged S1P. Untersuchungen an anderen
Zellentypen und die Uberprifung weiterer Transmitter konnten aufschlussreich

sein. So konnte hoffentlich auch erklart werden, wie der von La Plante und
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O’Rourke beschriebene Einfluss auf Thrombin und PHA induzierte Signale zu
werten ist und wie er mit der in dieser Arbeit gezeigten Praferenz fur Sphingolipid-

Signale zu vereinbaren ist.
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5. Zusammenfassung

Bei CHERP (Ca®* homeostasis endoplasmic reticulum protein) handelt es sich um
ein Protein mit einem Molekulargewicht von 100 kDa, von dem gezeigt worden ist,
dass es mit dem Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) Rezeptor co-lokalisiert und eine
Rolle bei der Thrombin- und T-Zell-Rezeptor-vermittelten Ca?*-Freisetzung spielt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von CHERP bei der Ca®'-
Mobilisierung naher zu charakterisieren, unter besonderer Berucksichtigung von
Sphingolipiden, die IPs-unabhangig ca®" freisetzen, sowie von
Membranrezeptoren, die eine sehr schwache oder keine IP3-Bildung induzieren. In
Saponin-permeabilisierten HEK-293-Zellen, die CHERP oder einen Kontrollvektor
tiberexprimierten, war weder der Zeitverlauf der “*Ca?*-Speicherung noch die
Gesamtmenge des gespeicherten *°*Ca®" durch die Uberexpression von CHERP
beeinflusst. Dariiber hinaus hatte die Uberexpression von CHERP keinen
groReren Effekt auf die *Ca**-Freisetzung durch 10 pM IPs. Im Gegensatz dazu
fuhrte die CHERP-Uberexpression zur Steigerung der durch
Sphingosylphosphorylcholin (SPC) induzierten **Ca®*-Ausschiittung und induzierte
sogar eine Stimulierbarkeit durch SPC in Zellen, die sonst nicht auf SPC
reagierten (ECso ~20 pM; Freisetzung von ~40 % des gespeicherten “°*Ca** bei 40
uM SPC). In intakten HEK-293-Zellen wurden durch Sphingosin-1-Phosphat
(S1P)- und Lysophosphatidsaure (LPA)-Rezeptoren ausgeltste Anstiege der
zytosolischen Ca?*-Konzentration ([Ca®']) durch Uberexpression von CHERP
deutlich verstarkt. Diese Rezeptoren aktivierten nicht (S1P) oder kaum (LPA) die
Phospholipase C (PLC). Dahingegen hatte die CHERP-Uberexpression keinen
signifikanten Einfluss auf Anstiege der [Ca®'];, die durch maximale Aktivierung des
muskarinischen Mz-Rezeptors induziert wurden. Dieser ist ein starker Aktivator der
PLC. CHERP-Uberexpression hatte keinen Einfluss auf die durch den SERCA-
Hemmstoff Thapsigargin (1 pM) ausgeldsten [Ca®']-Anstiege, was dafiir spricht,
dass CHERP keine Rolle bei der basalen Ca®*-Speicherung spielt, wie es auch an
den permeabilisierten Zellen beobachtet wurde. Aus diesen Daten kann man
schlieBen, dass CHERP bevorzugt eine Rolle in Signal-Kaskaden, die IPs-

unabh&ngig Ca** mobilisieren, spielt.
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Anhang

Abkilrzungen

ATP
BSA
[Ca®"]
CFP

CHERP

EGTA

FKS
GPCR
HBSS
HeBS

HEK-293-Zellen

HEL-Zellen
HEPES

IP3

LPA

PCR

PLC

S.D.
S.E.M.

SPC

Adenosintrisphosphat
Rinderserumalbumin

Intrazellulare freie Calciumkonzentration
Cyan fluorescent protein

Calcium-Homeostasis Endoplasmic Reticulum
Protein

Ethylenglycol-bis-(3-aminoethylether)-N,N,N",N"-
tetraessigsaure

Fetales Kélberserum
G-protein-coupled receptor
Hank’s balanced salt solution
HEPES-gepufferte Salzlésung

Menschliche embryonale Nierenzellen, die stabil den
Ms-Rezeptor exprimieren

Humane Erythroleukamie-Zellen
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure
Inositol-1,4,5-Trisphosphat

Lysophosphatidséure

polymerase chain reaction

Phospholipase C

Standardabweichung

Standardfehler des Mittelwertes

Sphingosylphosphorylcholin
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SphK

S1P

Sphingosinkinase

Sphingosin-1-Phosphat
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