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Verwendete Abkiirzungen

1. Verwendete Abkirzungen

Arf

BFA

BSA

COoP

DAG
DMEM
DMSO
DTT

ECL®
FKS

GAP

GDI

GEF
GPCR
G-Protein
GTPyS
HBSS
HeBS
HEK-293-Zellen
HEPES

IP;

LPA
mAChR
PA

PBS

PE

PH

PI

PI(4)P, PIP
PI(4,5)P,, PIP,
PI(3,4,5)P;, PIP;
PI-3-kinase

ADP-Ribosylierungs-Faktor
Brefeldin A

bovines Serumalbumin

Coat-Protein

Diacylglycerol

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

1,4-Dithiothreitol

enhanced chemoluminescence
Fetales Kélberserum
GTPase-aktivierendes Protein
Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitor
Guaninnukleotid-Austauschfaktor
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guaninnukleotid-bindendes Protein
Guanosin-5’-[y-thio]-triphosphat
Hank’s balanced salt solution
HEPES-buffered saline

humane embryonale Nierenzellen
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonséure
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Lysophosphatidsdure

muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor
Phosphatidsdure

phosphate-buffered saline
Phosphatidylethanol
Pleckstrin-Homologie
Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol-4-phosphat
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Phosphoinositid-3-kinase
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PI-4-kinase
PIP-5-kinase
PITP

PKC

PLC

PLD
PMSF

PS

PX

SDS

TBS

TCA
TEMED

Tris

Phosphoinositid-4-kinase

Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase

Phosphatidylinositol-Transfer-Protein
Proteinkinase C

Phospholipase C

Phospholipase D
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatidylserin

Phox-Homologie

sodium dodecylsulfate

Tris-buffered saline
Trichloressigsdure
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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2. Einleitung

2.1 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat: Funktionen und Synthese

2.1.1 Zelluldre Funktionen von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (P1(4,5)P, oder kurz PIP,) nimmt eine zentrale Stellung
in der intrazelluldren Signaltransduktion ein (Toker, 2002). Dieses Membranphospholipid
reguliert in eukaryotischen Zellen eine Vielzahl wichtiger zelluldrer Funktionen, wie die
Reorganisation des Aktinzytoskelettes (Sechi & Wehland, 2000), die Aktivitit von
Ionenkanilen (Hilgemann & Ball, 1996; Shyng et al., 2000) sowie endozytotische (Fensome
et al., 1996; Way et al., 2000) und exozytotische Vorgénge im Vesikeltransport (Jost et al.,
1998; Marsh et al., 1999). PIP, kann sowohl als Substrat von Enzymen dienen als auch direkt
mit intrazelluldren Proteinen interagieren und so deren Aktivitit und Lokalisation
beeinflussen (Toker, 1998).

Schon lange bekannt ist die Funktion von PIP; als Substrat der zwei Enzymfamilien
Phospholipase C (PLC) und Phosphoinositid-3-kinase (PI-3-kinase). Die rezeptorregulierte
PLC wird durch zahlreiche Hormone, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren stimuliert
und fiihrt durch Hydrolyse von PIP, zur Bildung der beiden sekunddren Botenstoffen
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3;) (Berridge & Irvine, 1989;
Berridge, 1993). IP; bindet an spezifische Rezeptoren am Endoplasmatischen Retikulum und
16st dadurch eine Freietzung von Ca®" aus den intrazelluliren Speichern aus. Die Ca®"-Ionen
ithrerseits konnen durch Bindung an verschiedene Proteine, wie z.B. Calmodulin, zahlreiche
zelluldre Vorgénge regulieren (Clapham, 1995). Der zweite Botenstoff DAG fiihrt zusammen
mit Ca*" zu einer Aktivierung von Isoformen der Proteinkinase C (PKC), die besonders an
Prozessen wie Zellwachstum und -differenzierung beteiligt sind (Nishizuka, 1995). Die PI-3-
kinasen, welche PIP, an der D3-Position des Inositolringes zu dem sekundéren Botenstoff
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PI(3,4,5)P; oder kurz PIP3) phosphorylieren, werden
ebenfalls durch verschiedene Rezeptortyrosinkinasen und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) aktiviert und greifen damit ebenfalls in Zellwachstumsprozesse ein (Carpenter &
Cantley, 1996).

Die Regulation des Aktinzytoskelettes durch PIP, erfolgt iiber Bindung von PIP; an
Aktin-bindende Proteine, zuerst beschrieben fiir Profilin und Gelsolin, spéter auch fiir a-

Aktinin, Vinculin, Filamin, Cofilin, gCap39 und Capz (Janmey, 1994). Diese sogenannten
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Actin-capping Proteine halten die Aktinfilamente von spontaner Polymerisation ab. Durch die
Bindung von Phosphoinositiden, vor allem PIP,, werden die Aktin-bindenden Proteine von
den barbed ends der Aktinfilamente entfernt, was anschlieBend zur Aktinpolymerisierung
fithrt (Schafer et al., 1996).

Neben seiner Rolle als Vorldufer von Botenstoffen und seinen Wirkungen auf das
Aktinzytoskelett kann PIP, mit vielen weiteren Proteinen und Enzymen interagieren. So
wurde PIP; als ein essentieller Kofaktor und spezifischer Aktivator der Phospholipase D
(PLD) identifiziert (Lisovitch et al., 1994, Schmidt et al., 1996a). Des weiteren kann PIP, die
Funktion der monomeren GTPase Arfl regulieren, die gemeinsam mit der PLD an der
Regulation des Vesikeltransportes in der Zelle beteiligt ist. Phosphoinositide konnen sowohl
direkt an Arfl binden (Randazzo, 1997) als auch mit Arf-spezifischen GTPase-aktivierenden
Proteinen (GAPs) oder Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) interagieren. Auf diese
Weise konnen Phosphoinositide die Aktivitidt und insbesondere die subzelluldre Lokalisation
von Arfl beeinflussen (Paris et al., 1997; Klarlund et al., 1998). Die Arf-GAPs und Arf-GEFs
sowie auch andere Proteine, die mit hoher Affinitdt und Spezifitit an Phosphoinositide
binden, besitzen eine als Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméne bezeichnete Struktur. Dieses
Phosphoinositid-bindende Motiv wurde erstmals in Pleckstrin, einem Substrat der PKC
identifiziert und ist bis heute in mehr als 100 Proteinen gefunden worden. Bereits Harlan et al.
(1994) erkannten die spezifische Bindung von PIP; an Proteine mit PH-Dominen und deren
Bedeutung bei der Translokation von Proteinen an Membranen. Neben PH-Dominen sind
auch Phox-Homologie (PX)-Doméinen an direkten Wechselwirkungen mit spezifischen
Phosphoinositiden beteiligt (Wishart et al., 2001; Simonsen & Stenmark, 2001). Durch die
Interaktion von PIP, mit diesen Doménen kann die intrazelluldre Lokalisation, aber auch die
Aktivitdt und Funktion einer Vielzahl von Signalmolekiilen moduliert werden (Kavran et al.,
1998; Hirata et al., 1998; Teruel & Meyer, 2000; Cullen et al., 2001; Sato et al., 2001; Itoh &
Takenawa, 2002).

2.1.2 Synthese von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PI(4)P, welches durch Phosphorylierung an der D4-Position von PI durch die PI-4-kinasen
entsteht, dient im Phosphoinositid-Metabolismus als Substrat der PIP-5-kinase fiir die
Synthese von PI(4,5)P,. Die Bezeichnungen der Kinasen ergeben sich aus der Position der
Phosphorylierung am Inositolring der Phosphoinositide. Aufgrund von Proteinaufreinigungen
und biochemischer Charakterisierung wurden anfangs Typ I und Typ II PIP-5-kinasen

unterschieden. Spéter wurde jedoch festgestellt, dass die Typ II-Kinasen (Isoenzyme o,  und
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y) nur die D4-Position am Inositolring von PI(5)P und PI(3)P phosphorylieren. Sie werden
daher heute als PIP-4-kinasen bezeichnet. Die Typ I-Kinasen (Isoenzyme o, B und Yy)
hingegen phosphorylieren die Phosphoinositide PI(3)P, PI(4)P und PI(3,4)P, an der D5-
Position des Inositolringes (Rameh et al., 1997; Hsuan et al., 1998; Ishihara et al., 1996;
Ishihara et al., 1998). PI(4,5)P, kann somit in der Zelle theoretisch iiber zwei Synthesewege
gebildet werden. Der heute angenommene Hauptsyntheseweg verlduft durch die
Phosphorylierung von PI(4)P zu PI(4,5)P, mittels der PIP-5-kinasen. Ein zweiter moglicher
Syntheseweg besteht in der Phosphorylierung von PI(5)P durch die PIP-4-kinasen. Die
Bedeutung dieses alternativen Syntheseweges in vivo bleibt noch zu kldren. Alle drei
Isoformen der PIP-5-kinase konnen in vitro durch Phosphatidsdure (PA), dem
Reaktionsprodukt der PLD aktiviert werden (Jenkins et al., 1994; Ishihara et al., 1998).
Hierdurch ergibt sich ein positiver Riickkopplungsmechanismus im Phospholipid-

metabolismus (sieche Abb. 1).
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Abb. 1. Interaktion zwischen PLD und PIP-5-kinase

Diese kurzen Ausfithrungen lassen erkennen, dass PIP; ein vielseitiges Phospholipid
mit zahlreichen unterschiedlichen zelluliren Funktionen ist und dass Anderungen des

zelluldren PIP,-Gehaltes sicherlich bedeutende Auswirkungen auf die Zellphysiologie haben
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sollten. Dies ldsst eine genaue Regulation der Synthese von PIP, durch die Kinasen und
dessen Abbau durch Phosphatasen vermuten. Die zeitliche und rdumliche Regulation der
PIP,-Synthese ist jedoch nur fragmentarisch untersucht worden und bisher noch weitgehend

ungeklért.

2.2 Monomere GTPasen

Monomere GTPasen stellen, dhnlich wie die heterotrimeren Guaninnukleotid-bindenden
Proteine (G-Proteine) wichtige intrazellulire Informationsiibertriger dar, die zahlreiche
zellulare Vorginge regulieren (Bourne et al., 1991; Zerial & Huber, 1995). Sie sind aus
jeweils einer Polypeptidkette mit einer relativen Molekiilmasse von 20-40 kDa aufgebaut. Sie
besitzen eine intrinsische GTPase-Aktivitdt und kommen in zwei Aktivititszustdnden vor. Sie
sind inaktiv im GDP-gebundenem Zustand, wihrend sie nach GDP/GTP-Austausch aktiv sind
und dann mit spezifischen Effektoren interagieren. Die Inaktivierung erfolgt durch Hydrolyse
des gebundenen GTP zu GDP. Die Regulation des Aktivititszustandes obliegt verschiedenen
Proteinen: hierzu gehoren spezifische GEFs, durch welche die Dissoziation von GDP und
dadurch die Bindung von GTP gefordert wird, und spezifische GAPs, die die hydrolytische
GTPase-Aktivitdt und damit die Abschaltung der GTPasen vermitteln. SchlieBlich sind fiir
Mitglieder der Rho- und Rab-Familie Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs)
beschrieben, die den Nukleotidaustausch hemmen und den GDP-gebundenen, inaktiven
Zustand stabilisieren (Boguski & McCormick, 1993).

Gegenwartig sind mehr als 100 verschiedene monomere GTPasen bekannt, die in fiinf
verschiedene Familien (Ras, Ran, Rab, Rho und Arf) zusammengefasst werden (Hall, 2000;
Takai et al., 2001). Mitglieder der Ras-Familie spielen eine Rolle bei der Kontrolle von
Zellwachstum und -differenzierung sowie in der Genexpression (Feig et al., 1996; Vojtek &
Der, 1998; Reuther & Der, 2000). Ran-Proteine sind an der Steuerung des Proteintransportes
in und aus dem Zellkern und an der Organisation von Mikrotubuli beteiligt (Hall, 2000;
Azuma & Dasso, 2000; Takai et al., 2001). Mitglieder der Rab-Familie regulieren den
intrazelluldren Vesikeltransport und Membranverkehr (Chavrier & Goud, 1999). Die Rho-

und Arf-GTPasen werden im Folgenden etwas ausfiihrlicher beschrieben.

2.2.1 Rho-GTPasen

Die Familie der Rho-GTPasen umfasst 14 Mitglieder, zu welchen Rac (Isoformen 1-3),
Cdc42, Tcl0, Rho (Isoformen A-E, G, H) und Rnd (1 und 2) zdhlen. Besonders gut
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charakterisiert ist die Funktion der Subtypen RhoA, Racl und Cdc42. Im aktiven GTP-
gebundenem Zustand interagieren die Rho-Proteine mit verschiedenen nachgeschalteten
Effektoren und regulieren hierdurch insbesondere die Reorganisation des Aktinzytoskelettes,
aber auch eine grof3e Zahl weiterer Signalprozesse (Hall, 1998; Schmidt & Hall, 1998; Kjeller
& Hall, 1999; Schmitz et al., 2000). So gibt es gute Daten dafiir, dass Rho-Proteine an der
Ausbildung der Zellmorphologie (Paterson et al., 1990), Zellmotilitit (Takaishi et al., 1994),
Zelladhidsion (Tominaga et al., 1993), Zytokinese (Kishi et al., 1993), Zellproliferation (Olson
et al., 1995), Endozytose (Schmalzing et al., 1995; Lamaze et al., 1996), Apoptose (Moorman
et al., 1996) und an der Regulation der Genexpression (Hill et al., 1995) beteiligt sind. Die
Bedeutung der Rho-Proteine bei der Regulation und Organisation des Aktinzytoskelettes
wurde durch Mikroinjektion von konstitutiv aktiven Rho-Mutanten belegt (Paterson et al.,
1990). So induziert aktives RhoA die rasche Ausbildung von Aktin-Stressfasern und
Adhiésionspunkten, wiahrend Rac und Cdc42 zur Ausbildung von Lamellipodien (membrane
ruffles) bzw. Filopodien (microspikes) fiihren (Bishop & Hall, 2000; Ridley, 2001).

Bei der Erforschung der zelluldren Funktionen der Rho-GTPasen waren vor allem
zwei clostridiale Toxine von Bedeutung, die Rho-Proteine spezifisch inaktivieren. Hierzu
zdhlen das C3 Exoenzym von Clostridium botulinum, welches die Isoformen RhoA, B und C
durch ADP-Ribosylierung inaktiviert (Aullo et al., 1993), und das Toxin B von Clostridium
difficile, das Rho, Rac und Cdc42 durch Monoglukosylierung eines Threoninrestes der
Effektorregion inaktiviert (Just et al., 1995). Diese bakteriellen Toxine sind damit bedeutende
Werkzeuge in der Grundlagenforschung geworden und haben mafigeblich zur Aufklarung der
zelluldren Funktion der Rho-GTPasen beigetragen.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche nachgeschaltete Effektoren der Rho-Proteine
identifiziert. Dazu gehoren unter anderem verschiedene Serin/Threoninkinasen, wie die Rho-
kinase (Leung et al., 1995; Ishizaki et al., 1996; Matsui et al., 1996), die Citron-kinase
(Madaule et al., 1998; Di Cunto et al., 1998) und die Proteinkinase N (Amano €t al., 1996a;
Watanabe et al., 1996). Hinsichtlich der Regulation des Phospholipid-metabolismus durch

Rho-GTPasen sei auf die folgenden Abschnitte verwiesen.

2.2.2 Arf-GTPasen

Die in der Phylogenese hochkonservierten Arf-Proteine werden ubiquitdr exprimiert und
kontrollieren grundlegende Ereignisse im intrazelluliren Vesikeltransport einschlieflich
Vesikelbildung und Sekretion (Moss & Vaughan, 1995; Chavrier & Goud, 1999). Ihre
Bezeichnung Arf, ADP-Ribosylierungs-Faktor, ist hergeleitet aus ihrer Funktion als Kofaktor
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der durch Choleratoxin katalysierten ADP-Ribosylierung von Gos-Proteinen (Kahn &
Gilman, 1986). Die Superfamilie der Arf-Proteine wird aufgrund von Sequenzhomologien
und Funktionen in Arf-Proteine (Arfl-6), Arf-like-Proteine (ARLs 1-7), SARs (SAR1a und
1b) und Arf-related-Protein (ARFRP1) eingeteilt. Die stark homologen Arf-Proteine selbst
werden basierend auf genetischen und phylogenetischen Analysen und Proteingrofe in drei
Klassen eingeteilt: Klasse I (Arfl, Arf2, Arf3), Klasse II (Arf4, Arf5) und Klasse III (Arf6)
(Moss & Vaughan, 1998; Chavrier & Goud, 1999).

Arfl, der am Besten untersuchte Vertreter der Arf-GTPasen, ist an der Regulation
verschiedener Schritte der Vesikelbildung und an exo- und endozytotischen Vorgidngen in der
Zelle beteiligt (Stearns et al., 1990). Arfl-Proteine sind hauptséchlich am Golgi-Apparat
lokalisiert und vermitteln dort die Rekrutierung spezifischer Coat-Proteine (COPs) an die
Membran, die der Ausbildung und der mechanischen Stabilitit von Vesikeln dienen. Wihrend
der Vesikelknospung wird Arfl in die Transportvesikel eingebaut und stellt sicher, dass die
Vesikelinhaltsstoffe an das dafiir vorgesehene Kompartiment in der Zelle abgegeben werden.
Arf-Proteine sind auch an der Bildung von Clathrin-coats (AP-1) und Non-Clathrin-coats
(COP1) beteiligt, die verschiedene selektive Transportschritte innerhalb der Zelle vermitteln
(Schmid & Damke, 1995; Schekman & Orci, 1996). So sind Clathrin-coated-vesicles
Bestandteile der sekretorischen Maschinerie, wihrend COP1-coated vesicles den retrograden
Transport zwischen Golgi-Apparat und Endoplasmatischen Retikulum sowie innerhalb der
Golgi-Zisternen versorgen (Kirchhausen, 2000).

Der Zyklus der Aktivierung/Inaktivierung von Arf-GTPasen wird, wie auch der
anderen GTPasen, durch spezifische GEFs und GAPs jedoch nicht durch GDIs reguliert
(Moss & Vaughan, 1998; Jackson & Casanova, 2000). Wéhrend die GDP-gebundene,
inaktive Form meistens im Zytosol zu finden ist, werden die aktivierten, GTP-gebundenen
Arf-Proteine an Zellmembranen transloziert und verankern sich dort iiber ihre N-terminale
myristoylierte Seitenkette (Cherfils & Chardin, 1999; Donaldson & Jackson, 2000).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Arf-GEFs isoliert. Sie verfiigen alle iiber eine
konservierte Sec7-Domidne, die den GDP/GTP-Austausch katalysiert. Aufgrund von
Sequenzhomologien und ihrer Sensitivitit fiir Brefeldin A (BFA), einem Metabolit aus
Penicillium brefeldianum, der die Struktur und Funktion des Golgi-Apparates zerstort, werden
Arf-GEFs in zwei Klassen eingeteilt (Roth, 2000; Jackson & Casanova, 2000). Zur ersten
Gruppe zdhlen die Hefeproteine Sec7, Geal und -2 sowie die Sdugerproteine p200, BIG2 und
GBF1, die alle durch BFA gehemmt werden. Die zweite Gruppe der vergleichsweise kleinen

Arf-GEFs ARNO, Cytohesin-1, EFA6 und GRP1 sind hingegen BFA-insensitiv und besitzen
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eine PH-Domine, welche die direkte Interaktion mit Phosphoinositiden vermittelt (Klarlund

et al, 1997; Klarlund et al., 1998).

2.2.3 Die Rolle von GTPasen im Phosphoinositidmetabolismus

Zu den wichtigen nachgeschalteten Effektoren von Arf-Proteinen zihlen die PIP-5-kinase und
die PLD (Goldberg, 1998; Cherfils & Chardin, 1999; Honda et al., 1999; D.H. Jones €t al.,
2000). Verschiedene Daten belegen, dass Arf-Proteine die PIP-5-kinase-Aktivitdt und damit
die Synthese von PIP; in verschiedenen Zellen steigern konnen (Fensome et al., 1996; Way et
al., 2000). Da Arf zudem ein direkter Aktivator der PLD ist, werden zur Zeit drei
Mechanismen diskutiert, wie Arf-Proteine zu einem zelluldren PIP,-Anstieg flihren: zum
ersten durch direkte Aktivierung der PIP-5-kinase, zum zweiten durch eine indirekte
Aktivierung liber das PLD-Produkt PA, sowie eine Kombination aus beiden Mdglichkeiten
(Jones et al., 1999; Honda et al., 1999; Skippen et al., 2002).

Neben Arf konnen auch Rho- und Rac-GTPasen den Phosphoinositid-metabolismus
regulieren (Ren et al., 1998). So fiihrte die Zugabe von Rac in permeabilisierten Zellen iiber
die Stimulation der PIP-5-kinase Ia zu einem Anstieg von PIP, (Tolias et al., 2000). In HEK-
293-Zellen konnte gezeigt werden, dass RhoA {iiber die Rho-kinase die PIP,-Synthese steigert
(Oude Weernink et al., 2000b). Da RhoA und die Rho-kinase auch die PLD stimulieren
(Schmidt et al., 1999), ist auch in diesem Signalweg eine Beteiligung von PA an der
Aktivierung der PIP-5-kinase denkbar.

2.3 Phospholipase D

2.3.1 Physiologische Bedeutung der Phospholipase D

PLD-Enzyme hydrolysieren bevorzugt das Membranphospholipid Phosphatidylcholin zu PA
und Cholin. Aus diesen Reaktionsprodukten konnen wichtige intrazelluldre Botenstoffe oder
extrazelluldre Signalmolekiile gebildet werden, welche ihrerseits auf spezifische Zielproteine
wirken. So konnen aus PA durch die Aktivitét einer PA-Phosphohydrolase und Phospholipase
A, die beiden Botenstoffe DAG und Lysophosphatidsdure (LPA) gebildet werden (Dennis,
1994; Sciorra & Morris, 1999). Wihrend aus PA gebildetes DAG offensichtlich eine
intrazelluldre Funktion hat (Pettitt et al., 1997; Hodgkin et al., 1998), kann LPA nach
Ausschleusung aus der Zelle mit spezifischen LPA-GPCRs interagieren (Fukushima et al.,
2001). Das gebildete Cholin dient u.a. fiir die Biosynthese von Acetylcholin in Neuronen und
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kann weiter zu Phosphorylcholin umgewandelt werden, welches moglicherweise fiir die
Zellproliferation von Bedeutung ist (Cuadrado et al., 1993).

Aber auch PA selbst, das direkte PLD-Reaktionsprodukt, fungiert als intrazelluldrer
Botenstoff. Zahlreiche biologische Funktionen, die der PLD zugeschriecben werden, wie
Regulation von Vesikeltransport, Sekretion, Reorganisation des Zytoskelettes und Mitogenese
werden durch PA beeinflu3t. PA kann durch direkte Interaktion die Aktivitdt und die zellulére
Lokalisation verschiedener Proteine, wie z.B. der PIP-5-kinase und der Arf-GTPasen
beeinflussen (Jenkins et al., 1994; Gosh et al., 1996; Exton, 1997a, b; Kishikawa et al., 1999,
Rizzo et al., 2000; Fang et al., 2001; Manifava et al., 2001; Jones & Hannun, 2002). Somit
konnte PA auch an der Regulation des zelluldaren PIP,-Gehaltes beteiligt sein (Anderson et al.,
1999), wodurch in der Zelle theoretisch eine positive Riickkoppelung zwischen der PLD und
der PIP-5-kinase moglich ist (siche Abb. 1).

2.3.2 PLD-lsoenzyme: Struktur und subzellulére Lokalisation

Auf der Basis der Gene von Pflanzen und Hefen wurden beim Sduger die beiden PLD-
Isoformen PLD1 und PLD2 identifiziert und kloniert (Hammond et al., 1995; Hammond et
al., 1997; Colley et al., 1997a, b). Von der humanen PLD1 sind zwei Varianten (la und 1b,
~124 kDa) mit dhnlichen regulatorischen Eigenschaften bekannt. Die PLD2, mit einem
Molekulargewicht von 106 kDa, ist zu 50% mit der Sequenz der PLDI1 identisch. Die
katalytischen Eigenschaften der PLD-Enzyme sind in vier hoch konservierten Bereichen, den
Dominen I-IV lokalisiert. Die Doménen I und IV enthalten jeweils ein am N- und am C-
Terminus lokalisiertes HKD-Motiv. Funktionelle Studien mit Punktmutationen haben
ergeben, dass dieses Motiv fiir die katalytische Aktivitdt der PLD-Enzyme essentiell ist (Sung
et al., 1997). Die Rolle der konservierten Doméne III ist noch weitgehend ungeklart. Es wird
vermutet, dass diese Region an der Substrat-Bindung beteiligt ist oder eine Interaktion mit
Cholin vermittelt (Sung et al., 1999a, b). Aullerdem gibt es Hinweise dafiir, dass diese Region
moglicherweise als Zielsignal fiir Caveolae (siehe unten) fungiert.

Neben den Doménen I-IV sind im N-Terminus von PLD1 und PLD2 konservierte PH-
und PX-Doménen zu finden. Beide PLD-Isoformen benétigen PIP; als essentiellen Kofaktor
fiir ihre Aktivitdt. Deletionsanalysen von PLD1 und PLD2 haben allerdings die Bedeutung
dieser N-terminalen Doménen fiir die Interaktion mit PIP, bezweifelt (Sung et al., 1999a, b),
weshalb weitere, PH-dhnliche Doménen fiir die Bindung von PIP, angenommen werden

(Steed et al., 1998).
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Fiir das Verstédndnis der physiologischen Funktion der PLD-Isoenzyme ist es wichtig,
ihre subzelluldre Lokalisation zu kennen. Die humanen PLD-Isoformen PLDI und PLD2
wurden sowohl an der Plasmamembran als auch in verschiedenen Zellkompartimenten
einschlieBlich Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Lysosomen, Endosomen und
Sekretorische Granula gefunden (Liscovitch et al., 2000; Cockcroft, 2001; Exton, 2002).
Wiéhrend PLD1 eher mit intrazelluldren Kompartimenten assoziiert scheint, wird PLD2
vorwiegend an der Plasmamembran gefunden (Colley et al., 1997a, b; Emoto et al., 2000;
Park et al., 2000; Lee et al., 2001; Freyberg et al., 2001). AuBBerdem wurde berichtet, dass
beide PLD-Isoformen in Caveolae lokalisiert sind oder dorthin nach Stimulation transloziert
werden (Czarny et al., 1999; Sciorra & Morris, 1999; Kim et al., 2000; Denmat-Ouisse €t al.,
2001). Insgesamt deuten alle diese Befunde darauf hin, dass die beiden PLD-Isoformen in
bestimmten zelluldren Kompartimenten lokalisiert sind, wo sie unterschiedliche Pools von

Phosphaditylcholin als Substrat umsetzen.

2.3.3 Regulation der PLD-Aktivitat

Eine groBe Zahl von extrazelluliren Signalmolekiilen fiihrt iiber Aktivierung von
membranstidndigen Rezeptoren zur Stimulation der PLD-Aktivitdt (Morris et al., 1996; Singer
et al., 1997; Exton, 1999). In Untersuchungen zu den Mechanismen der Rezeptor-induzierten
PLD-Stimulation an Zellmembranen, permeabilisierten Zellen und intakten Zellen wurden
verschiedene Lipid- und Protein-Regulatoren der PLD identifiziert, wie monomere GTPasen,
Serin/Threoninkinasen, Tyrosinkinasen und Phosphoinositide (Frohman et al., 1999;
Liscovitch et al., 2000; Cockcroft, 2001; Exton, 2002).

Wie oben erwéhnt, haben zahlreiche Untersuchungen gezeigt, dass Phosphoinositide
die Aktivitit und die zelluldre Lokalisation der PLD-Enzyme beeinflussen kénnen (Brown et
al., 1993; Liscovitch et al., 1994; Pertile €t al., 1995; Schmidt et al., 1996a, b; Hodkin €t al.,
1999; Sciorra €t al., 1999). So ist fiir die enzymatische Aktivitit von sowohl PLDI als auch
von PLD2 die Anwesenheit von PIP, in vitro erforderlich (Hammond et al., 1995; Hammond
et al., 1997; Colley et al., 1997a, b). Neben PIP, kann auch PIP;, jedoch mit geringerer
Potenz, die PLD-Enzyme stimulieren, wahrend andere Phospholipide nahezu ineffektiv sind.
Dementsprechend fiihrte eine Reduktion des zelluldren PIP,-Gehaltes durch die PIP,-
Phosphatase Synaptojanin oder Fodrin, vermutlich iiber eine Hemmung von Pl-kinasen, zu
einer Reduktion der PLD-Aktivitit (Lukowski et al., 1996; Chung et al., 1997). Eine weitere
mogliche Funktion von PIP, ergibt sich aus der Beobachtung, dass Phosphoinositide eine

Rolle bei der Verankerung von zahlreichen Proteinen in Membranen spielen. Somit konnte
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PIP; als Membrananker flir die PLD-Enzyme dienen und sie dadurch in die rdumliche Nihe
ihrer Substrate bringen (Yokozeki, 1996).

Eine Beteiligung von sog. konventionellen PKC-Isoformen an der PLD1-Stimulation
konnte in Studien mit verschiedenen Zellsystemen nachgewiesen werden (Schmidt et al.,
1994; Cockcroft, 1997; Exton, 1997a). Die Stimulation der PLD durch diese PKC-Enzyme
erfolgt anscheinend sowohl durch Phosphorylierungs-abhingige als auch durch
Phosphorylierungs-unabhéngige Mechanismen (Singer et al, 1997; Exton, 1997a; Exton,
1999). In Versuchen mit Ratten-PLD1 wurde eine direkte Phosphorylierung durch
konventionelle PKC-Isoformen gezeigt, wobei die Phosphorylierung der PLD1 durch PKC-a
tiberraschenderweise zu einer Reduzierung der Enzymaktivitit fithrte (Min et al., 1998).
Zudem wurde in Ratten-Fibroblasten die Bildung eines Komplexes aus PLD1, PKC-o und
einem noch nicht identifizierten 220 kDa Protein entdeckt, bei dem es sich moglicherweise
um einen Arf-spezifischen Austauschfaktor handelt (Min & Exton, 1998). Die PKC-
Isoformen sind an der PLD-Stimulation durch Rezeptortyrosinkinasen sowie verschiedene
GPGRs beteiligt (Cockcroft, 2001; Exton, 2002). Weiterhin sind anscheinend zytosolische
Tyrosinkinasen an der Stimulation der PLD durch Rezeptoren in bestimmten Zellen beteiligt,
wie Untersuchungen mit spezifischen Hemmstoffen zeigen (Natarajan et al., 1996; Cockcroft,
1997; Exton, 1999).

Ganz entscheidende Regulatoren der PLD1-Aktivitdt sind GTPasen der Arf-, Rho- und
Ras-Familien. Eine Beteiligung von Arf-Proteinen bei der PLD-Stimulation wurde erstmalig
in Untersuchungen mit humanen promyeloischen Leukédmiezellen (HL-60-Zellen) und
neutrophilen Granulozyten festgestellt (Brown et al., 1993; Cockroft et al., 1994). Zwischen
den Arf-Isoformen gibt es offensichtlich Unterschiede hinsichtlich ihrer Effizienz der PLD1-
Aktivierung. So stimulieren insbesondere die Isoformen Arfl und Arf6 die PLD-Aktivitit.
Arf-GTPasen sind auch an der PLD-Stimulation durch Rezeptoren beteiligt, wie
Untersuchungen mit dem Arf-GEF-Hemmstoff BFA in verschiedenen Zellsystemen zeigten
(Cockcroft, 1997; Exton, 2002).

Ahnlich wie Arf-GTPasen konnen auch GTPasen der Rho-Familie, vor allem RhoA,
Rac und Cdc42 direkt mit der PLD1 interagieren und sie aktivieren. Die ersten Beweise, dass
die PLD auch von Rho-GTPasen reguliert wird, lieferten Studien von Bowman et al. (1993).
Sie zeigten in Versuchen mit Plasmamembranen von neutrophilen Leukozyten, dass die
Stimulation der PLD durch das hydrolysestabile GTP-Analogon GTPyS durch Zugabe eines
Rho-GDI gehemmt wurde. In nachfolgenden Studien stellte sich heraus, dass von den Rho-

GTPasen die Isoform RhoA den effektivsten Aktivator darstellt. Interessanterweise sind fur
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eine effektive Stimulation von PLD1a und PLDI1b durch Rho-GTPasen auch Arf-GTPasen
und andere Komponenten, wie die PKC-a erforderlich (Kwak et al., 1995; Shimooku et al.,
1996; Ohguchi et al., 1996, Hammond et al., 1997). Eine Beteiligung von Rho-GTPasen,
spezifisch von RhoA, an der PLD-Stimulation durch membransténdige Rezeptoren wurde in
zahlreichen Zellsystemen gefunden (Exton, 2002). Ob der PLD-Stimulation eine Rolle bei
den bekannten zelluldren Funktion der Rho-GTPasen, wie Regulation der Gentranskription
und Anderungen der Zellmorphologie und -beweglichkeit zukommt, ist bisher noch nicht
bewiesen.

Eine Beteiligung von Mitgliedern der Ras-Familie, insbesondere von Ras und Ral, bei
der PLD-Regulation wurde zuerst in vV-Src-transformierten Fibroblasten beschrieben (Jiang et
al., 1995; Feig et al., 1996). In diesen Zellen wurde die PLD-Stimulation durch eine Ras/Ral-
Signalkaskade ausgeldst. Aulerdem wurde von einer direkten Interaktion von PLD1 mit RalA
berichtet. Hierbei scheint RalA fiir die PLD-Aktivierung zudem mit Arf- (Luo et al., 1997,
Luo et al., 1998; Kim et al., 1998) und Rho-Proteinen zu kooperieren (Frankel et al., 1999;
Wilde et al., 2002). Andere Studien berichteten, dass bei der Ras/Ral-abhidngigen Aktivierung
der PLD auch Ral-spezifische GEFs, wie Ral-GDS, bedeutsam sind (Just et al., 1996;
Schmidt et al., 1998; Chaves-Olarte et al., 1999; VoB et al., 1999).

Uber die genaue Regulation der PLD2 ist bisher wenig bekannt ist. Rekombinante
PLD2-Isoformen zeigten in vitro, im Vergleich zu PLD1-Isoformen, eine wesentlich hohere
Basalaktivitét, die in vivo jedoch viel geringer war. Daher wird vermutet, dass die PLD2-
Aktivitdit in Zellen durch spezifische Inhibitoren reguliert wird. Tatsdchlich wurden
verschiedene hemmende Proteine identifiziert, welche die PLD2-Aktivitit hemmen kénnen.
Dazu gehoren die Synucleine, welchen eine Rolle in der Pathophysiologie neurodegenerativer
Erkrankungen zugeschrieben wird, clathrin assembly proteins (AP-180), Fodrin und
Synaptojanin (Jenco et al., 1998; Cockcroft, 1997; Exton, 2002).

2.3.4 Regulation der PLD-Aktivitat in HEK-293-Zellen

Am Institut fiir Pharmakologie in Essen werden die Untersuchungen zur Regulation der PLD-
Aktivitit im Wesentlichen in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293-Zellen)
durchgefiihrt, die den M3 Subtyp des muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors (mAChR) stabil
exprimieren. Die Aktivierung des M; mAChR fiihrt iiber Pertussistoxin-insensitive G-
Proteine zu einer gleichzeitigen Stimulation von PLC und PLD (Schmidt et al., 1994).

Untersuchungen von Riimenapp et al. (2001) kamen zu dem Ergebnis, dass der Signalweg
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vom M3 mAChR zur PLD vermutlich iiber Gj,-Proteine verlduft und unabhingig ist von der
gleichzeitigen Gq-vermittelten Stimulation der PLC durch den Rezeptor.

Studien mit BFA zeigten, dass Arf-GTPasen in die PLD-Stimulation durch den M;
mAChR eingeschaltet sind (Riimenapp et al., 1995). Eine Beteiligung von Rho-GTPasen,
spezifisch von RhoA, bei der PLD-Stimulation durch den M3; mAChR wurde durch
Untersuchungen mit clostridialen Toxinen sowie mittels Expression von RhoA-Mutanten
nachgewiesen (Schmidt et al., 1996a; Riimenapp et al., 1998; Schmidt et al., 1998; Schmidt et
al., 1999). In Gegensatz zur Stimulation durch den M3 mAChR erfolgt die Stimulation der
PLD in diesen Zellen durch Rezeptortyrosinkinasen offensichtlich unter Beteiligung von PKC
sowie von Ras- und Ral-GTPasen (Vo8 et al., 1999). Die Hemmung der PLD-Aktivitdt durch
die Rho-inaktivierenden Toxine war von einer Abnahme des endogenen PIP,-Gehaltes
begleitet, die durch Zugabe von PIP, rekonstituiert werden konnte (Schmidt et al., 1996b;
Schmidt et al., 1996¢; Zhang et al., 1996; Oude Weernink et al., 2000a; Fahimi-Fahid et al.,
2002; Gosau €t al., 2002). Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass RhoA die PLD
nicht nur direkt, sondern auch indirekt, liber die Synthese von PIP, reguliert. Tatsdchlich
wurde in nachfolgenden Untersuchungen gefunden, dass die RhoA-abhingige Stimulation der
PLD durch den M3 mAChR iiber die Rho-kinase, einem wichtigen Effektor von aktiviertem
RhoA (Leung et al., 1995; Leung et al., 1996; Kimura et al., 1996; Matsui et al., 1996;
Nakagawa et al., 1996; Maeckawa et al., 1999) vermittelt wird (Schmidt et al., 1999).
Weiterhin wurde beobachtet, dass diese Serin/Threoninkinase auch {iber Aktivierung der PIP-
5-kinase den zelluldren Gehalt an PIP, reguliert (Oude Weernink et al., 2000b). Erst kiirzlich
wurde gezeigt, dass in die Stimulation der PLD {iber RhoA iiber Rho-kinase offensichtlich
weitere Proteine eingeschaltet sind, ndmlich die durch Rho-kinase aktivierte LIM-kinase und

deren Substrat Cofilin (unver6ffentliche Ergebnisse).

24 Lipid Raftsund Caveolae

Die Plasmamembran ist aus einer Phospholipid-Doppelschicht aufgebaut, in die weitere
Bestandteile, wie Proteine, Sphingolipide und Cholesterin eingebettet sind. Im ,,fliissigen
Mosaik“-Modell (Singer & Nicholson, 1972) stellte man sich die Plasmamembran
urspriinglich als eine zweidimensionale Plattform vor, in der die Proteine frei beweglich sind.
Heute weiss man, dass die Lipid-Doppelschicht in unterschiedlichen Zustinden vorliegen
kann und unterscheidet nach zunehmender Fluiditit die Gelphase, die liquid ordered und
liquid disordered Phase (Brown & London, 1998). Die liquid disordered Phase entspricht
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dem Modell von Singer-Nicholson, wihrend die liquid ordered Phase aufgrund ihres hohen
Gehaltes an Cholesterol und Sphingolipiden dicht gepackt und weniger fliissig ist als der
Grofteil der Plasmamembran.

Im Verlauf der letzten Jahre fiihrten diese Erkenntnisse und Untersuchungen der
Zellpolaritdt von Epithelien zur Formulierung der Lipid Raft-Hypothese, nach welcher die
strukturierten Membranbereiche der liquid ordered Phase dhnlich FloBen (rafts) im Meer der
frei beweglichen Lipide treiben (Simons & van Meer, 1988; Schroeder et al., 1994; Simons &
Ikonen, 1997; Brown & London, 1998). Fiir diese spezialisierten Mikrodoménen préigten
Simons & lkonen den Begriff Lipid Rafts, welche sich insbesondere durch ihre
Zusammensetzung, reich an Sphingolipiden (Sphingomyelin und Glykosphingolipiden) und
Cholesterol auszeichnen. Daraus ergeben sich ihre geringe Dichte und Unldslichkeit in
bestimmten nicht-ionischen Detergentien, wie Triton X-100 (Brown & Rose, 1992).
Basierend auf diesen biochemischen FEigenschaften werden in der Literatur weitere
Bezeichnungen fiir Lipid Rafts verwendet, wie Detergenz-unldsliche Glykosphingolipid-
angereicherte Dominen (DIGs), Glykosphingolipid angereicherte Regionen (GEM) oder
Detergenz-resistente Regionen (DRM).

Eine spezielle Form der Lipid Rafts ist die Klasse der Caveolae. Sie werden als kleine
(Durchmesser etwa 50-100 nm) Membrandoménen definiert, die sich in Form pleomorpher
Strukturen, klassisch als hohlenartige Einstlilpung (Caveolae: little caves), in und an der
Plasmamembran darstellen (Parton et al., 1997; Smart et al., 1999). Als definierendes
Merkmal von Caveolae gilt die formgebende Proteinkomponente Caveolin (Caveolin-1)
(Rothberg et al., 1992). Die Entdeckung dieses Markerproteins hat entscheidend zur
Erforschung der strukturellen und funktionellen Bedeutung von Caveolae, einschlieBlich der
Entwicklung von Methoden zur Isolation caveoldrer Membranen beigetragen. Das 21 kDa
Caveolin-1 ist Mitglied einer Familie von drei homologen Proteinen (Caveolin-1 bis -3),
welches die Plasmamembran haarnadelférmig durchspannt (Scherer et al., 1996). Ahnlich den
Lipid Rafts enthalten Caveolae eine hohe Konzentration an Cholesterol, Phosphatiden und
Sphingolipiden mit den daraus resultierenden biochemischen Eigenschaften der geringen
Dichte und der Unléslichkeit in nicht-ionischer Triton X-Losung (Brown & Rose, 1992).

Lipid Rafts und Caveolae sind an der Ausfiihrung vieler bedeutender zelluldrer
Prozesse, wie an der Verteilung apikaler Membranproteine in Epithelzellen (Brown & Rose,
1992; Zurzolo et al., 1994), an der Aufnahme von Folaten durch Potozytose (Anderson €t al.,
1992) und an der Kompartimentierung, Modulation und Integration von Prozessen bei der

Signaltransduktion beteiligt (Simons & Ikonen, 1997; Pike, 2003). Die Rolle der
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Mikrodoménen als Zentren der Signaliibermittlung wurde aufgrund von biochemischen
Analysen mit isolierten Lipid Rafts angenommen, in denen eine Vielzahl an
Signalkomponenten identifiziert werden konnte (Wu et al., 1997; Chang et al., 1994; Lisanti
et al., 1994; Hope et al., 1996). Dazu zdhlen verschiedene Membranrezeptoren, GPI-
verankerte Proteine (CD59, uPAR, EphrinAS), Signal-Effektoren (heterotrimere G-Proteine,
Kinasen der Src-Familie, Ras, PKC-a, PLC-y, Adenylylcyclasen) und Lipid-Signalmolekiile.
Auch fiir PIP, wurde eine starke Anreicherung in Lipid Rafts gefunden (Pike & Casey, 1996).
Dieser PIP,-Pool in Caveolin-angereicherten Doménen scheint selektiv als Substrat der PLC
zur Verfligung zu stehen, was auf eine funktionelle Kompartimentierung des zelluléren PIP,

hindeutet (Pike & Miller, 1998).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

PLD und PIP-5-kinase sind fiir die Bildung zweier wichtiger Lipid-Mediatoren, ndmlich von
PA bzw. PIP, verantwortlich. Die katalytische Aktivitit beider Enzyme wird gleichermal3en
durch GTPasen der Arf- und Rho-Familie reguliert. Da dariiber hinaus PA die PIP-5-kinase in
vitro stimuliert, wihrend deren Produkt PIP, wiederum einen essentiellen Kofaktor der PLD-
Aktivitédt darstellt, diirften beide Enzyme in der Zelle eng interagieren und sich iiber einen
positiven Riickopplungsmechanismus gegenseitig beeinflussen (siche Abb. 1). Wihrend die
Regulation der PLD durch GTPasen und Phosphoinositide bereits eingehend untersucht
wurde, ist das Regulationsnetzwerk der PIP-5-kinase noch weitgehend ungeklért. Ziel dieser
Arbeit sollte es sein, die Bedeutung der PLD fiir den Phosphoinositidmetabolismus zu
untersuchen.

Dazu sind im Einzelnen folgende Fragestellungen untersucht worden:

- Kontrolliert die PLD die PIP-5-kinase und damit den zelluldren PIP,-Gehalt?

- Ist die PLD in den durch Arf regulierten Signalweg zur PIP-5-kinase eingeschaltet?

- Ist die PLD in den durch Rho regulierten Signalweg zur PIP-5-kinase eingeschaltet?

- Werden durch PLD und Arf rdumlich-definierte PIP,-Pools selektiv kontrolliert?

Diese Arbeit stellt einen Teil der Grundlagenforschung im Bereich der Tiermedizin dar, die
im gleichen Mafle Aspekte im pharmakologischen als auch im medizinisch-biologischen
Bereich betreffen. In diesem Sinne konnen die Untersuchungen dazu beitragen, eine

Entwicklung in der tiermedizinischen Pharmakologie zu bewirken.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien
Name

Acrylamid
Ammoniaklosung (25%)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

ATP

Bisacrylamid
Bromphenolblau

BSA

Butanol

Calciumchlorid
Chloroform

Chloroquin
Coomassie-Blau
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol
DMEM/Nutrient Mix F-12
ECL-Immunblot-Reagenz
EDTA

EGTA

Essigsédure (96%)

Ethanol

FKS

Hersteller/Lieferfirma

Serva
Merck
Serva
Griinenthal
Roche Molecular Biochemicals
Serva
Fluka
Biomol
Baker
Merck
Baker
Sigma
Serva
Merck
Serva
Invitrogen
PerkinElmer Life Sciences
Merck
Merck
Baker
Baker

Invitrogen
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Geneticin (G418)
D(+)-Glukose

Glycerol

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LB-Medium

Leupeptin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol

MES

Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nonidet P-40
Orthovanadat

Oxalséure
Penicillin/Streptomycin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylserin
Phosphorséure (85 %)
PI(4)P

PMSF

Gibco BRL
Merck
Fluka
Sigma
Serva
Merck
Merck
Invitrogen
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Baker
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka
Merck
Sigma
Seromed
Sigma
Sigma
Merck

Sigma

Roche Molecular Biochemicals
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Poly-L-Lysin (>300.000 Da)
Ponceau S

Proteinstandard (Rinder-y-Globulin)
Salzsdure (37%)

SDS

Serva-Blau (G und R)
Sucrose

TEMED

Trichloressigsdure

Tris

Triton X-100

Tween 20

3.1.2 Radioaktive Chemikalien

Name (spezifische Aktivitat)
[PH]IP; (15-30 Ci/mmol)
[y-**P]JATP (>4.500 Ci/mmol)

3.1.3 Antikorper

Name
anti-PLD1-Antikérper (Kaninchen)
anti-Caveolin-Antikorper (Kaninchen)

anti-Kaninchen IgG/Peroxidase-Konjugat der Ziege

3.1.4 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Name

Anionenaustauscher AG® W50-X8
Chromatographie-Blotpapier
Emulsifier Szintillator Plus/299

Filmentwickler Losung Neutol Liquid NE

Seromed
Sigma
Bio-Rad
Merck
Serva
Serva
Merck
Serva
Merck
Merck
Roth

Sigma

Her steller/Lieferfirma

PerkinElmer Life Sciences

ICN Biomedicals

Her steller/Lieferfirma

Dr. S. Bourgoin
Transduktion Laboratories

Santa Cruz Biotechnology

Hersteler/Lieferfirma
Bio-Rad
Whatman

Canberra Packard

Agfa Gevaert
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Filmfixierer Losung Agefix Agfa Gevaert

GF/C-Filter Whatman

Kieselgel 60-C-Platten Merck

Kodak X-OMAT AR-Filme Kodak

Nitrocellulosemembranen

Advanced Microdevices

Plasmid Mega Kit Qiagen
Plastik-Einmalkiivetten Sarstedt
»snap-cap““-Roéhrchen (15 ml ) Sarstedt
Sterilfilter (0,20 pm) Sartorius
Szintillationsgefdlfle Packard
Zellkulturschalen (35- und 145-mm) Greiner
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von HEK-293-Zellen

Die Arbeiten in der Zellkultur wurden wunter sterilen Bedingungen an einer
Sicherheitswerkbank (LaminarAir HA 2472 GS, Heraeus) mit laminarer Verdringungs-
stromung durchgefiihrt. Die Abtdtung der Keime der verwendeten Losungen bzw. Medien
und Gerite erfolgte im Autoklaven bei 121°C fiir 20 min.

Fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden HEK-293-Zellen eingesetzt,
die stabil den M3 mAChR mit einer Dichte von ca. 200.000 Rezeptoren pro Zelle
exprimieren. Als Nahrmedium wurde DMEM/F12 (pH 7,2) mit einem Zusatz von 10 % FKS
(v/v), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin verwendet. Zur Selektion der Mj;
mAChR-Expression wurde zudem das Neomycin-Analogon Geneticin (G418; 0,5 mg/ml)
dem Nihrmedium zugefiigt, das eine Neomycin-Resistenz vermittelt. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte im Brutschrank (B5060 EK/CO;) in feuchter Atmosphire bei 5 % CO, und
37°C in 145-mm Zellkulturschalen mit 20 ml Wachstumsmedium. Die Zellen wurden einmal
wochentlich subkultiviert, indem sie durch mehrmaliges Aufpipettieren mit warmem Medium
abgelost und auf 35- bzw 145-mm Zellkulturschalen ausgesidt wurden. Die Zellschalen
wurden fiir 10 min mit Poly-L-Lysin (MG >300.000 Da, 0,1 mg/Schale) beschichtet, um eine
bessere Anhaftung der Zellen an das Plastikmaterial zu erreichen. Die Zellen wurden maximal

bis zur 25. Passage fiir die Versuche eingesetzt.
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3.2.2 Praparation von Plasmid-DNA (Birnboim & Doly, 1979)

Zur Préaparation und Aufreinigung von cDNA wurden 3 ml LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin in "snap-cap"-Rohrchen mit einer Einzelkolonie des Plasmid-tragenden Bakterien-
stammes angeimpft und ca. 8 h bei 37°C im Warmluftschiittler (Certomat®, H. B. Braun) mit
180 Upm inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakterienkultur in ein groferes Volumen
ampicillinhaltiges LB-Medium iiberfiihrt und iiber Nacht unter den gleichen Bedingungen wie
oben beschrieben kultiviert. Am nichsten Tag wurden die Bakterien mit 6.000 Upm bei 4°C
fiir 15 min pelletiert (Sorvall RC-5B, DuPont). Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte
mit Hilfe des "Plasmid Mega Kit” der Firma Qiagen, wobei die Bakterien nach Resuspension
in einer NaOH/SDS-haltigen Losung zunichst alkalisch lysiert wurden. Das Lysat wurde
dann unter angepassten Bedingungen (pH 7,0 und niedrigen Salz-Konzentrationen) auf ein
Anionenaustauscher-Harz aufgetragen. RNA, Proteine und weitere Unreinheiten wurden
durch eine hoher-konzentrierte Salzlosung von der Sédule entfernt. SchlieBlich wurde die
cDNA mit einer hochkonzentrierten Salzldsung eluiert, durch 70 % Ethanol prézipitiert und in
30 pl TE-Puffer resuspendiert. Die cDNA-Konzentration der Aufreinigungen wurde durch
UV-Spektrophotometrie in Quarzkiivetten bei A= 260 nm bestimmt (Spektrophotometer LKB

Biochrom Ultrospec II, Pharmacia).

TE-Puffer, pH 8,0: 1 mM EDTA
10 mM Tris-HC1

3.2.3 Verwendete Konstrukte

In dieser Arbeit wurden folgende Konstrukte eingesetzt:

Konstrukt Vektor Grole Promotor Referenz

hPLD1b pCGN 5.0+3.5kb CMV Dr. M. Frohman
hPLD1b K898R pCGN 50+3.5kb CMV Dr. M. Frohman
mPLD2 pCGN 5.0+3.0kb CMV Dr. M. Frohman
mPLD2 K758R pCGN 5.0+3.0kb CMV Dr. M. Frohman
Arfl pRKS5S 4.7+ 0.6 kb SP6 Dr. B. Lohmann

Arfl T3IN pRKS 4.7+ 0.6 kb SP6 Dr. B. Lohmann
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Arfl Q71L pRKS5 4.7+ 0.6 kb SP6 Dr. B. Lohmann
Rho-kinase-CAT pEF-BOS-myc 5.4+ 1.8 kb EF-1a Dr. K. Kaibuchi
Cofilin S3A (HA-tag)  pcDL-SRa 3.7+ 0.5kb SRa. Dr. K. Mizuno

Alle Konstrukte sind gegen das Antibiotikum Ampicillin resistent.

3.2.4 Transfizierung von HEK-293-Zellen

Die zu transfizierenden Zellen wurden bis zu einer optimalen Konfluenz von ca. 70-80% auf
145-mm-Schalen kultiviert. Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit frischem
DMEM/F12-Medium versorgt. Die gewiinschten cDNA-Mengen wurden in 1,5 ml Reaktions-
gefaBBen mit sterilem H,O auf ein Volumen von 100 pl aufgefiillt. Anschlieend erfolgte eine
Ansduerung mit 25 pl 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) sowie die Ausfiallung der cDNA
mittels 315 ul 100 % Ethanol bei 4°C. Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 13.000 Upm
(Biofuge 13, Heraeus) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet 5 min an der Luft
getrocknet. Nach Resuspension des Pellets in 700 pl H,O wurde die cDNA zusammen mit
300 pl 2 M CaCl; in ein 15 ml-Zentrifugenrohrchen tiberfiithrt und griindlich gemischt. Zu
dem cDNA/CaCl,-Gemisch wurde tropfelnd 1 ml HeBS 2x hinzugefiigt und die Losung
nochmals gemischt. Das DNA/ Calciumphosphat-Préizipitat auf den Rand der Zellkultur-
schalen gegeben, welchen zuvor 200 pl einer 10 mM Chloroquinlésung hinzugefiigt wurde,
um den DNA-Abbau in den Lysosomen zu verhindern. AnschlieBend wurden die Zellen je
nach Wachstumsdichte 3-4 h im Brutschrank (B5060 EK/CO,) mit dem gebildeten DNA-
Prazipitat inkubiert. Nach Absaugen des Mediums wurden die Riickstinde des Prizipitates
durch einmaliges Waschen mit FKS-freiem DMEM/F12-Medium entfernt und dann die
Zellen mit 20 ml frischem Wachstumsmedium versorgt. Die Tranzfizierungseffizienz lag
zwischen 50 % und 70 %. Die Zellen wurden am folgenden Tag gesplittet und nach weiteren

24 h Inkubation in den jeweiligen Versuchen eingesetzt.

2x HeBS, pH 7.5: 280 mM NaCl
50 mM HEPES
148 mM Na,HPO,4
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3.2.5 Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden die Proben in Plastik-Einwegkiivetten mit dH,O
auf ein Volumen von 800 pl aufgefiillt und mit 200 pl Bradford-Reagenz versetzt. Parallel
wurde eine Standardreihe mit Proteinkonzentrationen von 0,4-2,0 pg/ml Rinder-y-Globulin
als Proteinstandard erstellt. Als Blindwert diente eine Standardlosung ohne Rinder-y-
Globulin. Nach griindlicher Durchmischung und 10 min Inkubation wurde die Extinktion bei
einer Wellenldnge von 595 nm photometrisch gemessen (Spektrometer LKB Biochrom
Ultraspec I, Pharmacia). Der Proteingehalt der Proben wurde iiber die ermittelte

Standardreihe berechnet.

Bradford-Reagenz: 350 mg Serva-Blau G (Comassie Blau)
250 ml Ethanol
250 ml Phosphorséure (85%) ad 1 1 dH,O

3.2.6 Bestimmung der PIP-5-kinase-Aktivitat (Oude Weernink et al., 2000b)

Mit einer Transferpipette wurden die am Vortag auf 145-mm Schalen ausgesidten HEK-293-
Zellen durch mehrmaliges Aufpipettieren abgelost und fir 5 min bei 1700 Upm
abzentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus) und mit 20 ml eiskaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Pellets in 200 ul Lysispuffer resuspendiert. Nach Einwirken des
Lysispuffers fiir 10 min wurden die Zellen mit 1,8 ml Dilutionspuffer verdiinnt und durch
Sonifizieren mechanisch aufgeschlossen (3 x 20 sec, Sonifer Labsonic U). Nach Bestimmung
der Proteingehalte (siche 3.2.4) wurden die Lysate mit einem Dilutionspuffer/Lysispuffer-
Gemisch (9:1; v/v) auf eine Proteinkonzentration von 1,25 mg/ml eingestellt. Zur Herstellung
des Lipidgemisches wurden equimolare Mengen von PI(4)P und Phosphatidylserin in einem
1,5-ml-Reaktionsgefd3 gemischt und eingedampft (SpeedVac plus SC 110 A, Savant) und
anschlieBend in einer definierten Menge Lipidpuffer resuspendiert und sonifiziert. Das
Reaktionsgemisch, bestehend aus 40 pl der Lysatverdiinnung und 5 pul des Lipidgemisches,
wurde nach Durchmischen fiir 10 min bei 25°C in einem Thermoblock (Eppendorf) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Phosphorylierungsreaktion durch Zugabe von [y->P]JATP (200
uCi/ml, 5 pl) gestartet. Die Reaktion wurde nach 5 min durch Zugabe von 300 pl kaltem
Methanol: 1IN HCI im Verhiltnis 1:1 beendet. Nach Extraktion der Lipide durch Zugabe von
250 pl Chloroform erfolgte die Phasentrennung durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und
13.000 Upm (Megafuge 1.0 R, Heraeus). AnschlieBend wurden 200 pl aus der unteren,

wiassrigen Phase entnommen und in einem Vakuumkonzentrator (SpeedVac plus SC 110 A,
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Savant) eingedampft. Nach Resuspension des Pellets in 20 pl Chloroform wurden die Proben
durch Diinnschichtchromatographie auf einer mit 1 %iger Oxalsdure vorbehandelten
Kieselgel 60-C-Platte aufgetragen. Die Auftrennung der Phosphoinositide erfolgte in einer
Mischung aus Chloroform:Methanol:2,5 N Ammoniak (9:7:2; v/v/v) als mobiler Phase fiir 2 h
in einer Trennkammer. Zur Autoradiographie wurde die Diinnschichtplatte auf einen
Rontgenfilm in einer Filmkassette gelegt, der durch die radioaktiv markierten Phospho-
inositide iiber Nacht geschwirzt wurde. Abschlieend wurden die radioaktiven PIP,- und PIP-
Banden von der Platte abgekratzt und die Radioaktivitit durch Cerenkov-Zahlung (Beckmann
LS6000 SC) bestimmt.

Lysispuffer, pH 7,4: 1 % Nonidet P 40 (w/v)
10 % Glycerol (v/v)
150 mM NacCl
25 mM Tris-HCl
1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
5 mM MgCl,
I mM DTT

vor Gebrauch hinzufiigen: 2 mM Na-Orthovanadat
1 mM PMSF
1 uM Leupeptin

Dilutionspuffer, pH 7.4: 25 mM Tris-HCl
1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
5 mM MgCl,
1 mM DTT

Lipidpuffer, pH 7,4: 0,02 % Triton X (w/v)
20 mM Tris-HCl
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3.2.7 Bestimmung des zellulédren Gehaltes von PIP,

Extraktion von PIP;

Die am Vortag auf 35-mm-Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultivierten HEK-293-Zellen
wurden mit 1 ml eiskalter 0,5 M Trichloressigsdure (TCA) versetzt, um eine Fixierung der
Zellen und die Ausschwemmung wasserloslicher Zellbestandteile zu erreichen. Nach 20 min
Lagerung der Zellschalen auf einer Eisplatte wurde der Uberstand vorsichtig am Rand der
Schale abgesaugt, ohne den Zellrasen zu beschiddigen. Bei der nun folgenden Lipidextraktion
wurden zundchst 940 pl eines Chloroform/Methanol/12 N HCI-Gemisches (v:v:v; 40:80:1)
auf die Schalen gegeben und der Zellrasen mit einem Plastikstift abgeldst. Anschlieend
wurde die Membranlipidsuspension in 3,5 ml Réhrchen iiberfiihrt und mit 310 pl Chloroform
und 560 pl 0,1 M HCI-Losung versetzt. Nach Phasentrennung durch Zentrifugation fiir 10
min bei 2.400 Upm und 4°C (Megafuge, 1.0 R, Heraeus) wurden 400 pl der in Chloroform
gelosten Lipide aus der unteren Phase in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 pipettiert und eingedampft
(Vakuumkonzentrator, SpeedVac plus SC 110 A, Savant). Die eingetrockneten Proben
wurden bei -20°C bis maximal 14 Tage bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Hydrolyse von PIP,

Zur Weiterverarbeitung wurden die eingedampften Proben nach Zugabe von 250 pl KOH fiir
15 min bei 100°C (Thermoblock, Eppendorf) inkubiert. Nach griindlicher Durchmischung
und Abkiihlung auf Eis wurden die Proben zur Neutralisation auf Ionenaustauscher-Sdulen
(Bio-Rad AG® W50-X8 200-400 mesh, Hydrogenform) aufgetragen. Das Eluat bestehend aus
250 pl hydrolisierter Probe und 1 ml H,O wurde nach Einstellung des pH auf 6-7 mit einer 1
M Natriumbikarbonatlosung durch Zugabe von 2 ml 1-Butanol-Petrolether (5:1; v:v)
gewaschen. Nach Zentrifugieren fir 10 min bei 2.400 Upm und 4°C (Megafuge, 1.0 R,
Heraeus) wurde das in der unteren, wéssrigen Phase enthaltene, aus PIP, hydrolysierte IP; fiir
die quantitative Massenbestimmung entnommen. Die Sdulen wurden mit 5 ml 1 M HCI und
5x je 5 ml dH,O regeneriert.

| Ps-M assenbestimmung (Chilvers et al., 1991)

Die Menge an IP; in den Hydrolysaten wurde mittels der Verdrangung der Bindung von
[*HJIP; an ein IP;-Bindungsprotein, das aus Rinder-Nebennierenrinde gewonnen wurde,
bestimmt. Bei der Durchfiihrung des Assays wurde auf eine maximale Temperatur von 4°C,
einen optimalen pH-Wert von 8,0 sowie auf einen Uberschuss an EDTA geachtet, um eine
maximale IP;-Bindung und eine minimale Metabolisierung des Substrates zu gewahrleisten
(Challiss et al., 1988; Palmer et al., 1989). Fiir den Bindungsversuch wurden 30 ul Eluat, 30
ul Assay-Puffer und 30 pl [PHJIP; (5000 cpm/Assay) in eisgekiihlte 3,5 ml Reaktionsréhrchen
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pipettiert. Zu diesem Ansatz wurden 30 pl eisgekiihltes IP;-Bindungsprotein zugegeben.
AnschlieBend wurden die sorgfaltig durchmischt und fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert.
Die Trennung des freien vom gebundenen IP; wurde durch Vakuum-Filtration der Proben
tiber GF/C-Filter erreicht. Die Filtration erfolgte durch Verdiinnung und Spiilen der Proben
und direkt anschlieBendes Waschen der Filter mit 3 x 3 ml eisgekiihltem Waschpuffer
innerhalb von 5-10 sec. Nach Zugabe von 3 ml Szintillator Emulsifer Plus zu den Filtern
wurde abschliefend die Radioaktivitit mit Hilfe eines Fliissigkeitsszintillationszédhlers (LS
6000 SC) gemessen werden. Die Quantifizierung von IP; und damit auch von PIP; in den
Proben erfolgte mittels einer parallel hergestellten Standardkurve.

Her stellung des | Ps-Bindungsproteins

Fiir die Herstellung des IP3-Bindungsproteins wurden Nebennierenrinden von Schlachtrindern
verwendet. Nach Entfernung der inneren Medulla wurde die Rinde kleingeschnitten und
anschlieBend homogenisiert (2 ml Homogenisierungspuffer pro g Rinde; Ultra-Turrax, Janke
& Kunkel). Die Proben wurden fiir 10 min bei 4°C und 6.500 Upm zentrifugiert und der
Uberstand aufgehoben. Das Pellet wurde in derselben Menge Puffer resuspendiert and erneut
homogenisiert und zentrifugiert. AnschlieBend wurden beide Uberstéinde vereinigt und bei
15.000 Upm fiir 20 min bei 4°C (Sorvall RC-5B, DuPont) zentrifugiert. Die Pellets wurden 4
x in Homogenisierungspuffer gewaschen, bevor sie in 8 ml Puffer resuspendiert und
zusammengefiihrt wurden. Nach Bestimmung des Proteingehaltes (sieche 3.2.4) wurde der
Proteingehalt auf 15-18 mg/ml eingestellt. Das so gewonnene IP3;-Bindungsprotein wurde in

Aliquots bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

Assay-Puffer, pH 8,0: 100 mM Tris/HCI
4 mM EDTA
Wasch-Puffer, pH 8,0: 25 mM Tris/HC1
1 mM EDTA
5 mM NaHCO;

Homogenisierungspuffer, pH 8,0: 20 mM NaHCOs
1 mM DTT
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3.2.8 Isolierung von Caveolin-angereicherten Membranen
(Pike & Miller, 1998)

Auf 145-mm-Zellkulturschalen ausgesdte HEK-293-Zellen wurde mit kaltem PBS gewaschen
und mit 1 ml gekiihltem NE-Puffer abgelost. Anschlieend wurden die Zellen 30x durch eine
23 G Nadel gezogen und auf Eis sonifiziert (3 x 15 sec, Sonifer, Labsonic U). Zum Aufbau
des Sucrosegradienten im Zentrifugenréhrchen (Beckmann 344059; 13.2 ml) wurden die
Losungen wie folgt geschichtet:1 ml Zelllysat und 2 ml 60 %ige Sucrose-Losung

6 ml 35 %ige Sucrose-Losung

3 ml 5 % ige Sucrose-Losung
Zur dichteabhédngigen Fraktionierung der Zellbestandteile innerhalb des Sucrosegradienten
wurde fiir 3 h bei 32.000 Upm und 4°C in einer Ultrazentrifuge (Rotor SW 41 Ti, Beckmann)
zentrifugiert. Anschlieend wurden 10 1,2 ml-Fraktionen abgenommen und das verbliebene
Pellet in 1,2 ml MBS-Puffer resuspendiert. Von jeder Fraktion wurden 400 pl entnommen
und in 0,9 ml eines Chloroform-Methanol-HCI-Gemisches (50:50:1; v/v/v) extrahiert. Nach
Durchmischen wurden die einzelnen Fraktionen zur Phasentrennung fiir 10 min bei 2.400
Upm und 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0.R, Heraeus). AnschlieBend wurde die untere,
organische Phase entnommen und in einem Vakuumkonzentrator (SpeedVac plus SC 110 A,
Savant) eingedampft. Zur Bestimmung des PIP,-Gehaltes in den Fraktionen wurde wie unter
3.2.6 beschrieben verfahren. Die restlichen 800 pl der Proben wurden zur Ermittlung der

Proteingehalte (siehe 3.2.4) eingesetzt.

Sucrose-Losungen: 60 %ige Sucrose: 60 g Sucrose, auffiillen auf 100 g mit MBS
35 %ige Sucrose: 35 g Sucrose, auffiillen auf 100 g mit MBS
5 %ige Sucrose: 5 g Sucrose, auffiillen auf 100 g mit MBS

NE-Puffer, pH 11,0: 150 mM Na,COs
2 mM EDTA

MBS-Pufter, pH 6,5: 25 mM MES
150 mM NacCl

2mM EDTA
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3.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970; Towbin et al.; 1979)

Auf 30-mm- oder 60-mm-Zellkulturschalen kultivierte HEK-293-Zellen wurden 48 h nach
der Transfizierung zunichst zweimal mit HBSS gewaschen und dann mit 0,2 bzw. 0,3 ml
kochendem Lyse-Puffer aufgeschlossen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdss iiberfiihrt. Die
Proben wurden 10 min bei 95°C erhitzt (Thermoblock, Eppendorf) und mittels einer 25 G
Kaniile resuspendiert. Nach Bestimmung des Proteingehaltes mittels der BCA-Methode
wurden die entsprechenden Proteinmengen mit Laemmli-Puffer (1x, 2x oder 3,3x) auf 100 pl
aufgefiillt und erneut gekocht. Durch das Kochen im Laemmli-Puffer in Gegenwart von 2-
Mercaptoethanol werden Schwefel-Briicken von Proteinen aufgebrochen und so Protein-
Untereinheiten voneinander getrennt. Das im Laemmli-Puffer enthaltene SDS ist ein negativ
geladenes Detergens, das durch hydrophobe Interaktionen mit den Proteinen dafiir sorgt, dass
die Proteine sich entfalten und Islich werden.

Fiir die Gele wurden Acrylamid und Bisacrylamid im Verhiltnis 30:0,8 eingesetzt und
mittels TEMED und Ammoniumperoxodisulfat polymerisiert. Der Acrylamidgehalt des
Sammelgels betrug konstant 6 % (m/v), wihrend fiir das Trenngel, abhdngig von der
erforschten ProteingroBe, Acrylamid-Konzentrationen von 10 %, 12,5 % oder 15 % (m/v)
eingesetzt wurden. Der Molekulargewichtsstandard bestand bei den 10 %igen Gelen aus
Myosin (205 kDa), B-Galaktosidase (116 kDa), Phosphorylase b (97,4 kDa), BSA (66 kDa),
Ovalbumin (45 kDa) und Carboanhydrase (29 kDa). Der Standard fiir hoherprozentige Gele
enthielt BSA (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (36
kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Trypsinogen (24 kDa), Sojabohnen-Trypsininhibitor (20
kDa) und Lactalbumin (14,2 kDa). Die Elektrophorese fand bei konstant 36 mA fiir etwa 4 h
statt. Zum Nachweis der aufgetrennten Proteine wurde das Gel ca. 15 min lang in Coomassie-
Blau inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch Entfirbeldsung entfernt und die Gele
anschlieBend bei 80°C im Vakuum getrocknet (GelDryer Model 543, Bio-Rad).

Lyse-Puffer, pH 7,4: 1 % SDS (m/v)
10 mM Tris-HCI

2x Trenngelpuffer, pH 8,8: 0,2 % SDS (m/v)
750 mM Tris-HCI

2x Sammelgelpuffer, pH 6,8: 0,2 % SDS (m/v)
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250 mM Tris-HCl

Laufpuffer: 1 % SDS (m/v)
200 mM Glycin
25 mM Tris

Coomassie-Blau-Farbung: 1,4 g Serva-Blau R
500 ml Methanol
100 ml Essigsédure

ad 1 1dH,O

Entfarbeldsung: 10 % Essigsédure (v/v)
10 % Methanol (v/v)

3.2.10 Immunaoblot-Analyse (Towbin et al., 1979)

Zur Immunoblot-Analyse wurde das Gel nach der elektrophoretischen Proteintrennung direkt
auf eine Nitrocellulose-Membran gelegt und in Blotpuffer {iber Nacht bei 4°C mit einer
Ladung von 100 mA und einer Spannung von ca. 20 V gelegt. Mit Ponceau S-Losung wurden
die auf die Membran transferierten Proteine angefarbt und die Standardproteine markiert. Zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir 1 h in TBS mit 5 %
Magermilchpulver (oder BSA, m/v) blockiert. Nach kurzem Waschen mit TBS und dH,O
wurde die Membran mit dem entsprechenden ersten Antikorper fiir mindestens 1 h inkubiert.
Die Antikorper wurden in TBS mit 0,1 % BSA von 1:500 bis zu 1:2.500 geméss den
Herstellerangaben verdiinnt. Die Membran wurde dann viermal fiir je 5 min in TBS mit 0,2 %
Tween® 20 (m/v) gewaschen und erneut mit 5 % Magermilchpulver fiir 10 min abgesittigt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit einem dem ersten AntikOrper entsprechenden
zweiten AntikOrper (anti-Maus, anti-Kaninchen oder anti-Ziege IgG/Peroxidase-
Antikorperkonjugat; Verdiinnung gemill den Herstellerangaben: 1:5.000 bis zu 1: 10.000, 1
h). Die Membran wurde dann 3x fiir je 5 min in TBS mit 0,2 % Tween® 20 (m/v) und einmal
in TBS gewaschen. SchlieBlich wurde die Membran fiir 1 min in einer Mischung von je 6 ml
ECL®-Reagenz 1 und 2 (4°C) inkubiert. Die Detektion der dadurch ausgeldsten
Chemolumineszenz-Reaktion erfolgte auf Kodak X-Omat-Filmen nach Expositionszeiten von

2 bis 30 min.
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TBS, pH 7,4 150 mM NacCl
10 mM Tris-HCI1

Blotpuffer: 20 % Methanol (v/v)
0,01 % SDS (m/v)
300 mM Glycin
40 mM Tris
Ponceau S-Losung: 5 % Essigsaure (v/v)

0,1 % Ponceau S (m/v)

3.2.11 Datenauswertung

Die Graphiken wurden mit Hilfe des Computerprogramms GraphPadPrism (Version 3.02,
2000) erstellt. Die Versuche wurden in Doppel- oder Dreifachbestimmungen durchgefiihrt,
und die Ergebnisse sind in den Abbildungen als Mittelwerte + S.D. oder als Mittelwerte +

S.E.M von n-fach wiederholten Versuchen dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Stimulation der PIP,-Synthese durch Phospholipase D

Wie in der Einleitung dargestellt, gibt es offensichtlich mannigfaltige Interaktionen zwischen
der Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase (PIP-5-kinase), ihrem Produkt Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat  (PIP;), der Phospholipase D (PLD) und ihrem Produkt
Phosphatidsdure (PA) sowie den kleinen GTPasen der Arf- und Rho-Familie. In dieser Arbeit
habe ich das Augenmerk auf die Regulation der PIP-5-kinase, die den letzten Schritt im
Hauptsyntheseweg von PIP; katalysiert, in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293-
Zellen) gerichtet.

Verschiedene Arbeitsgruppen hatten berichtet, dass PA die Aktivitit der PIP-5-kinase
in vitro steigern kann. Dies wurde erstmals von Moritz et al. (1992) berichtet, die den Einfluss
von PA und anderen Lipiden auf die Aktivitét einer aus Rinderhirnmembranen aufgereinigten
PIP-5-kinase untersuchten. Sie zeigten, dass PA ein hochspezifischer Aktivator der PIP-5-
kinase ist, wiahrend andere Lipide nur einen geringen oder keinen Effekt auf die Kinase
zeigten. Ahnliche Befunde wurden spiter auch von anderen Autoren erhoben (Jenkins et al.,
1994; Ishihara et al., 1996; Ishihara et al., 1998). Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnten
ich in Lysaten von HEK-293-Zellen in Gegenwart von PA eine deutliche Steigerung der PIP-
5-kinase-Aktivitdt nachweisen. Zur Messung der Enzymaktivitit wurden die Zelllysate mit
Lipidvesikeln inkubiert, die neben dem Substrat PI(4)P equimolaren Mengen der getesteten
Lipide enthielten. Die Phosphorylierung von PI(4)P zu PI(4,5)P, erfolgte in Gegenwart von
[y-*P]ATP, so dass das gebildete PI(4,5)P; als radioaktiv markiertes [**P]PI(4,5)P, detektiert
werden konnte. Weiterhin wurde, um die mogliche Synthese von PI(3,4)P,, welches ein
dhnliches Laufverhalten auf den Diinnschichtplatten aufweist wie PI(4,5)P,, durch PI-3-
kinasen zu verhindern, die Phosphorylierung in Gegenwart von 0,1% Nonidet P-40
durchgefiihrt, das die PI-3-kinase-Aktivitdt hemmt (Endemann et al., 1990; Vlahos et al.,
1994). Nach 5 min Inkubation bei 25°C und Stop der Reaktion durch Zugabe eines
Methanol/HCI-Gemisches wurden die extrahierten Lipide aufgetrennt, die durch Auto-
radiographie sichtbar gemachten, radioaktiven PI(4)P- und PI1(4,5)P,-Banden ausgekratzt und
die Mengen an inkorporiertem *°P mittels Cerenkov-Zahlung ermittelt. Wie in Abb. 2
dargestellt, hatten Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylethanol (PE) nur vergleichsweise
geringe Effekte auf die PIP-5-kinase-Aktivitdt (von 1,95 pmol PIP, pro min und mg Protein
mit Kontrollvesikeln ohne addiertes Lipid auf 3,69 bzw. 3,41 pmol PIP, pro min und mg
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Protein). Dagegen fiihrte die Aufnahme von PA in den Lipidvesikeln zu einer erheblich
starkeren Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitdt (um den Faktor 5), auf 9,95 pmol PIP, pro

min und mg Protein.
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Abb. 2. Stimulation der PIP-5-kinase durch PA
Die Aktivitdt der PIP-5-kinase wurde in Lysaten von HEK-293-Zellen mit Lipidvesikeln gemessen, die PIP

allein (Ohne) oder zusétzlich equimolare Mengen der Lipide PS, PE und PA (jeweilige Endkonzentration im
Assay 70 pM) enthielten. Die Enzymaktivititen sind als absolute Werte in pmol PIP, pro min und mg Protein

angegeben. Ahnliche Ergebnisse wurden in drei Versuchen erzielt.

Da PA das Hydrolyseprodukt der PLD ist, stellte sich nun die Frage, ob die PLD im
zelluldren Kontext Einfluss auf den Phosphoinositidmetabolismus nimmt. Deshalb habe ich
zunichst gepriift, ob die PIP-5-kinase-Aktivitit durch eine Uberexpression der PLD in HEK-
293-Zellen verandert wird. Dazu wurden subkonfluente Zell-Monolayer in 145-mm-
Zellkulturschalen mit steigenden Mengen an PLDI1 transfiziert. Nach 48 h erfolgte die
Ablosung der Zellen mit anschlieBender Bestimmung der PIP-5-kinase-Aktivitdt in den
Zelllysaten. Die Phosphorylierung von PI(4)P zu [**P]PI(4,5)P, wurde nun in Gegenwart von
PI(4)P/PS-Micellen bestimmt. Tatsdchlich konnte die PIP-5-kinase-Aktivitdt durch
Uberexpression der PLD1 konzentrationsabhingig gesteigert werden (Abb. 3A). Bei der
hochsten eingesetzten Menge an PLD1-DNA war die Kinase-Aktivitdt um etwa das 4-fache

gesteigert, von 5,24 + 0,88 pmol PIP, pro min und mg Protein in den Lysaten von



Ergebnisse 33

Kontrollzellen auf 19,9 £ 2,0 pmol PIP; pro min und mg Protein. In dem Inset der Abb. 3A ist
ein Beispiel fiir die vermehrte Synthese von [**P]PIP,, wie sie auf den Diinnschichtplatten zu
erkennen war, dargestellt.

SchlieBlich sollte gepriift werden, ob der stimulierende Effekt der PLD1 auf die PIP-5-
kinase-Aktivitdt auch zu einem Anstieg des PIP,-Gehaltes in intakten Zellen fiihrt. Fiir die
Bestimmung des zelluldren PIP,-Gehaltes habe ich mich der Methode von Chilvers et al.
(1991) bedient, bei welcher der Gehalt an PIP; indirekt, d.h. nach chemischer Hydrolyse zu
[P; und anschlieBender Massenbestimmung von IP; erfasst wird. Dafiir wurden mit
Leervektor oder mit PLD1-DNA tranzfizierte HEK-293-Zellen in 35-mm-Zellkulturschalen
durch Zugabe von TCA fixiert und anschlieBend die Lipide mit einem
Chloroform/Methanol/HCl-Gemisch aus den Membranen extrahiert. Nach chemischer
Hydrolyse des extrahierten PIP, durch Inkubation mit KOH bei 100°C und Neutralisierung
der Proben wurde das entstandene IP3 in einem kompetitiven Bindungsassay mit [’H]JIP; und
einem spezifischen IPs;-Bindungs-protein aus Rindernebennieren bestimmt. Wie in Abb. 3B
zu sehen ist, war die durch PLDI1 gesteigerte PIP-5-kinase-Aktivitdt in der Tat von einer
deutlichen Zunahme des PIP,-Gehaltes in den intakten Zellen begleitet (von 289 + 15 pmol
PIP, pro mg Protein in den Kontrollzellen auf 488 + 54 pmol PIP, pro mg Protein nach
Uberexpression der PLD1).

Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Uberexpression der PLDI1, sehr wahr-
scheinlich iiber ihr Reaktionsprodukt PA, in HEK-293-Zellen zu einer vermehrten PIP,-
Produktion durch die Stimulation der PIP-5-kinase fiihrt. Hierbei ist zu unterstreichen, dass
dieses Ergebnis nicht nur in vitro in Zelllysaten, sondern auch in der intakten Zelle gezeigt

werden konnte.
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Abb. 3. Stimulation der zelluléren PIP,-Synthese durch PLD1

(A) HEK-293-Zellen wurden auf 145-mm-Zellkulturschalen bis zu etwa 70% Konfluenz bei 37°C kultiviert und
mit den angegebenen Mengen (ug DNA) an PLD1 Wild-Typ transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen auf 100-
mm-Zellkulturschalen gesplittet und nach weiteren 24 h im PIP-5-kinase-Assay eingesetzt werden. Die Messung
der PIP-5-kinase-Aktivitat erfolgte in den Zelllysaten (50 pg) wie in ,Material und Methoden* (3.2.6)
angegeben. Das Inset zeigt exemplarisch die originalen radioaktiven PIP,-Banden in der Autoradiographie.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in zwei voneinander unabhidngigen Versuchen erzielt.

(B) HEK-293-Zellen wurden mit 70 pg Leervektor-DNA (leere Saule) oder mit 70 ug PLD1-DNA (graue Siule)
transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Bestimmung des zelluldren PIP,-Gehaltes wie in ,,Material und Methoden*

(3.2.7) beschrieben. Die PIP,-Masse ist in pmol PIP, pro mg Protein angegeben.
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4.2 PLD1ist ein Effektor von Arflim Signalweg zur PIP-5-kinase

Untersuchungen an unserem Institut hatten gezeigt, dass durch Uberexpression von Arfl in
HEK-293-Zellen die PIP-5-kinase-Aktivitit und der zellulire Gehalt an PIP, gesteigert
werden kann. In Ubereinstimmung damit belegen Studien anderer Arbeitsgruppen, dass Arfl
die PIP,-Produktion iiber die Aktivierung der PIP-5-kinase in permeabilisierten Zellen und in
aufgereinigten Membranen stimulieren kann (Fensome et al., 1996; Way et al., 2000).
Weiterhin konnten Jones et al. (2000) in Experimenten mit aus Rattenleber aufgereinigten
Golgi-Membranen zeigen, dass Arfl ein Aktivator der PIP-5-kinase-a ist. Da andererseits in
verschiedenen Arbeiten nachgewiesen wurde (Brown et al., 1993; Cockcroft et al., 1994,
Hammond et al., 1997; Sung et al., 1997), dass Arfl ein direkter Aktivator der PLD ist, lag
die Vermutung nahe, dass die stimulierende Wirkung von PLD auf die PIP-5-kinase-Aktivitét
unter dem Einfluss von Arfl steht.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden zuerst HEK-293-Zellen mit einer
konstitutiv aktiven Arfl-Mutante (Arfl Q71L) sowie mit Wild-Typ Konstrukten der PLD-
Isoformen PLD1 und PLD?2 transfiziert. Nach 48 h wurde die PIP-5-kinase-Aktivitét in den
Lysaten der Zellen unter in vitro Versuchsbedingungen wie oben beschrieben bestimmt. Nach
alleiniger Transfektion von entweder Arfl Q71L, PLD1 Wild-Typ oder PLD2 Wild-Typ
konnte eine Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitdt, jedoch zu einem unterschiedlichem
Ausmal} beobachtet werden (Abb. 4A). Die Expression von Arfl Q71L fiihrte zu einer
Zunahme der Kinaseaktivitdit um den Faktor 5 im Vergleich zur Kontrolle, wéhrend die
Uberexpression von PLD1 und PLD2 die Aktivitit der PIP-5-kinase um etwa den Faktor 2
erhohte. Auffallende Unterschiede wurden nach Kotransfektion von Arfl Q71L mit PLD1
bzw. PLD2 festgestellt. Wéahrend durch Koexpression von Arfl Q71L mit PLD2 eine rein
additive Zunahme der PIP-5-kinase-Aktivitit beobachtet wurde (Faktor 7), war nach
Koexpression von Arfl Q71L mit PLDI die Kinaseaktivitét drastisch, um etwa das 15-fache
im Vergleich zu den Kontrollzellen gesteigert. Diese synergistische Wirkung deutet darauf
hin, dass die PIP-5-kinase gemeinsam von Arfl mit insbesondere der PLD1-Isoform reguliert
wird.

Die Hypothese, dass Arfl und PLD1 die PIP,-Synthese kooperativ steuern, konnte
durch Kotransfektion von PLD1 mit einer inaktiven Arfl-Mutante (Arfl T31N) untermauert
werden. Hierzu wurde die Aktivitdt der PIP-5-kinase in Lysaten von Zellen getestet, die
entweder mit PLD1 allein oder in Kombination mit Arfl T31N transfiziert waren. In Lysaten
von mit 20 bzw. 50 ug PLD1 Wild-Typ-DNA transfizierten Zellen war die PIP,-Synthese
dosisabhingig gesteigert (Abb. 4B, links). Expression von inaktivem Arfl T31N hingegen
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senkte die basale PIP-5-kinase-Aktivitdit und unterdriickte die durch PLDI1 induzierte
Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitdt (Abb. 4B, rechts). Zusammengenommen deuten diese
mit Arfl Q71L und Arfl T31N erhobenen Befunde darauf hin, dass Arfl bei der Regulation
der PIP-5-kinase durch PLDI beteiligt ist.

Im Folgenden sollte nun gepriift werden, ob diese Anderungen der in vitro bestimmten
Kinaseaktivitit auch ihren Niederschlag im PIP,-Gehalt in intakten Zellen finden, d.h. ob die
Kooperation von Arfl und PLDI sich auch auf dieser Ebene bestitigen lasst. Dazu wurden
HEK-293-Zellen mit Wild-Typ Konstrukten der beiden PLD-Isoenzyme und Arfl T31N
kotransfiziert und die zelluliren PIP,-Gehalte wie in ,,Material und Methoden* (3.2.7)
beschrieben bestimmt. Uberexpression von PLDI1 fiihrte zu einer dosisabhingigen Zunahme
des zelluldren PIP,-Gehaltes von 384 + 8 in den Kontrollzellen bis auf 501 + 46 pmol PIP,
pro mg Protein bei der hochsten getesteten Menge (100 ug DNA) an PLD1 (Abb. 5A).
Koexpression der inaktiven Arfl T31N-Mutante konnte diesen durch die PLD1 induzierten
Anstieg der PIP,-Masse in den Zellen vollstindig verhindern und resultierte in nahezu
unverdanderten PIP,-Mengen im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 5A). Unter den gleichen
Versuchsbedingungen wurde die Bestimmung des zelluldren PIP,-Gehaltes durch
Koexpression von Arfl T31N mit dem Wild-Typ Konstrukt der PLD2 durchgefiihrt. Im
Gegensatz zur Expression von PLD1 kam es in Anwesenheit von PLD2 nach einem leichten
Anstieg bei 20 pg PLD2-DNA mit steigenden Mengen (50 und 100 pg DNA) zu einem
deutlichen Abfall der PIP,-Masse, bis unter den Basalwert in den Kontrollzellen (451 + 39)
auf 309 £+ 30 pmol PIP, pro mg Protein (Abb. 5B). Die inaktive Mutante Arfl T31N konnte
hier ebenfalls den PIP,-Gehalt auf einem niedrigen Niveau supprimieren (Abb. 5B). Diese
Ergebnisse zeigen deutlich, dass die inaktive Mutante Arfl T31N die stimulierende Wirkung
der PLD1, mit Einschrinkungen auch der PLD2, auf die PIP,-Synthese durch die PIP-5-

kinase nicht nur im in vitro Assay, sondern auch in intakten Zellen blockieren kann.
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Abb. 4. Bedeutung von Arfl fir die Regulation der PIP-5-kinase-Aktivitat durch die PLD1

(A) HEK-293-Zellen wurden mit Leervektor (leere SAule, Kontrolle), nach alleiniger Transfektion mit Arfl
Q71L (50 pg DNA), PLD1 (30 pg DNA) oder PLD2 (30 ng DNA) (graue Sulen), sowie nach kombinierter
Transfektion von 50 ug Arfl Q71L-DNA mit 30 pg PLD1-DNA oder 50 ug Arfl Q71L-DNA mit 30 ug PLD2-
DNA (schwarze SAulen) transfiziert. Die PIP-5-kinase-Aktivitdt wurde in den Zelllysaten wie in ,,Material und
Methoden (3.2.6) beschrieben, bestimmt. Das Ergebnis ist représentativ fiir zwei voneinander unabhéngige
Versuche.

(B) HEK-293-Zellen wurden mit der angegebenen Menge an PLD1-DNA allein (links, Vektor) oder mit 100 pg
Arfl T3IN-DNA (rechts, Arfl T31N) transfiziert. Die PIP-5-kinase-Aktivitdt wurde in den Zelllysaten wie in
»Material und Methoden* (3.2.6) beschrieben, bestimmt. Die Abbildung zeigt exemplarisch die originalen

[**P]PIP,-Banden eines Autoradiogramms. Ahnliche Ergebnisse wurden in zwei Experimenten erzielt.
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Abb. 5. Arf1 T31N unterdriickt die steigernde Wirkung von PL D auf den PIP,-Gehalt.

In HEK-293-Zellen, die mit den angegebenen Mengen der Wild-Typ Konstrukte von PLD1 (A) oder PLD2 (B)
allein (leere Balken) oder zusammen mit (schwarze Balken) 100 pg Arfl T31N-DNA transfiziert waren, wurde
der endogene PIP,-Gehalt wie in ,,Material und Methoden* (3.2.7) beschrieben, bestimmt. Der PIP,-Gehalt ist in

pmol PIP, pro mg Protein angegeben. Die Ergebnisse sind charakteristisch fiir zwei unabhingige Versuche.
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Um die Zusammenarbeit von Arfl und PLD-Isoformen bei der Regulation der PIP,-
Synthese weiter zu charakterisieren, wurden Zellen mit der konstitutiv aktiven Arfl Q71-
Mutante und mit durch Punktmutationen in ihrer katalytischen Doméne inaktivierten PLD-
Konstrukten (PLDI K898R und PLD2 K758R) kotransfiziert. Erneut erfolgte die
Bestimmung des zelluldren PIP,-Gehaltes iiber die Massenbestimmung von IP;. Hierbei
zeigte sich, dass der durch Expression von Arfl Q7I1L gesteigerte PIP,-Gehalt durch
Koexpression steigender Mengen an PLD1 K898R bis auf (und bei 50 pg DNA sogar unter)
den basalen Gehalt in den Kontrollzellen gesenkt wurde (Abb. 6A). Eine dhnlich hemmende
Wirkung wurde auch nach Koexpression von Arf Q71L mit dem inaktiven Konstrukt der
PLD2-Isoform festgestellt. Koexpression von PLD2 K758R fiihrte ebenfalls zu einer
vollstdndigen Hemmung der durch Arfl Q71L erh6hten PIP,-Spiegel (Abb. 6B).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse aus den in vitro PIP-5-kinase-Versuchen
und den PIP,-Bestimmungen in intakten Zellen, dass die kleine GTPase Arfl und PLD-
Isoformen an der Regulation der PIP,-Synthese beteiligt sind. Weiterhin stiitzen diese Daten
meine Hypothese, dass die PLD in den durch Arfl regulierten Signalweg zur PIP-5-kinase
eingeschaltet ist. Sowohl die eindeutigeren Effekte der PLD1 als auch der Synergismus von
Arfl spezifisch mit der PLD1 (Abb. 3A) deuten darauf hin, dass die PLD1, eher als die PLD2,
in den Signalweg von Arfl zur PIP-5-kinase eingeschaltet sein diirfte. Die Beobachtung, dass
inaktive PLD-Konstrukte die Effekte einer konstitutiv aktiven Mutante von Arfl zu
blockieren vermodgen (Abb. 6), ermoglicht weiterhin die Einstufung von Arfl oberhalb von

der PLD im Signalweg zur PIP-5-kinase.
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Abb. 6. Inaktive PLD hemmt die Zunahme des zellularen PIP,-Gehaltesdurch Arf1 Q71L

In HEK-293-Zellen, die ohne (leere Balken) und mit 50 pg Arfl Q71L-DNA und den angegebenen Mengen der
inaktiven Konstrukte von PLD1 K898R (A) oder PLD2 K758R (B) (schwarze Balken), transfiziert waren, wurde
der zelluldre Gehalt an PIP, wie in ,,Material und Methoden® (3.2.7) beschrieben, bestimmt. Die endogene PIP,-
Masse ist in pmol PIP, pro mg Protein angegeben. Die Ergebnisse sind représentativ fiir zwei voneinander

unabhéngige Versuche.
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4.3 Betelligungder PLD1 an der Stimulation der PIP-5-kinase durch Rho

und Rho-kinase

Wie in der Einleitung dargestellt, sind neben den GTPasen der Arf-Familie auch Rho-
GTPasen wichtige Regulatoren der PIP,-Synthese durch die PIP-5-kinase. Dariiber hinaus
hatten Untersuchungen an HEK-293-Zellen ergeben, dass Arf- und Rho-GTPasen weitgehend
unabhingig voneinander in die Aktivierung der PLD1 durch einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor eingeschaltet sind (Bayer et al., 1999; Schmidt et al., 1999). Ich habe deshalb
untersucht, ob die PLD1 auch im Rho-Aktivierungsweg zur PIP-5-kinase beteiligt ist. Seit der
zweiten Hilfte der neunziger Jahre ist bekannt, dass die Aktivitit der PLD1 durch eine direkte
RhoA-PLD1-Interaktion gesteigert wird (Hammond et al., 1997; Sung et al., 1997; Min et al.,
1998; Bae et al., 1998). In spateren Untersuchungen in HEK-293-Zellen wurde ein weiterer,
indirekter Mechanismus der PLD-Stimulation durch RhoA nachgewiesen, ndmlich iiber die
Rho-kinase (Schmidt et al., 1999). Diese durch RhoA aktivierte Serin/Threoninkinase ist
dariiber hinaus auch an der durch RhoA induzierten Stimulation der PIP,-Synthese durch die
PIP-5-kinase in HEK-293-Zellen beteiligt (Oude Weernink et al., 2000b).

Ich bin nun der Frage nachgegangen, ob PLD-Enzyme Einfluss auf die Stimulation der
PIP-5-kinase durch RhoA/Rho-kinase in HEK-293-Zellen nehmen. Dazu wurden die Zellen
mit einer konstitutiv aktiven Rho-kinase-Mutante (Rho-kinase-CAT) und steigenden Mengen
der inaktiven PLD1- und PLD2-Konstrukte kotransfiziert. Nach 48 h wurde die PIP-5-kinase-
Aktivitdt in den Zelllysaten bestimmt. Wie in Abb. 7 dargestellt, fiihrte die Expression der
inaktiven PLD-Mutanten, besonders der von PLD1, zu einer Hemmung der durch Rho-kinase-
CAT induzierten PIP-5-kinase-Aktivitit. Transfizierung der Zellen mit bereits geringen
Mengen an PLD1 K898R-DNA fiihrte zu einer nahezu kompletten Inhibition der durch Rho-
kinase stimulierten Aktivitdt der PIP-5-kinase, wéhrend durch Expression der PLD2 K758R
eine nur geringe Hemmung, von maximal ~30% erzielt wurde. Diese Ergebnisse deuten an,
dass speziell die PLDI in die Aktivierungskaskade von Rho und Rho-kinae zur PIP-5-kinase

eingeschaltet ist.
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Abb. 7. Hemmung der durch Rho-kinase-CAT-induzierten PIP-5-kinase-Aktivitét durch inaktive PLD

Auf 145-mm-Zellkulturschalen kultivierte HEK-293-Zellen wurden mit Rho-kinase-CAT (30 ug-DNA) und den
angegebenen Mengen (g DNA) der inaktiven Konstrukte PLD1 K898R und PLD2 K898R kotransfiziert. Nach
48 h wurden die Zellen abgelost und die PIP-5-kinase-Aktivitit in den Zelllysaten wie in ,,Material und
Methoden“ (3.2.6) beschrieben, bestimmt. Die Enzymaktivitéten sind in Prozent der Kontrolle angegeben, wobei
100 % der maximalen Aktivierung der PIP-5-kinase-Aktivitdt durch Rho-kinase-CAT entspricht. Das Inset zeigt
exemplarisch die durch **P markierten PIP,-Banden auf einer der Autoradiographien. Ahnliche Ergebnisse

wurden in drei voneinander unabhingigen Versuchen erzielt.

Da fiir PLD-Enzyme weder eine direkte Interaktion noch eine Phosphorylierung durch
die Rho-kinase gezeigt werden konnte (Schmidt et al., 1999), wurden fiir die Aktivierung der
PLD durch die Rho-kinase zusétzliche Komponenten angenommen. Tatsdchlich konnten
kiirzlich in unserem Institut die durch Rho-kinase aktivierte LIM-kinase und deren Substrat
Cofilin als weitere Komponenten identifiziert werden. Aufgrund dieser neuen Ergebnisse wird
angenommen, dass die Signalkaskade von RhoA zur PLDI folgendermaflen ablduft:

Aktiviertes RhoA aktiviert die Rho-kinase, die dann die LIM-kinase phosphoryliert, die
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dadurch aktivierte LIM-kinase ihrerseits phosphoryliert Cofilin an der Position Serin-3, das
dann mit der PLDI1 interagiert und ihre Aktivitét steigert. Die Aktivierung der PLD1 durch
RhoA/Rho-kinase/LIM-kinase kann durch Expression der nicht phosphorylierbaren Cofilin
S3A-Mutante blockiert werden (Li Han, Doktorarbeit, Universitidt Essen, 2003). Aufgrund
dieser neuen Erkenntnis habe ich nun untersucht, ob die Blockade einen Reaktionsschritt vor
der PLDI1, bei Cofilin, Einfluss auf die PIP-5-kinase-Aktivitdt nimmt. Hierfiir wurden HEK-
293-Zellen mit Rho-kinase-CAT und dem nicht phosphorylierbaren Cofilin S3A kotransfiziert
und die Totallysate hinsichtlich ihrer PIP-5-kinase-Aktivitdt getestet. Tatsdchlich wurde der
stimulierende Effekt von Rho-kinase-CAT auf die Aktivitdt der PIP-5-kinase durch
Expression von Cofilin S3A weitgehend blockiert. In der Abb. 8A sind die zum Kinase-Assay
gehorenden radioaktiven PIP,-Banden in dem Autoradiogramm dargestellt. Expression von
Rho-kinase-CAT fiithrte zu einer starken Stimulation der PIP-5-kinase. Diese gesteigerte
Synthese von [*°P]PIP, wurde durch Expression von Cofilin S3A konzentrations-abhingig
reduziert. Dieses Ergebnis wurde anschlieBend auch anhand der Bestimmung des PIP,-
Gehaltes in intakten Zellen iiberpriift. Expression steigender Mengen an Cofilin S3A fiihrte zu
einer kompletten Hemmung des durch Rho-kinase-CAT induzierten Anstiegs von PIP, (Abb.
8B). Diese Ergebnisse lassen eine Beteiligung der PLD1, vermutlich iiber die vorgeschalteten
Effektoren LIM-kinase und Cofilin, im Signalweg von RhoA und Rho-kinase zur PIP-5-

kinase annehmen.
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Abb. 8. Hemmung der durch Rho-kinase-CAT gesteigerten Pl P,-Synthese durch Cofilin S3A

(A) Subkonfluente HEK-293-Zellen wurden ohne (-) oder mit 30 pg DNA von Rho-kinase-CAT (+) und den
angegebenen Mengen (Ug DNA) an Cofilin S3A transfiziert. Die Bestimmung der PIP-5-kinase-Aktivitét
erfolgte in den Zelllysaten wie in ,,Material und Methoden® (3.2.6) beschrieben. Das Autoradiogramm zeigt ein
typisches Ergebnis der PIP-5-kinase-Assays und ist reprisentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.

(B) HEK-293-Zellen wurden ohne (leere SAule) oder mit 30 pg DNA von Rho-kinase-CAT und den
angegebenen Mengen (Mg DNA) an Cofilin S3A (graue SAulen) transfiziert. AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung des zelluldren PIP,-Gehaltes wie in ,,Material und Methoden® (3.2.7) beschrieben. Der zelluldre
PIP,-Gehalt ist in pmol pro mg Protein angegeben. Dargestellt ist einer von zwei unabhdngigen Versuchen, die

dhnliche Resultate ergaben.
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4.4 Effektevon Arfl und PLD1 auf subzellulare Pl P,-Pools

Die bislang dargestellten Ergebnisse zeigten, dass PLD-Enzyme, insbesondere die PLDI1, bei
der Regulation der PIP-5-kinase durch Arfl und RhoA beteiligt sind. Im Weiteren sollte nun
untersucht werden, welcher PIP,-Pool in der Zelle durch die Interaktion zwischen PLD und
PIP-5-kinase reguliert wird. Wie bekannt ist, erfiillt PIP, als Substrat verschiedener Enzyme
und als Regulator zahlreicher intrazelluldrer Proteine vielfdltige Zellfunktionen, wohingegen
iber die rdumliche Regulation der Synthese von PIP, bislang noch wenige Daten vorliegen.
Es besteht die Hypothese, dass PIP, in kleinen Pools verschiedener Zellkompartimente
gruppiert ist, die sowohl funktionell als auch strukturell unterschiedlichen
Regulationsmechanismen unterworfen sind.

Eine Moglichkeit der PIP,-Kompartimentierung stellen Caveolae dar, die durch das
Markerprotein Caveolin-1, den hohen Gehalt an Glykosphingolipiden und Cholesterol und
thre geringe Dichte charakterisiert sind. Caveolae sind kleine Signaldoménen, welchen
aufgrund ihrer Konzentration an Signalmolekiilen, auch Phosphoinositiden (Pike & Casey,
1996) eine grundlegende Bedeutung in Prozessen der Signaltransduktion zugesprochen wird.
In A431-Zellen konnten nach Sucrosedichtezentrifugation zwei PIP,-Pools nachgewiesen
werden, wobei anndhernd die Halfte des totalen PIP, im low density Bereich (Caveolae)
lokalisiert war, wihrend der zweite Pool im high density Bereich gefunden wurde (Pike &
Casey, 1996). Unsere Arbeitsgruppe hatte sich bereits mit der subzelluliren PIP,-Verteilung
in HEK-293-Zellen befasst und gezeigt, dass die GTPase RhoA vor allem einen PIP,-Anstieg
im low density Bereich eines diskontinuierlichen Sucrosedichtegradienten bewirkt, wéihrend
Arfl eher den PIP,-Pool im high density Bereich zu regulieren scheint. In der vorliegenden
Arbeit bin ich nun der Frage nachgegangen, welcher der beiden PIP,-Pools durch die PLD1
reguliert wird.

Zundchst wurden HEK-293-Zellen mit Arfl transfiziert. Nach Aufschluss der Zellen
wurden die Lysate in eine 60 %ige Sucroselosung gebracht, in ein Zentrifugenrdhrchen
iberfithrt und von einer 35 %- bzw. 5 %igen Sucrosephase iiberschichtet. Nach anschlies-
sender Ultrazentrifugation wurden 10 Fraktionen von jeweils 1,2 ml gesammelt und das
verbleibende Pellet in Puffer resuspendiert. Jede Fraktion wurde hinsichtlich ihres Protein-
gehaltes sowie des Gehaltes an PIP, untersucht. Der Hauptanteil der Proteine wurde im high
density Bereich (Fraktionen 8 - 10) gefunden und nur ein kleiner Anteil (4,8 %) im low
density Bereich (Fraktionen 3 - 4) (Abb. 9A). Dahingegen ergab die Bestimmung des PIP,-
Gehaltes in den Kontrollzellen in Ubereinstimmung mit fritheren Daten, dass ein groBer Teil

des PIP, (42,5 %) im low density Bereich gemessen wurde (Abb. 9B). In den mit Arfl
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transfizierten Zellen konnte eine ausgepriagte und spezifische Zunahme von PIP, im high
density Bereich beobachtet werden (Abb. 9B). Die Verteilung der Proteine wurde durch die
Uberexpression von Arfl, im Vergleich zur Kontrolle nicht verindert. Diese Daten bestitigen
frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, die ebenfalls auf eine selektive Regulation des

PIP,-Gehaltes im high density Bereich durch Arfl hindeuteten.
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Abb. 9. Effekte von Arfl auf die subzelluldre Protein- und PIP,-Verteilung

HEK-293-Zellen wurden ohne (leere SAulen) und mit Arfl (50 pg DNA) (graue SAulen) transfiziert.
Anschliefend wurden die Zelllysate mittels eines Sucrosedichtegradienten aufgetrennt. Zum Aufbau des
Sucrosegradienten wurde 1 ml Zelllysat und 2ml 60%ige Sucrose-Losung, 6 ml 60%ige Sucrose-Losung und 3
ml 5%ige Sucrose-Losung in einem Zentrifugenrdhrchen geschichtet. Nach Ultrazentrifugation (3h bei 32.000
Upm, 4 °C) erfolgte die Aliquotierung des Sucrosedichtegradienten in 10 Fraktionen (1 - 10) und Pellet (P) von
jeweils 1,2 ml, die in 1,2 ml MBS resuspendiert und in 0,9 ml eines Chloroform-Methanol-HCI-Gemisches
extrahiert wurden. Nach Phasentrennung in einer Zentrifuge und Eindampfung der unteren Phase in einem
Vakuumkonzentrator wurde der Gehalt der einzelnen Fraktionen an Protein (A) und PIP, (B) wie in ,,Material
und Methoden® (3.2.5 bzw. 3.2.7) beschrieben, bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert = Bereich von zwei

Gradienten angegeben und représentativ fiir drei unabhéngige Versuche.



Ergebnisse 48

Uberexpression von PLD1 in HEK-293-Zellen fiihrte zu einem Anstieg an PIP,
sowohl im low density als auch im high density Bereich (Abb. 10). Allerdings war der Anstieg
im high density Bereich (53 = 17 %) deutlich stirker als im low density Bereich (15 £ 3 %).
Diese ausgeprigte Erhohung im high density Bereich deutet darauf hin, dass die PLDI,
dhnlich wie Arfl, den PIP,-Gehalt eher aullerhalb von Caveolae kontrolliert. Auch nach
Kotransfektion von Arfl und PLD1 wurde besonders eine Steigerung des PIP,-Gehaltes im

high density Bereich beobachtet (Daten nicht gezeigt).

200
[ Kontrolle
) I PLD1
g 150
[
(@]
X
@ 100-
o
>
N
QO 50-
o
0
low density high density
Fraktion

Abb. 10. Effekt von PLD1 auf die subzellulére PIP,-Verteillung

HEK-293-Zellen wurden ohne (hellgraue Sdulen) und mit 50 pg PLD1-DNA (dunkelgraue Siulen) transfiziert.
Die dichteabhédngige Fraktionierung der Zellbestandteile erfolgte durch Ultrazentrifugation innerhalb eines
Sucrosegradienten wie in Abb. 9 beschrieben. Zur Feststellung der Verteilung von PIP, im low density bzw. high
density Bereich wurden die Fraktionen 3 - 4 bzw. 8 - 10 gepoolt und der zelluldre PIP,-Gehalt wie in ,,Material
und Methoden* (3.2.7) beschrieben, bestimmt . Die Menge an PIP, ist in % der Kontrolle in nicht transfizierten

Zellen angegeben. Die Daten sind Mittelwert + S.E.M. aus vier voneinander unabhédngigen Versuchen.

Zur Uberpriifung der Verteilung der PLD1 in den einzelnen Fraktionen wurden diese
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieBende Westernblot-Analyse mit
einem einem spezifischen anti-PLDI1-Antikdrper untersucht. Wie in Abb. 11 dargestellt,
wurde die PLDI1 iiberwiegend im high density Bereich (Fraktionen 8 - 10) gefunden. Im
Vergleich dazu wurde auch eine Immunoblot-Analyse fiir das Strukturprotein Caveolin-1 als
Marker fiir Caveolae durchgefiihrt. Tatsédchlich wurde die hochste Anreicherung von Caveolin

in der Fraktion 3 beobachtet (Abb. 11).
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Abb. 11. Subzellulére Verteilung von PLD1 und Caveolin

HEK-293-Zellen wurden wie in Abb. 10 beschrieben mit PLD1 (50 pg DNA) transfiziert und die Zelllysate
mittels Sucrosedichtegradientenzentrifugation fraktioniert. In den so erhaltenen Fraktionen wurde der Gehalt an
PLD1 (oberer Teil) und Caveolin (unterer Teil) mittels Immunoblot-Analyse mit spezifischen Antikérpern
gegen PLD1 bzw. Caveolin-1 wie in ,,Material und Methoden® (3.2.9 und 3.2.10) beschrieben, bestimmt.

SchlieBlich wurden die Effekte der Expression der inaktiven PLD-Enzyme PLDI1
K898R und PLD2 K758R auf die Verteilung von PIP, in den Fraktionen der Sucrosedichte-
gradientenzentrifugation untersucht. Die Expression von PLD1 K898R verringerte selektiv
den PIP,-Gehalt im high density Bereich im Vergleich zu den Kontrollzellen. Im Gegensatz
dazu fiihrte die Expression von PLD2 K758R zu einer konzentrationsabhdngigen Abnahme
des PIP,-Gehaltes in beiden Dichtegradientenfraktionen (Daten nicht gezeigt).

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die GTPase Arfl
gemeinsam mit der PLD1 einen nicht-caveoldren PIP,-Pool kontrolliert. Welchen PIP,-Pool

die Rho-Proteine gemeinsam mit der PLD regulieren, bleibt noch zu kléren.
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5. Diskussion

5.1 Beteligung der Phospholipase D an der Regulation der Synthese von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) spielt eine bedeutende Rolle fiir eine Vielzahl
zelluldrer Vorginge (sieche Einleitung). Diese vielfdltigen Funktionen von PIP,, das einerseits
als Substrat fiir die Bildung von sekundéren Botenstoffen dient und andererseits mit vielen
zelluldren Proteinen interagiert und dadurch ihre Aktivitdt und/oder subzelluldre Lokalisation
andert, lassen eine kontrollierte Regulation der fiir seine Synthese und seinen Abbau verant-
wortlichen Enzyme vermuten. Als Hauptsyntheseweg von PIP, wird die Phosphorylierung
von PI an der D4-Position des Inositolringes durch die PI-4-kinase und die anschlieende
Phosphorylierung von PIP an der D5-Position durch die PIP-5-kinase angenommen. Neuere
Daten geben jedoch Hinweise darauf, dass sich der zelluldre Phosphoinositidmetabolismus
wesentlich komplexer darstellt als bisher angenommen (Anderson et al., 1999). Im Vergleich
zu anderen wichtigen Enzymen in der Signaltransduktion, wie der Phospholipase C (PLC)
und D (PLD) oder der Proteinkinase C (PKC), ist {iber den Mechanismus der zeitlichen und
rdumlichen Regulation dieser Enzyme sehr wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit habe
ich deshalb die Regulation der PIP,-Synthese durch die PIP-5-kinase iiber die kleinen
GTPasen der Arf- und Rho-Familie untersucht, mit besonderem Interesse an einer moglichen
Beteiligung der PLD an diesen Signalwegen.

Die PLD ist an zahlreichen physiologischen Prozessen in eukaryontischen Zellen
beteiligt, wie unter anderem an metabolischen Prozessen, Zellwachstum und -differenzierung,
Sekretion, Vesikeltransport und Membranverkehr (Exton, 2002). Fiir einige dieser zelluldren
Funktionen der PLD, wie z.B. die Reorganisation des Aktinzytoskelettes wurde gezeigt, dass
hierfiir die Phosphatidsdure (PA), das Reaktionsprodukt der hydrolytischen Spaltung von
Phosphatidylcholin durch die PLD verantwortlich ist. Die Wirkungen von PA kommen iiber
direkte Interaktion mit PA-bindenden Proteinen zustande, zu denen auch Protein- und Lipid-
kinasen wie die PIP-5-kinasen gehoren. Auf diese Weise kann das Lipid die enzymatische
Aktivitit und zelluldre Lokalisation zahlreicher Proteine beeinflussen (Gosh et al., 1996;
Exton, 1997; Kishikawa et al., 1999; Rizzo et al., 2000; Manifava et al., 2001; Jones &
Hannun, 2002).

Erstmalig wurde Anfang der neunziger Jahre von Moritz et al. (1992) Daten zur
spezifischen Regulation der PIP-5-kinase durch PA publiziert. Die Autoren zeigten, dass die
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Aktivitdt einer aus Rinderhirn gereinigten PIP-5-kinase durch Zusatz von PA gesteigert wird,
wihrend andere Lipide, einschlieBlich PI, Phosphatidylserin und Lysophosphatidsdure (LPA)
keinen oder nur einen geringen Effekt auf die PIP-5-kinase-Aktivitit zeigten. In Uberein-
stimmung mit diesen in vitro Studien konnten auch ich in Lysaten von HEK-293-Zellen einen
spezifischen Anstieg der PIP-5-kinase-Aktivitd durch PA zeigen. Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, dass die PLD iiber die Bildung von PA an der Aktivierung der PIP-5-kinase in
HEK-293-Zellen beteiligt ist.

Eine tatséchliche Beteiligung der PLD an der Regulation der PIP-5-kinase in HEK-
293-Zellen konnte durch transiente Uberexpression von PLD-Isoformen nachgewiesen
werden. Die physiologische Bedeutung dieses Ergebnisses wurde von uns erstmalig auch in
Experimenten mit intakten Zellen durch eine Zunahme des PIP,-Gehaltes gezeigt. In den
letzten Jahren wurden zahlreiche Zielproteine von PA in vitro identifiziert, aber nur bei
einigen konnte auch eine Aktivitétsteigerung in vivo belegt werden. Dass die Stimulation der
PIP-5-kinase durch die PLD iiber ihr Produkt PA vermittelt wird, ist sehr wahrscheinlich, aber
letztendlich noch nicht gesichert. So konnten auch Metabolite von PA, zu welchen Diacyl-
glycerol (DAG), LPA und Arachidonsdure zdhlen, bei der Aktivierung der PIP-5-kinase
theoretisch eine Rolle spielen. Dariiber hinaus kann auch eine direkte Interaktion von PLD1
mit der PIP-5-kinase ohne Bildung von PA in Betracht gezogen werden. Ein Beispiel fiir eine
Aktivierung allein durch die direkte Bindung zweier Enzyme ist die Interaktion zwischen
PKC und PLD. So kann die PLD durch PKC-Isoenzyme durch einen phosphorylierungs-
unabhingigen Mechanismus aktiviert werden (Singer et al., 1997; Exton, 1999), und auch
eine katalytisch inaktive PKC-Mutante ist in der Lage die PLD zu aktivieren (Singer et al.,
1996). Allerdings konnten ich nach Expression von Lipase-defizienten PLD-Mutanten keine
Stimulation der PIP-5-kinase-Aktivitét, sondern sogar eine deutliche Hemmung beobachten.
Somit scheint fiir eine Aktivierung der PIP-5-kinase durch die PLD in HEK-293-Zellen die
katalytische Aktivitit der PLD und damit die Bildung von PA notwendig zu sein. In Uberein-
stimmung damit wurde von D.R. Jones et al. (2000) gezeigt, dass eine Uberexpression der
DAG-kinase, die die Bildung von PA aus DAG katalysiert, ebenfalls zur Stimulation der PIP-
5-kinase fiihrt.

Das durch die PIP-5-kinase gebildete PIP, wiederum ist ein essentieller Kofaktor fiir
die Stimulation der beiden beim Sduger identifizierten PLD-Isoenzyme PLD1 und PLD2
sowie der PLD-Aktivitdt in verschiedenen zellfreien Systemen, wie in Rattenhirnmembranen
(Liscovitch et al., 1994; Pertile et al., 1995; Hammond et al., 1997, Colley et al., 1997a, b).
Dieses Ergebnis wurde auch in Untersuchungen mit HEK-293-Zellen bestdtigt. Dabei wurde



Diskussion 52

gezeigt, dass PIP, ein hochspezifischer Faktor bei der Aktivierung der PLD-Aktivitét ist,
wihrend andere Phospholipide, einschlielich PIP und PI keinen Effekt auf die Aktivitit der
PLD zeigten (Schmidt et al., 1996¢). Da PIP, sowohl ein wesentlicher Kofaktor fiir die
Stimulation der PLD-Isoenzyme ist als auch iiber einen positiven Riickopplungmechanismus
die Aktivitdt der PIP-5-kinase steigern kann, ldsst eine enge Interaktion dieser beiden Enzyme

annehmen.

5.2 Betelligungder PLD1 an der durch Arfl und Rho/Rho-kinase
regulierten PIP,-Synthese

Eine Beteiligung von Mitgliedern der Arf- und Rho-GTPasen an der Rezeptor-
vermittelten Stimulation der PLD wurden in zahlreichen Studien mit Zellmembranen,
permeabilisierten Zellen und intakten Zellen gezeigt. Dabei wurde sowohl eine synergistische
Wirkung von Arf- und Rho-Proteinen als auch eine Regulation der PLD durch Arf und Rho
auf getrennten Signalwegen vorgeschlagen (Fensome et al., 1998; Bayer et al., 1999; Fahimi-
Vahid et al., 2002; Gosau €t al., 2002). Obwohl bislang die Bindungsstelle von PLD fiir Arf-
Proteine noch nicht eindeutig identifiziert wurde, konnte eine Aktivierung der beiden Sduger-
Isoformen PLD1 und PLD2 durch Arfl in verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden
(Brown et al., 1993; Cockroft et al., 1994; Hammond et al., 1997; Sung et al., 1997).

Arf-Proteine konnten die PLD aber auch indirekt, iiber die Aktivierung von PIP-5-
kinasen eine gesteigerte PIP,-Synthese bewirken. In der Tat wurde gezeigt, dass Arfl in der
Lage ist, die PIP,-Synthese in permeabilisierten Zellen zu stimulieren (Fensome et al., 1996;
Way et al., 2000). Unklar ist, ob es sich hierbei um eine direkte Aktivierung der PIP-5-kinase
handelt oder indirekt aus der Stimulation der PLD resultiert. Nicht zuletzt ist auch eine
Kombination aus beiden Mechanismen denkbar. Einzelne Forschergruppen haben sich mit
dieser Frage in Studien mit unterschiedlichen Zell- und Testsystemen beschéftigt. In Studien
mit aus Rattenleber gereinigten Golgi-Membranen wurde gezeigt, dass Inkubation mit dem
stabilen GTP-Analogon GTPyS und Arfl zu einem drastischen Anstieg des PIP,-Spiegels im
Golgi-Kompartiment fiihrt (Godi et al., 1999; D.H. Jones et al., 2000). Arfl stimulierte dabei
selektiv die Aktivitdt der endogenen PI-4-kinase-f3 und interagierte auch mit der PIP-5-kinase-
Ia,, ohne dass PA erforderlich war. Im Gegensatz dazu haben Honda et al. (1999) in Studien
mit Rinderhirnzytosol zeigen konnen, dass Arf-Proteine nur in Gegenwart von PA zu einem
2- bis 3-fachen Anstieg von PIP, fithren. Im Einklang mit diesen Befunden wurde in

Versuchen mit aufgereinigten Lysosomen und Golgi-Membranen ebenfalls die Notwendigkeit
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von PA fiir die Aktivierung der PIP-5-kinase nachgewiesen (Arneson et al., 1999; Siddhanta
et al., 2000).

Zu bedenken ist, dass diese in vitro Studien zur Regulation der PIP-5-kinase-Aktivitét
mit Lipidvesikel-Priaparationen durchgefiihrt wurden, deren Lipidzusammensetzung nicht
unbedingt den physiologischen Bedingungen in der Zelle entspricht. Deshalb haben ich den
durch Arfl regulierten Aktivierungsweg zur PIP-5-kinase in intakten HEK-293-Zellen
untersucht. Eine Moglichkeit die Beteiligung von PA als Kofaktor fiir die zelluldre PIP,-
Synthese zu priifen, ist die Verwendung von 1-Butanol. In Gegenwart dieses priméren
Alkohols bildet die PLD, anstatt von PA, durch eine Transphosphatidylierungsreaktion
Phosphatidylbutanol. Diese Methode haben vor kurzem Skippen et al. (2002) zum Nachweis
des indirekten Arf-abhingigen Aktivierungsmechanismus der PIP-5-kinase iiber PA in
permeabilisierten humanen Leukémiezellen (HL-60-Zellen) versucht. Ein wichtiger Vorteil
bei der Verwendung von primiren Alkoholen besteht darin, dass durch die Zugabe von 1-
Butanol eine akute Hemmung der PA-Synthese in nahezu alle Zellen erreicht werden kann.
Die Wirkung von 1-Butanol ist konzentrationsabhingig, wobei eine Konzentration von 0,5 %
als optimal fiir eine maximale Transphosphatidylierung angenommen wurde. In Anwesenheit
von 0,5 % Butanol konnte jedoch sowohl in Golgi-Membranen (D.H. Jones et al., 2000) als
auch in permeablisierten Zellen (Skippen et al., 2002) kein Effekt auf die durch Arfl
stimulierte PIP,-Synthese festgestellt werden. Allerdings wurde durch 0,5 % Butanol die
Bildung von PA nicht komplett verhindert. Bei einer Konzentration von 1,5 % Butanol wurde
zwar eine Abnahme der PIP,-Synthese beobachtet, aber auch eine Hemmung der PLD
festgestellt. Da mit dem Einsatz von Butanol keine Beurteilung moglich schien, haben
Skippen et al. (2002) die Arfl-Mutante Arfl N52R eingesetzt, die in vitro zwar die Aktivitat
der PIP-5-kinase, jedoch nicht der PLD steigert. Diese selektive Arfl-Mutante stimulierte die
PIP,-Synthese jedoch um 45 % geringer als die Wild-Typ Form von Arfl. Die Autoren
schlossen somit auf eine Kombination aus sowohl direkter Aktivierung der PIP-5-kinase
durch Arf1 als auch iiber die Bildung von PA.

In der vorliegenden Arbeit wurde die zelluldre Bildung von PA durch die transiente
Expression katalytisch inaktiver PLD-Mutanten gestort. Im Gegensatz zu Butanol kann so
eine chronische und spezifische Hemmung der endogenen PLD-Aktivitét erreicht werden, bei
einer Tranzfizierungseffizienz von 50 - 80 % jedoch nicht in allen Zellen. Ich habe zudem
konstitutiv aktive und dominant negative Mutanten von Arfl eingesetzt. Wie in der Einleitung
dargestellt, kommen die monomeren GTPasen in zwei funktionellen Zustéinden vor. Die GTP-

gebundene Form entspricht dem aktiven Zustand, wihrend die GDP-gebundene Form den
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inaktiven Zustand darstellt. An der Bindung von GTP durch Arfl ist unter anderem der
Aminosdurenrest Threonin-31 beteiligt (Amor et al., 1994). Durch die Mutation dieses
Aminoséurenrestes zu Aspargin entsteht die dominant negative Arfl-Variante Arfl T31N, die
nicht mehr zum GDP-GTP-Austausch befdhigt ist und durch ihre Bindung von
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) auch die Aktivierung von endogenen Arf-
Proteinen verhindert. Die Mutation des Glutamins an Position 71 zu Leucin fiihrt zu der
konsitutiv aktiven Variante Arfl Q71L, bei der die intrinsische GTPase-Aktivitét geldscht ist.

Ich konnte nach Kotransfektion mit inaktiven PLD-Isoenzymen eine deutliche
Reduzierung der durch Arfl Q71L stimulierten PIP,-Synthese beobachten. In Abhdngigkeit
der addierten Mengen inaktiver PLD1 K898R und PLD2 K758R konnte sogar eine komplette
Hemmung bis unter den basalen PIP,-Spiegel in den Kontrollzellen beobachtet werden. Diese
vollstindige Blockade durch die inaktiven PLD-Mutanten in Anwesenheit einer konstitutiv
aktiven Arfl-Mutante ldsst vermuten, dass Arfl vorgeschaltet zur PLD im Signalweg zur PIP-
5-kinase agiert. Basierend auf diesem Resultat lege ich, im Gegensatz zu Skippen et al. (2002)
eine stirkere Gewichtung auf den Signalweg von Arfl zur PIP-5-kinase, ndmlich unter
Einschaltung der PLD. Ein bedeutender Vorteil unserer Vorgehensweise liegt zudem darin,
dass durch die Verwendung der katalytisch inaktiven PLD-Isoenzyme PLD1 K898R und
PLD2 K758R eine mogliche Isoformselektivitit gepriift werden kann. Beide inaktiven PLD-
Isoformen waren in der Lage die durch Arfl Q71L induzierte PIP,-Bildung zu verhindern,
jedoch erfolgte die Hemmung durch PLD1 K898R deutlicher mengenabhingig.

Die Hypothese, dass speziell die Isoform PLD1 eine physiologische Bedeutung in dem
Signalweg von Arfl zur PIP-5-kinase hat, konnte in weiteren Versuchen erhértet werden. So
fiihrte die Koexpression von Arfl Q71L mit der Isoform PLDI zu einer synergistischen
Aktivititssteigerung der PIP-5-kinase, wihrend die simultane Transfizierung mit der PLD2
nur eine additive Steigerung zur Folge hatte. Dieses Ergebnis konnte durch Untersuchungen
mit der dominant negativen Variante Arfl T31N untermauert werden, die den stimulierenden
Effekt von PLD1 auf die PIP-5-kinase-Aktivitidt supprimieren konnte. In intakten Zellen
schlug sich die Hemmung der durch PLDI1 induzierten PIP-5-kinase-Aktivitdt durch Arfl
T3 1IN in einem verringerten PIP,-Gehalt nieder.

In der intakten Zelle diirfte die Interaktion wesentlich komplexer sein, da sowohl PA
als auch Phosphoinositide die Funktion der Arf-GTPasen regulieren konnen. So wird im
Vesikeltransport die Bindung von COP-Proteinen an die Donormembran vermutlich durch PA
stimuliert (Roth, 2000). Phosphoinositide, speziell PIP,, konnen direkt mit Arf-Proteinen

interagieren, wodurch die Interaktion und die Aktivierung von GTPase-aktivierenden
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Proteinen (GAPs) mit Arf-Proteinen gefordert wird (Randazzo, 1997). PIP, kann weiterhin an
Arf-spezifische GEFs binden und auf diese Weise ihre Aktivitdt und subzelluldre Lokalisation
beeinflussen (Paris et al., 1997; Klarlund et al., 1998). So vermittelte die Interaktion mit PIP,
die Rekrutierung des Arfl-GEFs ARNO an die Plasmamembran (Paris et al., 1997). Somit
wird fiir Phosphoinositide eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung und der Translokation
von Arf-Proteinen zu ihrem Wirkort angenommen, wo sie mit ihren Zielproteinen wie z. B.
PLD-Enzymen interagieren.

Zusammengenommen sprechen die dargestellten Ergebnisse fiir eine Beteiligung von
PLD-Enzymen im Signalweg von Arfl zur PIP-5-kinase. Hierbei scheint die Isoform PLDI
eine vorrangige Rolle zu spielen. Weiterhin sprechen die Versuche mit den inaktiven PLD-
Isoenzymen dafiir, dass PLD1 als Vermittler vermutlich nachgeschaltet zu Arfl in dem
Signalweg zur PIP-5-kinase in HEK-293-Zellen agiert.

Untersuchungen mit speziellen Hemmstoffen und bakteriellen Toxinen konnten
zeigen, dass neben Arf-GTPasen auch GTPasen der Rho-Familie an der Regulation der PIP-5-
kinase beteiligt sind (Chong et al., 1994; Schmidt et al., 1996b, ¢; Oude Weernink et al.,
2000a). Die Beteiligung von Rho-Proteinen an der PIP,-Synthese wurde erstmalig von Chong
et al. (1994) in Mausfibroblasten beobachtet. Sie zeigten, dass die spezifische Hemmung von
Rho mit dem Costridium botulinum C3-Exoenzym zu einer Hemmung der durch GTPyS
stimulierten PIP-5-kinase-Aktivitit fiihrt. In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde
gezeigt, dass RhoA iiber die Aktivierung der Rho-kinase die zelluldre PIP,-Synthese reguliert
(Oude Weernink et al., 2000b). Die physiologische Bedeutung dieser Beobachtung konnte in
NI1E-115-Neuroblastomzellen bestitigt werden, in welchen die Regulation der Neurit-
Architektur durch RhoA/Rho-kinase iiber die Synthese von PIP; vermittelt wird (Yamazaki et
al., 2002). Da RhoA und Rho-kinase zudem effektive Regulatoren der PLD-Aktivitét sind,
besteht die Moglichkeit, dass die PLD auch in der Signalkaskade von RhoA und Rho-kinase
zur PIP-5-kinase eingeschaltet ist. Dazu wurden HEK-293-Zellen mit Rho-kinase-CAT
transfiziert, welches die konstitutiv aktive Form der Rho-kinase darstellt. Expression dieser
katalytischen Rho-kinase fiihrte zu einer ausgeprégten Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitit,
wie bereits frithere Untersuchungen unserer Arbeitsguppe zeigten. Der stimulierende Effekt
der Rho-kinase-CAT auf die PIP-5-kinase-Aktivitit konnte durch Koexpression der inaktiven
PLD-Enzyme PLD1 K898R und PLD2 K758R mengenabhingig gehemmt werden.
Insbesondere durch Expression der inaktiven PLDI1-Mutante wurde eine drastische

Reduzierung der PIP-5-kinase-Aktivitdt beobachtet. Somit scheint, wie bereits fiir den Arfl-
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Signalweg angenommen, auch im Rho-abhingigen Signalweg zur PIP-5-kinase insbesondere
die Isoform PLD1 eine Rolle zu spielen.

Kiirzlich wurden Hinweise fiir die Beteiligung von zwei weiteren Signalkomponenten,
namlich von LIM-kinase und Cofilin, an der Stimulation der PLD durch Rho und Rho-kinase
gefunden (unverdffentlichte Daten). Rho-kinase aktiviert die LIM-kinase durch
Phosphorylierung an Threonin-508, wonach die LIM-kinase ihr einzig bislang identifiziertes
Substrat Cofilin an Serin-3 phosphoryliert (Mackawa et al., 1999; Ohashi et al., 2000).
Phosphoryliertes Cofilin ist in seiner Funktion als Aktin-modulierendes Protein inaktiv, es
kann jedoch in dieser Form direkt mit der PLDI1 interagieren und deren enzymatische
Aktivitét steigern. Tatsdchlich wurde durch Expression von Cofilin S3A, das durch Mutation
von Serin-3 zu Alanin nicht mehr phosphoryliert werden kann, die durch Rho-Kinase-CAT
induzierte positive Signalwirkung zur PIP-5-kinase ebenfalls vollstindig inhibiert. Dieses
Ergebnis deutet auf eine Beteiligung von Cofilin, das durch LIM-kinase reguliert wird, im
RhoA-induzierten Signalweg zur PIP-5-kinase hin. Noch unverdffentlichte Studien aus
unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass die PIP-5-kinase-Aktivitdt in Lysaten von HEK-
293-Zellen durch die LIM-kinase gesteigert werden kann. Da durch die LIM-kinase
phosphoryliertes Cofilin direkt mit der PLDI1 interagiert und ihre Aktivitit steigert, wire die
Signalvermittlung von RhoA und Rho-kinase zur PIP-5-kinase durch einen indirekten
Aktivierungsmechanismus iiber die PLD1 eine attraktive Moglichkeit. Andererseits muss
auch eine mogliche direkte Stimulation der PIP-5-kinase-Aktivitdt durch LIM-kinase oder
Cofilin unabhdngig von PLD in Betracht gezogen werden. Zusammengefasst lassen meine
Ergebnisse zur Regulation der PIP-5-kinase durch Arfl und Rho somit eine Beteiligung der

PLD, spezifisch der PLD1 vermuten (Abb. 13).
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Abb. 13. Schematische Darstellung der Regulation der PIP-5-kinase durch Arfl und Rho

Die bisher dargestellten Ergebnisse lieferten gute Hinweise dafiir, dass in HEK-293-
Zellen wenigstens ein Teil der Signalwirkung von Arfl zur PIP-5-kinase unter Einschaltung
der PLD1, vermutlich iiber PA verlduft. Jetzt stellt sich die Frage, wo in der Zelle der durch
Arfl und PLD1 regulierte Syntheseweg zu PIP, lokalisiert ist. Schon ldnger wird vermutet,
dass in der Zelle PIP, in getrennten Reaktionsrdumen gruppiert ist und dass die Synthese
dieser PIP,-Pools durch die verantwortlichen Enzyme unterschiedlich reguliert wird.
Erstmalig erbrachten Untersuchungen von Pike & Casey (1996) Hinweise dafiir, dass PIP;
kompartimentiert in der Zelle vorliegt. Sie konnten in A431-Zellen nachweisen, dass mehr als
50 % des gesamten PIP, in Caveolin-angereicherten Membrandoménen lokalisiert ist.
Weiterhin wurde gezeigt, dass dieser caveoldre PIP,-Pool die vorrangige Substratquelle fiir
die Hydrolyse durch die hormonstimulierte PLC darstellt. Der nicht-caveoldre PIP,-Pool
diirfte eher an strukturellen Aufgaben beteiligt sein. Ich fand nach Sucrosedichte-
gradientenzentrifugation von Lysaten von HEK-293-Zellen, die Arfl iiberexprimierten, einen

selektiven Anstieg von PIP, in Fraktionen des high density Bereiches, der dem nicht-
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caveoldren Pool entspricht. Dagegen wurde die Proteinverteilung in den einzelnen Fraktionen
durch die Uberexpression von Arfl nicht gedindert. Uberexpression von PLD1 ergab ein
vergleichbares Ergebnis, mit einer deutlichen Zunahme des PIP,-Gehaltes im high density
Bereich. Da die PLD1 ebenfalls spezifisch in diesen Fraktionen zu finden war, kann vermutet
werden, dass die PLD1 die PIP,-Synthese in der high density Fraktion reguliert. Dieses
Ergebnis steht mit Untersuchungen von Czarny et al. (1999) im Einklang, die die PLD2,
jedoch nicht die PLD1 in Lipid Rafts und Caveolae verschiedener Zelltypen identifizierten.

In HEK-293-Zellen steht der durch Arfl regulierte PIP,-Pool nicht fiir die Hydrolyse
durch PLC-Enzyme zur Verfiigung (unverdffentlichte Daten). In Ubereinstimmung damit
konnten Skippen et al. (2002) in HL-60-Zellen zeigen, dass die PLC nur in Anwesenheit des
Phospatidylinositol-Transfer-Proteins (PITP), das Phosphoinositide ihren jeweiligen Kinasen
zufiihrt (Liscovitch & Cantley, 1995), auf diesen PIP,-Pool zugreifen kann. Im Gegensatz zu
Arfl fiihrt die Aktivierung von RhoA und Rho-kinase zu einem Anstieg des PIP,-Gehaltes im
low density Bereich, in denen auch Caveolae lokalisiert sind (unverdffentlichte Daten). Ob
und wenn ja wie die PLD und ihr Reaktionsprodukt PA auch an der Regulation dieses PIP,-
Pools beteiligt sind, bleibt zu kléren.

Die Arf-Proteine sind an der Regulation des Membranverkehrs in unterschiedlichen
Zellkompartimenten beteiligt, und insbesondere die Funktion von Arfl am Golgi-Apparat ist
bereits gut untersucht worden (Moss & Vaughan, 1998; Roth, 2000). Aktiviertes Arfl
transloziert zu den Golgi-Membranen, wo es die Rekrutierung von Coatomern sowie die
Abschniirung der Transportvesikel von den Golgi-Zisternen auslost und den Transport zum
Endoplasmatischen Retikulum veranlasst. Dabei diirften die PLD und die PIP-5-kinase
gemeinsam mit Arfl an Vorgidngen des Vesikeltransports im Golgi-Apparat beteiligt sein. So
identifizierten Ktistakis et al. (1996) in Golgi-Membranen Arfl-regulierte PLD1-Aktivitit.
Sie konnten zeigen, dass fiir die Coatomer-Bindung an Golgi-Membranen die Zugabe von
aktiver PLD, auch in Abwesenheit von Arfl ausreicht. Drosselung der PA-Bildung durch
primédre Alkohole verhinderte die Synthese von PIP, und damit die Bildung von COPI-coated
vesicles (Arneson et al., 1999) und zerstorte die Architektur und die funktionelle Integritét des
Golgi-Apparates (Siddhanta et al., 2000). Zusammengefasst deuten diese und die hier
vorlegten Daten auf ein subzellulédr lokalisiertes, enges Zusammenspiel von Arfl, PLD und
PIP-5-kinase im Vesikeltransport hin. Eine interessante Aufgabe fiir die Zukunft diirfte nun
die Aufklarung der physiologischen Funktion des Trios RhoA, PLD und PIP-5-kinase in

Caveolae sein.
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6. Zusammenfassung

Phosphatidsdure (PA), das Reaktionsprodukt der Phospholipase D (PLD), kann in vitro die
Aktivitdt der Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase (PIP-5-kinase) stimulieren. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die PLD die Synthese von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) durch die PIP-5-kinase beeinflusst. Uberexpression von PLD-Isoformen in
HEK-293-Zellen fiihrte zu einer Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitit und zu einem Anstieg
des PIP,-Gehaltes in intakten Zellen. Da die GTPasen Arfl und RhoA sowohl die PLD als
auch die PIP-5-kinase stimulieren, wurde im Folgenden untersucht, ob die PLD an der
Regulation der PIP,-Synthese durch diese GTPasen beteiligt ist. Die durch die beiden PLD-
Isoformen PLDI1 und PLD2 gesteigerte PIP,-Synthese konnte durch Koexpression der
inaktiven Arfl-Mutante Arfl T31N vollstindig verhindert werden. Umgekehrt wurde der
Effekt der konstitutiv aktiven Arfl-Mutante Arfl Q71L durch Koexpression von katalytisch
inaktiven PLD-Konstrukten komplett gehemmt. Wihrend die Effekte von Arfl Q71L und
Wild-Typ PLD2 additiv waren, fiihrte die Koexpression von Arfl Q71L mit Wild-Typ PLDI
zu einer synergistischen Steigerung der PIP-5-kinase-Aktivitdt. RhoA reguliert iiber seinen
nachgeschalteten Effektor Rho-kinase die Aktivitit der PLD und der PIP-5-kinase. Expression
von geringen Mengen der inaktiven PLDI1, aber nicht der PLD2, fiihrte zu einer nahezu
kompletten Hemmung der durch Rho-kinase stimulierten PIP-5-kinase-Aktivitit. Auch die
Expression einer nichtphosphorylierbaren Mutante von Cofilin, das in die Signalkaskade von
RhoA iiber Rho-kinase und LIM-kinase zur PLDI1 eingeschaltet ist, unterdriickte den
stimulierenden Effekt der Rho-kinase auf die PIP,-Synthese. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die PLD1 sowohl bei der Stimulation der PIP-5-kinase durch Arfl als auch durch
RhoA und Rho-kinase beteiligt ist. Mittels Sucrosedichtegradientenzentrifugation von
Lysaten von HEK-293-Zellen konnten zwei separate PIP,-Pools isoliert werden. PLD1 und
Arfl kontrollierten selektiv den nicht-caveoldren PIP,-Pool im high density Bereich, wahrend
die PLD2 den PIP,-Gehalt in beiden Pools beeinflusste. Zusammengefasst deuten diese Daten
darauf hin, dass insbesondere die Isoform PLD1, vermutlich liber die Bildung von PA, einen
physiologischen Regulator der PIP-5-kinase darstellt und nachgeschaltet zu Arfl und RhoA
die Synthese von PIP, kontrolliert.
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6.1 Summary

Involvement of phospholipase D in the regulation of phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate synthesis by Arf- and Rho-GTPases

The reaction product of phospholipase D (PLD), phosphatidic acid (PA), was found to
stimulate phosphatidylinositol-4-phosphate-5-kinase (PIP-5-kinase) activity in vitro. In the
present study, we have examined wether PLD affects the synthesis of phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP;) by PIP-5-kinase. Overexpression of PLD isoforms in HEK-293 cells
led to an increase in PIP-5-kinase activity and to elevated PIP; levels in intact cells. As both
PLD and PIP-5-kinase are stimulated by the GTPases Arfl and RhoA, we investigated in the
following, if PLD is involved in the regulation of PIP, synthesis by these GTPases. Both
PLDI- and PLD2-induced PIP, synthesis was completely blocked by coexpression of
catalytically inactive Arfl T31N. Reversely, the effect of constitutive active Arfl Q71L was
fully inhibited by catalytically inactive PLD constructs. Whereas the effects of Arfl Q71L
and wild-type PLD2 were additive, coexpression of Arfl Q71L with wild-type PLDI1 led to a
synergistic increase in PIP-5-kinase activity. Previously, we have shown that RhoA regulates
the activity of PLD and PIP-5-kinase by its downstream effector Rho-kinase. Expression of
small amounts of inactive PLD1, but not of PLD2, nearly completely abolished Rho-kinase-
stimulated PIP-5-kinase activity. Also expression of a non-phosphorylatable mutant of cofilin,
which participates in the signalling cascade from RhoA via Rho-kinase and LIM-kinase to
PLDI1, suppressed the stimulating effect of Rho-kinase on PIP, synthesis. These findings
suggest that PLDI1 is involved in the stimulation of PIP-5-kinase by Arfl as well as by RhoA
and Rho-kinase. After sucrose density gradient centrifugation of HEK-293 cell lysates, we
isolated two separate PIP, pools. PLD1 and Arfl selectively control the non-caveolar PIP,
pool in the high density fraction, whereas PLD2 affected PIP, in both pools.

In summary, these data suggest that particularly PLD1, apparently by the production of PA,
functions as a physiological regulator of PIP-5-kinase that controls the synthesis of cellular

PIP, downstream to Arfl and RhoA.
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